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Certifikovana metodika pro hodnoceni rezistence rozto¢e Varroa destructor vici tau-
fluvalinatu

Metodika je zpracovana pro potieby Statni veterinarni spravy k tlumeni varroazy. Metodika je
zaméiena na problematiku tykajici se identifikace rezistence roztoce Varroa destructor vici
akaricidni latce tau-fluvalinat. Metodika pfinasi dva postupy pro stanoveni citlivosti roztocl
vuci tau-fluvalinatu, které lze pouzivat spolecné nebo jednotlivé. Stanoveni citlivosti roztoct
viuci tau-fluvalinatu pomoci lahvickového testu vyuziva diskrimina¢ni koncentrace tau-
fluvalinatu aplikované na vnitini povrch lahvi¢ky. Rozto€i, ktefi jsou rezistentni, preziji,
zatimco citlivi jedinci uhynou béhem 24 hodinové inkubace Vv t€chto lahvickach. Lahvickovy
test je vyuzitelny pro vyskolené vcelafe. Stanoveni citlivosti vici tau-fluvalinatu pomoci
identifikace L925V mutace vyuziva PCR amplifikace genu kodujici sodny kanal roztoce a
nasledné restrik¢éni analyzy fragmentu genu (PCR—RFLP). Identifikace pomoci PCR—RFLP
rozpozna citlivé a rezistentni roztoce a smiSené¢ populace roztoct. Tato metoda je vyuzitelna
jak pro roztoce ziskané ze zimni méli, tak pro rozto¢e odchycené piimo ve vcelstvech. Je
mozné ji vyuzit i pro rozto¢e z lahvi¢kovych testd. Tato metoda je vhodna pro pracovniky
laboratofi statni sprdvy nebo laboratofi vybavenych pro postupy molekularni biologie.
Aplikaci postupt v této metodice 1ze predejit zbytecné aplikaci tau-fluvalinatu ve vcelstvech

s resistentnimi roztoc¢i a tim zbyte¢nému zatézovani vcelstev ddvkami akaricidnich latek.



Certified technological procedure of detection of Varroa destructor resistance to tau-
fluvalinate

The certified technological procedure was developed for the State Veterinary Administration
of the Czech Republic to reduce varroosis. The procedure enables to identify resistance of
Varroa destructor to tau-fluvalinate (acaricide) and its application is beneficial to reduce
spreading of resistant mites. Two detection tools were developed. (i) The vial test is based on
the application of discrimination concentration of tau-fluvalinate into the vials. The sensitive
mites die and resistant survived during 24 hours of the incubation in the vials. The vial test is
suitable for beekeepers. (ii) The identification of L925V mutation in sodium channel gene of
Varroa destructor by PCR amplification and restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) is method to distinguish between sensitive, resistant and mixed populations of
mites. PCR—RFLP method is suitable to identify the resistance in the samples of mites from
winter bee wax debris, directly collected mites and mites from the vial test. This method
needs equipment of molecular biology and is suitable for laboratories of veterinary inspection.
The both methods were developed to eliminate the application of tau-fluvalinate to beehives

with resistant mites.
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1. CIL METODIKY

Velstva véely medonosné (Apis mellifera) jsou masivné parazitovana invaznim rozto¢em
Varroa destructor. Eliminace parazitace je obtizna, nebot’ pouziti akaricidnich prostiedku je
velmi omezené. Jako funkéni prostredky se pouzivaji ty, které nejsou toxické pro vcelu, ale
dokazi usmrtit roztocCe, napt. tau-fluvalinat, amitraz, flumetrin a organické¢ kyseliny.
Intenzivni pouzivani akaricidnich ptipravki vede ke vzniku rezistence v nékterych populacich
V. destructor piedevsim vuci tau-fluvalinatu, ale objevuje se i rezistence vii¢i amitrazu. Pokud
neni rezistence u roztoct v€as prokazana, dochazi k neucelnym a opakovanym aplikacim
akaricidii, které nevedou k redukci populaci roztocl, ale jen zesiluji selekéni tlak na dalsi
rozvoj rezistence.

Rezistence je schopnost roztoce piekonat davku akaricidu, kterd by pro né mela byt
smrtelnd. Jakmile se rezistence objevi, tak se pod tlakem akaricidnich latek zacne Sifit v
populaci, nebot’ selekéni tlak akaricidni latky pfezivaji pouze rezistentni roztoci a ti rezistenci
predavaji na svoje potomstvo. Rezistence je spojena s mutacemi v genech kodujicich cilové
struktury, v tomto pfipadé se jedna o zdménu aminokyseliny v genu koédujici sodny kanal
L925V. Tato rezistence se masivné §iii ve Spojenych statech (USA) a v Evropé, Cesko
nevyjimaje.

Cilem této metodiky je poskytnout pracovnikiim ve statni spravé dvé testovaci metody,
které umoznuji porovnat citlivost riznych populaci rozto¢u k tau-fluvalinatu. Popsané metody
umoziuji stanovovat rezistenci rozto¢t odebranych ze zimni méli,pro lahvickovy test je nutny
piimy sbér roztocl. Pouzitim této metodiky je mozné snizit rizika spojena s nevhodnou

aplikaci tau-fluvalinatu a tim zamezit Sifeni rezistence.

Piinos metodiky
e Aplikace nové metody vyuzivajici testovani akaricidnich latek v lahvickovém testu,
véetné stanoveni diskriminacnich koncentraci.
e Aplikace nové metody vyuzivajici detekci mutace L925V v genu kodujicim sodny

kanal spojenou s rezistenci vici tau-fluvalinatu.



