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Abstrakt

Tato prace je zaméfena na studium fyziologie a proteomu roztoc¢e Varroa destructor a
jeho porovnani se vcelou medonosnou Apis mellifera. Rozto¢ Varroa je v soucasné dobé
hlavnim problémem véelaistvi, jelikoz napada vétSinu véelstev. Moznosti kontroly roztoce se
neobejdou bez rezidui jak v ulu, tak naptiklad v medu a jinych surovinach vyuZzivanych
¢lovékem. DalSim problémem muze byt také soucasné diskutovana otdzka spojitosti roztoce
se syndromem zhrouceni v¢elstev (Colony Collapse Disorder).

Pro zorientovani v organech V. destructor byla studovana vnitini anatomie roztoce
pomoci parafinové histologie. Na histologickych fezech barvenych hematoxylinem a PAS
reakci bylo mozné pozorovat travici soustavu roztoCe, ale také vajicko, vajecniky nebo
mozek.

Cilem prace byla piedevsim identifikace proteinti roztoce V. destructor a véely A.
mellifera jako jejiho hostitele. Pro elektroforetické déleni proteinti byla pouzita dvourozmérna
elektroforéza, kde druhy rozmér separace proteini probihal pomoci 12% a 15% SDS-PAGE.
Z reprezentativnich geli byly vybrany nejabundantnéj$i spoty, které byly analyzovany
hmotnostnim spektrometrem MALDI TOF/TOF. Nejabundantnéjsi protein identifikovany ve
vzorcich V. destructor byl hexamerin, arginin kinaza ¢i hemelipoglycoprotein precursor.
Hexameriny byly také hlavnimi identifikovanymi proteiny v analyzovanych vzorcich kukly.
Hlavni proteiny identifikované ve vzorcich larvy byly naopak major royal jelly proteiny.

Jednim z dil¢ich cili byla enzymova analyza za pouZiti zymogramové analyzy.
Zjisténa trypsinova a chitinazova aktivita ve stadiu kukly korespondovala s metamorfozou.
Hlavni enzymova aktivita v larvalnim stadiu byla a-glukosidazova a chymotrypsinova. Tyto
aktivity byly podobné také kukle. U V. destructor byly prokazany p-glukosidazové a
cathepsin D aktivity, které ve vzorcich A. mellifera pozorovany nebyly.

Vysledky této diplomové prace obohatily nase znalosti o biologii V. destructor a A.
mellifera. Zaroven nam pomohly zorientovat se ve vnitini struktufe roztoCe, proteomu a
enzymech vcely i roztoc¢e. Vysledky mohou byt v budoucnu vyuzity i pro boj s parazitem a

urceni priciny kolapsu vcelstev.



Abstract

This work is focused on the study of physiology and proteome of the the mite Varroa
destructor and on comparison with the honeybee Apis mellifera. Varroa is currently a major
problem for beekeeping, because infects most of the colonies. The control of the mite can not
be done without residues both in the hive and for example in the honey or other resources
used by the man. Another problem can also be the simultaneously discussed issue of the
connection with the Colony Collapse Disorder.

The internal anatomy of V. destructor was studied by using paraffin histology. On
histological sections stained using hematoxylin and PAS was possible to observe the mite
digestive system, but also egg, ovaries or brain.

The primary aim of this study was to identify the proteins of mite V. destructor and
bee A. mellifera as a host of this parasite. For the electrophoretic separation was used two-
dimensional gel electrophoresis, where the second dimension was carried out using 12% and
15% SDS-PAGE. The most abundant spots were selected for analysis using MALDI
TOF/TOF mass spectrometry. The most abundant protein identified in samples of V.
destructor was hexamerin, arginine kinase or hemelipoglycoprotein precursor. Hexamerins
were also identified as the major proteins in the pupae samples. On the contrary the main
proteins identified in the larvae samples were major royal jelly proteins.

One of the partial aims was enzymatic analysis using zymographic technique.
Determined trypsin and chitinases activity in the pupal stage well corresponded to
metamorphosis. The major enzymatic activity in larva was a-glucosidase and chymotrypsin;
these activities were simile in pupa. However larval stage as well as Varroa lacked these
activities. The mite samples exhibited B-glucosidase and cathepsin D activities, which were
absent in A. mellifera samples.

The results of this thesis contributed to our understanding of the biology of V.
destructor and A. mellifera. At the same time helped us to orientate in the internal anatomy of
the mite, proteome and enzymes both mites and bees. The results can be used in the future to

deal with the parasite and to determine the causes of bee colonies collapse.
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1. Uvod

V¢ela medonosna (Apis mellifera) je klicovym opylovac¢em a produkce potravin zavisi
z velké Casti na opyleni vcelami. SouCasnym ekologickym problémem je ektoparaziticky
dobé¢ bojuje s varroazou, a i presto se nedafi tento problém vyiesit. Rozto¢ parazituje na plodu
véel, zejména na stadiu kukly. U larvy zavickované v plastu probiha metamorfoza z kukly na
dospélce. V tuto dobu rozto¢ saje hemolymfu kukly a reprodukuje se. Pouzivani akaricidi
a jiné chemické kontroly se neobejde bez rezidui ve véelafskych produktech. Nejen tato
rezidua jsou pfi pouzivani akaricidi problém. Véely samotné poskozuje pouzivani akaricidl
a muze vést az ke Spatnému vyvoji véel ¢i jejich smrti. Rozto¢ svého hostitele poskozuje jak
na individudlni Grovni pfenasenim mnoha virti a jinych onemocnéni, tak na trovni kolonialni,
kde se muizeme setkat se syndromem zhrouceni véelstev (Colony Collapse Disorder).
Piedkladana diplomova prace se zamétuje na studium fyziologie roztoce V. destructor
a stadia kukly a larvy A. mellifera pomoci proteomiky a enzymatiky. Je studovana
1 anatomie roztoce pomoci parafinové histologie. Cilem diplomové prace bylo ziskat nové
informace o fyziologii V. destructor a A. mellifera, porovnat vysledky proteomiky
a enzymatiky V. destructor a A. mellifera a pokusit se najit proteiny, které¢ by se mohly stat

cilem pro boj s Varroa.



2. Vcela medonosna (Apis mellifera)

2.1. Vyznam vcel

Vcely jsou nejdalezitéjsi komercni opylovaci plodin, jejichz reprodukce zavisi na
zivo¢isném opyleni. Tyto plodiny tvoii az 35 % globalni produkce potravin, a proto jsou
véely dualezit¢ pro ekonomické a udrzitelné zemédé€lstvi. Navic také vcely opyluji velké
mnozstvi divokych rostlin a pfispivaji tak k biodiverzit¢ mnoha ekosystémi. Az 90 %
komerénich opylovacéu tvoti obhospodafované vcelstva. Bez vcel by byla lidska strava velmi
ochuzena (Genersch, 2010).

Soucasné snizovani poétu vcel ve svété se stava vzhledem k dulezitosti vcelstev
vyznamnou hrozbou. V¢ela je jako opylovac¢ dulezitym organismem pro zeméd¢lstvi. V USA
jsou v€ely primarnim opylovacem a jejich vliv na kvalitu a vynos zemédélskych plodin byl
v roce 2000 odhadovan na 14,6 miliard dolard. V¢ely maji také medicinalni vliv (Bogaerts et
al., 2009).

2.2. Biologie vcel

2.2.1. Taxonomické zarazeni

Rod Apis lze rozdélit do 3 podrodt Apis, Megapis a Micrapis. Vcela medonosna (A.
mellifera) patii do rodu Apis. Do tohoto rodu patii kromé véely A. mellifera také vcela

A. cerana, A. koschevnikovi a A. nigrocincta (Engel, 1999).

Klasifikace podle Engel (1999):
Trida: hmyz (Insecta)

Rad: blanokiidli (Hymenoptera)
Celed’: véeloviti (Apidae)

Rod: v¢ela (Apis)

Druh: v¢ela medonosna (Apis mellifera)



Existuje také nékolik poddruhti neboli ekotypti véely medonosné. Kazda populace se
vyvinula za uréitych ekologickych podminek. Tyto poddruhy jsou v soucasné dobé casto
promichany a je slozité je od sebe oddélit (Capinera, 2008). Podle vyzkumu genomu véely je
A. mellifera mellifera vice ptibuzna africkym véelam, které zastupuje A. mellifera scutellata
nez ke geograficky bliz§imu evropskému poddruhu A. mellifera carnica nebo A. mellifera

ligustica (Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006).

Evropské poddruhy podle Capinera (2008):
Apis mellifera mellifera

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera carnica

Apis mellifera caucasica

2.2.2. Zivotni cyklus

cey

Véela medonosna (A. mellifera) je socialni hmyz Zzijici v koloniich. Kazda kolonie
obsahuje dvé samici kasty: matku a dé€lnice, jejichZ pocet na kolonii se pohybuje od 20 000 do
50 000. Zivot v kolonii je fizen mnoha feromony, vydavanymi pievazné véeli matkou.
Kolonie obsahuje také samci kastu nazyvanou trubci. Tito jedinci slouzi hlavné k oplozeni
matky béhem snubnich leti (Sammataro et al., 2000).

Veely v pribéhu zivota prochazi proménou dokonalou (holometabolii). Stupni jejich
vyvoje je vajicko, nékolik stadii larvy, pfedkukla, kukla a nakonec dospéla véela (viz schéma
¢.1). Ve¢eli larva, ktera se vylihne z vajicka je délnicemi kojickami krmena matefi kasickou
vytvofenou V hypofaryngéalnich Zlazach. Tyto Zlazy jsou parové Zlazy umisténé na hlavé
v¢ely, produkujici proteinovy sekret, kterym jsou krmeny larvy, kralovna, délnice a trubci
(Amdam & Omholt, 2002). Hypofaryngalni zlazy délnic hraji dlezitou roli ve vyzivé vcel
a v diferenciaci kast. Zlazy jsou tvofeny lalticky obsahujicimi sekre¢ni buiiky. Jakmile jsou
délnice kojickami, velikost lalickt je nejveétsi a Klesa, jakmile zacinaji vylétavat z hnizda za
potravou. Velikost lalick je tedy nejvétsi kolem 6. dne a zaciné klesat od 15. dne (Feng &
Li, 2009). Starsi larvy jiz matefi kaSicku nedostavaji, protoze pokud by ji konzumovaly dale,
vyvinula by se znich matka. Jestli se zlarvy vyvine délnice nebo matka nezavisi na
genetickych rozdilech, ale pouze na délce krmeni matefi kaSickou a na jejim sloZeni. Pokud je

podil cukrii v mateti kaSi¢ce 35 %, vyvine se matka a pokud 10 %, vede to k vyvoji délnice.



Podle Kamakuro (2011) vyvolava zménu d€lnice na matku protein royalactin, ktery se
nachdzi v matefi kaSi¢ce. Tento protein ma vliv na velikost téla a vyvoj vajecnikil a snizuje
dobu vyvoje u vcel (Kamakuro, 2011). Ve vyvoji matek, délnic a trubcti jsou znacné rozdily.
Vsechny kasty prochézi péti stadii larvy, ale larvalni stddium trva u kazdé kasty rizné dlouho.
Nejdéle se vyvijeji trubci a nejkrat§i dobu matky. V poslednim stadiu larvy je bunka

zavickovana a uvniti probiha pfeména v kuklu a poté v dospélou véelu (Tautz, 2010).

Schéma ¢.1: Vyvoj véely medonosné:

] ™ ™
( dospélec ( larva

N/ N/

] ™ - ™
( kukla predkukla

e/ Ne—

Mladé délnice v kolonii pecuji o matku a potomstvo, zatimco star$i délnice vylétaji
pro pyl, nektar, vodu a ochranuji kolonii. Rovnovaha v Glu je zajistovana délnicemi, které
navzdory okolnim podminkdm udrzuji téméf konstantni teplotu a vlhkost v ulu. Celkovy
vyvoj matky trvd 16 dni, délnice 21 dni a trubce 24 dni. Matka dokéaze prezit n¢kolik let,
zatimco dé€lnice a trubci ziji pouze nékolik tydnti (Sammataro et al., 2000).

U dé€lnic v€ely medonosné se v mirném pasmu vyskytuje zietelné rozdéleni v délce

cey

zivota. Podle Amdam & Omholt (2002) muzeme véely rozdélit na kratce zijici letni
(kratkoveéke) veely a dlouho zijici zimni véely (dlouhoveké). Veely lihnouci se od jara do
pulky léta maji primérnou délku zivota od 25 do 35 dni, zatimco zimni véely bézné ziji 6 az 8
mésict. Zimni vcely se lihnou béhem omezené doby v pozdnim 1ét¢ a 1isi se od letnich vcel

také fyziologicky (Amdam & Omholt, 2002).
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2.2.3. Vcela medonosna (Apis mellifera) a jeji vyZiva

ey

Vcely medonosné Ziji v koloniich a material pro stavbu hnizda si vytvaii samy. Vosk
pro tvorbu plasti vznika ve zlazovych polich, kterych ma vcela na zadecku 4 pary. Jakmile
vosk vystoupi z téla véely na povrch zlazy, ztuhne a Supinu véela pouzije na stavbu hnizda.
Nejprve ho v tstech prohnéte se sekretem kusadlovych Zlaz. Jakmile vosk ziska spravnou
konzistenci, mohou s nim v¢ely pracovat a tvofit plasty (Tautz, 2010).

Uvnitt Ulu je pfitomna jak potrava bohatd na proteiny (pyl), tak potrava bohatd na
sacharidy (med) (Sammataro et al., 2000). Pyl jako zdroj proteinti, aminokyselin a lipida je

u vcel nezbytny pro jejich fyzi€ologicky vyvoj a odolnost proti parazitim. Vliv pylu
na zdravi v¢ely byl zkoumén u vcelstev napadenych roztocem Varroa. Pyl m¢l pozitivni vliv
na geny ovliviiyjici dlouhovékost véel, ale nezmirnil $kodlivy vliv roztoée na véelu (Alaux et
al., 2011).

Po tom, co se larva vylihne, je krmena mateii kasickou od d€lnic krmicek. Pozdé&ji
jsou larvy krmeny smési kaSicky, medu a pylu, ktera obsahuje méné proteinli a vice
sacharidd. Proteinové zastoupeni v potravé nezavisi pouze na stafi larvy, ale také na sezonnim
obdobi. Kratce po vzniku zacinaji mladé vcely konzumovat med a pyl ulozeny v plastu
nedaleko jejich plodového hnizda. Pyl ulozeny v plastu je pyl, ktery byl posbiran délnicemi
vylétavajicimi za snisSkou, které ho pfipravi pro uloZeni do plastu. Je smichan spolu se sekrety
vcel a obsahuje mnozstvi mikroorganismu. Pyl skladovany timto zplisobem ma vyS$i nutri¢ni
hodnotu nez laboratorn¢ skladovany pyl. Pyl je pro véely pfirodnim zdrojem proteind.
Konzumace pylu délnicemi roste az do doby, neZ se z nich stanou vcely kojicky. Od této doby
konzumace pylu klesa. Béhem zimy, kdy neni dostupna potrava mimo ul, v¢ely konzumuji
uloZzenou potravu, coz znamena med a pyl uloZzeny v plastu. Jinym moznym zpiisobem
zajisténi proteinové stravy je kanibalismus, kdy délnice mohou jist vajicka nebo potomstvo
(Crailsheim, 1990).

Pro rist veely je podstatnych 10 aminokyselin: arginin, histidin, lysin, tryptofan,
fenylalanin, metionin, treonin, leucin, isoleucin a valin. Nutri¢ni hodnota pylu je pro vcely
definovana primarné absolutnim a relativnim obsahem esencialnich aminokyselin. Pyl
z ruznych rostlin ma riznou nutri¢ni hodnotu pro vcely (Crailsheim, 1990).

Pyl je pfijiman bud’ cerstvy, nebo z plastu. Slinné a hypofaryngalni zlazy vcel
neprodukuji proteolytické enzymy. Zrni¢ka pylu jsou transportovany pies ¢eslo do Zaludku a

pti vstupu do zaludku je pyl rozstépen diky osmotickému tlaku a proteolytickym enzymim.
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Proteolytické enzymy se vyskytuji pouze v omezené mife v zazivacim traktu v poslednim
stadiu kukly a u lihnouci se v¢ely. Nejvétsi proteolyticka aktivita se vyskytuje u véel kojicek

(Crailsheim, 1990).

2.2.4. Proteiny hemolymfy

Vcela A. mellifera je pro lidstvo natolik dilezita, ze byla mezi prvnim hmyzem, ktery
byl sekvenovan (Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006).

Kazda vceli kasta ma riuzné energetické a metabolické pozadavky. Hemolymfa
distribuuje ziviny po téle vcely a spolu se slozkami imunitniho systému vyskytujicimi se
V hemolymf& tvofi obranu proti parazitim a mikroorganismim. Kli¢ovymi proteinem
hemolymfy jsou transportni a skladovaci protein transferin, ktery ptendsi zelezo,
apolipophorin, ktery pienasi tuky a vitellogenin, hlavni skladovaci protein u samic (Chan et
al., 2006). Transferin je také dulezitym proteinem v téle vcel, jelikoz hraje roli v centralnim
nervovém systému a jako rastovy faktor, ktery mtze regulovat ostatni proteiny (Kucharski &
Maleszka, 2003). Apolipophorin se vyskytuje u vSech kast v relativné stejnych mnozstvich
(Chan et al., 2006). Aktin se u vcely vyskytuje jako strukturalni protein (Kucharski &
Maleszka, 2003). V. destructor ma podle studie Colin et al. (2001) také chitinazy a proteazy,
které mohou pomahat rozto¢i k proniknuti pies kutikulu vcely. Viry, které rozto¢ pfenasi, se
mohou diky proniknuti rozto€e pies kutikulu snadno dostat do hemolymfy v¢ely, a proto je
vyskyt virovych onemocnéni u parazitovanych kolonii vys$si. Navic maji chitindzy u roztoce
také vyzivovou funkci (Colin et al., 2001).

Prevaznou ¢ast hemolymfy vSak tvofi hexameriny (Chan et al., 2006). Hexameriny
jsou proteiny, které ztratily svou schopnost vazat méd’naté ionty a transportovat kyslik,

a proto slouzi v téle v¢ely jako skladovaci proteiny (Martins, 2010). Hexamerin je proteinem,

ktery se u vcely vyskytuje nejvice v pozdnim larvalnim stddu a na zacatku stadia kukly
(Bogaerts et al., 2009). Hexameriny jsou syntetizovany tukovym télesem vcely. Hemolymfa
vcely obsahuje 4 typy hexamerinli: hex 70a, hex 70b, hex 70c a hex 110, které se 1isi ve
struktute. U dé€lnic je exprese vSech 4 genil nejvyssi. Transkripce hex 110, hex 70a a hex 70b
byla objevena v gonadach larvy i kukly obou pohlavi, a proto pravdépodobné hexameriny
slouZzi jako skladovaci proteiny pfi vyvoji vajicka. Exprese hex 70a je niz§i u matek nez

u délnic (Martins, 2010).
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Enzymy jsou nejhojné€j$i skupinou proteint v hemolymf€ délnice. Nejcastéji se
vyskytuji proteiny ucastnici se Stépeni cukrii, proteazy ¢i peptidazy. Dalsi hojnou skupinou
jsou strukturalni proteiny, napf. aktin a tubulin. Mezi transportni a skladovaci proteiny délnice
patii hexamerin ¢i transferin. Pachy a feromony jsou pienaSeny pomoci proteini OBP
(odorant binding proteins). Soucasti hemolymfy délnice je také skupina proteini major royal
jelly (MRJP), které jsou hlavni soucasti matefi kasicky, kde maji hlavné vyzivovou funkci
(Schmitzova et al., 1998). V hemolymf& délnice byly nalezeny obranné proteiny, ale také
virové proteiny. Mezi ostatni identifikované proteiny byl zatazen heat shock protein a
vitellogenin (Bogaerts et al., 2009). Heat shock proteiny, které se v hemolymf€ vcely
vyskytuji, jsou syntetizovany, jestlize jsou bunky vystaveny vysoké teploté. Tyto proteiny se
uplatniuji napiiklad v dobé letu vcely, kdy teplota kolem létacich svalli miZze dorist az 47 °C
nebo béhem zahiivani kolonie v zimnim obdobi, kdy mize teplota opét vzrist (Chacon-
Almeida et al., 2000).