2. VLASTNIi POPIS METODIKY

2.1. Invazni druh Varroa destructor (klestik zhoubny)

Rozto¢ Varroa destructor (Anderson & Trueman 2000), Cesky klestik zhoubny (Kirka
2005) nebo klestik véeli (Ptidal 2006), je povazovan za nejvétsi hrozbu pro veelstva véely
medonosné (Apis mellifera). V. destructor je relativné novym parazitem véely medonosné,
k jeho celosvétovému rozsifeni doSlo v poslednich 30 letech. Doposud mezi rozto¢em V.
destructor a jeho hostitelem neni ustalena rovnovaha a véelafi nemaji dlouhodobou zkusenost
v boji s timto parazitem. V podminkach Ceska napadena véelstva bez pravidelného oSetfovani
kolabuji béhem 2 az 3 let. OSetfovani vcelstev zvySuje naklady spojené s vCelaienim a roste
riziko vyskytu rezidui aplikovanych latek ve vcelich produktech. Parazitace vcelstev roztoci
je povazovana za hlavni faktor snizujici pocty vcelstev jak v Evrop¢, tak 1 ve svété. Dochazi
k poklesu efektivnich opylovact, coz muze vést k vyznamnym problémim s opylovanim
zeméd¢lskych plodin (Rosenkranz et al. 2010).

V poslednich letech je pozorovan zvyseny uthyn vcel a piesto, Ze se problému vénuji
zastavit. Se v€elami je spojeny nenahraditelny trh se v¢elimi produkty, které se pouzivaji jako
potravina nebo aditivum ve farmacii. Produkce medu dosahuje v Evropské unii (EU) trzni
hodnoty okolo 140 miliéont eur roéné. Mimo piimy ekonomicky vyznam jsou vcely kli¢ovi
opylovaci, na kterych zavisi cca 35 % zemédélskych produktl, které slouzi pro vyzivu
¢loveka. Odhad produkce zeméd¢lskych plodin zavisejici na opylovacich v zemich EU je 14,2
bilionil eur. Celosvétovy odhad je 152 bilionl eur. Pocet veelait v EU je asi 700 tisic, z nichz
se vétSina vénuje vcelareni jako konicku, navic je vcelafeni v fadé zemi soucasti kulturniho
dédictvi (Hubert et al. 2017b).

Tlumeni roztoc¢h v napadenych vcelstvech je obtiZzné znékolika divodi: (i) vétSina
chemickych ptipravkl je vice toxickd pro vcely nez pro roztoce, (ii) rezidua pouzitych
akaricidnich prostfedkii se dostavaji do vcelich produkti, (iii) roztoci si vyvinuli rezistenci na
nejcastéji pouzivané akaricidni latky (Colin et al. 1997; Elzen et al. 1999; Thompson et al.
2003). Resenim problematiky rezistence V. destructor se zabyvé rozsahla védecka a odborna
komunita ve svété (Moritz et al. 2010). Jsou hledany nové ,,pfirodni® latky toxické pro
roztoCe, netoxické pro véelu a soucasné bez rizika vyskytu rezidui. V ptipad¢€ nalezeni novych
ucinnych latek je vSak jejich uplatnéni ztézovano registratnim procesem v EU, ktery je

Casové a finan¢né narocny. Dalsi moznosti je Slechténi vcel, které jsou vice odolné vici



rozto¢im (Biichler et al. 2010). Toto feSeni vSak znamena nahradit véelstva, ktera v nékterych
ptipadech byla dlouhodobé¢ Slechténa pro fadu dalSich uzitecnych vlastnosti (napt. uzitkovost

a mirnost), véelstvy novymi.

2.2. Dostupné akaricidni latky pro tlumeni varroazy
Prehled akaricidnich prostiedkli pro tlumeni varroazy je uveden v tabulce ¢. 1. Mista

pusobeni vybranych akaricidnich latek uvadi obrazek ¢. 1.

Tabulka ¢. 1. Seznam aktudlné registrovanych veterinarnich 1éCivych ptipravkl pro vcely
(Hubert et al. 2017b).

obsah uéinné

nazev ucinna latka . formulace
latky
Apiguard tymol 25% gel
Apitraz amitraz 500 mg prouzek do ulu
Formidol kysel mat’ 419 prouzek do ulu
mravenci
l?ormldol 81 g prouzky do kysel ina 81 g prouzek do tilu
ulu mravenci
Gabon PF tau-fluvalinat 90 mg prouzek do ulu
M-1 AER tau-fluvalindt 240 mg/ml koncentrat pro rozok k Iecebnému
oSetieni vcel
MP 10 FUM tau-fluvalinat 24 mg/mi fumigantni roztok do ulu
Oxuvar Iv(élsel ina ’ 41 mg/m koncentrat pro pfipravu kozniho
Stavelova roztoku
",l"hymovavr > 15 g prouzky do tymol 1509 prouzek do ulu
ulu pro véely
Varidol amitraz roztok k 1é¢ebnému osetieni véel
&+ +
VarroMed k. mravendi +k. 75 mg/ml + 660 disperze do ulu

Stavelova mg/mi

Nejcastéji se pouziva synteticky pyretroid tau-fluvalinat. Jedna se o stabilni netékavou
latku rozpustnou v tucich. Mistem pusobeni tau-fluvalinatu je nervova soustava, respektive
sodny kandl nervovych bunék. Tau-fluvalindt se vaze na membranovy protein sodného kanalu
a méni jeho konformaci, se zménou konformace se méni propustnost sodného kandlu a tim se

znemozni prenos vzruchu nervovymi bunkami (O’Reilly et al. 2014). Tau-fluvalinat je
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http://uskvbl.cz/cs/registrace-a-schvalovani/registrace-vlp/seznam-vlp/aktualne-registrovane-vlp/detail-pipravku-vlp?Id=0910f7c7800b398e
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mnohem méné jedovaty pro véelu nez pro roztoce. Pii povrchové aplikaci se hodnoty LDsg
pro v¢elu pohybovaly v rozsahu 1-188 pg na véelu (Santiago et al. 2000; Dahlgren et al.
2012), zatimco LDsg pro roztoce byla 15 pg (Santiago et al. 2000).

Amitraz je formamidovy akaricid a insekticid, ktery je nerozpustny ve vodé. Mistem

plsobeni je nervova soustava, amitraz se vaze na octopaminovy receptor nervovych bunék.
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Obrazek ¢. 1. Nervova buika roztoce Varroa destructor jako cil pro aplikaci akaricidnich latek. Organofosfat kumafos inhibuje enzym
acetylcholinestrazu. Pyretroidy tau-fluvalinat a akrinatrin se vazi na sodny kanal a zpiisobuji konformacni zménu ovlivitjici propustnost Na+
iontll. Bodova mutace v sodném kanalu vede k tomu, Ze se tyto pyretroidy nedokaZzi navazat a zptisobit konformac¢ni zménu. Tymol se vaze na

GABA receptor, ktery je za normalnich podminek modulovan kyselinou gama-aminomaselnou. Tymol kompetuje s timto neurotransmiterem
Amitraz se vaze na oktopaminovy receptor a méni produkci cAMP (Hubert et al. 2017b).



Tato vazba zptisobuje piestimulovani bunék a vede k paralyze az thynu rozto¢t (Chen et al.
2007). Pii povrchové aplikaci LDsg na véelu dosahuje hodnot 3—27 pg na véelu (Santiago et
al. 2000; Dahlgren et al. 2012), zatimco LDsg pro roztoce je 2 pg na roztoce (Santiago et al.
2000). Na rozdil od ostatnich akaricidnich prostiedkti dochazi k aktivaci amitrazu hydrolyzou

(Dahigren et al. 2012).

Tymol je ptirodni monoterpenovy fenolovy derivat cymenu, ktery je pfitomny v silicich
tymianu obecného (Thymus vulgaris). Vyznacuje se aromatickou vini a aseptickymi
vlastnostmi. Je soucasti esencialnich oleji vyuzivanych v kontrole hmyzu a rozto¢t. Mistem
pusobeni tymolu je nervova soustava roztoce. Pii pfenosu nervového signalu se uplatiuje
kanal, ktery reguluje CI” anionty. Tento kanal je spojen s tzv. GABA receptorem, na ktery se
vaze kyselina gama-aminomaselnda (GABA). Tato kyselina pisobi jako inhibi¢ni
neurotransmiter. Tymol je pozitivni modulator GABA receptoru, tim kompetuje s kyselinou
gama-aminomaselnou a méni propustnost kanalu (Garcia et al. 2006). Pii povrchové aplikaci
tymolu bylo zjis§téno LDsp 524 pg na véelu (Dahlgren et al. 2012). Rezidua tymolu v medu se
pohybovala 0,12 do 8,8 mg na kg medu a 22—150 mg na kg vosku (Floris et al. 2004).

Jako mén¢ rizikové akaricidni latky se v ochrané pred varrodzou pouzivaji organické
kyseliny kyselina mraven¢i a Kyselina $§tavelova. Nové se zavadi pyretroid flumetrin
v ptipravku Gabon Flum jako ndhrada tau-fluvalinatu a akrinatrinu, déle je testovan rotenon
Vv pfipravku Vaderis. Rezistence vici organickym kyselindm neni v odborné literatufe znama.
Z Mexika existuji piipady vyskytu rezistence vaci flumetrinu (Rodriguez-Dehaibes et al.
2005).

2.3. Mechanismy a vyskyt rezistence Varroa destructor vici akaricidnim latkam

Rezistence je schopnost roztoce prekonat davku akaricidni latky, ktera by pro n¢j méla
byt smrtelna. Rezistence je spojena s mutacemi v genech kodujicich cilové struktury, na které
pusobi akaricidni latky, se zménami chovani, atd. Jakmile se rezistence objevi, tak se pod
tlakem akaricidnich latek zac¢ne $itit v populaci roztoci, nebot’ selek¢ni tlak akaricidni latky
ptezivaji pouze rezistentni roztoéi a ti rezistenci predavaji na svoje potomstvo. V praxi se
vznik rezistence projevuje tim, ze oSetfeni véelstva je neucinné, tedy 1 po oSetieni jsou roztoci
stale zivi a aktivni. Jestlize vznikne u roztoce rezistence vici jednomu nebo vice ptipravkim
se stejnou ucinnou latkou, 1ze ocekavat, ze se brzy objevi rezistence vici dalSim ptipravkim s

obdobnou uc¢innou latkou ze stejné skupiny (Kunz & Kemp 1994).
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U rozto¢e Varroa destructor, mimo rezistence vici tau-fluvalinatu, viz nize, byla
prokazana rezistence vii¢i organofosfatu kumafos. Objevuje se vSak rezistence i vici této
latce, a to v Italii, Svycarsku a Chorvatsku (Martin 2004), ale i USA a Argentiné (Johnson et
al. 2010). Mechanismus rezistence u roztoc¢e Varroa je nejasny, predpoklada se odbouravani a
detoxikace pomoci esteraz (Johnson et al. 2010). U klistéte Boophilus microplus rezistentniho
ke kumafosu byla prokazana zvysena metabolicka detoxifikace (Li et al. 2003).

Rezistence vii¢i amitrazu je hldSena z Evropy, USA a Argentiny. Na argentinskych
populacich rozto¢e Varroa bylo pomoci laboratornich testl prokazano, ze existuji populace
$35-39x vyssi hodnotou LCsp nez populace citlivé (Maggi et al. 2010). Mechanismus
rezistence u Varroa neni znam. U populaci klistéte Boophilus (Rhipicephalus) microplus
rezistentnich a citlivych vici amitrazu byl klonovan gen koédujici oktopaminovy receptor
(RmfBAOR). V genech citlivych a rezistentnich populaci klistat byly nalezeny rozdily, coz
muze indikovat existenci mutaci tohoto genu u rezistentnich populaci rozto¢t (Chen et al.
2007). Pozd¢jsi studie prokazala, ze s rostoucim selekénim tlakem amitrazu roste frekvence
mutaci v tomto genu a také rezistence vici amitrazu (Corley et al. 2013). Rezistence vici
akaricidim ovliviiujici komplex I v mitochondriich neni u roztoce V. destructor znama, avSak
existuji bodové mutace proteinu podilejici se na fosforylaci, které vedou k rezistenci (Van
Leeuwen et al. 2010). Dosud nebyla zjisténa rezistence rozto¢ vuci aplikaci organickych
kyselin.