U stadia larvy véely bylo objeveno 5 zasobnich proteinti: hexamerin 70a, 70b, 70c,
polypeptid s vysokym obsahem kyseliny glutamové a vitellogenin. Pouze hexamerin 70a se
vyskytuje u dospélych dé€lnic, ale informace o jeho syntéze nejsou znamy. (Amdam &
Omholt, 2002). Jedinou kastou, ktera si udrzi expresi hexamerinu 70b v dospélosti
v mnozstvich jako u larvy je matka (Chan et al., 2006). V larvalnim stadiu je rozdilna exprese
proteinli mezi larvou délnice a matky jiz po 3 dnech. Tfidenni a pétidenni larvy maji rozdilné
profily proteint a rizné biologické pozadavky na né, coz vede k jejich diferenciaci na matku
a délnici. U larvy dé€lnice byla prokdzana exprese ATP syntdzy, aldehyddehydrogenazy nebo
14-3-3 proteinu, které se u kralovny nevyskytovaly (Li et al., 2010).

Tukové téleso hraje hlavni roli v Zivot€¢ hmyzu. Jednou z funkci je skladovat a
uvoliiovat energii potiebnou k Zivotu hmyzu s proménou dokonalou, ktery musi
naakumulovat minimalni mnoZzstvi Zivin v larvalnim stddiu, aby pozdéji piezil obdobi
metamorfozy. Bunky tukového télesa nejenze fidi syntézu a pouziti energetickych rezerv, ale
také syntetizuji vétSinu proteini  hemolymfy. Velkd c¢ast vyznamnych proteinti jako
skladovacich, liphoporinti zodpovédnych za transport lipidd ¢i vitellogeninu je vylu€ovano
tukovym télesem (Arrese & Soulages, 2009). Tukové téleso je u vcel vytvoreno b&hem
prvnich dni jejich Zivota jako dospé€lce. V letni sezoné je uvnitf tukového télesa maximum
proteini. B&hem zimy mnoZstvi proteinli v tukovém télese klesa. Vysoké koncentrace
skladovacich proteinti se u vcely vyskytuji hlavné na konci larvalniho stadia, které se pouziji

na vytvoreni tkani béhem metamorfozy (Amdam & Omholt, 2002).
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Z hlediska tvorby proteinti jsou dulezité také hypofaryngalni z1azy, produkujici mateii
kasicku. Zlazy vyluduji specificky protein major royal jelly protein 3 u véel kojicek. Véely
létavky mohou pomoci zlaz produkovat a-glukosidazy, nebo jiné enzymy jako galaktosidazy,
esterazy nebo lipazy (Feng & Li, 2009). Slozeni matefi kaSicky se geograficky lisi a odviji se
od klimatickych podminek. Obsah vlhkosti je 60-70 %, hrubych proteinti 12-15 %, sacharidii
10-16 %, lipidd 3-6 % a 2-3 % nizkomolekularnich latek (vitaminy, soli, apod.). Matefi
kasicka se sklada z 46-89 % ve vodé rozpustnych proteinovych frakci (Albert et al., 1999).
Hlavnimi proteiny jsou major royal jelly proteiny (MRJP), které tvoti hlavni slozku larvalni
stravy (Albert & Schmitz, 2002).

Hemolymfa vcely obsahuje mnoho proteint, nicméné vitellogenin je jednim z nejvice
dominantnich. Vitellogenin je prekursorem proteint vitellinu, ktery je skladovacim proteinem
dulezitym pro vyvoj vajicka u mnoha organismd. Vitellogenin je syntetizovan jako cca 600
kDa precursor v tukovém télese vcel (Tufail & Takeda, 2008). Vitellogenin je syntetizovan ve
vysokych mnozstvich u vcelich matek a je také abundantni u zimnich dlouho Zzijicich vcel
(Erban et al., 2012). Podle Seehuus et al. (2006) vitellogenin chrani délnice pied oxida¢nim
stresem. U obou kast se vitellogenin vyskytuje béhem jejich stadia kukly. U matek je to diive
nez u délnic, kde se v hemolymf& vyskytuje se zpozdénim. Podle Barchuk et al. (2002)
nacasovani vitellogeninu v hemolymf€ obou kast ovliviiuje juvenilni hormon. Vitelllogenin
slouzi vtéle veely také jako prenaSe¢ zinku, a tedy stav zinku koreluje s hladinami
vitellogeninu v hemolymf& véely. Zinek je pro véelu dilezity jako katalyticky, strukturni ¢i
regulaéni ion (Amdam & Omholt, 2002).

Proteinové zastoupeni se zda byt také urcujicim faktorem délky Zivota vcel. Délnice
a matka se vyvinuly se stejného genomu, ale délka zivota matky je 10krat vétsi. Matky kladou
az 2 000 vajicek za den a Ziji 1-3 roky. Na rozdil od matky Ziji délnice 3-6 tydnt béhem léta.
Véeli matky jsou dlouhoveké a plodné, zatimco délnice se stejnym genomem, jsou relativné
kratkovéké a sterilni. U vétSiny zivocichi je dlouhovékosti dosazeno na tukor snizené
plodnosti. Vitellogenin funguje v téle matky jako antioxidant na podporu dlouhovékosti.
Matky lépe odolavaji oxida¢nimu stresu. Exprese vitellogeninu byla u matek vyssi nez u
délnic. To by potvrzovalo hypotézu, ze za dlouhoveékosti matky stoji pravé rozdily v expresi
vitellogeninu, které jsou mezi kastami rizné (Corona et al., 2007).

Vitellogenin zfejmé& hraje roli také v tom, jestli se vyvine letni nebo zimni typ vcely.
Podle Amdam & Ombholt (2002) zavisi typ vcel na teplotnich podminkach na podzim c¢i

zasobach pylu v kolonii. Jestlize je teplota nizkd, syntéza vitellogeninu neni dostatecna, aby
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se u vcel vyvinuly vlastnosti zimnich vcel. Pokud je dostate¢néd zasoba pylu a tim i proteint,
muze syntéza vitellogeninu probihat (Amdam & Ombholt, 2002).

Zatimco podle Amdam & Ombholt (2002) je vitellogenin specificky sami¢im proteinem
hemolymfy, ktery je spoticbovavan vyvijejicim se oocytem, podle Guidugli et al., (2005)
produkuji larvy obou pohlavi vitellogenin ve vyznamnych mnozstvich, coz mtze slouzit pro
jiné funkce nez jen rast oocytu. U délnic je pro transkripci vitellogeninu dilezity juvenilni
hormon, avSak jeho vysoké davky mohou syntézu vitellogeninu inhibovat (Amdam &
Omholt, 2002). Vitellogenin byl zjistén ve vajecnicich kraloven, zatimco ve vaje¢nicich
délnic ne. U Cerstvé vylihnutych vcelich matek se vitellogenin hromadi v hemolymf€ a po 3
dnech miize tvotit az 70 % proteinii hemolymfy. Takto vysoka hladina byva udrzovéana po

zbytek zivota matky (Guidugli et al., 2005).

2.3. Patologie vcel

2.3.1. Poskozeni vcely na individualni arovni

Virové nakazy véel

Napadeni vcelstev viry zfeymé zalezi také na druhu vcel. Nejvice pfevladajici virus byl
u véel A. mellifera v Cing virus deformovanych kiidel (DWV), zatimco u véel A. cerana to
byl virus pytlickovitého plodu (SBV). Vysoky vyskyt viru deformovanych ktidel byl popsan 1
v mnoha evropskych zemich. Virus pytlickovitého plodu byl ptevladajici také v Dansku,
Francii ¢i Rakousku. Zatimco se kaSmirsky virus (KBV) u ¢inskych vcel nevyskytoval,
v mnoha evropskych zemich, Australii &i USA je tento vir velmi rozsifen. Casto lze pozorovat
napadeni riiznymi druhy vird spole¢né. U druhu A. cerana v Ciné pievladala koinfekce viru
DWYV a SBV, zatimco u v¢el A. mellifera nejvice prevladala koinfekce DWV s virem ¢ernani
matecniki (BQCV) (Ai et al., 2012).

Hladiny mnoha vird koreluji s hladinami roztoce, zejména ABPV, SPV (Slow
paralysis virus), BQCV ¢i DWV (Chen et al., 2004). Bylo zjisténo, ze mnoho vird (DWYV,
ABPV, CBPV, SPV, BQCV, KBV, SBV) souvisi s nakazou rozto¢em V. destructor. Varroa
umoznuje horizontalni ptenos viru DWV, SBV, APV, IAPV a KBV z v¢el krmicek do larev
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ptes jejich potravu a pies potomstvo pak do dospélych vcel. Vertikdlni pfenos je mozny
napadenymi vajicky kralovny nebo semeny trubct. Nékolik vird je schopno replikace uvnitt

roztoce, coz potvrzuje aktivni pfenos viri rozto¢em (Le Conte et al., 2010).

2.3.1.1. Virus deformovanych kiidel (Deformed Wing Virus (DWV))

Virus deformovanych kiidel je jeden z mnoha vird napadajicich vcely. Patii do
skupiny Iflaviridae a je tvofen pozitivni jednovlaknovou RNA. Diive byl oznaCovan za
egyptsky virus véel (EBV), ktery byl izolovan v Egypté v roce 1977 z dospélych vcel. Pozdéji
byl izolovan virus ze v¢el S deformovanymi kiidly v Japonsku, kde se ukézalo, Ze se jedna o
stejny virus a podle symptomu pak byl virus pfejmenovan. Dnes je virus rozsifen vSude tam,
kde je rozSifen rozto¢ V. destructor. Pravé rozto¢ V. destructor pomaha horizontalnimu
pfenosu viru. Virus se muze prenaSet také vertikdIn€ z rodicl na potomstvo pomoci vajicek a
spermii (Shah et al., 2009). Napadeni virem DWYV je zna¢né vyssi u kolonii, kde parazituje V.
destructor nez u kolonii bez rozto¢e (Gregorc et al., 2012). V. destructor a DWV jsou podle
studie Dainat et al. (2012a) silnym markerem ztrat véel béhem zimy. Virus byl nalezen také u
vcéel A. cerana. To vyvoladva otazku, jestli virus, stejné jako Varroa, ma svij plvod
Vv jihovychodni Asii a jeho hostiteli véele A. cerana, nebo je to puvodni virus véely A.
mellifera (de Miranda & Genersch, 2010).

Nakaza muze probihat u hostitele skryté nebo oteviené. DWV se mize vyskytovat u
vSech vyvojovych stadii, od vajicek po dospélé vcely. I piesto, ze se rozto¢ v kolonii
nevyskytuje, miize se projevit nadkaza, kterd probiha skryté. Skryté nakazy délime na latentni a
trvalé. U latentni formy je genom viru integrovan do bunécného genomu hostitele. Tento typ
se u vcelich ndkaz zfejm¢ nevyskytuje. Trvala forma je charakterizovana konstantni nizkou
produkci virovych ¢astic. Trvalad forma také nebyla popsana, i kdyz skryté ndkazy jsou
popsany jako forma nakazy DWYV, ale také BQCV, ABPV, CBPV, KBV a SBV. Pii oteviené
nakaze jsou zjevné symptomy a dochazi k vyssi produkci virovych ¢astic. Tento typ ndkazy
se prendsi nejCastéji horizontdlné. Nezbytnym piedpokladem je pienos viru do kukly
rozto¢em V. destructor, ale rozhodujici je replikace viru uvnitf roztoce pied samotnym
prenosem. Virus DWV byl ale nalezen pouze v lumen stieva roztoce V. destructor a nebyl
nalezen zadny dikaz, ze by se vir uvniti roztoce replikoval (Santillan-Galicia et al., 2008).

Shah et al. (2009) detekovali virus v mozku d€lnic, coz poukazuje na aktivni replikaci uvnitf
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vcéel. Napadené oblasti v mozku jsou zodpovédné za zrak a Cich a Ize tedy predpokladat, ze
napadené vcely maji potize s t€mito vjemy. DWV mize ziejmé zplisobovat také chronické
nakazy, které se projevuji dlouhodobou produkci virovych castic po celou dobu zivotnosti
hostitele. Mezi symptomy poukazujici na otevienou nakazu patii deformace kiidel vcel,
zkracené a nafouklé biiska a ztrata barvy. Skryta ndkaza je charakteristicka absenci symptomu

nakazy i pfes ptitomnost virovych ¢astic (de Miranda & Genersch, 2010).

DWYV virus hraje roli také v syndromu zvaném ,,parasitic mite syndrome®. Tento
syndrom popisuje klinické symptomy pfii propuknuti na kolonidlni Grovni. Kdyz kolonie na
jare roste, kompenzace ztrat jedincti diky oteviené ndkaze virem DWYV je snazsi, nez kdyz se
chov na podzim utlumuje a mnozstvi roztoci dosahuje maxima. Virus se zacina §ifit a
dochazi k nadmérnému Ubytku délnic, coz zplsobuje rychly tbytek samotné kolonie az jeji
zanik. Takovy kolaps mlze byt pozorovan na velkém mnozstvi mrtvych a umirajicich vcel se

scvrklymi k¥idly pied tlem (de Miranda & Genersch, 2010).

V. destructor pusobi jako mechanicky vektor viru, ale také indukuje imunosupresi
parazitované kukly. Neni piesné znamo, jak rozto¢ ovliviiuje imunitni odpovéd’ vcel. Shah et
al. (2009) tvrdi, ze vysoky vyskyt roztoCe v kolonii potlatuje imunitni funkce v¢el a muze
vést az k thynu kolonie. Virus deformovanych kiidel mize oslabit kolonii a dopomoct tak
kolapsu kolonie zptuisobeného napadenim roztoce V. destructor . Virus DWV patii do méné
virulentnich virli, coz je paradoxné vysvétleni kolapsu kolonie, jelikoz vice virulentni viry
zabiji kukly a tim 1 roztoce, predtim neZ jsou schopni dokoncit svou reprodukci a pfenést tak

vir do dal$ich jedincu (de Miranda & Genersch, 2010).

2.3.1.2. Virus ¢ernani mate¢niki (Black Queen Cell Virus (BQCV))

Virus ¢ernani matecnikil se v soucasné dobé vyskytuje asi u 30 % kolonii v centralni
Evropé, coz ho ¢ini o to vyznamnéj$i. Samotny virus kolonie nenici, ale vyskytuje se spolu
s infekci hmyzomorky Nosemy apis, a to ma na kolonie negativni efekt. Tento vir napada

hlavné dospélé vcely, stejn€ jako hmyzomorka (Moritz et al., 2010).
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2.3.1.3. Virus akutni paralyzy v¢el (Acute Bee Paralysis Virus (ABPV))

Virus akutni paralyzy vcel byl znam jesté pied prichodem roztoce Varroa, ackoliv
vétSinou nezpusoboval thyn kolonie. Po pfichodu roztoce vzrostl vyskyt viru ABPV a bylo
potvrzeno, ze hraje roli jako vektor viru. Nebylo prokdzano, ze by se vir uvniti roztoce
replikoval, nicméné je pro vcelu kombinace napadeni virem ABPV a roztocem Varroa vice

smrtelna (van Engelsdorp & Meixner, 2010).

Tento virus zabiji jak dospélce, tak vceli plod, obzvlasté v koloniich v Evropé a USA.
K mnoZeni viru dochdzi, jakmile se rozto¢ krmi na napadené vcele. Vcely, které krmi
potomstvo mohou vir piendset pomoci jidla do larev nebo do ostatnich dospélych véel. Diky

tomu se vir muze rychle prenaset (Sammataro et al., 2000).

2.3.1.4. Virus chronické paralyzy v¢el (Chronic Bee Paralysis Virus (CBPV))

Virus chronické paralyzy vcel je v soucasné dobé klasifikovan jako RNA virus. CBPV
jinak nazyvané jako paralyza je infekéni a nakazlivé napadeni véelstev. Jiz v roce 1906 byla
objevena choroba pojmenovana jako ,,Isle of Wight* podle ostrova, kde se vyskytla. Pozd&ji
se zjistilo, Ze za touto zdhadnou nemoci stila kombinace CBPV a environmentalnich
podminek (Neumann & Carreck, 2010). Mezi symptomy onemocnéni patii abnormalni chvéni
ktidel a tél véel. Napadené véely nejsou téméi schopny letu a pouze se plazi kolem tlu. Casto
mivaji nafoukly zadeCek a vykloubena kfidla. Dalsim symptomem jsou vcely, které sice
mohou létat, ale postupné jim opadavaji chlupy. Jejich téla jsou leskla a tmavsi, coz je déla
mensimi a ostatni v¢ely je napadaji. Po n¢kolika dnech se stavaji nelétavymi, chvéji se a brzy

hynou (Ribiére et al., 2010).

Pti vétSim poctu Ulu, které jsou vystaveny stejnym environmentalnim podminkam,
byvaji napadeny pouze nékteré uly stejné jako u viru IAPV. Casto jsou napadenymi
koloniemi pravé silngjsi veelstva, pied kterymi se zacnou objevovat mrtvé vcely. I presto, ze
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mnoho virt je pfenaseno roztocem V. destructor, u tohoto viru je znama pouze jedna studie,
kdy byl zaznamenan ptenos CBPV. Je mozné, Ze rozto¢ diky sani hemolymfy pienasi i toto

vysoce nakazlivé onemocnéni (Ribiére et al., 2010).

2.3.1.5. Kasmirsky virus (Kashmir Bee Virus (KBV))

KaSmirsky virus je RNA vir z ¢eledi Dicistroviridae. V laboratornich podminkach je
tento virus povazovan za jeden z nejvirulentnéj$ich. Je mozné, ze rozto¢ V. destructor pisobi
I v piipadé tohoto viru jako jeho vektor. Chen et al. (2004) potvrdili experimentalné pienos
KBV do v¢eliho hostitele. Rozto€, ktery neni nosi¢em viru, jej mlze ziskat pouhym sdilenim
buiiky uvnitt Glu s napadenymi roztoci. Lze také ptedpokladat, Ze k pfenosu viru do roztoce

muze dojit pii sani hemolymfy napadené v¢ely (Chen et al., 2004).

2.3.1.6. Israeli acute paralysis virus (IAPV)

Virus IAPV vzbudil velky zajem hlavné v souvislosti s moznym ¢initelem CCD. Jeho
pritomnost koreluje s vy$sim rizikem kolapsu kolonie. Interakce Varroa a APV dosud nebyla
zminéna. Nedavné data naznacuji, Ze by viry ABPV, KBV a IAPV nemusely reprezentovat
ruzné druhy, ale komplex blizce piibuznych druhti. Vzhledem k jejich blizké genetické
piibuznosti byvaji KBV a IAPV ¢asto zaménovany (van Engelsdorp & Meixner, 2010).

Bylo prokazano, ze sekvence tohoto viru pietrvavaji ve form¢ DNA integrované do
genomu veely. To indikuje moZnost genetického prenosu z RNA viru do vcelich bunék (de

Miranda & Genersch, 2010).
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2.3.2. Poskozeni véely na urovni kolonii

Mimo poskozeni na individualni urovni ovliviiuje rozto¢ také kolonidlni uroven.
Vcelstva trpi snizenou reprodukcéni schopnosti az syndromem zhrouceni vcelstev. Roztoc¢
redukuje reprodukéni kapacitu ve dvou smérech. Jednak trubci, ktefi jsou napadeni v dobé

vwvr

roje (Rosenkranz et al., 2010).

Ze vcelaiského uhlu pohledu existuje urcity prah, po kterém nastavaji ekonomické
Skody a nevratné poskozeni kolonie. Pfi nizké mife napadeni nejsou klinické symptomy
viditelné a napadeni tak zUstavd vcelafim skryto. Pfi stfednim napadeni mohou byt
symptomy stale skryté, ale napadeni jiz miiZze redukovat rist populace. Kroky k nevratnému
poskozeni véelstva jsou malé, obzvlasté v pruabéhu podzimu, kdy populace roztoce narista,
zatimco populace hostitele klesa. Finalni stadium je pak spojovano s ,,parasitic mite syndrom*
a jeho symptomy jako rozptylené potomstvo, ochromené, plazici se vcely ¢i nevysvétlené
ubytky vceli populace. Prdh poSkozeni nesouvisi s fixnim poctem rozto¢l. Je variabilni a
zavisi na populaci véel a potomstva, sezoné a piitomnosti véelich virt v kolonii (Rosenkranz
etal., 2010).