Rezistence je vSak Casto spojena s nizsi fitness jedincti a tak miize po skonceni selekéniho
tlaku v populaci rozto¢t mizet, jako je tomu napf. u rezistence rozto¢u vuci tau-fluvalinatu
(Gonzalez-Cabrera et al. 2018). Napft. v Italii zacaly byt rezistentni populace V. destructor
opét cCastecné citlivé jiz po 2-5 letech (Milani & Della Vedova 2002). V laboratornich
pokusech byla nasledné prokdzana zvySujici se ucinnost tau-fluvalinatu po zastaveni

oSetfovani vcelstev a jiz za jeden rok stoupla mortalita rozto¢t z 10 na 50% jedinci (Elzen &

Westervelt 2004).

2.4. Rezistence roztoée Varroa destructor viéi tau-fluvalinatu

Masivni pouzivani tau-fluvalinatu vyvolalo vznik rezistence vici tomuto pfipravku a také
vii¢i akrinatrinu, nebot’ oba pfipravky maji stejny mechanismus piisobeni. Sifeni rezistence
vici pyretroidim u V. destructor shrnuje Martin (2004). V roce 1991 se rezistence objevila
v Italii a postupné se rozsifila do Svycarska, Slovinska a jizni Francie. V roce 1997 je hlasena

z Némecka, Rakouska, Mad’arska a Belgie, v roce 1998 pronika do Finska. V roce 2001 se
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rezistence objevila ve Spojeném kralovstvi, kde se masivné rozsifila v roce 2004. Siteni a
vyskyt rezistence v podminkach Ceska zachycuje ndmi pfipravena specializovand mapa:
https://www.svscr.cz/zdravi-zvirat/vcely-ostatni/ (Hubert et al. 2018). Z této mapy je ziejmé,
7e existuji ohniska rezistence v Plzeiiském, Usteckém a Jihomoravském kraji. Vyskyt
rezistence pro jednotlivé okresy ukazuje obrazek ¢. 2.

Rezistence vici tau-fluvalinatu je spojend s bodovou mutaci v sodném kanélu (obrazek ¢.
3) (Wang et al. 2002). V nasi piedchozi praci jsme zjistili, Ze rozto¢i, ktefi jsou rezistentni
vaci tau-fluvalinatu, maji v genu kodujicim sodny kanal (SC) mutaci L925V (znaceni dle
Musca domestica SC) (Hubert et al. 2014). Vazba tau-fluvalinditu na sodny kanal V.
destructor u citlivé populace roztoce je znazornéna v obrazku ¢. 2. Tato mutace byla zjisténa
také tymem Gonzalez-Cabrera et al. (2013), ktefi aplikaci PCR v realném ¢ase kvantifikovali
vyskyt mutace v populacich roztoce ve Velké Britanii. Navzdory vyskytu rezistence je tau-
fluvalinat pouzivan jak v Evropé¢, tak ve Spojenych statech (Johnson et al. 2010). Rezistence
vici tau-fluvalinatu je spojena i s rezistenci vici flumetrinu. To je napfi. ilustrovano situaci
v Anglii, kde byly porovnavany citlivé a rezistentni populace roztoce. Rezistence vici tau-
fluvalinatu se projevovala 11x vyssi LCsp u rezistentni populace roztoce. Rezistence viici
flumetrinu se projevila 13x vyss$i LCsg ve srovnani s citlivou populaci (Thompson et al. 2002).
Vznik rezistence pro oba pyretroidy nebyl spojen s vyskytem rezistence ke kumafosu,

amitrazu ani cymiazolu (Thompson et al. 2002, 2003).
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Obriazek &. 2. Vyskyt L925V mutace u roztott Varroa destructor v Cesku. Mutace je spojena s rezistenci rozto¢t vaéi tau-fluvalinatu. Cisla

udavaji pocet vzork.
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Obrazek €. 3. Proteinovy model sodného kanalu roztoce Varroa destructor s navazanym tau-fluvalinatem, tato vazba je typicka pro citlivou

populaci, zatimco v rezistentni populaci k vazb¢ tau-fluvalinatu nedojde. Model vytvoien na zakladé sekvenci dle Hubert et al. (2014, 2017D).
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2.5 Detekce rezistence u roztoée Varroa destructor

Vcasna detekce rezistence vici akaricidnim latkdm je zdkladem dlouhodobé strategie
pouzivani chemickych akaricidnich prostfedkii v tlumeni varroazy. Pro tuto detekci je tfeba
zavést systém jednoduchych biotestu, které maji nizkou wvariabilitu a jsou shadno
opakovatelné (Santiago et al. 2000). Testovani citlivosti k akaricidnim latkam se provadi
dvéma rozdilnymi zptisoby, které jsou oznacovany jako polni a laboratorni. V polnim testu je
odhadnuta populace roztoci ve vcelstvu pomoci piirozeného spadu roztocl a nasledné
aplikace akaricidnich latek ve stripech do vc¢elstva. Nasleduje sledovani spadu rozto¢t (Floris
et al. 2001; Semkiw et al. 2013). Tato metoda odhaluje rezistenci s uréitou, av$ak nizkou
mirou nepiesnosti, jak prokazalo porovnani s laboratornimi testy (Thompson et al. 2002,
2003). Nevyhodou této metody je také obtiznost stanoveni diskrimina¢nich koncentraci
pesticidu.