2.3.2.1 Negativni vliv na véelu

Opakované sani hemolymfy vcely rozto¢em zplsobuje fyzické zranéni vcely, snizeni
obsahu proteind, redukci vahy a ovliviiuje vyvoj organd. Rozto¢ a viry, které prenasi,
ptispivaji k morfologickym deformacim, které redukuji délku Zzivota, schopnost letu a
orientaci vcely. Dospélé véely vznikajici z bun€k napadenych roztocem jsou leh¢i nez jejich
nenapadené sestry (Calderon et al., 2010). Rozto¢ oslabuje imunitni systém vcely, potlacuje
expresi gentl souvisejicich s imunitou a snizuje tak celkové fitness kolonie. Nelécené kolonie

napadené rozto¢em hynou za 6 mésict az dva roky od napadeni (Le Conte et al., 2010).
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2.3.2.2. Syndrom zhrouceni véelstev (Colony collapse disorder (CCD))

V prubéhu nékolika poslednich let dochédzi k zatim nevysvétlenym thynim vcelstev.
Tento jev byl pozorovan v USA a byl pojmenovan jako syndrom zhrouceni vcelstev (CCD).
Mezi lety 2006-2007 v USA stalo podle véelatt za 25 % kolapst jejich kolonii pravé CCD
(Underwood & van Engelsdorp, 2007). Vyskyt CCD ale nebyl lokalizovan pouze v USA.
Dainat et al. (2012b) publikovali prvni piipadovou studii vyskytu CCD v Evrop¢, konkrétné
ve Svycarsku. Hlavnim symptomem CCD je obrovsky thyn véelich délnic, coZ vytvoii
znacny rozdil mezi mnozZstvim potomstva a délnic, kterych je malo. V takto zhroucenych
koloniich ziistdva jen malo vcel, ale mnoho potravy. Tyto zasoby potravy ziistavaji nedotcené
véelami zlodéjkami nebo skiidci i nékolik tydnu od kolapsu (Underwood & van Engelsdorp,
2007). Dalsim symptomem, ktery se v8ak projevi s jistym zpozdénim je nartst skudcu v tle a

kleptoparazitismus v¢elami z okolnich uli (van Engelsdorp, et al. 2009).

Zvysené populace roztoce V. destructor, mikrosporidie Nosema nebo roztoc¢e Acarapis
maji negativni vliv na vceli kolonie a mohou tedy pfispivat k syndromu zhrouceni vcelstev.
Podle Dainat et al. (2012b) vsak kolaps kolonie nema znicujici vliv na roztoce Varroa nebo
mikrosporidii Nosema. I mnoho dalSich patogenti, virti, baktérii ¢i hub mohou pfispivat
k tomuto syndromu (Dainat et al., 2012b). Pouzivani akaricidi pro hubeni roztoce V.
destructor a jinych Skidct, muze zanechavat rezidua v tle a neni vylouceno, Ze je to jedna
z pficin CCD. Chronické vystavovani vcelstev pesticidim mulZe oslabovat jejich imunitni
systém a bere jim tak moZnost branit se ptipadné infekci. Kdyz byly kolonie umistény pobliz
slunec¢nicovych poli, které byly oSetfovany imidaclopridem, bylo vylétani za sniskou znacné
omezeno a délnice mély problémy s navratem do ulu (Underwood & van Engelsdorp, 2007).
Pesticidy tedy mohou zpiisobovat poruchy ve v€elich tancich ¢i v orientaci délnic. Navic
pesticidy snizuji také délku zivota vcel. Kolonie se syndromem zhrouceni vcelstev maji
obecné vyssi mnoZzstvi obsazenych virt a jinych ptavodcti chorob. To maze byt dano bud’

vyS$$i expozici patogeniim nebo sniZzenou obranou véelstev (van Engelsdorp et al., 2009).

Virus IAPV m4 ziejmé také souvislost s CCD, jelikoz je alespon zc¢asti zodpovédny za
popsané symptomy a mortalitu béehem CCD. Vyskytuje se nejcastéji na Blizkém vychodg,
Australii a USA, ale méné v Evropé€. To by mohlo vysvétlovat, pro¢ se IAPV podili na ubytku

véelstev v USA, zatimco v Evropé ne (Genersch, 2010).
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Vzhledem k tomu, ze africké a afrikanizované vcely ptezivaji bez pouziti 1écby proti
rozto¢i a V. destructor se prozatim nenachazi v Australii, podporuje to podle Neumanna &
Carrecka (2010) roli roztoce Vv soucasnych ztratach kolonii. Obecné ale nelze fict jednu

samotnou pri¢inu, ktera by stala za celym timto komplikovanym syndromem (van Engelsdorp

et al., 2009).

3. Varroa destructor

3.1. Vyznam Varroa destructor

V soudasné dobé je nejvétsi véelaiskou hrozbou roztod V. destructor. Zadny jiny
patogen nemd srovnatelny dopad na vcelafstvi a vcelafsky vyzkum v dlouhé historii
vcelafstvi. Existuje n¢kolik divodi, pro¢ je vliv rozto¢e natolik unikatni. Vcelafi nemaji
dlouhodobé zkusenosti s timto roztocem, vzhledem k tomu, ze je V. destructor relativné
novym parazitem. Rozto¢ se rozsitil velmi rychle po celém svété a je obtizné najit kolonii,
kterd se sroztocem nesetkala. Jak jiZ bylo zminéno, mnoho kolonii je napadenych viry,
se kterymi Varroa souvisi (DWV, ABPV, CBPV, SPV, BQCV, KBV, SBV, viz kap. 2.3.) a
umoziuje jejich horizontalni ptenos (DWV, SBV, APV, IAPV a KBV) (Le Conte et al.,
2010). V. destructor je také klicovy ve ztratach véelstev béhem zimy. DWV, mikrosporidie
Nosema ceranae, rozto¢ V. destructor ¢i protein vitellogenin mohou byt markery zimnich
ztrat véelstev (Dainat et al., 2012a). Bez pravidelné 1é¢by by vétSina kolonii zahynula. Tato
lécba je ovSem pro vcelafstvi nakladna a existuje zde riziko chemickych rezidui v medu a
jinych produktech. Rozto€ je rozhodujicim faktorem poklesu poctu véelait a veelich kolonii

v Evropé¢, spolu s celosvétovym poklesem piirodnich opylovaci (Rosenkranz et al., 2010).
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Morfotypy Varroa:

Rozto¢i Varroa jsou pivodem z Asie, kde parazituji na v¢ele A. cerana. Diky tomu, ze
ma tato vcela piirozenou ochranu proti tomuto roztoc¢i, ohrozuje ji tento rozto¢ velmi malo
(Capinera, 2008). Rod Varroa reprezentuji 4 specifické druhy (Rosenkranz et al., 2010):

e V. jacobsoni (Oudemans) byl poprvé popsan jako piirozeny rozto¢ vychodni
vcely A. cerana na Jave. Je rozsifen na této véele po celé Asii a na vcele A.
nigrocincta v Indonésii.

e V. underwoodi byl poprvé popsan na véele A. cerana v Nepalu.

e V. rindereri byl popsan na véele A. koschevnikovi na Borneu.

e V. destructor byl popsan na véele A. cerana, coz je puvodni hostitel a také na
véele A. mellifera, coz je novy hostitel.

V. underwoodi je zna¢né¢ mensi nez V. destructor. Télo roztoce je elipsoidni
s dlouhymi $tétinami na bocich téla. Na vcele A. mellifera nebyla zaznamenana reprodukce.
V. rindereri jako parazit A. koschevnikovi je vétsi nez V. jacobsoni z Indonésie. Mnozstvi
Stétin a pord na jeho téle je nizsi (de Guzman & Rinderer, 1999). Maggi et al. (2009) testovali
moznost, ze existuji rizné morfotypy roztoce V. destructor z riznych geografickych oblasti
Argentiny. Analyza prokazala pfitomnost riznych morfotypt roztoce V. destructor.

Komplex druhli Varroa napadajici vcelu A. cerana obsahuje osmnact haplotypl
(Anderson, 2000). Pouze dva haplotypy se staly celosvé€tovymi Skudci véely A. mellifera. Oba
tyto haplotypy patii roztoc¢i V. destructor (Anderson, 2000). U druhu V. destructor bylo
popsano celkem 7 haplotypl. Z téchto 7 haplotypll jsou vyznamné pravé ony dva haplotypy:
korejsky a japonsko/thajsky haplotyp. Oba haplotypy se dnes v USA vyskytuji sympatricky
(Anderson, 2000). Rozto¢ korejského haplotypu tak byl pojmenovan, protoze parazituje na
véele A. cerana v Jizni Koreji. Parazituje celosvétové na vcéele A. mellifera a je vyznamné
vétsi a reprodukéné izolovany od haplotypt druhu V. jacobsoni. Zatimco korejsky haplotyp je
rozsifen celosvétove, japonsko/thajsky haplotyp (pojmenovan opét podle mista nalezu) je
popsan na koloniich véely A. mellifera v Japonsku, Thajsku a Severni a Jizni Americe
(Rosenkranz et al., 2010).

Presun rozto¢e V. destructor ze vcely A. cerana na A. mellifera je nejasny.
Pravdépodobné probehl piesun, kdyz byly kolonie véely A. mellifera transportovany do
vychodniho Ruska nebo na Dalny vychod v prvni poloviné minulého stoleti, coZ umoZznilo

rozto¢i napadnout nového hostitele. Rozto¢ V. destructor byl postupné nalezen na vychodnim
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pobiezi byvalého SSSR (1952), v Pakistanu (1955), Japonsku (1958), Ciné (1959), Bulharsku
(1967), Jizni Americe (Paraguay-1971), Némecku (1977) a USA (1987). Dnes je V.

destructor témét kosmopolitni. Nebyl zatim nalezen v Australii (Rosenkranz et al., 2010).

3.2. Taxonomické zarazeni Varroa

V. destructor z podtiidy roztocti (Acari) ma Cesky nazev klestik zhoubny a patii do
Celedi klestikoviti (Varroidae) (viz Klasifikace podle Kurky, 2005). Puavodné se
predpokladalo, ze druh V. jacobsoni (klestik vceli) napada vcely A. mellifera. Pozdé&ji bylo
zjisténo, ze V. jacobsoni je komplexem dvou druhti. Zatimco rozto¢ V. jacobsoni napada
v¢elu A. cerana v oblasti Malajsie a Indonésie, nové jméno V.destructor bylo dano roztoci,
ktery napada vcelu A. cerana na pevninské ¢asti Asie. Rozto¢ V. jacobsoni ztratil schopnost
reprodukce na vcele A. mellifera a jeho sekvence genu mitochondrialni DNA cytochrom
oxidazy I se 1isi 0 6,7 % od roztoce V. destructor, ktery se rozmnozuje na této véele v Evropé.

(Anderson & Trueman, 2000).

Klasifikace podle Kiirky (2005):
Trida: pavoukovci (Arachnida)
Podtrida: roztoci (Acari)

Rad: ¢melikovci (Mesostigmata)
Celed’: klestikoviti (Varroidae)

klestik zhoubny - Varroa destructor (Anderson & Trueman, 2000)

3.3. Biologie Varroa

3.3.1. Morfologie

U roztoce V. destructor je patrny znaény sexualni dimorfismus s mnoha
morfologickymi adaptacemi na hostitele. Dospélé samice roztoce V. destructor jsou

vyznamné vétsi a tvarové méné kulaté nez samice druhu V. jacobsoni (Anderson & Trueman,
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2000). Oba tyto druhy jsou od sebe také reprodukéné izolovany. Samice druhu V. jacobsoni,
které napadaji vCely druhu A. cerana jsou mens$i nez ty, které napadaji vCely druhu A.
mellifera (Anderson & Trueman, 2000). Charakteristika, ktera je stejna pro obé pohlavi, je
rozdéleni téla na dvé Casti: gnathosoma a idiosoma. Idiosoma zahrnuje véEtsi Cast a jeden
hibetni §tit a rzné bfisni Stity. Samici idiosoma je SirSi nez delsi, zplostéla a elipsoidni.
Koncetiny samice jsou kratké a silné a existuji na nich struktury, diky nimz Iépe pfilnou
K hostiteli. Hibetni a bii$ni Stity jsou sklerotizované s ¢erveno-hnédou barvou. Flexibilni
membrany mezi Stity dovoluji rozto¢i se roztdhnout pii krmeni nebo tvorbé vajec. Samec je
pouze malo sklerotizovan, coz vétSinou ptitomno na koncetinach a hibetnim stitu. Samci jsou
mensi nez samice ve vSech vyvojovych stadiich. Vzhledem k télu jsou nohy samce delsi nez
nohy samice. Gnathosoma formuje ustni ¢ast skladajici se z makadel (pedipalp) a dvou
klepitek (chelicer). Posledni ¢lanek klepitek je u samic pohyblivy a nese dva malé zuby. U
samct je tento ¢lanek pfeménén ve spermatodactyl, ktery slouzi k pfenosu spermii do samice

(Rosenkranz et al., 2010).

Par slinnych zlaz obsahuje bunky o velikosti 12pum. Svalstvo je prevazné
dorzoventralni. Nervovy systém je tvofen gangliem, koncentrovanym kolem oesophagu.
Ganglium je dlouhé 0,13 pm a Siroké 0,12 pm. Bunky kiry (cortex) jsou velké asi 4 um
(Ruijter & Kaas, 1983).
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Schéma ¢€.2: Vnitini anatomie roztoce V. jacobsoni (Ruijter & Kaas, 1983):

Legenda: b - mozek, gc — caeca, Ig - lateralni Zlazy, lo — lyriformni organy, mpt - malphigicka trubice, m -

svaly, ov - vajecniky, r — ramus, re — rectum, sf - sacculus foeminus, sg — slinné zlazy, v — ventriculus.

Tréavici trakt obsahuje také 3 pary caeca, jejichz buniky méti 20pum. Builky stieva a recta
mefi 14pum. Exkreéni systém je tvofen parem malphigickych trubic, jejichz builkky méfi

21pm).
Travici trakt roztoCe druhu Varroa se sklada podle Ruijter & Kaas (1983) (viz schéma
Gnathosoma
Pharynx

Oesophagus (prochazi mozkem)

Intestine

1

2

3

4. Ventriculus (caeca)
5

6. Rectum

;

Anus

Samic¢i pohlavni organ tvofi vaje¢niky (ovaria), délohou, pochvou, sacculus foeminus,

oviduct, ramus, prstencové tubuly (ringed tubules) a lyriformni organy (lyrate/lyriform organ)

o .
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uvnitf vajenikli vyvine oocyt, maji lyriformni organy vyzivovou funkci. Genitalni otvor je

umistén mezi druhym parem koncetin (Rosenkranz et al., 2010).

Schéma ¢.3: Samici pohlavni organ (Ruijter & Kaas, 1983):

)
L
Legenda: lo — lyriformni organy, m - svaly, mpt - malphigicka trubice, 0 - vaje¢niky, od — oviduct, r — ramus, rt

— prstencové tubuly, sf - sacculus foeminus.

Sam¢i pohlavni orgéan je tvofen varlaty umisténymi v zadni ¢asti téla, z kterych vychazi
dva kanaly — vasa deferentia a vedou do ductus ejaculatorius (viz schéma ¢.4). Sam¢i varlata
maji v priméru 60 pm (Ruijter & Kaas, 1983). Spermie prochazi osmi stadii zrani. Sest uvnitt

téla samce a dvé po rozmnozeni v oplodnéné samici (Rosenkranz et al., 2010).
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Schéma ¢.4: Samci pohlavni organ (Ruijter & Kaas, 1983):

LR R R R

Legenda: ag - pridatné zlazy, de — ductus ejaculatorius, ms — sam¢i pohlavni zlazy, sc — spermatocyt, t — varlata,

vd — vasa deferentia.

Celé télo, véetné nohou a Ustni ¢asti, je pokryto riiznymi typy chlupt. Nékteré maji
mechanoreceptivni a chemoreceptivni funkci. Pfedni nohy jsou vyjimecné pouzivany pro
pohyb. Mnohem castéji jsou zvednuty ve vzduchu a maji podobnou funkci jako tykadlo u
hmyzu. Na ¢lanku pfedni nohy je jamkovy organ, ktery se sklada z 9 vnitinich sensil s 9
del§imi sensilami obklopujicimi organ, ktery je podobny Hallerové organu u klist'at. Sensily
obklopujici jamu patti do dvou skupin. Prvni skupina jsou chemoreceptory poukazujici na
chutovou funkci. Druha skupina obsahuje struktury podobné sensile, které u ¢lenovci maji
chemoreceptivni funkci s moZnou ptidavnou termoreceptivni funkci. Mensi chloupky na noze

mohou mit ¢ichovou funkci (Rosenkranz et al., 2010).

Kromé obdobi rojeni a pfi disperzi rozto€e, travi Varroa vétSinu Casu uvniti tmavého
hnizda. 1 pfesto je rozto¢ schopen vnimat svétlo a také vibrace. Neexistuji ovSem zadné
informace, ze by tyto smysly pouzival k orientaci a k nalezeni hostitele. Rozto¢ Varroa
preferuje teplotu mezi 26 a 33 °C. Tato teplota je vyznamné niZ§i, nez je primérna teplota
v alu. Ta se pohybuje mezi 34,5 a 35 °C. Je mozné, Ze pravé kvili tomuto rozdilu teplot

Varroa napada bunky potomstva, které se nachazeji na okrajich ulu (Rosenkranz et al., 2010).
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Chemicka orientace roztoce hraje mnohem vyznamnéjsi roli. V obou fazich Zivotniho
cyklu se rozto¢ nachézi na jiném stadiu vcely. Proto je potieba, aby se orientoval chemicky a
nalezl pfislusné stadium vcely. Dospéla vcela, ktera prenasi rozto¢e do bunc¢k potomstva a
paty instar larvy, kratce pred zavickovanim. Rozto€ je ziejmée schopen také rozpoznat vék a
funkci veely. Veely kojicky stfedniho véku jsou nejvice napadanou skupinou v kolonii. Tato
skuteCnost muze byt adaptivni strategii roztoce a mize zvysSovat jeho reprodukéni uspéch.
Rozto€ rozlisuje také mezi trubCim a d€lni¢im plodem. Trubci plod je napadan 8 az 10krat
vice nez plod délni¢i. Dé€Ini¢i plod je napadan 15 az 20 hodin pfed zavickovanim, zatimco
trub¢i az 50 hodin. Nejen to, ale také tendence vcely oSetfovat Castéji trubc¢i plod mulize vést
Kk vyss§i mife napadeni pravé tohoto plodu. Bylo zjisténo mnoha biotesty, ze Varroa ptitahuje
nckolik frakei z extraktu kutikuly larvy. Mezi tyto latky patii napiiklad kairomony, které
trub¢i potomstvo produkuje ve vysSi mife, coz opét vysvétluje jeho vysSi miru napadeni.
Nejen extrakt z larvy, ale také latky ze zamotku ¢i krmné kasSicky jsou pro Varroa atraktivni.
Naopak larva kralovny pfitahuje Varroa méné a mateti kasicka ma dokonce repelentni ti¢inek.

To by mé¢lo vysvétlovat niz$i miru napadeni mate¢niki (Rosenkranz et al., 2010).

Existuje mnoho nechemickym faktort, které ovliviiuji miru napadeni roztoCem.
Obdobi po zavickovani vcely trva u evropskych vcel asi 12 dni a u afrikanizovanych véel o
néco mén¢ (Calderén et al., 2010). Afrikanizované v¢ely maji diky tomu niz8i miru napadeni,
protoze rozto¢ nema tolik ¢asu na vyvoj (Calderon et al., 2010). U téchto vcel byl také
objeven v larvalnim stadiu dodate¢ny pohyb. Protoze larva tlaci roztoCe proti sténé bunky,
mohlo by toto chovani byt obrannym mechanismem vcely. Tento jev nebyl pozorovan u
nenapadenych bun€k (Calderon et al., 2009). Velky vliv ma stafi, vyska a velikost bun¢k
potomstva. Uméle protahlé buiiky jsou napadany méné nez b&€zné, kratsi buniky. Tvar bunky
ziejme prispiva k preferenci roztoce pro trub¢i potomstvo. Typ buiiky také hraje roli. Az 74 %
roztocl, ktefi se nereprodukovali v bunkach délnic, se po pieneseni do trubéich bunck
reprodukovalo (Calderén et al., 2010). Také velikost buné€k a relativni velikost larvy K bunce
hraje roli. Bunky potomstva evropskych vcel jsou napadany vice nez men$i bunky
afrikanizovanych vcel stejné kolonie. Starsi bunky obsahujici zdmotky z pfedchozich cykla,

jsou vice napadany nez nové postavené bunky (Rosenkranz et al., 2010).
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3.3.2. Zivotni cyklus

V laboratornich podminkdch miize rozto¢ vykonat az 7 reprodukcénich cyklu.
V piirod¢ jsou to ovSem 2 az 3 reprodukcni cykly. U vcely A. cerana probiha reprodukce
pouze u trub¢iho plodu, zatimco u véely A. mellifera i u plodu délnic. Ur¢ité procento samic
roztoCe ovSem nenaklade vajicka. Toto procento je variabilni a zalezi naptiklad na druhu ¢i
poddruhu hostitele nebo klimatickych podminkach. U evropskych vcel je 5 az 20 % roztoct
neplodnych. Neni znam dtvod neplodnosti samic. Stejné tak v 11-21 % bunék potomstva
chybi samec. Produkce dcer zavisi na pfitomnosti samce. Mortalita potomstva je hlavnim

faktorem rozdilti v mite reprodukce (Rosenkranz et al., 2010).

Hlavni obéti parazitovani rozto¢e Varroa je stadium kukly. Varroa napada castéji
trubCi populace, a to béhem jejich faze kukly a snizuje tak jejich o¢ekavanou délku zivota a
schopnost letu. Diky tomu mé napadeni rozto¢em Varroa negativni efekt na fitness samct
Vv kolonii. Mira napadeni rozto¢em negativné koreluje s velikosti kolonie, s poctem dospélych
trubci, s uspéchem pafeni samce a po¢tem potomkil na pafeni (Biichler et al., 2010).

Kdyz je kolonie malo napadend, rozto¢i nenapadaji matecniky. Pfi vétSim zamofteni
kolonie, ktera neobsahuje potomstvo délnic a trubci, napadaji rozto¢i 1 matecniky. Pro
rozto¢e neni Zadna evolucni vyhoda rozmnoZovat se v mate¢nicich, jelikoZ v nich maji méné

dni pro vyvoj nez v trubéim plodu (Harizanis, 1991).

Reprodukéni uspéch samice je definovan jako mnozstvi dospélych, Zivotaschopnych a
reprodukujicich se dcer vyprodukovanych béhem reprodukéniho cyklu uvnitt veeli buiky.
Reprodukéni uspéch zavisi na mnozstvi samiciho potomstva, které je schopno se Uspésné
rozmnozit pred lihnutim plodu. Proto je pro vyvoj rozto¢e limitujicim faktorem délka vyvoje
potomstva. To vytvaii selekéni tlak na reprodukei roztoce, zejména na zrychleni oogeneze

(Rosenkranz et al., 2010).
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3.3.3. Reprodukce

V. destructor je pseudo-haplo-diploidni parazitni rozto¢, jehoZ reprodukce probiha
hlavné mezi sourozenci, coz umoziuje rychlou fixaci novych mutaci (Le Conte et al., 2010).
Existuji dvé odlisné faze zivotniho cyklu roztoCe. Foretickd faze na dospélych vcelach a
reprodukéni faze uvnitt zavickovaného plodu dé€lnic a trubct. Dospélé vely prenaseji samice
na dospélé vcele schovavd pod sternity a vysava nezanedbatelnou cast jeji hemolymfy

(Rosenkranz et al., 2010).

Samice roztoce Se dostane do bunky s larvou ve stadiu patého instaru. Uvnité buniky
se presune na jeji dno a Vtomto misté je ucpana krmnou kaSi¢kou. Asi za pét hodin po
zavickovani, larva spotiebuje vSechnu potravu a rozto¢ zacind sat jeji hemolymfu. Par hodin
poté zalina oogeneze a nasleduje vitelogeneze. Asi 70 hodin po zavickovani rozto¢ klade
prvni vajicko. Prvni vaji¢ko je bézné neoplozené a vyviji se z néj haploidni samec. Samici
vajicka jsou oplozena a nakladena v 30-ti hodinovych intervalech. Vajicka jsou kladena po
jednom, vétSinou na sténu buiky (Calderén et al., 2010). Za normalni je povazovano az 5
vaji¢ek v potomstvu d€lnic a az 6 vaji¢ek v trubéim potomstvu. Béhem prvnich hodin po
nakladeni se ve vajicku tvoii larva. Od nakladeni po dospélce prochazi rozto¢ stadiem
protonymfy a deutonymfy. Samicim trva vyvoj pramérné 5,8 dni, zatimco samctim 6,6 dni.
Ob¢ nymfalni stadia jsou rozd€leny na mobilni a imobilni fazi tésné pied svleCenim. Rozto¢
prochazi v pribeéhu zivota nasledujicimi instary: vajicko-larva, mobilni protonymfa, imobilni
protonymfa, mobilni deutonymfa, imobilni deutonymfa a dospélec (Calderén et al., 2010).
Imobilni faze se nazyvaji protochrysalis a deutochrysalis. Ve fazi nazyvané deutochrysalis jiz
rozto¢ ma finalni tvar téla. V této fazi zbarveni u samice za¢ina po krajich a po svleceni se
méni v hnédou. Oproti tomu samec rozto¢e ma i po svleceni svétle Zlutou barvu (Rosenkranz

et al., 2010).

Matka vytvori diru v kutikule kukly, aby se nymfy nakrmily. Tato jedina dira se
nachazi vétSinou na patém ¢lanku kukly (Rosenkranz et al., 2010). Mé&kké chelicery nymfy by
nebyly schopny prokousnout kutikulu kukly. Po nakrmeni se rozto¢i ptesunou na misto, kde
jsou akumulovany jejich vykaly (Rosenkranz et al., 2010). Aby se minimalizovala vzdalenost,

kterou rozto¢ ujde je misto pro krmeni pobliz mistu na vykaly (Calderén et al., 2009). Misto
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na krmeni se u stadia kukly nachazi nejcastéji na druhém bfisnim segmentu (Calderon et al.,
2009).

Po poslednim svleceni jsou roztoci sexualné vyspéli. Samci dospivaji diive nez samice
a Cekaji asi 20 hodin, nez ony dospéji. Jelikoz samci nepfeziji mimo véeli bunku, probiha
reprodukce uvnitt bunky (Calderon et al., 2010). RozmnoZovani pak probiha mezi sourozenci
(Calderon et al., 2010). Pied kopulaci si samec ocisti chelicery. Poté pienese spermatofor do
gonoporu samice. Vicenasobné pareni je bézné, dokud neni dospé€la dalsi samice. Ty, se
mohou rozmnozovat pouze hned po poslednim svleceni (Calderén et al., 2010). Samci jsou

ptitahovani diky sexualnim feromoniim samice. Mladé samice jsou pro samce vice atraktivni

nez star$i samice diky t€émto tékavym feromonum (Rosenkranz et al., 2010).

Jakmile vcela opousti bunku, zanechava v ulu zbylé vajicka, samce, protonymfy a
deutonymfy. Pouze pivodni matka s nové dospelymi samicemi opousti buiiku spolu s ni.
Zbyli rozto€i v buiice umiraji nebo jsou odstranéni v€elami kojickami. Samice zlistdvaji na

véele po ruzné dlouhou dobu (dny az tydny) (Calderdn et al., 2010).

Béhem foretické faze rozto€ obsahuje oocyt, ktery se pozdé&ji vyvine ve vajicko a je
tak piipraven na reprodukci. Jakmile se dostane do v¢eli buiky, dochazi k aktivaci oogeneze
diky tékavym latkdm hostitelskeé larvy. V laboratornich podminkéach se Varroa presouvala
Z jedné vceli buiiky do druhé bez foretické faze. V neptfiznivych podminkiach miize mit
foreticka faze dokonce negativni vliv na reprodukci rozto€e. Pfi dlouhé foretické fazi bylo
mnozstvi neplodnych roztoci 2 az 3 krat vyssi neZ u kontrolnich rozto¢i. DileZitost této faze

proto neni piesné znama (Rosenkranz et al., 2010).

3.3.4. Populacni dynamika

Popula¢ni dynamika roztoce se li§i region od regionu. V mirnych podminkéach hynou
neoSetfované kolonie za 3 aZ 4 roky od prvniho napadeni. Jsou vSak vyznamné rozdily mezi
populacemi v mirném a tropickém ¢i subtropickém klimatu s jasnym sklonem k niz§imu
popula¢nimu ristu roztoce v tropickych podminkach. Tento nizsi populacni rist je zvlastni,
vzhledem K tomu, ze v téchto podminkach je potomstvo pfitomno béhem celého roku a

reprodukce rozto€e proto neni pierusena, jako je tomu v zim¢ v mirném klimatu. V tropickych
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oblastech je obdobi odchovu délnic a reprodukce roztoce béhem celého roku a proto mizeme
predpokladat, Ze zde bude mit napadeni roztoce vétsi dopad na vcelstva (Calderon et al.,
2010). V mirném klimatu se posSkozeni na kolonialni Girovni objevuje hlavné na podzim a
v zim¢, kdyz populace hostitele klesa, zatimco populace rozto¢e roste (Rosenkranz et al.,
2010).

Od prvniho napadeni vcéely rozto¢em, jsou do n€kolika let roztoci schopni vytvorit
obrovskou populaci. Vlastnosti roztoce, které ovliviiuji popula¢ni rust, jsou reproduk¢ni
kapacita v prubéhu Zzivota roztoCe a délka zivota. Vlastnosti hostitele, které ovliviuji
populaéni rist, jsou dostupnost potomstva, pritomnost trubéiho potomstva, rojeni a troven

obranného chovani (Rosenkranz et al., 2010).

.....

mnozstvi bun€k trub¢iho plodu vede také k vys$Simu popula¢nimu ristu roztoce (Calis et al.,
1999) Také typ roztoCe ovliviiuje miru tolerance vceli populace. Korejsky haplotyp prevliada
vV nevyvazenych vcelstvech, jako naptiklad v Evropé. Misto toho japonsky haplotyp prevlada

ve stabilnich véelstvech, které miizeme najit v Brazilii (Calderon et al., 2010).

Faktory jako pocasi, delsi doba odchovu potomstva a vétsi mnozstvi trub¢iho plodu
muze rapidné zvysit mnozstvi roztoct v tlech. Globalni oteplovani zptisobuje del§i obdobi
jara a podzimu. V téchto obdobich naroste pocet trub¢iho plodu a na konci roku Ize pozorovat

vétsi populaci roztoce v tlu (Le Conte, et al. 2010).

Problémem je, ze existuje vyznamny rozdil mezi divokymi v€elami a vcelami
chovanymi v ulech. V oblastech s vysokou hustotou véelich kolonii, je popula¢ni dynamika
ovlivnéna permanentni vymeénou roztoci, kdyz létavky nebo trubci navstivi okolni kolonie
nebo pii loupeni. Pfi tomto opétovném napadeni nékteré kolonie roztoCe ztrati a nckteré je
ziskaji. Veely zlodgjky tak ziskaji roztoce z kolonii, které jsou €asto jiZ oslabeny pritomnosti

roztoce (Rosenkranz et al., 2010).
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3.4. Soucasné moznosti detekce a kontroly varroazy

3.4.1. Detekce

Rozto¢ V. destructor muze byt detekovan rtznymi zpusoby. Jednim =z nich je
pozorovani plodu. Dal§im zplisobem je technika ,.ether roll“. Kdy se do sklenice vlozi 100-
200 vcel a startovaci roztok. Poté se se sklenici tfese a vali. Rozto€i zistanou na sklenici a
mohou se snadno spocitat. Posledni a nejvice efektivni metodou jsou lepkavé desticky. Ty se
vlozi na dno tlu, ktery se vykouti dymkovym tabakem. Ul je po dobu dvaceti minut uzavien a
poté se desticka vyjma a spocita se mnozstvi roztocu, ktefi na ni ulpéli. Alternativné se mize

desti¢ka pouze ponechat 1-3 dny v tlu (Sammataro et al., 2000).

3.4.2. Kontrola

3.4.2.1. Chemicka kontrola

V soucasné dob¢ je nejrozsifenéjSim zpusobem boje s roztoéem V. destructor praveé
chemické kontrola. Dnes jiz béZné se pouziva velké spektrum akaricidl. Mezi dalsi latky,
které se dnes pouzivaji, patii organické kyseliny. Jinym pfistupem je pouZzivani esencialnich
olejii. Tyto latky jsou schopny bojovat s rozto¢em stejné jako s mnoha nemocemi vcel. |
presto, ze se zda tato metoda piirodni, jsou esencialni oleje komplexem latek, ktery miize mit

vedlejsi ucinek na véely a miize kontaminovat med (Sammataro et al., 2000).

Pro zefektivnéni 1éCby varoazy se doporucuje stiidat chemoterapii s nechemickymi
metodami, stejné jako pouzivat rizné typy akaricidii v riznou dobu roku (Milani, 1999).
Podle Dietemann et al. (2011) vsak v souc¢asné dob¢ neexistuje piipravek, ktery by narusil
orientaci roztoce. K tomu nepomohl ani vyzkum na feromonech a hormonech Varroa, které

by mély narusit jak orientaci, tak fyziologii rozto¢e (Dietemann et al., 2011).
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Akaricidy

Akaricidy mizeme rozd¢lit na ve vode rozpustné, v tucich rozpustné stabilni a tékavé
nebo nestabilni. Ve vod¢ rozpustné akaricidy ovliviiuji kvalitu medu vzhledem k tomu, ze se
v ném lehce rozpusti. Postupem Casu se jejich mnozstvi ve skladované stravé snizuje a nemaji
negativni dlouhodoby efekt na kvalitu vceliho vosku a medu. Soucasné pouzivané akaricidy
mohou také zvysit svou toxicitu v kombinaci s pesticidy, které v¢ela sbira v pylu a donasi do
ulu (Le Conte et al., 2010). Van Dooremalen et al. (2012) testovali, jak ovliviiuje pouZiti
akaricidi prezivani kolonii a délku zivota vcel. U kolonii oSetfovanych dfive Vv priab&hu
sezo6ny, byla mira napadeni béhem vyvoje zimnich véel nizsi. To vedlo k delsi zivotnosti véel
a veétsimu prezivani kolonii. Podle vyzkumu genomu vcela ma véela A. mellifera ve srovnani
s jinymi rody (Anopheles, Drosophila) 0 30-50 % méné genti kodujicich karboxylesterazu,
cytochrom P450 a enzymy glutathion S-transferazy, které jsou duleZité pro metabolismus
pesticidi. Malé mnozstvi detoxifikacnich gent pravdépodobné zptisobuje vyssi citlivost véely
K uréitym pesticidim (Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006). Pouzivani
akaricid v koloniich zanechava rezidua v mnoha vcelich produktech. Tyto produkty jsou
bézné pouzivany. Med jako jidlo, v¢eli vosk v kosmetickém pramyslu ¢i propolis v 1ékaistvi

(Wallner, 1999).

Mezi bézné detekované akaricidy ve velim medu a vosku patii bromopropylate,
coumaphos a t-fluvalinat. Tyto chemikalie jsou rozpustné v tucich a netékavé a proto se
akumuluji jako rezidua ve véelim vosku jesté roky po pouziti. Pomoci difize migruji tyto
latky z vosku do medu. Také vcely je roznasi po Glu pomoci svych tél a nohou. Coumaphos
byl nalezen v némeckém medu ve 28 %, bromopropylate v 11% a t-fluvalinat v 1 %. Tékavé
akaricidy rozpustné v tucich mohou sniZit svou koncentraci ve vosku, jelikoz obsahuji
polotékavé latky jako naptiklad esencidlni oleje. Béhem aplikace se pouze ¢ast dostane do
vosku, vétSina latek vyprchd diky teploté¢ v Ulu. Nedochédzi proto k akumulaci rezidui.
Nestabilni, v tucich rozpustny akaricid Amitraz, je téméf kompletn¢ degradovan v medu po 3-
4 tydnech. Vysokou afinitu k akaricidim rozpustnych v tucich mé také propolis (Wallner,

1999).

Postupem casu se tedy piechazi na akaricidy rozpustné ve vodé, hlavné organické
kyseliny, které nezanechéavaji rezidua ve vosku. Mélo by byt minimalizovano pouZzivani
akaricidii rozpustnych v tucich a radéji se zaméfit na akaricidy rozpustné ve vodé a esencialni

oleje. Nedoporucuje se ani recyklace starych plastvi, které mohou obsahovat rezidua pro
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vyrobu novych mezistén. Pro tento ptipad by se mél pouzivat panensky vosk ¢i voskova vicka
(Wallner, 1999).

Organickeé kyseliny a éterické oleje jsou Casto nazyvany mirnymi akaricidy a maji fadu
vyhod a nevyhod. Jak jiz bylo zminéno, velkou vyhodou je nizka akumulace ve vcelich
produktech. Kyselina mravenci je také jedinym akaricidem, ktery je schopen zabit roztoce
uvnitt zavickovaného plodu. Nevyhodou pouziti kyseliny mlécné a Stavelové je, Ze je lze

pouzit pouze u kolonie ve stavu bez plodu (Rosenkranz et al., 2010).

Problémem pro soucasné vcelafstvi je rezistence roztoce vici pouzivanym akaricidtim.
Jsou znamy piipady snizeného G¢inku nebo uplné nefunkénosti nékterych akaricida (amitraz,
bromopropylate, chlordimeform, coumaphos, rt-fluvalinat). Rezistence na t-fluvalinat
zpusobovala hlavné v Italii a pozdé&ji 1 v jinych zemich velké skody ve vcelafstvi (Milani,
1999). Pouzivani akaricidi mize ovliviiovat také expresi n€kterych gent véely (Gregorc et

al., 2012).

3.4.2.2. Biologicka kontrola

Mimo chemické metody lze v boji sroztocem pouzit také biologickou kontrolu.
Velafi se dnes snazi bojovat s rozto¢em napiiklad pouzitim tabakového koufe, nebo koute
Z jinych rostlin, které zpisobuji thyn roztoce. Protoze rozto¢ preferuje trub¢i plod, dalsi
Z moznosti je pouzit trub¢i plod jako past. Trubéi plod tak mtize byt spolu s roztoci vyiiznut
z ramecku. Selektivni odchov v¢el tolerantnich k rozto¢i V. destructor je moznost, by mohla
byt dalsi moznost k dlouhodobému feSeni varoazy (Rosenkranz et al., 2010). Pfirozenym
nepfitelem roztoce v pfirode je houba rodu Beauveria, o které je to v soucasné dobé jen malo
znamo, a proto chybi efektivni ptipravek ¢i aplika¢ni metoda (Dietemann et al., 2011). Nejen
vcelafi, ale 1 v€éely samy maji obranné mechanismy, jako je hygienické chovani a grooming,

které by mély zabranit rozto¢i v Sifeni (Sammataro et al., 2000).

Napadeni roztocem Varroa zptisobuje zmény v expresi genll zodpovédnych za
embryondlni vyvoj, metabolismus ¢i imunitu. U vcel tolerantnich k rozto¢i dochazi ke
zménam v expresi genll zodpoveédnych za vyvoj nervi ¢i ¢ichu. Zménu v ¢ichu véely mohou
byt zodpovédné za toleranci vcely krozto€i a mohou zvySovat hygienické chovéani ¢i

grooming (Navajas et al., 2008).
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Hygienické chovani a grooming

Vcely vyvinuly mnoho obrannych mechanismii jak se ochranit proti patogeniim a
parazitim, ktefi je napadaji. Jednou z moznosti je zména chitinové kutikuly, ktera slouzi jako
bariéra mezi vnitinim a vnéj§im prostfedim. Obrana na bunéné a hormonalni Grovni pak
muze ochranit vcelu pred infekcemi. Dal$i z moznosti je hygienické chovani a grooming.
Pravé hygienické chovani je hlavnim mechanismem boje vcely proti zvapenaténi plodu a
moru plodu. Hygienické chovani mtze velmi ovliviiovat popula¢ni rust roztoce, protoze pii
odstranovani napadené kukly jsou zabiti dospéli roztoci (Spivak, 1996).Grooming umoziuje
véelam ze sebe odstranit prach, pyl, parazity a naopak po sob¢ rozptylit feromony (Boecking
& Spivak, 1999).