Laboratorni metoda spoc¢iva v béznych postupech pro identifikaci citlivosti ¢lenovcil vici
pesticidim. Definovany pocet roztoci je vystaven definované koncentraci pesticidu a
nasledné je stanovena mortalita. Mortalita pro rtizné koncentrace pesticidu je nasledné
vyhodnocena probitovou regresi, jez umozni provést stanoveni koncentraci pesticidu pro 50,
90 a 95% mortalitu (LCso, LCgp a LCgs). Piestoze princip tohoto testu je jednoduchy a pro
svoji jednoduchost je doporu¢ovan napt. IRAC (Insecticide Resistance Action Committee,
http://www.irac-online.org/about/irac/) pro identifikaci rezistence herbivornich skudci,
existuje nékolik uskali, ktera ovliviiuji vyuziti tohoto testu pro V. destructor. Lahvic¢kova
metoda doporucena IRAC byla pouzivana pro testovani fady akaricidnich latek vaci V.
destructor (Elzen et al. 1999, 2000; Kanga et al. 2010). Metoda spociva v rozpusténi
akaricidni latky v acetonu, aplikaci acetonu do horizontalné se tocici lahvicky, dojde
k odpafeni acetonu a akaricidni latka se rovnomérné rozptyli po povrchu lahvicky. Avsak pro
rozto¢e Varroa existuji dvé modifikace této metody. Milaniho metoda pouziva aplikaci
akaricidni latky do parafinu, kterym je nasledn¢ pokryt vnitini povrch lahvicky nebo kapsle.
Kapsli tvofi dva sklenéné disky (62 mm priimér) a dva kovové krouzky (56 mm vnitini
primér a 5 mm celkova vyska). Vnitini ¢ast kapsle je potaZzena parafinem (Merck 7151,
melting point 46—48 °C) (Milani & Della Vedova 1996). Jinym pfistupem je vyuZiti metody
bez pokryti lahvicky parafinem. Pouzivaji se 20 mL lahvicky (Elzen et al. 2000). Vyhodou
lahvickové metody je univerzalnost pouziti pro identifikaci rezistence. Problémem lahvickové
metody je relativné vysoka pfirozena mortalita dosahujici 25 %. Pfirozenou mortalitu se nam

podafilo sice snizit pfi pouziti borosilikatovych lahvicek, avsak stile je vyznamnym faktorem,
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ktery mtize ovlivnit stanoveni rezistence. V soucasné dob¢€ jsme pozorovali nejnizsi
ptirozenou mortalitu do 5 % pfi pouZiti polypropylenovych lahvicek (Hubert et al. 2015; Stara
etal. 2018).

DalSim krokem pro detekci rezistence je stanoveni diskriminac¢ni davky, tj. koncentrace
akaricidni latky, kterd umozni odliSit sensitivni a rezistentni jedince. Nejcastéji se pouzivaji
koncentrace LCgp nebo LCgs. Pfehled téchto koncentraci pro lahvickovou metodu je uveden
vtabulce ¢ 2. Elzen et al. (2000) otestoval lahvickovou metodu s vyuzitim LCqy pro
stanovené diskrimina¢ni koncentrace (tabulka ¢. 2). Citlivé populace (Texas) na tau-fluvalinat
a amitraz dosahovaly mortality nad 80 %, zatimco rezistentni (Minnesota) 14 a 32 %.
Milaniho metodou byla identifikovana rezistence v Anglii. Jako diskriminacni davka byla
pouzita koncentrace 200 mg/kg, mortalita citlivé populace roztoct byla 80 %, rezistentni 30
% (Thompson et al. 2002, 2003). Diskrimina¢ni koncentrace pro stanoveni rezistence pomoci
Milaniho metody jsou uvedeny v tabulce €. 3.

Od objeveni L925V mutace v genu sodného kanalu roztoce se objevily také molekularni
detek¢éni metody této mutace. Tyto metody vychazely nejprve ze sekvenovani fragment gent
amplifikovanych pomoci PCR (Hubert et al. 2014). Piedchozi kombinace amplifika¢nich
primerti: VI1R 5-CGAGAAAGAACGGGATACA-3 odpovidaji pozici genu pro sodny kanal
Varroa destructor 3232-3250 a V12F 5-GCCAACGTTGAATCTACTGA-3 (pozice 2955-
2974) a sekvenacnich primert: anti V12 5-CCGCTGTTGTTACCGTGGAG-3 (pozice 1956-
1975) a anti_V11 5-CGTCGCCGTTGATGTTGCTA-3 (pozice 2838-2857) (Hubert et al.
2014). V dalsim kroku byla vyvinuta metoda qPCR, ktera poskytovala kvantitativni odhad
poctu gent citlivych a rezistentnich jedincd rozto¢t (Gonzalez-Cabrera et al. 2013). Pozdé¢ji
byly v této pozici u roztoctu s USA nalezeny dal$i mutace L925M a L9251, které jsou také
spojené s rezistenci vuci tau-fluvalinatu (Gonzalez-Cabrera et al. 2016). Tyto mutace se
vyskytuji i v jizni Evropé (Alissandrakis et al. 2017), aviak v Cesku nebyly nalezeny (Stara et
al. 2018). Pro detekci mutaci byl navrhnut set primert, které v PCR reakci amplifikuji cca 650
bp genu sodného a nasledné je tento produkt Stipan pomoci Sacl enzymu (Millan-Leiva et al.
2018). Stejny postup S vyuzitim jinych primerd byl vyuzit i pro analyzu populace roztocu
v Cesku (Stara et al. 2018).
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Tabulka ¢. 2. Doporucené diskriminacni ddvky pro stanoveni rezistence roztoce Varroa
destructor pomoci lahvickového testu. Pro lahvi¢kovy test byly pouzity 20mL lahvicky
s borosilikatového skla. Fitované davky jsou uvedeny na lahvicku $95% konfidenénim
limitem v zavorce. Jako doporu¢ené diskrimina¢ni koncentrace jsou fitované hodnoty pro
LCgo, nebo indikované*.