Hygienické chovani zavisi na environmentalnich podminkéach. Napiiklad v dobé
nedostatku nektaru, nebo kdyz je kolonie oslabena, neprojevuje takovou odpovéd’ na napadeni
rozto¢em. Je znam piipad vcelstev, které byly odchovany pro své hygienické chovani. Tyto
vcely obsahovaly po roce bez 1é¢by méné roztoct nez komercné chované véely bez selekce na

hygienické chovani (Boecking & Spivak, 1999).

Odstraiiovani napadenych larev a kukel je také soucést hygienického chovani. Vcely
detekuji napadenou buniku, odvickuji ji a odstrani napadenou kuklu z buiiky. Odstranéni
napadené kukly pterusi reprodukci roztoce uvnitt zavickovaného plodu a snizi tak primérné
mnozstvi potomstva na rozto¢i matku. U kolonii, kde byla prokdzana vysokd mira
odstranovani napadeného potomstva, nebyl nutné dobife rozvinut grooming (Boecking &

Spivak, 1999). Neni znamo, jak v¢ely rozpoznavaji napadenou larvu ¢i kuklu (Spivak, 1996).

Ptfi groomingu dospéla vcela detekuje a odstrani nesouciho se roztoce ze sebe (auto-
grooming) nebo z ostatnich v¢el (allo-grooming). Pfi tomto procesu nejcastéji dochazi
k odtrzeni koncetin roztoce nebo poruSeni kutikuly kusadly véely. Grooming, stejné jako
hygienické chovani, je znam jak u vcely A. cerana tak u A. mellifera, ovSem v mensi mife

(Spivak, 1996).

Stejné jako u veely A. cerana i u A. mellifera si rozto¢ vybira specialni misto na téle
vcely. Nejcastéji je to mezi tfetim a Ctvrtym tergitem na zadecku. Lze pozorovat také Castejsi

umisténi na levé strané¢ téla hostitele. Stejné¢ jako hygienické chovani zavisi na
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environmentalnich podminkach, je tomu i u groomingu. Naptiklad v bfeznu bylo pozorovano

mén¢ mrtvych roztocl nez v ervnu, kdy byl grooming vyssi (Boecking & Spivak, 1999).

Obranné¢ mechanismy vcel mtize byt jedna z véci, na kterou je potieba se zameéfit
v chovnych programech v¢el zaméfenych na boj s rozto¢em. Vzhledem k tomu, Ze pouzivani
chemikalii ma své uskali, selektivni odchov vcel odolnych proti rozto¢i mize byt feSenim

(Boecking & Spivak, 1999).
3.4.3. Rezistence a Slechténi

V soucasné dob¢ neni zadny zpisob 1é¢by kolonie proti rozto¢i V. destructor, ktery by
byl stoprocentné ucinny. Jedinci, kteti nejsou citlivi k pouzivanym slouceninam, tak zastavaji
Vv ule a produkuji nové potomstvo. Po ¢ase mize byt takovy typ populace znacné rezistentni

(Le Conte et al., 2010).

Slechténi na rezistenci v&el proti roztoéi V. destructor je pro véelaistvi zajimavou
moznosti jak snizit mnozstvi chemikalii v koloniich. Jsou znamy populace, které byly v
ptirodé rezistentni proti Varroa. Tyto populace jsou ptevazné jen v Jizni Americe a severni
Africe. Tolerance evropskych vcel byla popsana v Uruguaji ¢i Brazilii. Jsou staty, kde véely
piezivaji bez programl na kontrolu roztoc¢e. Nicméné data v Brazilii naznacuji, Ze populace
roztoCe v Brazilii je méné virulentni nez ve zbytku svéta (Harbo & Harris, 1999). Mnoho
studii popisuje také toleranci afrikanizovanych vcel k rozto€i v severni Argentiné a od
Brazilie po Mexiko. Pozdé&ji bylo objeveno také par divokych kolonii v¢el v USA. V Evropé
prvni populace v¢el odolnych proti rozto¢i objevena v roce 1994 ve Francii (Biichler et al.,

2010). Byla evidovana také rezistence v¢el ve vychodnim Rusku (Le Conte et al., 2007).

Le Conte et al. (2007) dokumentovali schopnost v¢el piezit napadeni roztocem V.
destructor. Porovnavali umrtnost vcel, které piezivaly napadeni Varroa s véelami 1é¢enymi
akaricidy. Vcely, které prezivaly napadeni ani pozdéji nepodlehly napadeni roztocem a
nekteré kolonie prezivaly i vice nez 11 let bez 1écby. Produkce medu byla vyznamné vyssi u

lécenych vcel nez u nelécenych.

V jiné studii (Fries & Bommarco, 2007) byl porovnavan popula¢ni rist roztoce
Vv kolonii v¢el A. mellifera, které ptezily napadeni roztoc¢em (VSB) po dobu sedmi let bez
1é¢by s kontrolnimi koloniemi. Celkovy populac¢ni rist roztoce byl o 82 % nizsi u kolonii bez

léCeni nez u kontrolnich kolonii. Také Biichler et al. (2010) popisuje, ze pocet roztocu
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sesbiranych ve VSB koloniich u véel ve Francii byl tiikrat niz$i nez v kontrolnich koloniich.
Snizeny populacni rlst roztoce mize byt ¢astecné vysvétlen snizenou produkci plodu délnic a
trubc u VSB kolonii. Redukovana produkce potomstva pak mize byt interpretovana jako
adaptace na tlak roztoce (Fries & Bommarco, 2007). Podle Biichler et al. (2010) muze za
niz§i pocet rozto¢ u VSB kolonii fyziologickd rezistence vcel proti roztoci. Bylo také
prokazano, ze VSB kolonie maji lepsi schopnost detekce roztoce nez kontrolni kolonie. VSB
kolonie mohou lépe bojovat s rozto¢i také diky groomingu jako vcely A. cerana a nebo

pomoci odstrafiovani napadenych kukel (Biichler et al., 2010),

V programech zamétenych na Slechténi véel je dnes rezistence vic¢i Varroa hlavnim
kritériem. VétSina programil je dnes zaméfena hlavné na ochranu a zlepSeni vlastnosti
lokalnich populaci. Vysokd mira pfezivani v nékterych lokalnich populacich a vyznamna
variabilita v tirovni napadeni prokazuje pfitomnost Varroa rezistentnich populaci. Preference
krat$i doby odchovu potomstva, do¢asné pauzy v odchovu a kompletni odstranéni potomstva
jednou za sezonu mohou byt pro véelate nastroje pro snizeni populacniho riistu roztoce a tim 1

pouziti akaricidu (Biichler et al., 2010).
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4. Experimentalni cast

4.1. Material

4.1.1. Charakteristika testovanych vzorku

K vyzkumu Vv diplomové praci byly pouzity vzorky roztoce V. destructor, které pochazely
z Vyzkumného véelaiského tstavu v Dole (VUVE). Roztoéi byli nasbirani pracovniky ustavu
z napadenych véelstev. Dale byly pouzivany larvy a kukly druhu A. mellifera mellifera
(Linnaeus, 1758), které byly dodany taktéz VUVE v Dole. Larvy byly ve stadiu krmeném
matefi kaSickou a pylem, kdy se jejich hmotnost pohybovala kolem 100mg. Stadium kukly
bylo tésné po zavickovani. Véely byly vyjmuty z plastu pomoci entomologické pinzety a dale
pouzity pro proteomickou analyzu.

Vzorky Varroa byly pouzity pro parafinovou histologii a proteomickou analyzu. Pro
parafinovou histologii byli jesté zivi rozto¢i umisténi do Bouinovy fixacni tekutiny (Kyselina

pikrova, formaldehyd a kyselina octova ledova v poméru 15:5:1).

4.2. Metodika

4.2.1. Parafinova histologie roztoce Varroa destructor

Pro parafinovou histologii byl rozto¢ vyjmut z Bouinovy fixa¢ni tekutiny a vloZen na
8 hodin do 70% alkoholu. Po 8 hodinach byl rozto¢ vlozen do ¢istého alkoholu a tento postup
byl po 8 hodinach znovu zopakovan. Nasledné byl rozto¢ ptenesen do 96% alkoholu na 8
hodin, coz bylo 2x zopakovano. Z 96% alkoholu byl pfenesen na hodinu do smési alkoholu
s methylbenzodtem Vv poméru 1:1. Poté byl vloZen do ¢istého methylbenzoatu na 6 hodin a
tento postup byl 2x zopakovan. Nésledovalo pteneseni na 10 minut do benzenu, které bylo 1x
zopakovano. Po benzenu byl rozto¢ vloZen na 1 hodinu pfi teploté 45 °C do smési benzenu
s parafinem. Ze smési byl pfenesen pouze do parafinu na 4 aZ 6 hodin a tento postup byl 1x
zopakovan. Na zavér byl rozto¢ zalit do paraplastu parafinem na zalévani.

Po zafixovani a odvodnéni byl rozto¢ krajen na mikrotomu. Rezy o tloustce 4 a 6um
byly lepeny na podlozni skli¢ka. Sklicka byla nejprve potiena smési glycerinu s vaje¢nym
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bilkem a pfed polozenim fezu potieny destilovanou vodou. Poté byly fezy umistény na
plotynku, kde byly suseny pfes noc pfi teploté 45 °C. Vysusena sklicka byla umisténa do
sklenénych kyvet bez napln¢ a uskladnéna v lednici do doby, nez bylo pfistoupeno k
odparafinovani.

Odparafinovani histologickych fezti probihalo pfi pokojové teploté V kyvetach.
Nejprve byla kyveta se sklicky naplnéna xylénem. Po 5 minutich byl xylén nahrazen Cistym
xylénem. Po dalSich 5 minutich byl xylén nahrazen 96% etanolem a postup se 1x opakoval.
Poté byl 96% alkohol nahrazen 70% etanolem a postup se 1x opakoval. Na zavér se fezy
macely 5 minut v destilované vodg.

Rezy byly barveny dvéma metodami. Prvni metoda byla barveni Weigertovym
hematoxylinem, ponceau a na zavér svétlou zeleni, kterd obsahovala také oranz G. Pro pritkaz
polysacharidi byla jako druha metoda vybrana PAS reakce.

U prvni metody se nejprve zacalo barvenim hematoxylinem po dobu 3 az 5 minut,
ktery se nalil do kyvet. Poté byl hematoxylin vyplachnut ve vod¢. Zabarveni fezlii bylo
nasledné¢ diferencovano kyselym alkoholem (96% etanol s3 az 5 kapkami kyseliny
chlorovodikové). Po diferenciaci byly fezy vraceny do kyvety s destilovanou vodou, aby dale
neprobihala kyselad reakce. Poté byly fezy barveny 3 az 5 minut ponceau. Aby se zabranilo
barveni, byly fezy proplachnuty ve vodé. Nasledovalo barveni svétlou zeleni s oranzi G.
Nejprve byly fezy oplachnuty 1% roztokem kyseliny octové ledové. Barveni svétlou zeleni
poté probihalo 3 aZ 5 minut. Po barveni byly fezy 3x proplachnuty v 1% kyseliné octové
ledove.

U druhé metody byly odparafinované fezy oplachnuty v 70% etanolu. Poté byly 5
minut oxidovany kyselinou jodistou a opét oplachnuty 70% etanolem. Nasledovalo
redukovani 1 minutu v redukéni 14zni a poté oplachnuti v 70% etanolu. Na 20 minut byly fezy
preneseny do Schiffova reagens. Poté byly 10minut proplachovany v tekouci vod¢ a barveny
hematoxylinem jako u prvni metody.

Po obou metodach barveni probihalo odvodnéni, projasnéni a zamontovani fez
stejnym zptisobem. Rezy byly 2x odvodnény V isopropanolu po 10 minutich. Projasnéni
probihalo opét 2x stejnou dobu v xylenu. Rezy byly zamontovany kapnutim kanadského
balzdmu na vzorek a prekrytim krycim sklickem. Poté fezy schly primérné 4 dny. Nésledné

probéhla vizualizace fezt v programu Axio Vision.
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4.2.2. Pfiprava homogenatl

Ze vzorkll Varroa byly pfipraveny proteinové extrakty pro proteomickou analyzu.
Jedna ¢ast vzorkd byla homogenizovana za pouziti extrakéniho pufru 2-D Protein Extraction
Buffer-111 (GE Healthcare, 28-9444-65) a inhibitorti Protease Inhibitor Mix (GE Healthcare,
80-6501-23). K 0,293g vzorku Varroa bylo pfidano 3ml ddH,O a poté 30ul inhibitoru. Vse
bylo homogenizovano 2 minuty na ledu v homogenizatoru Potter-Elvehjem s teflonovym
pistem. Po 2 dalSich minutich, kdy byly vzorky na ledu, probéhlo stoceni Iminutu na
centrifuze. Homogenat byl nasledné rozdélen vobjemu 1ml do mikrozkumavek typu
eppendorf a opét centrifugovan 15 minut pii 20000 otackach, 4 °C. Po stoceni byl
z mikrozkumavek odebran supernatant, ktery byl znovu stoCen. Ze znovu sto¢ené¢ho
supernatantu byl pipetou odebran ¢isty supernatant. Vzorky byly dale natedény ddH,O
V poméru 1:20.

Cast vzorku byla pouzita pro stanoveni mnoZstvi proteini dle Bradford reagens
(Sigma Aldrich, B6916). Vzorek byl vloZzen do mikrodesticek a pfidano 40ul Bradford
reagens. Po 10 minutach byl zméfen obsah proteint v Elisa readeru (Thermo Scientific), coz
¢inilo 300pg pro 81l vzorku.

Druha cast vzorku Varroa, spolu se vzorky vcelich kukel a larev byla
homogenizovana jen s ddH,0. K 0,223g vzorku Varroa bylo ptidano 2,28ml ddH,0. K 1,179
vzorku kukly bylo ptidano 12ml ddH,0. K 0,37g vzorku larvy bylo pfidano 3,8ml ddH,O.
Pot¢ byly vSechny vzorky mixovany a byl odebran supernatant stejné jako u prvni
homogenizace. Po stanoveni mnoZstvi obsahu proteinii byly vzorky Varroa i vceli kukly a
larvy rozpipetovany do flakonu tak, aby uvniti bylo 300ug protein a poté zlyofylizovany
v lyofylizatoru Power Dry LL3000 (Thermo Elektron).

Cast proteinovych extraktti Varroa s inhibitory byla piecisténa 2D Clean-up kit (GE
healthcare 80-6484-51) podle navodu. Byly pouzity vzorky o objemu 81pl a obsahu proteinti
300pg. Ke vzorkiim bylo pfidano 900ul precipitantu a vSe se vortexovalo na vortexu
minishaker ika (IKA RCT). Poté byly vzorky inkubovany na ledu po dobu 15-ti minut.
Nasledné¢ bylo ptfiddno 900ul co-precipitantu. VSe bylo zamichdno a centrifugovano
5minut/12 tis. g na centrifuze MR 23 i (Trigon-plus). Z centrifugovanych vzork byl nad
peletkami odstranén supernatant. Vzorky byly znovu sto¢eny a opé€t odstranén supernatant.
Na vznikl¢ peletky bylo ptidano 120ul co-precipitantu a vse bylo inkubovano na ledu po dobu

5-ti minut. Po inkubaci byly vzorky opét centrifugovany Sminut/12tis.g. Poté bylo pfidano
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75ul destilované vody. Po kratkém vortexovani bylo pfidano 3ml chilled wash buffer a 15ul
wash additive. Nasledn¢ byl vzorek vortexovan kazdych 10minut po dobu 20-30-ti sekund. Po
30-ti minutach (3 vortexovani) byl vzorek centrifugovan Sminut/12tis.g. Ze vzorku byl
odstranén supernatant. Pelety nasledné¢ 5 minut schly. Proschlé pelety byly na zavér
resuspendovany v rehydrataénim roztoku DE streak rehydratation solution (GE healthcare,

17-6003-19) a pouzity pro dvojrozmérnou elektroforézu.

4.2.3. Elektroforetické déleni proteini

4.2.3.1. 1.rozmér: Izoelektricka fokusace (IEF)

Pro elektroforetické dé€leni proteinti byla pouzita 12% a 15% tris-glycinova
dvojrozmérnd elektroforéza. Zlyofylizované vzorky o obsahu proteini 150 a 300ug byly
resuspendovany v DE streak rehydratation solution (GE healthcare, 17-6003-19) a aplikovany
pipetou do keramickych holderd (GE healthcare, 80-6417-25). Po vlozeni stripu o rozsahu pH
3-10 byly vzorky pfevrstveny mineralnim olejem (GE healthcare, 17-1335-01). Aktivni
rehydratace probihala v pfistroji ETTAN IPGPhor3 (GE healthcare) podle nastaveni
uvedeného v tabulce ¢. 1. Po ukonéeni byly vyseparované vzorky nejprve ekvilibrovany 15
minut pii pokojové teploté v ekvilibraénim roztoku (6 M urea, 2% SDS, 0,05 M Tris-HCI pH
8.8, 20% glycerol) s DL-Dithiothreitolu (Sigma Aldrich, 43817) na tfepaéce ELMI DTS2
(Elmi, Ltd). Nasledovala 15-ti minutova ekvilibrace ve stejném ekvilibra¢nim roztoku s
iodoacetamidem (Fluka, 57670) na stejné tfepacce. Ekvilibrované stripy byly poté oplachnuty
destilovanou vodou a vlozeny do horni ¢&asti pripraveného polyakrylamidového gelu
(Acrylamide/bis-Acrylamide 30% sol., Sigma Aldrich, 060M6045), kde byly zafixovany 1%
agarozou (Sigma Aldrich, A7431). Poté probihal druhy rozmér separace.
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Tabulka ¢. 1: Nastaveni piistroje ETTAN IPGPhor3 pro IEF

Nastaveni Napéti (V) Cas (h, Vh)
Step 1 30V 12 h

Step 2 500 V 500 Vh
Step 3 1000 V 800 Vh
Step 4 8 000 V 11300 Vh
Step 5 8 000 V 4 400 Vh

4.2.3.2. 2. rozmér: SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate polycrylamide gel

electrophoresis)

Druhy rozmér separace proteinti probihal pomoci 12% a 15% tris-glycinové SDS-
PAGE elektroforézy. Gely byly vlozeny do elektroforézy SE 600 Ruby (GE healthcare) a
zality tris-glycinovym pufrem (Sigma Aldrich, T7777-1L). Elektroforéza byla pusténa na
100V. Pozdé¢ji byl vykon zvySen na 350V. Po dojeti elektroforézy byly gely fixovany ve
fixa¢nim roztoku sloZzeném z kyseliny octové, metanolu a destilované vody v poméru 1:4:5.
Gely byly barveny 0,02% Coomassie (Fluka, 27815) a znovu fixovany fixa¢nim roztokem.

Takto nabarvené fezy byly foceny na scanneru Canoscan 8800F (Canon).

4.2.4. Identifikace proteinli hmotnostni spektrometrii

Z nabarvenych a zafixovanych geld larvy, kukly a V. destructor byly vybrany
nejvhodnéjsi gely, které byly pouzity na identifikaci proteinti. Z jednotlivych geli byly
vybrany nejabundantnéj$i proteiny, které byly servisné analyzovany Mgr. Petrem Jedelskym v
laboratofi hmotnostni spektrometrie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze.
Analyza probihala na tandemovém hmotnostnim spektrometru 4800 Plus MALDI TOF/TOF
(AB SCIEX).

4.2.5. Nativni elektroforéza

Pro enzymatickou analyzu pomoci zymograml byla pouzita nativni SDS-PAGE.