Fitované davky (ug)

Akaricidni latka LC50 LC90 Autofri

tau-fluvalinat 2,4(1,2-8,2)
0,56 (0,31-0,82) 5*

0,66* 0,66(0,39-1,37)

Elzen et al. (1999)
Elzen et al. (2000)
Kamler et al. (2016)

tau-fluvalinat

fluvaliante 0,1(0,03-0,3) 0,124 Kanga et al. (2010)
kumafos 6,3 (2,06-11) 53 (26—-288) Elzen et al. (2000)
0,15 (0,001-0,42) 10* Kanga et al. (2010)
amitraz 0,18(0,12-0.35) 0,19* Kamler et al. (2016)
16,4 (1,44-35) 124 (57-1661) Elzen et al. (2000)
akrinatrin 0,26* 0,25(0,14-0,51) Kamler et al. (2016)

Tabulka ¢. 3. Doporucené diskrimina¢ni dadvky pro stanoveni rezistence roztoce Varroa
destructor pomoci Milaniho metody. Pro Milaniho metodu je pesticid rozpustén v parafinu a
parafinem je pokryt vnitini povrch kapsle, kde jsou roztoci exponovani. Fitované hodnoty
jsou uvedeny s 95% konfiden¢nim limitem v zavorce.

Akaricidni Populace Fitované koncentrace (mg/kg)
latka LCs LCys Autofi

S 1 29 Bak et. al. (2012)

R 200 5000 Bak et. al. (2012)
fluvalinat ? 35 150 Bak et. al. (2012)

S 25 (22-29) 105 (87-133) Trouiller (1998)

S 13-24 Milani (1995)

S 47 Thompson et al. (2002)

S 41,5# Mozes-Koch et al. (2000)

9234 (6580— 810539 (310524

R 13135) 1000000) Trouiller (1998)

R 250-1571 Milani (1995)

R 477 Thompson et al. (2002)
tau-fluvalindt R 92.1# Milani (1995)

S 0,47 Thompson et al. (2002)

R 10 100 Bak et al. (2012)

R 0,5 7 Bak et al. (2012)

R 6,3 Thompson et al. (2002)
flumetrin ? 5 20 Bak et. al. (2012)

Legenda: S — citlivd populace, R — rezistentni populace, ? — populace srizikem vzniku
rezistence; # - jednotky mg/L.
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2.6. Postup stanoveni rezistence roztoce Varroa destructor s pouZzitim lahvi¢kové metody

Vv detekénim setu

Néami zvoleny postup vychazi z detekéniho setu pro stanoveni rezistence klestika zhoubného
(Varroa destructor) viéi tau-fluvalinatu (obrazek ¢. 4).
Tento detekéni set obsahuje: 3 x lahvicka s tau-fluvalinatem 0.5 pg (BARVA ¢&ervena)

3 x kontrolni lahvicka (BARVA zelena)

DETEKCNI SET
pro stanoveni ml:m;«
klestika zh éh

roa
viigi tau-fluvalinatu

Vyzkumny Gstav ?aan‘agmhiol ie,
rostlinné vyroby, V.v.l. potravinovych a&?wknm

Skladujte v chiadu +2 a2+8 °C.
Chrénéno uzitnym vzorem £.

Obrazek ¢. 4. Detekéni set pro stanoveni rezistence klestika zhoubného (Varroa destructor)

vuci tau-fluvalinatu.

Popis a princip metody: Tento set umoznuje stanovit, zda je populace roztoce citliva nebo
rezistentni (odolnd) k 1éCivim obsahujicim tau-fluvalinat. Lahvicky s tau-fluvalinatem
obsahuji na svém vnitinim povrchu 0,5 pg rovnomérné rozprostien¢ho tau-fluvalinatu.
Roztoci, kteti se pohybuji v lahvi¢ce, jsou s touto latkou v kontaktu a u citlivych jedinca
dochazi k tthynu, zatimco rezistentni jedinci pfezivaji. Vzdy je nutno k testu pouZit i kontrolni

— Cisté — lahvicky s roztoci.

Dalsi potifebné pomtcky: paratka nebo entomologicka pinzeta, Cisty papir.
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Postup:

1. Odchyt roztoch: pro test se odebiraji dospélé samicky roztoce, které pozndme podle
tmavé ¢ervenohnédého zbarveni. Roztoce ziskame bud’ pii prohlidce a kontrole napadeni
zavickovaného plodu (idealni jsou trub¢i kukly ve fazi fialovych oci); anebo metodou
oklepu vé&el v mouckovém cukru (detailni postup lze nalézt na webu VUVE Dol
www.beedol.cz).

2. Roztoce vyjmeme pomoci paratka nebo entomologické pinzety do testovacich lahvicek.
Do kazd¢ lahvicky dame 12 roztoct. Jako prvni dame roztoce do Cervené lahvicky s tau-
fluvalinatem, dale ddme roztoce do kontrolni zelené lahvicky. Déale ddme 12 roztoci opét
do lahvicky s tau-fluvalindtem (Cervend) a 12 roztoci do kontrolni lahvicky (zelend). Pro
moznost vyuziti metody je nutné ziskat minimalné 36 roztocu ze stanovisté nebo ulu,
pro mensi pocet jedinci nelze metodu pouzit.

3. Lahvicky ulozime do krabice a nechame do druhého dne pfi pokojové teploté.

4. Po 24 hodinach roztoce postupné vyklepeme na Cisty papir a pro kazdou lahvicku
pozorujeme a poéitime Zivé a mrtvé roztoe. Zivi rozto¢i se budou pohybovat, mrtvi
rozto€i jsou strnuli a ani po delsi dobé se nepohybuji. Zaznamename pocet zivych a

mrtvych roztoci v lahvickach.

Vyhodnoceni:

1. krok: Je mrtvych roztoéu v kontrolni lahvicee vice nez 3 (25 %)?

1.1 Jestlize ANO, test nelze vyhodnotit. Doslo k problému s rozto¢i pii
odbéru nebo skladovani lahvicek S roztoci. Pfi manipulaci mohli byt
rozto¢i rozmacknuti pinzetou, nebo se na lahvicce vysrazela vzdusna

vlhkost a roztoci se prilepili na jeji povrch.

1.2 Jestlize NE, vyhodnotime roztoce v lahvicce s tau-fluvalinatem.

2. krok: Je poéet mrtvych roztoéu v lahviéce s tau-fluvalinatem vys$si neZ 6 jedincii

(50 %)?

2.1 Jestlize ANO, jedna se o citlivou populaci, kterou lze redukovat ptipravky
na bazi tau-fluvalinatu.
2.2 Jestlize NE, jednd se o rezistentni populaci a jeji kontrola pfipravky na

bazi tau-fluvalinatu nemusi byt G¢inna.
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Vysledky vyhodnoceni spolu s rozto€i muzete zaslat pro dal$i vyhodnoceni do laboratore.
Mrtvé a Zivé rozto¢e umistime oddélené do nadobky s etanolem.
Po uplynuti expira¢ni doby nebo po vystaveni lahvi¢ek vysoké teploté miize dojit k degradaci

tau-fluvalinatu a test miize poskytovat faleSn¢ identifikované rezistentni populace.

Formular:
Chovatel - Jméno a kontakt
Stanovisté veelstev:
Pocet testovanych vcelstev:
Kontrolni lahvicka: pocet mrtvych roztoct ............
pocet zivych roztoCit ................
Lahvicka s tau-fluvalinatem: pocet mrtvych roztoct ............

pocet zivych roztocu ................
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2.7. Postup stanoveni rezistence roztofe Varroa destructor s pouzitim amplifikace

fragmentu genu kodujiciho sodny kanal a nasledné restrikéni analyzy (PCR-RFLP)

Navrzeny postup spociva v. PCR amplifikaci kratsiho tiseku genu sodného kanalu 603 bp
pomoci primerti v1440f ATTAGGTCTTTGCCATTGCTA a v2022r
CTCCTTCCATACGCTATATGC, nasledné stépeni amplikonu restrikéni endonukleazou
Sacl rozstépi na cca 270 a 333 bp useky u sensitivnich jedinct, zatimco L925V rezistentni
jedinci maji amplikon nerozstépeny, tj. 603bp. PCR Amplikony je mozné vizualizovat
pomoci agarézového gelu a elektroforézy (obrazky ¢. 5 a 6) (Hubert et al. 2017a).

Postup:

Extrakce DNA: Roztoci Varroa destructor 10 ks/vzorek ze zimni méli jsou homogenizovani
a DNA je extrahovana pomoci Genomic DNA Mini Kit (kat. ¢. GT300; Geneaid, New Taipei
City, Taiwan).

Amplifikaéni smés a amplifikace: 5 unit/uL LA polymerase (Top-Bio, Praha, Cesko), 200
uM dNTPs, 3 mM MgCl,, primery — v1440 a v2022r (100 nM kazdy), 8,5 ng templatové
DNA. Reakéni podminky pro ™ Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, Kalifornie, USA): (i)
180 s - 94 °C, nasleduje 35 cyklu: (ii) 30 s - 94 °C, (iii) 30 s - 58 °C, (iv) 60 s - 72 °C; poté
finalni extenze (v) 5 min - 72 °C a ponechani v 8 °C.

Vizualizace produktu: Ziskany PCR produkt je vizualizovan na 1% agar6zovém gelu,
velikost amplikonu odpovida cca 603 bp.

Restrikéni §tépeni a vizualizace: Produkt je purifikovan (QIAquick PCR Purification Kit,
kat. ¢. 28106) do 50 uL. ddH20, do roztoku je ptidano 5 pL 10x NEBuffer 1.1 (BioLabs kat.
¢. RO156S), a 0,5 uL Sac I (BioLabs kat. ¢. R0O156S), vzorek je inkubovéan 1,5 hod v 37°C.
Poté je znovu pridan 0,5 uL Sac I a nasleduje inkubace 1,5h. Poté je 10 uL vzorku naneseno
na 2,5% agar6zovy gel. Na gel je ptidano 2 pL ladderu 50 (Thermo Scientific, SM0373).
Elektroforéza pii napéti 60V bézi cca 60 minut. Gel je zdokumentovan na dokumenta¢nim
systému. V piipad¢ rozstépeni se oddéli dva produkty 270 a 333 bp u vzorkl bez vyskytu
mutace L925V tj. citlivych nerezistentnich. U vzorka, kde nedojde k rozstépeni a vyskytuje se
pouze pivodni amplikon tj. 603 bp, je doplnéno 1 pL Sac I a vzorky se inkubuji dalSich 12
hodin (ptfes noc) pii 37°C. Poté je 40 uL produktu naneseno na 2,5% agarozovy gel 2 pL
s dopInénim ladderu 50. Elektroforéza pti napéti 60V bézi cca 60 minut. Gel je vizualizovan
v dokumenta¢nim systému. Jestlize nedoslo k rozstépeni amplikonu na 270 a 333 bp je vzorek
povazovan za rezistentni s mutaci L925V (obrazky ¢. 5 a 6). Tato metoda je vhodna pro

identiifkaci mutace pro vzorky roztocl ze zimni méli.
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Obrazek €. 5. Fragment genu kodujici ¢ast segmentu IIS4-1IS6 sodného kanilu Varroa
destructor v misté vyskytu mutace L925V. Amplikon sodného kanalu citlivych a rezistentnich
roztoCl z amplifikacnich primert v1440f a v2022r je 603 bp velky. U citlivych jedinct je

Stépen enzymem Sac I na dva fragmenty, zatimco u rezistentnich roztoc¢t $tépen neni.