Zlyofylizované vzorky byly rozpustény v 2 ddH20 a % vzorkového pufru (4% SDS; 0,125M
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tris; pH 6,8; 20% glycin). Vzorky byly separovany v SDS-PAGE gelu v Mini- Protean Tetra
Systemu (BIORAD, Francie). Pro elektroforézu byl pfipraven 12% polyakrylamidovy
(Acrylamide/bis-Acrylamide 30% sol., Sigma Aldrich, 060M6045) separating gel a 3%
stacking gel, do kterého byl vlozen hieben s jamkami o Sifce 1,5mm. Do vzniklych jamek
byly v objemu 15ul a obsahu proteinii 30ug pipetovany vzorky larvy, kukly a Varroa.
Elektroforéza byla pusténa na 77V a pozdé€ji byl vykon zvySen na 300V. Po skonceni
elektroforézy byly gely vloZeny do tris-glycinového pufru (Sigma Aldrich, T7777-1L) a pied
excitaci polity pfisluSnymi substraty, pfipadné inhibitory. Excitace byla pozorovana
pomoci transluminétoru (Syngene) s filtrem o vlnové dalce 440nm. Byly pouzity nasledujici
substraty:  Na-Benzoyl-L-arginine-7-amido-4-methylcoumarin  hydrochloride = BAAMC
(Sigma Aldrich, B7260), Ala-Ala-Phe-7-amido-4-methylcoumarin AAPAMC (Sigma
Aldrich, A3401), Z-Arg-Arg-7-amido-4-methylcoumarin hydrochloride ZRRAMC (Sigma
Aldrich, C5429), L-Arginine-7-amido-4-methylcoumarin hydrochloride ArgAMC (Sigma
Aldrich, A2027), N-p-Tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone TPCK (Sigma Aldrich,
T4376), N,-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone hydrochloride TLCK (Sigma Aldrich,
T7254), N-Acetyl-Arg-Gly-Phe-Phe-Pro-7-amido-4-trifluoromethylcoumarin  AGPPPAMC
(Sigma Aldrich, C6983), 4-Methylumbelliferyl B-D-N,N’,N"-triacetylchitotrioside (Sigma
Aldrich, M5639), 4-Methylumbelliferyl a-D-glucopyranoside (Sigma Aldrich, M9766), 4-
Methylumbelliferyl ~ B-D-glucopyranoside ~ MUD  (Sigma  Aldrich, M3633), 4-
Methylumbelliferyl p-D-galactopyranoside MUGA (Sigma Aldrich, M1633).

Inhibitory chymotrypsinu (T4376) a trypsinu (T7254) byly pouzity s pfislusnym
substratem (B7260 a A3401). Byly pouzity vzdy dva gely, pficemz jeden byl nejprve polit
inhibitorem a poté byly oba polity substratem. Pokud by inhibitor uc¢inkoval na pfislusny

substrat, mél by se fluorescencné zobrazit band na gelu obsahujici pouze substrat.
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Tabulka ¢. 2: Prehled substrata a jejich rozpoustédel.

oznaceni rozpoustédlo ‘ substrat/inhibitor

B7260 DMSO:Metanol (1:1) substrat pro trypsin, papain

A3401 Etanol substrat pro chymotrypsin

C5429 Metanol substrat pro cathepsin B, trypsin
A2027 Kys. octova:H,0 (1:1); DMSO substrat pro cathepsin H, amidopeptiddzy
C6983 DMSO substrat pro Cathepsin D

M5639 DMF:H,0 (1:1); pyridine:H,0 (1:1) substrat pro lysozym, endochitinazy
M9766 DMSO substrat pro alfa-glukosidazy
M3633 DMF substrat Pro B-glukosidazy

M1633 DMSO substrat Pro B-galaktosidazy

T4376 Metanol inhibitor chymotrypsinu

T7254 H,0 inhibitor trypsinu
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4.3. Vysledky

4.3.1. Vysledky parafinové histologie

Vnitini anatomie roztoce V. destructor byla studovana prostfednictvim parafinové
histologie. Ze ziskanych fezti byly vybrany snimky, na nichz byla patrna vnitini anatomie, a
bylo mozno rozeznat rizné typy tkani.

Na fezech bylo mozno pozorovat stievo roztoce (col) (Obr. ¢.1), malphigickou trubici
(mpt), svaly (s), vajecniky (0). U oboru typt barveni bylo mozné pozorovat jak oesophagus
(o) prochazi mozkem (m) rozto¢e (Obr. ¢. 2, 15 a 17). U PAS reakce (Obr. ¢. 3-18) bylo

mozné dokonce pozorovat na fezech vaji¢ko (v) (Obr. ¢. 3).

Barveni: A. Hematoxylin+ svétla zelefi (s oranzi G)

Obrazek €. 1: Detail stieva (col) (fez 6pum)
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Obrizek & 2: Rez celym roztoem: stievo (col), oesophagus (0) a mozek (m) (fez 6um)

B. PAS reakce (polysacharidy a oligosacharidy)

Obrazek €. 3: Vajicko (V) (fez 4um)

48



s

|
Obrazek €. 4: Detail stieva (col) (fez 4pm)

Obrazek €. 5: Detail stfeva (col) a vajecnikt (o) (fez 4pm)
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Obrazek €. 7: Detail stieva (col) a vajecnikt (o) (fez 4um)
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Obrazek €. 8: Detail stieva (col) a vajecnikt (o) (fez 4pm)

Obrazek €. 9: Detail stieva (col) (fez 4pum)




Obrazek €. 10: Detail stfeva (col) (fez 4um)

Obrazek €. 11: Detail stfeva (col) (fez 4um)
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Obrizek & 12: Rez celym roztoéem: stievo (col), malphigicka trubice (mpt) (fez 4pum)

Obrazek ¢&. 13: Malphigicka trubice (mpt), svaly (s), mozek (m) (fez 6um)
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Obrazek ¢. 15: Mozek (m) s oesophagem (0) (fez 6um)
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Obrizek ¢&. 16: Rez celym roztoéem: stievo (col) a mozek (m) (fez 6pum)
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Obrazek &. 18: Rez celym roztoéem: stievo (col) a mozek (m) (fez 6pm)
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4.3.2. Vysledky dvourozmérné (2D) elektroforézy a identifikace protein(

hmotnostnim spektrometrem

Pro elektroforetické déleni proteini Varroa, vceli kukly a larvy byla pouzita
dvourozmérna elektroforéza. Z vybranych gelti byly vybrany nejabundantnéjsi spoty, které
byly analyzovany hmotnostnim spektrometrem MALDI TOF/TOF. Tyto spoty byly u

jednotlivych gelti oznaceny.

U Varroa byly analyzovany 3 gely, dva s necist€énymi a jeden s ¢isténymi proteiny. Ze
vSech analyzovanych proteinti bylo nejvice spott signifikantn¢ identifikovano jako hexamerin
70a, arginin kinaza, hemelipoglycoprotein precursor ¢i aktin. U 15% gelu Varroa (Obr. ¢. 19)
s ¢isténymi proteiny byl nejabundantnéj$im proteinem aktin 5C. Dale byly identifikovany
proteiny tropomyosin a arginin kindza. V ptipad¢ ¢isténého vzorku Varroa byl proteinovy
obraz odlisny od necisténého a vyslednych proteini bylo v gelu méné nez u necisténych
proteinti. Toto indikuje, Ze béhem C(isticiho kroku dochéazelo ke ztratdm proteind. 12%
elektroforéza delila 1épe proteiny o vyssi molekulové hmotnosti, nebyly vSak rozd€leny
proteiny o malé molekulové hmotnosti, které byly naopak dobie separovany 15%
elektroforézou. Hmotnostni spektrometrii byly u 12% (Obr. €. 20) i 15% (Obr. ¢. 21) separace
s necisténymi proteiny identifikovany hemelipoglycoprotein precursor, hexamerin, arginin
kindza a aktin, které patiily k nejabundantné&j§im proteinim. Rada proteinti viak nebyla

hmotnostni spektrometrii identifikovéana.

U véely byly vybrany reprezentativni gely s proteiny kukly a larvy, které byly dale
vétsina vysledkd byla identifikovana taxonomicky k A. mellifera. Vétsina spotti ve vzorku
larvy A. mellifera (Obr. ¢. 22) byla identifikovana jako major royal jelly protein. U stadia
larvy byly dale identifikovany hexameriny, heat shock proteiny, arginin kinaza ¢&i a-
glukosidaza. Vzorek kukly A. mellifera (Obr. ¢. 23) obsahoval zejména proteiny hexamerin,
heat shock protein a aktin. U stadia kukly se hexameriny vyskytovaly mnohem ¢astéji nez u
stadia larvy. Stejné jako u stadia larvy, také u stadia kukly se vyskytovaly typy hexamerini
hex 110 a hex 70b. Navic se u kukly vyskytoval typ hexamerinu hex 70a, ktery se také jako
jediny vyskytoval u Varroa. Kromé¢ zminénych nejabundantnéjsich proteini se u obou stadii
vcely vyskytovaly také jiné proteiny, pirevazné enzymy (viz tab. ¢. 6 a 7), ovSem v mensi

mifre.
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4.3.2.1. Varroa destructor
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Obriazek ¢. 19: Reprezentativni 15% dvourozmérna elektroforéza cisténych proteint V.

destructor . Legenda: ¢erné — signifikantni proteiny, Sed€ — nesignifikantni proteiny.
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Tabulka ¢&.

3: Piehled

identifikovanych signifikantnich proteint Varroa u 15%

polyakrylamidového 2D-gelu

Molekulova
Spot | Skére | hmotnost Identifika¢ni €islo |Popis proteinu
1 515 32654 gi|83308265 tropomyosin [Dermanyssus gallinae]
2 225 42236 gi|161661023 actin 5C [Lycosa singoriensis]
3 312 42236 gi[161661023 actin 5C [Lycosa singoriensis]
4 312 42236 gi[161661023 actin 5C [Lycosa singoriensis]
5 281 42236 gi[161661023 actin 5C [Lycosa singoriensis]
6 145 40560 gi|25453078 RecName: Full=Arginine kinase; Short=AK
7 125 40092 0i|158294498 AGAP005627-PD [Anopheles gambiae str. PEST]
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Obrazek ¢. 20: Reprezentativni 12% dvourozméra elektroforéza necisSténych proteind V.

destructor . Legenda: ¢erné — signifikantni proteiny, $ed¢ — nesignifikantni proteiny.

60



Tabulka €. 4:
polyakrylamidového 2D-gelu

Piehled

identifikovanych

signifikantnich proteint Varroa u 12%

Molekulova | Identifikacni

Spot | Skére | hmotnost | cislo Popis proteinu

1 99 180147 gi|255689632 | hemelipoglycoprotein precursor [Varroa destructor]

2 96 180147 gi|255689632 | hemelipoglycoprotein precursor [Varroa destructor]

3 158 70824 gi|126309575 | PREDICTED: hypothetical protein [Monodelphis domestica]

4 170 66488 0i|219882323 | 70 kDa heat shock protein form 2 [Rimicaris exoculata]

7 364 |81522 0i|160425209 | hexamerin 70a [Apis mellifera]

8 361 81522 gi|160425209 | hexamerin 70a [Apis mellifera]

9 359 81522 gi|160425209 | hexamerin 70a [Apis mellifera]

10 430 [81522 0i|160425209 | hexamerin 70a [Apis mellifera]

11 425 81549 0i|149939403 | hexamerin [Apis mellifera]

12 87 57092 0i|112982683 | catalase [Bombyx mori]

14 365 |81522 0i|160425209 | hexamerin 70a [Apis mellifera]
PREDICTED: aldehyde dehydrogenase 1A1-like [Saccoglossus

15 81 54288 0i|291222393 | kowalevskii]

19 94 40757 0i|254934261 | putative enolase [Alucita sp. JCR-2009]

22 97 41923 gi|55741585 | beta-actin-like [Canis lupus familiaris]

23 83 40757 gi|254934261 | putative enolase [Alucita sp. JCR-2009]

24 81 39773 0i|41394389 | 2-phospho-D-glycerate hydrolase [Diplopoda sp. SBH266145]

26 93 26441 0i|56199432 | unknown [Culicoides sonorensis]

27 97 40697 0i|156938897 [ arginine kinase [Dermatophagoides farinae]

28 135 40697 gi|156938897 | arginine kinase [Dermatophagoides farinae]

29 176 40697 gi|156938897 | arginine kinase [Dermatophagoides farinae]

30 199 40697 0i|156938897 [ arginine kinase [Dermatophagoides farinae]

31 152 40322 gi|157830286 [ Chain A, Transition State Structure Of Arginine Kinase

32 178 35830 gi|40887061 | glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Cherax quadricarinatus]

33 163 36174 0i|210038269 | glycerol 3-phosphate dehydrogenase [Suberites domuncula]

34 83 40322 gi|157830286 | Chain A, Transition State Structure Of Arginine Kinase

35 108 40697 gi|156938897 | arginine kinase [Dermatophagoides farinae]

36 155 40697 gi|156938897 | arginine kinase [Dermatophagoides farinae]

37 155 22800 0i|197261179 [ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Cherax preissii]
putative glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Gammarus

38 134 |36052 gi|190014502 |locusta]

50 88 42236 gi|161661023 | actin 5C [Lycosa singoriensis]

61 94 14904 gi|1019906 Cu,Zn superoxide dismutase [Drosophila saltans]
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Obrazek €. 21: Reprezentativni 15% dvourozmérna elektroforéza necisténych proteinti

Varroa destructor . Legenda: ¢erné — signifikantni proteiny, Sedé — nesignifikantni proteiny.
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Tabulka ¢&.

5: Piehled

polyakrylamidového 2D-gelu

identifikovanych

signifikantnich proteint Varroa u 15%

Molekulova | Identifika€ni

Spot | Skére | hmotnost | Eislo Popis proteinu

1 99 180147 gi|255689632 hemelipoglycoprotein precursor [Varroa destructor]

2 96 180147 gi|255689632 hemelipoglycoprotein precursor [Varroa destructor]

3 97 180147 gi|255689632 hemelipoglycoprotein precursor [Varroa destructor]

4 184 180147 gi|255689632 hemelipoglycoprotein precursor [Varroa destructor]

5 122 180147 gi|255689632 hemelipoglycoprotein precursor [Varroa destructor]

6 166 180147 gi|255689632 hemelipoglycoprotein precursor [Varroa destructor]

7 156 180147 gi|255689632 hemelipoglycoprotein precursor [Varroa destructor]

8 230 180147 gi|255689632 hemelipoglycoprotein precursor [Varroa destructor]

9 90 180147 gi|255689632 hemelipoglycoprotein precursor [Varroa destructor]

11 170 66488 gi|219882323 70 kDa heat shock protein form 2 [Rimicaris exoculatal

13 194 81522 gi|160425209 hexamerin 70a [Apis mellifera]

14 129 81522 gi|160425209 hexamerin 70a [Apis mellifera]

15 146 81522 gi|160425209 hexamerin 70a [Apis mellifera]

16 249 81522 gi|160425209 hexamerin 70a [Apis mellifera]

17 280 |81522 gi|160425209 hexamerin 70a [Apis mellifera]

20 365 |81522 gi|160425209 hexamerin 70a [Apis mellifera]

21 364 |81522 gi|160425209 hexamerin 70a [Apis mellifera]

22 361 |81522 gi|160425209 hexamerin 70a [Apis mellifera]

23 359 81522 gi|160425209 hexamerin 70a [Apis mellifera]

24 430 81522 gi|160425209 hexamerin 70a [Apis mellifera]

25 425 81549 0i[149939403 hexamerin [Apis mellifera]

26 87 57092 gi[112982683 catalase [Bombyx mori]

27 610 |46089 gi|158524732 mitochondrial ATP synthase beta subunit [Novocrania anomala]

28 625 | 46089 gi|158524732 mitochondrial ATP synthase beta subunit [Novocrania anomala]
PREDICTED: aldehyde dehydrogenase 1Al-like [Saccoglossus

29 81 54288 gi|291222393 kowalevskii]

31 419 42236 gi|161661023 actin 5C [Lycosa singoriensis]

32 346 42236 gi|161661023 actin 5C [Lycosa singoriensis]

33 323 42236 gi[161661023 actin 5C [Lycosa singoriensis]

34 381 42236 gi[161661023 actin 5C [Lycosa singoriensis]

35 94 40757 gi|254934261 putative enolase [Alucita sp. JCR-2009]

36 97 41923 gi|55741585 beta-actin-like [Canis lupus familiaris]

37 83 40757 gi|254934261 putative enolase [Alucita sp. JCR-2009]

38 81 39773 gi|41394389 2-phospho-D-glycerate hydrolase [Diplopoda sp. SBH266145]

41 97 40697 gi|156938897 arginine kinase [Dermatophagoides farinae]

42 135 | 40697 gi|156938897 arginine kinase [Dermatophagoides farinae]

47 176 40697 gi|156938897 arginine kinase [Dermatophagoides farinae]

48 199 40697 gi|156938897 arginine kinase [Dermatophagoides farinae]

49 152 40322 gi|157830286 Chain A, Transition State Structure Of Arginine Kinase

50 93 26441 gi|56199432 unknown [Culicoides sonorensis]
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Pokracovani tabulky ¢. 5: Prehled identifikovanych signifikantnich proteini Varroa u 15%

polyakrylamidového 2D-gelu

Molekulova | Identifika€ni
Spot | Skére | hmotnost | islo Popis proteinu
51 83 40322 gi|157830286 Chain A, Transition State Structure Of Arginine Kinase
52 108 40697 gi|156938897 arginine kinase [Dermatophagoides farinae]
53 155 40697 gi|156938897 arginine kinase [Dermatophagoides farinae]
54 155 22800 gi[197261179 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Cherax preissii]
putative glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Gammarus
55 134 |36052 gi|190014502 locusta]
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Cherax
56 178 35830 gi|40887061 guadricarinatus]
57 163 36174 gi|210038269 glycerol 3-phosphate dehydrogenase [Suberites domuncula]
72 88 42236 gi[161661023 actin 5C [Lycosa singoriensis]
84 94 14904 gi[1019906 Cu,Zn superoxide dismutase [Drosophila saltans]
hypothetical protein BRAFLDRAFT_ 122621 [Branchiostoma
85 195 17922 gi|260805156 floridae]
96 367 17214 gi|26353460 unnamed protein product [Mus musculus]
99 77 25341 gi|281345655 hypothetical protein PANDA 006586 [Ailuropoda melanoleuca)
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4.3.2.2. Llarva
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Obrazek ¢. 22: Reprezentativni dvourozmérna elektroforéza proteini larvy. Legenda: ¢erné —

signifikantni proteiny, Sed€ — nesignifikantni proteiny.
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Tabulka €. 6: Prehled identifikovanych signifikantnich proteinti larvy u polyakrylamidového

2D-gelu
Molekulova | Identifikacni

Spot Skére [ hmotnost [ islo Popis proteinu
PREDICTED: similar to Puromycin sensitive
aminopeptidase CG1009-PC, isoform C isoform 1 [Apis

1 348 [98840 gi|66499419 | mellifera]

3 294 66754 gi|94400901 |[alpha-glucosidase [Apis mellifera]

4 355 [111862 gi|290883065 | hexamerin 110 [Apis mellifera]

5 336 111862 gi|290883065 | hexamerin 110 [Apis mellifera]

6 498 111862 gi|290883065 | hexamerin 110 [Apis mellifera]

7 541 79535 gi|58585148 [ hexamerin 70b [Apis mellifera]

8 488 79535 gi|58585148 [ hexamerin 70b [Apis mellifera]

9 272 79535 gi|58585148 [ hexamerin 70b [Apis mellifera]

10 262 71383 gi|229892210 [ heat shock protein cognate 4 [Apis mellifera]

11 250 71383 gi|229892210 [ heat shock protein cognate 4 [Apis mellifera]

12 244 75642 gi|229892203 [ heat shock protein cognate 5 [Apis mellifera]

13 448 75642 gi|229892203 [ heat shock protein cognate 5 [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Calreticulin CG9429-PA isoform 1

14 307 47487 gi|66545506 [ [Apis mellifera]

15 250 49311 gi|58585098 [ major royal jelly protein 1[Apis mellifera]

16 294 49311 gi|58585098 [ major royal jelly protein 1 [Apis mellifera]

18 307 49311 gi|58585098 [ major royal jelly protein 1 [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to 60 kDa heat shock protein,

19 270 | 60546 gi|66547450 | mitochondrial precursor (Hsp60) (60 kDa chaperonin

20 291 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]

21 291 49311 gi|58585098 | major royal jelly protein 1 [Apis mellifera]

22 109 45664 gi|66526635 | PREDICTED: similar to CG31075-PA [Apis mellifera]

23 435 |[62006 gi|288872651 | major royal jelly protein [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Phosphogluconate mutase

24 78 62148 gi|66561330 | CG5165-PA [Apis mellifera]

25 222 81549 gi|149939403 | hexamerin [Apis mellifera]

26 363 81549 gi|149939403 | hexamerin [Apis mellifera]

27 303 [111862 gi|290883065 | hexamerin 110 [Apis mellifera]

29 269 1111862 gi|290883065 | hexamerin 110 [Apis mellifera]

30 224 1111862 gi|290883065 | hexamerin 110 [Apis mellifera]

31 145 1111862 gi|290883065 | hexamerin 110 [Apis mellifera]

32 125 1111862 gi|290883065 | hexamerin 110 [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Enolase CG17654-PA, isoform A,

33 197 40181 gi|110761968 | partial [Apis mellifera]

34 177 162006 gi|288872651 | major royal jelly protein [Apis mellifera]

35 381 |[62006 gi|288872651 | major royal jelly protein [Apis mellifera]

36 198 62006 0i|288872651 | major royal jelly protein [Apis mellifera]

66




Pokracovani tabulky ¢.

W

6: Prehled

polyakrylamidového 2D-gelu

identifikovanych signifikantnich proteini larvy u

Molekulova | Identifikacni
Spot Skoére | hmotnost | islo Popis proteinu
PREDICTED: similar to Enolase CG17654-PA, isoform A,
37 270 140181 gi|110761968 | partial [Apis mellifera]
38 366 51441 gi|58585108 | major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
39 418 51441 gi|58585108 | major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
40 344 51441 gi|58585108 | major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
41 371 51441 gi|58585108 | major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
42 385 51441 gi|58585108 | major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
43 163 41913 gi|215882295 [ actin isoform 1 [Holothuria glaberrima]
44 315 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
45 333 40325 gi|58585146 [arginine kinase [Apis mellifera]
46 157 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
47 381 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to alcohol dehydrogenase, iron
48 87 13786 gi|66551272 [ containing, 1, partial [Apis mellifera]
49 240 71383 gi|229892210 [ heat shock protein cognate 4 [Apis mellifera]
50 327 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
51 408 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
52 357 |[62006 gi|288872651 | major royal jelly protein [Apis mellifera]
53 309 51441 gi|58585108 | major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
54 344 51441 gi|58585108 | major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
55 365 51441 gi|58585108 | major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
56 372 66055 gi|56422035 | major royal jelly protein 3 [Apis mellifera carnical
57 466 62006 gi|288872651 | major royal jelly protein [Apis mellifera]
58 320 [62006 gi|288872651 | major royal jelly protein [Apis mellifera]
59 410 51441 gi|58585108 | major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
61 366 51441 gi|58585108 | major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
63 313 36009 gi|209180477 [lambda crystallin-like protein [Apis mellifera]
64 206 49311 gi|58585098 [ major royal jelly protein 1 [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to yellow-h CG1629-PA, partial [Apis
65 157 22867 gi|110776423 | mellifera]
PREDICTED: similar to yellow-h CG1629-PA, partial [Apis
66 162 22867 gi|110776423 | mellifera]
67 162 28340 gi|226446417 | heat shock protein 90 [Apis mellifera]
68 242 62006 gi|288872651 | major royal jelly protein [Apis mellifera]
69 253 62006 gi|288872651 | major royal jelly protein [Apis mellifera]
70 223 66055 gi|56422035 | major royal jelly protein 3 [Apis mellifera carnical
71 378 62006 gi|288872651 | major royal jelly protein [Apis mellifera]
72 348 62006 0i|288872651 | major royal jelly protein [Apis mellifera]
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Pokracovani tabulky ¢.

W

6: Prehled

polyakrylamidového 2D-gelu

identifikovanych signifikantnich proteini larvy u

Molekulova | Identifika€ni
Spot Skére | hmotnost | islo Popis proteinu
73 296 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
74 411 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
75 272 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
76 386 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
77 310 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
78 237 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
80 170 59486 gi|66544702 [ PREDICTED: similar to CG8258-PA [Apis mellifera]
81 242 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
82 329 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
83 385 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
84 368 51441 gi|58585108 [ major royal jelly protein 2 precursor [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to 14-3-3-like protein (Leonardo
86 188 28173 gi|[48097086 [ protein) (14-3-3 zeta) isoform 1 [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to 14-3-3 CG17870-PA, isoform A
87 83 28171 gi|66517155 [isoform 2 [Apis mellifera]
89 155 [49311 gi|58585098 [ major royal jelly protein 1 [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Glutathione S transferase S1
90 194 17689 gi|66534655 [CG8938-PA, isoform A, partial [Apis mellifera]
91 153 49311 gi|58585098 [ major royal jelly protein 1 [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Proteasome subunit beta type 4
92 107 28934 gi|[48100320 [ precursor (Proteasome beta chain) (Macropain b)
PREDICTED: similar to Proteasome subunit alpha type 4
94 178 58444 gi[110767398 [ (Proteasome component C9) (Macropain subunit)
PREDICTED: similar to Phosphoglyceromutase CG1721-
95 133 35396 gi|66550890 [ PA, isoform A [Apis mellifera]
96 124 1111862 gi|290883065 | hexamerin 110 [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to CG7033-PA, isoform A isoform 1
97 81 58322 gi|66533395 | [Apis mellifera]
98 170 42361 gi|226446429 | heat shock protein 90 [Apis mellifera]
100 84 49311 gi|58585098 | major royal jelly protein 1 [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to thioredoxin peroxidase 1 CG1633-
101 223 21944 gi|66548188 | PA, isoform A isoform 1 [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to thioredoxin peroxidase 1 CG1633-
102 199 21944 gi|66548188 | PA, isoform A isoform 1 [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to translation elongation factor 1-
103 98 49240 gi|110761214 | gamma isoform 2 [Apis mellifera]
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Pokracovani tabulky ¢.

W

6: Prehled

polyakrylamidového 2D-gelu

identifikovanych signifikantnich proteini larvy u

Molekulova | Identifikacni

Spot Skoére | hmotnost | islo Popis proteinu

PREDICTED: similar to thioredoxin peroxidase 1 CG1633-
104 116 21944 gi|66548188 | PA, isoform A isoform 1 [Apis mellifera]
105 170 [42361 gi|226446429 | heat shock protein 90 [Apis mellifera]

PREDICTED: similar to Cofilin/actin-depolymerizing factor
106 171 17049 gi|110751158 | homolog (Protein D61) (Protein twinstar) [Apis mellifera]
107 194 15795 gi|295849268 | superoxide dismutase 1 [Apis mellifera]
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4.3.2.3. Kukla
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Obrazek ¢. 23: Reprezentativni dvourozmérna elektroforéza proteini Kukly. Legenda: ¢erné

— signifikantni proteiny, Sed€ — nesignifikantni proteiny.
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Tabulka €. 7: Prehled identifikovanych signifikantnich proteinti kukly u polyakrylamidového

2D-gelu
Molekulova | Identifikaéni

Spot Skdére |hmotnost |[cislo Popis proteinu
PREDICTED: similar to Aldolase CG6058-PF, isoform F

1 207 39975 gi|110748949 | [Apis mellifera]

2 524 79535 0i|58585148 | hexamerin 70b [Apis mellifera]

3 497 79535 gi|58585148 | hexamerin 70b [Apis mellifera]

4 269 81549 0i|149939403 | hexamerin [Apis mellifera]

5 221 111862 gi|290883065 | hexamerin 110 [Apis mellifera]

6 190 111862 0i|290883065 [ hexamerin 110 [Apis mellifera]

7 310 79535 0i|58585148 | hexamerin 70b [Apis mellifera]

8 222 111862 gi|290883065 | hexamerin 110 [Apis mellifera]

9 459 79535 0i|58585148 | hexamerin 70b [Apis mellifera]

10 315 176717 0i|110762106 | PREDICTED: hypothetical protein [Apis mellifera]

11 407 79535 0i|58585148 | hexamerin 70b [Apis mellifera]

12 103 176717 0i|110762106 | PREDICTED: hypothetical protein [Apis mellifera]

13 281 176717 0i|110762106 | PREDICTED: hypothetical protein [Apis mellifera]

14 411 79535 0i|58585148 | hexamerin 70b [Apis mellifera]

15 215 176717 0i|110762106 | PREDICTED: hypothetical protein [Apis mellifera]

16 239 111862 0i|290883065 [ hexamerin 110 [Apis mellifera]

17 242 111862 0i|290883065 | hexamerin 110 [Apis mellifera]

18 296 111862 0i|290883065 [ hexamerin 110 [Apis mellifera]

19 219 79535 0i|58585148 [ hexamerin 70b [Apis mellifera]

20 320 81549 gi|149939403 | hexamerin [Apis mellifera]

21 302 81549 0i|149939403 | hexamerin [Apis mellifera]

22 120 45664 0i|66526635 [PREDICTED: similar to CG31075-PA [Apis mellifera]

23 175 81549 0i|149939403 | hexamerin [Apis mellifera]

24 85 45664 0i|66526635 [PREDICTED: similar to CG31075-PA [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to TER94 CG2331-PA, isoform A

25 207 89467 gi|66534286 |isoform 1 [Apis mellifera]

26 119 75642 gi|229892203 | heat shock protein cognate 5 [Apis mellifera]

27 92 81522 gi|160425209 | hexamerin 70a [Apis mellifera]

28 230 176717 0i|110762106 | PREDICTED: hypothetical protein [Apis mellifera]

29 159 75642 0i|229892203 | heat shock protein cognate 5 [Apis mellifera]

30 130 71383 gi|229892210 | heat shock protein cognate 4 [Apis mellifera]

31 262 79535 0i|58585148 | hexamerin 70b [Apis mellifera]

32 243 71383 gi|229892210 | heat shock protein cognate 4 [Apis mellifera)

33 213 79535 gi| 58585148 | hexamerin 70b [Apis mellifera]

34 132 79535 gi| 58585148 | hexamerin 70b [Apis mellifera]

35 186 111862 gi| 290883065 | hexamerin 110 [Apis mellifera]

37 82 10109 gi| 27450108 | heat shock protein 90 [Pratylenchus teres vandenbergae]
PREDICTED: similar to 60 kDa heat shock protein,

39 174 60546 gi| 66547450 | mitochondrial precursor (Hsp60)
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Pokracovani tabulky ¢&. 7: Piehled identifikovanych signifikantnich proteint kukly u
polyakrylamidového 2D-gelu

Molekulova | Identifikacni

Spot Skére |hmotnost |éislo Popis proteinu
PREDICTED: similar to CG31075-PA isoform 1 [Apis
40 184 49416 0i|110763974 | mellifera]
PREDICTED: similar to CG31075-PA isoform 1 [Apis
41 277 49416 0i|110763974 | mellifera]
PREDICTED: similar to 60 kDa heat shock protein,
42 454 60546 gi|66547450 | mitochondrial precursor (Hsp60)
PREDICTED: similar to 60 kDa heat shock protein,
43 147 60546 gi|66547450 | mitochondrial precursor (Hsp60)
PREDICTED: similar to Enolase CG17654-PA, isoform A,
44 210 40181 0i|110761968 | partial [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Tubulin alpha-1 chain [Apis
45 247 50617 0i|66521545 | mellifera]
PREDICTED: similar to -Tubulin at 56D CG9277-PB,
46 430 50599 0i|48095525 |isoform B [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to -Tubulin at 56D CG9277-PB,
47 425 50599 0i|48095525 |isoform B [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to CG31075-PA isoform 1 [Apis
51 167 49416 0i|110763974 | mellifera]
52 83 27631 gi|58585184 | short-chain dehydrogenase/reductase [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Enolase CG17654-PA, isoform A,
54 195 40181 gi|110761968 | partial [Apis mellifera]
55 191 40272 gi|66550553 | PREDICTED: similar to CG18473-PA [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Aldehyde dehydrogenase CG3752-
60 246 55936 gi|66530423 | PA isoform 1 [Apis mellifera]
61 206 42082 0i|164451511 [actin [Culex nigripalpus]
PREDICTED: similar to CG3609-PA isoform 2 [Apis
62 155 37217 0i|66530373 | mellifera]
65 282 42010 gi|284027006 | beta actin [Liposcelis bostrychophila]
66 289 42082 gi|164451511 | actin [Culex nigripalpus]
PREDICTED: similar to CG5362-PA isoform 1 [Apis
67 98 36193 gi|66506786 | mellifera]
PREDICTED: similar to CG10638-PA, isoform A isoform 1
68 239 36873 gi|110763386 | [Apis mellifera]
70 158 40325 gi|58585146 | arginine kinase [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to CG14207-PB, isoform B isoform 1
71 152 25607 gi|110757651 | [Apis mellifera]
72 162 27631 0i|58585184 | short-chain dehydrogenase/reductase [Apis mellifera]
73 282 32875 0i|110762382 | PREDICTED: similar to spermidine synthase [Apis mellifera]
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Pokracovani

polyakrylamidového 2D-gelu

tabulky ¢.

7: Piehled

identifikovanych signifikantnich proteint kukly u

Molekulova | Identifikacni
Spot Skoére |hmotnost |c¢islo Popis proteinu
PREDICTED: similar to yippee interacting protein 2
74 353 42706 0i|48097100 | CG4600-PA [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to CG6084-PA, isoform A isoform 1
75 165 36459 0i|66525576 | [Apis mellifera]
76 160 35668 0i|48099074 | PREDICTED: similar to CG9119-PA [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Putative deoxyribose-phosphate
77 109 31952 gi|66517490 |[aldolase (Phosphodeoxyriboaldolase)
78 160 25232 0i|283436152 | peroxiredoxin-like protein [Apis mellifera]
79 141 25232 0i|283436152 | peroxiredoxin-like protein [Apis mellifera]
81 162 27631 gi|58585184 | short-chain dehydrogenase/reductase [Apis mellifera]
82 110 29422 gi|58585222 | take-out-like carrier protein [Apis mellifera]
83 240 26939 0i|148224276 | triosephosphate isomerase [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to 15-hydroxyprostaglandin
84 151 29157 gi|66518230 | dehydrogenase [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to CG6180-PA isoform 2 [Apis
85 201 23687 gi|110763671 | mellifera]
PREDICTED: similar to 14-3-3 CG31196-PC, isoform C
88 149 29264 0i|48096523 |isoform 1 [Apis mellifera]
89 93 27631 0i|58585184 [ short-chain dehydrogenase/reductase [Apis mellifera]
90 213 27631 0i|58585184 | short-chain dehydrogenase/reductase [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Phosphoglyceromutase CG1721-
91 273 35396 gi|66550890 | PA, isoform A [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to thioredoxin peroxidase 1 CG1633-
92 209 21944 gi|66548188 | PA, isoform A isoform 1 [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Glutathione S transferase S1
93 143 17689 0i|66534655 | CG8938-PA, isoform A, partial [Apis mellifera]
96 524 21335 gi|166795901 | apolipophorin-lli-like protein [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Glutathione S transferase S1
97 124 17689 gi|66534655 | CG8938-PA, isoform A, partial [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Glutathione S transferase S1
98 92 17689 gi|66534655 | CG8938-PA, isoform A, partial [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Glutathione S transferase S1
99 134 17689 gi|66534655 | CG8938-PA, isoform A, partial [Apis mellifera]
PREDICTED: similar to Fkbp13 CG9847-PA, isoform A,
100 156 17216 gi|66510528 | partial [Apis mellifera]
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4.3.3. Zymogramy

Pro analyzu proteini z homogenatd Varroa, vceli kukly a larvy byly pouzity
fluorescenéni substraty. Prehled vysledku je uveden v tabulce ¢. 8. Pro prokazani specifity
nékterych enzymu vaci substratim byly pouzity jejich inhibitory, konkrétné pro trypsin a
chymotrypsin. Trypsinovy inhibitor (T7254) prokazal specifitu trypsinu u kukly a
chymotrypsinovy inhibitor (T4376) prokazal specifitu chymotrypsinu u kukly a larvy.

V analyzovaném vzorku Varroa byla z testovanych substrati zjisténa aktivita pro -
glukosidazovy substrat (M3633) (Obr. ¢. 29) a pro cathepsin D substrat (C6983) Obr. ¢ 27).
Pro cathepsin D bylo mozno rozeznat 5 bandt u Varroa. U véeli kukly byla v zymogramech
detekovana aktivita pro trypsin (Obr. ¢. 24), chymotrypsin (Obr. ¢. 25), cathepsin B (Obr. €.
26), lysozym (endochitinazy) (Obr. ¢. 27) a a-glukosidazy (Obr. ¢. 28). Lysozymovy substrat
(M5639) 1ze pouzit pro analyzu lysozymu, ale i endochitinaz. Vzhledem k tomu, Ze lysozym
ma obecné molekulovou hmotnost kolem 14kDa a pozice detekované aktivity v zymogramu
odpovidala cca 100 kDa, je pravdépodobné, Ze v zymogramu byly detekovany endochitinazy.
Ve stadiu kukly byla slaba aktivita sledovana také pro cathepsin D (Obr. ¢ 27). U v¢eli larvy
byla v zymogramech prokazana aktivita pouze u substratu pro chymotrypsin (Obr. ¢. 25) a a-
glukosidazy (Obr. ¢. 28), které zaroven ukazaly podobnost S enzymovou aktivitou ve stadiu
kukly.

74



A B

Obrazek ¢. 24: Identifikace trypsinové aktivity fluorescencnim substratem B7260 u Varroa
(V), kukly (K), larvy (L) za pouziti inhibitoru trypsinu T7254 (A) a bez inhibitoru (B).

L K

A B

Obrazek ¢. 25: ldentifikace chymotrypsinové aktivity fluorescenénim substratem A3401 u

Varroa (V), kukly (K), larvy (L) za pouziti inhibitoru chymotrypsinu T4376 (A) a bez
inhibitoru (B).
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Obrazek ¢&. 26: Identifikace aktivity cathepsinu H fluorescen¢nim substratem A2027 (A). Bez
aktivity. Identifikace aktivity cathepsinu B fluorescen¢nim substratem C5429 (B) u Varroa
(V), kukly (K), larvy (L).

K V K

A . __

Obrazek €. 27: ldentifikace lysozymové aktivity fluorescencénim substratem M5639 (A) u

Varroa (V), kukly (K), larvy (L). Identifikace aktivity cathepsinu D fluorescen¢nim
substratem C6983 (B) u Varroa (V), kukly (K), larvy (L).
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Obrazek ¢&. 28: Identifikace aktivity a-glukosiddz fluorescenénim substraitem M9766 u
Varroa (V), kukly (K), larvy (L).

Vv

A B

Obrazek ¢. 29: Identifikace aktivity B-galaktosidaz fluorescenénim substratem M1633 (A) u
Varroa (V), kukly (K), larvy (L). Bez aktivity. Identifikace aktivity p-glukosidaz
fluorescenénim substratem M3633 (B) u Varroa (V), kukly (K), larvy (L).
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A B

Obrazek ¢. 30: Identifikace aktivity cathepsinu B fluorescenénim substratem C5429 za
pouziti inhibitoru trypsinu T7254 (A, B) u Varroa (V), kukly (K), larvy (L). Bez aktivity.

Tabulka €. 8: Prehled vysledkii enzymatické analyzy

substrat/inhibitor Varroa kukla larva cas
B7260 sub. pro trypsin, papain N * N 35min
A3401 sub. pro chymotrypsin N * * 45min
C5429 sub. pro cathepsin B, trypsin N * N 30min
A2027 sub. pro cathepsin H, amidopeptidazy N N N 30min
A3401+T4376 sub. pro chymotrypsin+inh. chymotr. N N N 45min
B7260+T7254 sub. pro trypsin+ inh. trypsinu N N N 35min
C6983 sub. pro Cathepsin D * * N 30min
M5639 sub. pro lysozym, endochitindzy N * N 15min
M9766 sub. pro a-glukosidazy N * * 15min
M3633 sub. Pro B-glukosidazy * N N 30min.
M1633 sub. Pro B-galaktosidazy N N N 30min.
C5429+ 17254 sub. Pro cathepsin B + inh. Trypsinu N N N 30min.
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4.4, Diskuze

Hlavnim cilem této prace bylo studium fyziologie roztoce V. destructor a vyvojovych
stadii A. mellifera, na kterych nejvice parazituje. Pro studium bylo vyuzito proteomického
pristupu, enzymatiky a histologie.