Sac |
270bp Leu 333 bp
citliva GATAGGAGCTCTGGGTAACC
rezistetni GATAGGAGCTGTGGGTAACC
v1440f ———> 260 Val 280 <{———1Vv2020r
d
603 bp

Obrazek ¢. 6. Produkt 603 bp amplikonu sodného kanalu rozto¢e Varroa destrucor byl
ptipraven pro citlivé a rezistentnich roztoce Varroa destructor. Produkt byl ziskan

z amplifikaénich primert v1440fa v2022r a $tépen pomoci Sac | enzymu.

Legenda: rezistentni vzorky rozto¢u: 1, 3; citlivé vzorky roztocu: 2, 4, 5, 6. agarézovy gel
obsahuje ladder 50 bp.
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2.8. Kombinace lahvi¢kové metody a PCR-RFLP

NasSe soucasné vysledky ukazuji, ze v lahvickovém testu miize dojit k chybné determinaci
rezistence v nékterych ptipadech (tabulka ¢. 4). Proto doporucujeme vysledky lahvickového
testu v pripad¢ indikace rezistence ovérit metodou PCR—RFLP. Lahvickovy test rozdéli
rozto¢e na uhynulé a ptezivsi, tyto skupiny je vhodné analyzovat oddélené, nebot’ uhynuli
jedinci jsou casto citlivi, zatimco prezivsi rezistentni. Dalsi problematickou skupinou jsou
smiSené populace roztoct. Kde se vyskytuji jak citlivi, tak rezistentni jedinci, ptfipadné
heterozygoti. V nasi analyze bylo srovnavano 72 vcéelstev, ztoho 7 obsahovalo rezistentni
homozygoty, 20 vcelstev citlivé homozygoty a zbytek vcelstev obsahoval smisenou populaci

rozto¢u (obrazek ¢. 7) (Stara et al. 2018).

Tabulka ¢. 4. Pocet vzorkovanych vcelstev vyhodnoceny lahvickovym testem a nasledné
PCR-RFLP L925V mutace v genu kddujici sodny kanal rozto¢e Varroa destructor (Stara et
al. 2018).

Lahvickovy test
Sacl identifikace Mortalita %
Skupina  uhynuli  pftezili N rozsah
citlivi SS nd 12 100
SS SS 8 31-93
smiseni SR nd 10 100
SS SR 21 10-83
SR SR 14 40-82
SS RR 3 33-75
SR RR 3 25-96
rezistentni RR RR 1 53
kontrola 28 0-31

Legenda: N - pocet vzorka (veelstev), Sacl §tépeni: SS - citlivi L925 homozygoti; SR -
smiSend populace SS, SR a RR L925V jedincti; RR - V925 rezistentni homozygoti.
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Obrazek ¢. 7 Prezivani roztoGe Varroa destructor v lahvickovém testu (Stara et al. 2018). (A) Diskrimina¢ni koncentrace tau-fluvalinatu a
prezivani roztoce v souvislosti s vyskytem L925V mutace. Jednotlivé pocty byly od sebe porovnany chi-kvadrat testem. (B) Rozsiteni L925V
mutace ve véelstvech v Cesku, celkem bylo vzorkovano 72 véelstev, podet véelstev udava &islo v grafu. PieZivani rozto&t bylo spoéitano

probitovym modelem, usecka indikuje 95% konfiden¢ni interval pro fit.
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3. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

V Cesku existuje jen velmi malo souhrnnych informaci o rizicich spojenych s rezistenci
rozto¢e Varroa destructor vici tau-fluvalinatu. V dobé, kdy se zvySuji negativni tlaky na
véelstva vzhledem k zatiZzeni Zivotniho prostfedi pesticidy, Sifeni fady nakaz jako je mor a
hniloba vceliho plodu, nosematoza, virovd onemocnéni, je dulezité zabranit skodlivému
pusobeni roztoct, zaroven vsak neohrozit véelstva a v¢eli produkty, tj. pfedevsim med rezidui
akaricidnich latek. Pfi castém pouzivani tau-fluvalinatu dochazi k Sifeni rezistentnich roztoct
Varroa destructor jako vedlejsi efekt téchto oSetieni. Znalost mechanismi a moZnosti véasné
identifikace rezistence zefektiviiuji kontrolu tohoto parazitického roztoce. V této metodice
pfinasime dva postupy identifikaci rezistence vici tau-fluvalinatu, 1) pomoci detek¢éniho setu
vyuzivajiciho diskriminac¢ni koncentraci v lahvickové metodé a 2) molekularni identifikaci
rezistence pomoci PCR—RFLP, piipadné kombinaci téchto metod. VSechny metody a postupy
byly vyvinuty fesitelskym tymem. Obdobné postupy zacinaji byt aplikovany ve Spojeném
kralovstvi, Recku a Spojenych statech, avsak v podminkach Ceska nikdy dosud pouzity
nebyly.
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4. EKONOMICKE ASPEKTY

Metodika je ur¢ena pifedevsim pro statni spravu, lahvickové testy mohou provadét sami
vCelafi, avSak ti nemaji zazemi pro metody molekularni biologie. Naklady na lahvickovou
metodu se pohybuji okolo 100 K& na detekéni set. Pro vyhodnoceni jednoho lahvickového
testu je tfeba provést dvé PCR reakce, plus pozitivni a negativni kontrolu a restrik¢éni analyzu.
Cena pro jednu analyzu je odhadovana na 150 K¢ vcéetné kitd, laboratorniho plastu a dalsiho

vybaveni.

Zavedeni postupu laboratorniho testovani rezistence piinese dal§i moznosti FeSeni
problematiky Sifeni varrodzy. Vyuzitim spravnych pfipravkli je moZné provést v€asna

oSetieni, ktera jsou levné€jsi nez neti¢inna oSetieni rezistentnich roztoci.
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