Anatomie roztoc¢e byla studovana pomoci parafinové histologie. Histologické fezy
byly barveny hematoxylinem, ktery se pouZziva pro barveni jader bunék (Avwioro, 2011). Pro
pritkkaz polysacharidii se pouzivala PAS reakce (Vacek, 1988). U obou téchto barveni bylo na
fezech patrno stievo roztoce a mozek, kterym prochézel oesophagus. Mozek zarovei zaujimal
velkou ¢ast téla roztoce. Velkou Cast roztoce zabird rozvétvena travici soustava, jez je typicka
pro Mesostigmata (Alberti & Coons, 1999). U PAS reakce bylo na fezu mozno rozpoznat také
vajicko, vajeéniky, svaly a malphigicka trubice. Diive byla popsana anatomie V. jacobsoni
(Ruijter & Kaas, 1983), jehoz anatomii byly nase vysledky podobné. Vysledky histologie jsou
vyuzitelné pro zorientovani se ve vnitini struktuie ektoparazitického roztoc¢e Varroa a mohou
byt v budoucnu vyuzity napiiklad pro lokalizaci proteinii nebo entomopatogenti (viry,
bakterie).

Vysledky proteomické analyzy a jejich porovnani mezi roztocem a dvéma vyvojovymi
stadii véely se znaéné lisily. Radu proteinti roztode se nepodafilo identifikovat. Naopak velmi
uspokojivy vysledek byl ziskan z proteomické analyzy vcely. Toto je zplsobeno tim, ze
genom Varroa (Evans, 2010) neni uspokojiveé anotovan. Anotovany genom by v budoucnosti
mél jednoznaéné napomoci K lepsi identifikaci proteind roztoce. K tomuto ucelu bude mozno
vyuzit ziskand spektra z analyzy hmotnostni spektrometrii. Osekvenovani a anotace genomu
véely (Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006), které v minulosti prob¢hlo,
pomohlo kuspésné identifikaci vtéto praci. U roztole pievazovaly proteiny
hemelipoglycoprotein precursor, arginin kinaza, aktin, tropomyozin a v¢eli hexamerin 70a.
Naproti tomu u v¢ely pfevazovaly proteiny hexamerin, heat shock protein ¢i major royal jelly
protein. Hexamerin, ktery se vyskytoval u roztoce Varroa pochazel ze vcely A. mellifera.
Vzhledem k tomu, Ze se arginin kinaza hojné vyskytovala v analyze proteind Varroa a ve
vzorcich veely ne, mohly by napfiklad tyto proteiny v budoucnu vyuzit pro cileni akaricida
pravé proti témto proteinim. Arginin kinazy byly naptiklad identifikovany i u prachovych
roztoCl a jsou zkoumany v souvislosti s alergiemi, s nimiz vykazaly tyto proteiny Varroa
strukturni shodu (Hales et al., 2006). Hemelipoglycoprotein precursor, ktery se vyskytoval u

roztoce Varroa, slouzi ke skladovéani a vazani hemu, a také se pravdépodobn¢ ti€astni procesi
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spojenych s vrozenou imunitou stejné jako tomu je u klistéte Dermacentor marginatus
(Dupejova et al., 2011).

U vcely se vysledné proteiny liSily podle vzorku stadia. U vzorku kukly bylo
identifikovano odlisné spektrum proteint nez u larvy. Nejmarkantnéjsi byl rozdil ve vyskytu
MRIJP proteinti, které tvotily velkou cast identifikovanych proteind larvy, zatimco u stadia
kukly se nevyskytovaly. Heat shock proteiny se u larvy vyskytovaly také mnohem vice.
Vétsinu proteinti u stadia kukly pak tvofily hexameriny. Tyto rozdily jsou pravdépodobné
zpusobeny rozdilnym zplsobem zivota. Zatimco larva pfijima potravu béhem svého zivota,
kukla je bez potravy, energii Cerpa ze zasob a metamorfuje. Podle Chan & Foster (2008) je
hlavnim typem chovani v larvalnim stadiu krmeni, a tim i pfiprava na budouci stadium kukly
bez potravy. V tomto obdobi je také nejmarkantnéjs$i syntéza hexamerini a jejich vysoka
ptitomnost na konci vyvojového stadia (Chan & Foster, 2008). Hexamerin byl jednim
Z nejabundantngjSich proteinti larvy pii analyze hmotnostnim spektrometrem. Ve studii
Bogaerts et al. (2009) byla vytvoiena protecomicka mapa véely, ovSem poddruhem A.
mellifera carnica. V této studii byly nejabundantnéj§imi proteiny enzymy a poté transportni a
skladovaci proteiny. Nepiehlédnutelnym faktem ovSem je, Ze nezanedbatelné mnozZstvi

tvorily proteiny virového (Bogaerts et al., 2009).

Hexameriny jsou proteiny, které u hmyzu ztratily svou schopnost vazat méd’naté ionty
a transportovat kyslik a u vcel plni funkci zasobnich proteind (Martins, 2010). Hexamerin je
klicovym proteinem, ktery se u vcely vyskytuje nejvice v pozdnim larvalnim stddu a na
zacatku stadia kukly. Ve stadiu kukly dochézi k postupnému poklesu obsahu hexamerini.
Pokles syntézy hexamerinii je dan zastavenim pfisunu potravy a metamorfo6zou hmyzu
(Cunha et al., 2005). V nasich vysledcich byla potvrzena ptitomnost hexamerinu jak u stadia
larvy, tak u stadia kukly. Zejména vysoky obsah hexamerinu v kukle dokumentuje jejich
kumulaci v souvislosti s metamorfézou. Nejcastéji se vyskytovaly formy hexamerinu 70b a
110. Hexamerin 70b byl mnohem c¢astéji identifikovan u stddia kukly, nez u stadia larvy.
Oproti tomu hexamerin 110 byl hlavnim hexamerinem ve stadiu larvy. Identifikované formy
hexamerint u stadia larvy (70b a 110) jsou typické pro toto stadium, spolu s hexameriny typu
70a a 70c (Martins, 2010). Hexamerin 70a se u stadia larvy v nasich vysledcich identifikovan
nebyl, byl vSak identifikovan u kukly a také ve vzorku Varroa. Hexamerin 70a se bézné
vyskytuje u vSech stadii v¢ely (Danty et al., 1998). Ze vSech Ctyi typt hexamerini chybél

jediny hexamerin 70c, ktery se nevyskytoval jak u roztoce, tak u obou stadii vcely. Vysvétleni
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pro¢ byl ve Varroa identifikovan hexamerin vcéely je v tom, Ze se zivi jeji hemolymfou, ve
které je hexamerin zastoupen. Vzorky Varroa pouzité pro studii byly sbirany v listopadu, kdy
jsou v ulu dlouhovéké veely, které maji v hemolymfé dominantni hexamerin 70a (Erban et

al., 2012). Toto vysvétluje, pro¢ byl ve vzorku Varroa nalezen pouze hexamerin 70a.

Major royal jelly proteiny (MRJP) se vyskytuji v mateti kaSicce, ktera slouzi jako
vyhradni potrava larev v prvnich instarech, pozdéji je tato potrava larev nahrazena pylem
(Schmitzova et al., 1998; Li et al., 2008). V nasem vzorku larvy byl dle o¢ekavani ve velké
kvantité identifikovan MJRP, coz koresponduje s tim, ze se jednalo o rané stadium larvy. U
stadia kukly se MRJP nevyskytovaly, protoze jsou stejné jako pyl spotfebovany pfi ristu

larvy a pfeménény na zasobni proteiny.

Heat shock protein je proteinem, jehoz funkce se v organismu vcely projevi, jakmile je
véela vystavena vysSim teplotam (Chacon-Almeida et al., 2000). Heat shock proteiny se
podili také na stimulaci vrozeného a adaptivniho imunitniho systému (Javid et al., 2007). Tyto
proteiny se v naSich vysledcich vyskytovaly u obou stadii véely, nesrovnatelné vice vSak u
stadia larvy. Aktin identifikovany u kukly i larvy se u vcely vyskytuje jako strukturalni
protein (Kucharski & Maleszka, 2003). Byly identifikovany také proteiny souvisejici
s oxidativnim stresem jako glutation S-transferaza (GST), superoxid dismutaza a thioredoxin
peroxidaza (TPX). VSechny tyto enzymy maji v téle véely funkci antioxidanti (Corona &
Robinson, 2006). Superoxid dismutaza se vyskytovala pouze u stadia larvy, zatimco jak TPX
tak proteiny podobné GST se vyskytovaly u obou stadii v€ely. GST je proteinem diileZitym
pro metabolismus cizorodych latek a v ochran¢ proti oxidacnimu poSkozeni (Corona &
Robinson, 2006).

Zajimavym vysledkem je, Ze u Varroa byly identifikovany v zymogramech -
glukosidazy, zatimco u stadii v¢ely detekovany nebyly. Podle Pontoh & Low (2001) jsou B-
glukosidazy tfeba u véely pravdépodobné produkovany v hltanovych zlazach (Pontoh & Low,
2001). Trypsin, podobné jako chymotrypsin, je travici enzym patiici do skupiny serinovych
protedz (Barrett & Rawlings, 1994). U substratu pro trypsin byla fluorescence pozorovana
pouze u stadia kukly, kterd mize vyuzivat trypsin jako traviciho enzymu ke $t€peni uloZenych
proteinovych zasob potravy. Oproti tomu u substratu pro chymotrypsin byla fluorescence
pozorovana u obou stadii, coZ znamend, ze tento enzym hraje roli ve Sté€peni proteind
V potravé larvy i pfi metamorféze. Pro prikaz chitinolytické aktivity byl pouzit substrat, ktery

lze pouzit pro analyzu lysozymu a endochitinaz. Vzhledem k pozici bandu na zymogramu
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byly v analyze pravdépodobné detekovany chitindzy, a to pouze u stadia kukly. Chitin je
dilezity pro rast hmyzu, jelikoz je hlavni slozkou kutikuly hmyzu a jeho syntéza je pfi
metamorfoze velmi dalezitd (Merzendorfer & Zimoch, 2003). Zjisténa chitinolyticka aktivita
potvrzuje dilezitou roli chitindz v metamorfoze. Stejné jako u vysledkii dvourozmérné
elektroforézy byly v enzymatické analyze identifikovany a-glukosidazy, které jsou jedny
pro a-glukosidazy byla pozorovana jak u stadia kukly, tak u stadia larvy, zatimco hmotnostni
spektrometrii se a-glukosidazu podatilo identifikovat pouze u larvy. Zatimco u zymogramu
rozto¢e a vcely byla enzymova reakce pozorovana pro rizné enzymy, u identifikovanych
proteint z hmotnostniho spektrometru se tyto enzymy neobjevily. I kdyz tyto enzymy nebyly
identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie, tak se mohou ve vzorcich vyskytovat, jejich
zastoupeni vSak milZze byt nesrovnatelné nizsi, nez zastoupeni nejabundantnéjSich proteind,
které jejich identifikaci ztizi nebo dokonce znemozni. Vysledky enzymové analyzy
neprokazaly aktivitu nékterych substratli, coz ovSem neznamena, ze by se enzym ve vzorku

nemohl vyskytovat. Znamena to, Ze mohou byt pod detek¢énim limitem dané metody.
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5. Zaveér

Hlavnim cilem této prace bylo studium fyziologie rozto¢e V. destructor a vyvojovych
stadii A. mellifera na kterych nejvice parazituje.

Pomoci parafinové histologie byla studovana anatomie rozto¢e, coz poslouzi pro
zorientovani se ve vnitini struktufe ektoparazitického roztoce Varroa.
Z histologickych fezi byl patrny mozek roztoce s oesophagem, svaly, stfevo roztoce,
vajecniky, vajicko nebo malphigicka trubice.

Byla ziskana 2D proteinova mapa pievazné traviciho traktu Varroa, kde hlavnimi
proteiny byl hemelipoglycoprotein precursor, arginin kinaza, aktin a tropomyosin a
véeli hexamerin 70a.

Byla ziskana 2D proteinova mapa stadia larvy krmeného mateti kasickou a pylem a
stadia kukly kratce po zavi¢kovani. Hlavnimi proteiny u stadia larvy byly major royal
jelly proteiny a u stadia kukly hexameriny.

Pomoci zymogramui byla u roztoc¢e prokazana aktivita pro p-glukosidazy a cathepsin
D.

Kukla wvyuzivd pifi metamorféze pro St€peni zésobnich proteinli trypsin a
chymotrypsin, chitinazy vyuziva v metabolismu chitinu a o-glukosidazy pro zisk
glukozy. U stadia larvy schazela trypsinova a chitinazova aktivita.

Vysledky obohatily nase znalosti o biologii véely medonosné a jejiho parazita V.
destructor. Proteomicka a enzymaticka analyza nam pomohla se zorientovat
V proteomu a enzymech roztoce a vcely. Vysledky mohou byt v budoucnu vyuZity i

pro boj s parazitem a urceni kolapsu vcelstev.
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7. Prilohy

7.1. Seznam zkratek
Zkratka Piny nazev
ABPV Virus akutni paralyzy vcel
ATP Adenosintrifosfat
BQCV Virus ¢ernani mate¢nika
CBPV Virus chronické paralyzy vcel
CCD Syndrom zhrouceni véelstev
ddH,O Redestilovana voda
DMF Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Deoxyribonukleova kyselina
DWV Virus deformovanych kiidel
GST Glutathion S-transferaza
HCI Kyselina chlorovodikova
hex Hexamerin
IAPV Israeli acute paralysis virus
IEF Izoelektricka fokusace
KBV Kasmirsky virus
kD KiloDalton
MRJP Major royal jelly protein
OBP Odorant binding proteins
PAS Prikaz polysacharidt
RNA Ribonukleova kyselina
SBV Virus pytlickovitého plodu
SDS Sodiumdodecylsulfat
TPX Thioredoxin peroxidaza
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7.2. Seznam pfistroju

Pristroj Typ

Analytické vahy

Centrifuga MR 23
Elektroforéza Mini- Protean Tetra Systém
Elektroforéza SE 600 Ruby
Elisa-reader

IEF ETTAN IPGPhor 3
Lyofylizator Power Dry LL3000
Scanner Canoscan 8800F
Ttepacka ELMI DTS2
Vortex Minishaker IKA
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Vyrobce

KERN
Trigon-plus
BIORAD

GE Healthcaare
Thermo Scientific
GE Healthcare
Thermo Elektron
Canon

Elmi, Ltd
IKARCT



7.3. Seznam tabulek, obrazki a schémat

Tabulka €. 1: Nastaveni piistroje ETTAN IPGPhor3 pro IEF...............coiiiiiinn. 44
Tabulka €. 2: Prehled substratd a jejich rozpoustédel..............c.ooviiiiiiiiiiin 46
Tabulka ¢. 3: Piehled identifikovanych signifikantnich proteini Varroa u 15%

polyakrylamidoveho 2D-gelu.........oooiiii i e 59
Tabulka ¢&. 4: Prehled identifikovanych signifikantnich proteind Varroa u 12%
polyakrylamidovEho 2D-gelU. ... ..ot 61
Tabulka ¢. S: Piehled identifikovanych signifikantnich proteini Varroa u 15%
polyakrylamidovEho 2D-gelu. ... ..o 63
Tabulka €. 6: Piehled identifikovanych signifikantnich proteinti larvy u polyakrylamidového
2D IU. e 66
Tabulka €. 7: Ptehled identifikovanych signifikantnich proteinii kukly u polyakrylamidového
2Dl e 71
Tabulka €. 8: Prehled vysledkl enzymatické analyzy...........ccooovviiiiiiiiiiiiiiiiiininn, 78
Obrazek €. 1: Detail stfeva (col) (fe€z OLM).......oouiiiiiii e 47
Obrazek & 2: Rez celym roztoéem: stievo (col), oesophagus (0) a mozek (m) (fez 6um).. 48
Obrazek €. 3: Vajicko (V) (FEZ AIUM) ... iniiti e e 48
Obrazek €. 4: Detail stfeva (col) (TEZ 41M)....o.viriii i 49
Obrazek €. 5: Detail stifeva (col) a vajecnikll (0) (fez 4m)......oeveiiiiiiiiiiiiiannnnn. 49
Obrazek €. 6: Detail stfeva (col) (TE€Z 41m)......ooneiinii e 50
Obrazek €. 7: Detail stieva (col) a vajecnikll (0) (fez 4lm).......c.ovviiiiiiiiiiiiiinniannnn, 50
Obrazek €. 8: Detail stieva (col) a vajecnikll (0) (fezZ 41m)......ovvvviiiiiiiiiiiiiiennnnn, 51
Obrazek €. 9: Detail stfeva (col) (T€Z 41m)......oineiinii e 51
Obrazek €. 10: Detail stieva (col) (TeZ 4IM).....oeiineii e, 52
Obrazek €. 11: Detail stieva (col) (Tez 4lm)......o.oriiiiiii e, 52
Obrazek &. 12: Rez celym roztoéem: stievo (col), malphigicka trubice (mpt) (fez 4um).... 53
Obrazek €. 13: Malphigicka trubice (mpt), svaly (s), mozek (m) (fez 6um)................. 53
Obrazek & 14: Rez celym roztoéem: stievo (col), svaly (s), mozek (m) (fez 6pm)......... 54
Obrazek ¢. 15: Mozek (m) s oesophagem (0) (fezZ 6IM)......ovvviviiiiiniiiiiieiiieannennn. 54
Obrazek &. 16: Rez celym roztodem: stievo (col) a mozek (m) (fez 6pm).................... 55
Obrazek €. 17: Mozek (m) s oesophagem (0), svaly (s) (fez 6um)..............ccoeeeenvnn.n 56

92



Obrazek ¢ 18: Rez celym roztodem: stievo (col) a mozek (m) (fez 6um)..................... 56
Obrazek €. 19: Reprezentativni 15% dvourozmérnéd elektroforéza cisténych proteinti V.
41T 1 o170 58
Obrazek €. 20: Reprezentativni 12% dvourozmérna elektroforéza necisténych proteini V.
0L 81710 P 60

Obrazek ¢. 21: Reprezentativni 15% dvourozméma elektroforéza necisténych proteinti V.

41T 1 o170 62
Obrazek ¢. 22: Reprezentativni dvourozmeérna elektroforéza proteini larvy.................... 65
Obrazek €. 23: Reprezentativni dvourozmérna elektroforéza proteint kukly................... 70

Obrazek ¢. 24: Identifikace trypsinové aktivity fluorescenénim substratem B7260 u Varroa
(V), kukly (K), larvy (L) za pouziti inhibitoru trypsinu T7254 (A) a bez inhibitoru (B)...... 75
Obrazek ¢. 25: Identifikace chymotrypsinové aktivity fluorescencnim substratem A3401 u
Varroa (V), kukly (K), larvy (L) za pouziti inhibitoru chymotrypsinu T4376 (A) a bez
INMIDIEOTT (B) ..ot e e e 75
Obrazek €. 26: Identifikace aktivity cathepsinu H fluorescenénim substratem A2027 (A). Bez
aktivity. Identifikace aktivity cathepsinu B fluorescenénim substratem C5429 (B) u Varroa
(V), kukly (K), 1arvy (L) ... e e e et 76
Obrazek ¢. 27: Identifikace lysozymové aktivity fluorescencnim substratem M5639 (A) u
Varroa (V), kukly (K), larvy (L). Identifikace aktivity cathepsinu D fluorescenénim
substratem C6983 (B) u Varroa (V), kukly (K), larvy (L).......cooiiiiiiii, 76
Obrazek ¢. 28: Identifikace aktivity o-glukosidaz fluorescencnim substratem M9766 u
Varroa (V), kukly (K), 1arvy (L) ...ooeiii e e 77
Obrazek ¢. 29: Identifikace aktivity B-galaktosidaz fluorescenénim substratem M1633 (A) u
Varroa (V), kukly (K), larvy (L). Bez aktivity. Identifikace aktivity B-glukosidaz
fluorescencnim substratem M3633 (B) u Varroa (V), kukly (K), larvy (L)...........coonen... 77
Obrazek ¢. 30: ldentifikace aktivity cathepsinu B fluorescenénim substratem C5429 za
pouziti inhibitoru trypsinu T7254 (A, B) u Varroa (V), kukly (K), larvy (L). Bez

AKEIVIEY .« o et 78
Schéma €. 1: Vyvoj vEely MedOnOSNE. ........cocviiiiiiiiiiiieiieree e 10
Schéma ¢€.2: Vnitini anatomie roztoce V. jacobsoni (Ruijter & Kaas, 1983).........c.cccceueeee. 26
Schéma €.3: Samici pohlavni organ (Ruijter & Kaas, 1983)........c.ccoiiiiiiiiiiiiniin 27
Schéma ¢€.4: Samci pohlavni organ (Ruijter & Kaas, 1983).........cooiiiiiiiiiiiiiinn.e. 28

93



