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Sezonni zmény mikrobioty traviciho traktu vcely
medonosné

Souhrn

vvvvvv

vytvareji nepostradatelnou slozku jak v zeméd¢€lské produkcei, tak i v globalnim ekosystému.
V poslednich letech byl vSak zaznamenan veliky pokles tohoto hmyziho druhu. Vina je
prisuzovana n¢kolika stresovym faktorim, mezi které patii naptiklad ptisobeni chemickych
latek, ztrata pavodnich stanovist’ nebo potravy a kontakt s riznymi parazity ¢i patogeny. Pti
snaze pomoci véelimu organismu byla nékolikrat zkoumana véeli imunita. Pii zkoumani byly
odhaleny souvislosti 1 se sttevnimi mikroorganismy. Zastoupeni jednotlivych bakterii se v§ak
na zaklad€ ro¢niho obdobi méni. Stejné tak je podle mésicniho cyklu ovlivnéna délka Zivota.
Rozlisujeme vcely letni (kratkoveéké) a vcely zimni (dlouhovéké). Hlavnim cilem této
diplomové prace bylo porovnat véely, které ziji kratkodobé i dlouhodobé a pochazeji ze
stejného stanovisté. Porovnavani se =zakladalo na identifikaci bakterialniho spektra
a kvantifikaci vybranych skupin bakterii.

V ramci nasi studie byly odebrany vzorky vcel v mési¢nich Casovych intervalech
v ramci jednoho roku ze ¢tyi lokalit Ceské republiky (Dol, Postiizin, Hostice, Ustrasice).
Z odebranych vcel byly ziskany celé travici trakty, na jejichZ zpracovani byly pouZity dvé
molekularné  genetické  metody.  Vybrané  bakterialni  skupiny  (Firmicutes,
Gammaproteobacteria, Actinobacteria) byly kvantifikovany pomoci qRT-PCR s pouzitim
specifickych primert. Pro identifikace vybranych druhd bakterii byla pouzita elektroforéza
v gradientovém denaturaénim gelu (DGGE). Nasledné byla data statisticky vyhodnocena
pomoci IBM SPSS Statistics 24.

Zjisténa kvantifikace vybranych bakterialnich skupin byla béhem celého roku ze vSech
odbérovych mist velice variabilni. Nejméné hojnou skupinu tvofil bakterialni kmen
Actinobacteria, naopak nejvétsi mnozstvi bylo v zastoupeni kmene Gammaproteobacteria. Ve
vzorcich byli identifikovani tii zastupci proteobakterii (Frischella perrara, Snodgrassella alvi,
Bartonella apis), tfi druhy laktobacilt (L. apis, L. melliventris, L. mellis) a jeden ptedstavitel

aktinobakterii (Bifidobacterium asteroides).

Kli¢ova slova: letni vcely, zimni vcely, mikrobiota, DGGE, qgPCR



Seasonal trends in microbiota of the digestive tract of
honey bees

Summary

The western honey bee (Apis mellifera) is one of the most important pollinators in the
world, creating an indispensable component in both the agricultural production and the global
ecosystem. However, a large decline in the insect species population has been reported in recent
years. The blame is attributed to several stress factors, including chemical exposure, loss of
native habitats or food sources as well as contacts with various parasites or pathogens.

In an effort to help bee organisms, the function of the bees’ immunity system has been
examined in several studies. Depending on the protection of the bees, we also observe the
connection with intestinal microorganisms. However, the proportion of individual bacteria
varies based on the season. Similarly, their length of life is affected by the monthly cycle. We
distinguish summer (short-living) and winter (long-living) bees. The main aim of this thesis is
to compare short-living and long-living bees from the same habitat based on the identification
of the bacterial spectrum and the quantification of selected groups of bacteria.

In our study, bees were collected in four localities within the area of the Czech Republic
(Dol, Postiizin, Hostice, Ustrasice) on a monthly basis. The whole digestive tract was obtained
from the dissection of the collected bees, and two molecular genetic methods were used to
evaluate them. Selected bacterial groups (Firmicutes, Gammaproteobacteria, Actinobacteria)
were quantified by gRT-PCR using specific primers. Denaturing gradient gel electrophoresis
(DGGE) was used to identify selected bacterial strains. Subsequently, the data were statistically
evaluated using IBM SPSS Statistics 24.

The quantification of selected bacterial groups was very variable from the evaluated
locations throughout the year. The least abundant group was the Actinobacteria strain, and the
largest amount was represented by the Gammaproteobacteria strain. Three representatives
of Proteobacteria (Frischella perrara, Snodgrassella alvi, Bartonella apis), along with three
types of Lactobacillus (L. apis, L. melliventris, L. mellis) and a single representative

of Actinobacteria (Bifidobacterium asteroides) were identified in the samples.

Keywords: summer bees, winter bees, microbiota, DGGE, gPCR
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1 Uvod

Rod vcela (Apis) saha svym piivodem do nékolika zemi svéta. VEely pochazeji naptiklad
z Evropy, zapadni Asie, Severni Ameriky a Afriky. Pfesny geograficky ptivod pro vcelu
medonosnou (Apis mellifera) vsak nebyl dosud piesné urcen, ale s velkou pravdépodobnosti je
prvotnim mistem pravé Afrika. Odtud se vcela medonosna Sifila dale na evropsky a asijsky
kontinent (Danihlik et al. 2017; Mullen & Durden 2019). Pied vice nez 4 000 lety byla v¢ela
medonosnd poprvé domestikovana a zacala se vyuzivat pro vyrobu medu a vosku. Dnes jsou
vcely klicovym prvkem v celosvétové produkci potravin. Tento druh je vyznamnym
opylovaéem mnoha rozmanitych rostlin a plodin, véetné ovoce a zeleniny. Proto véely tvofi
nepostradatelnou slozku jak v zemédélské produkei, tak i v globalnim ekosystému.

V poslednich letech zaznamenala populace véely modonosné prudky pokles nasledkem
nckolika cetnych faktord. ZvySend timrtnost ¢i syndrom zhrouceni vcelstev je pfisuzovan
parazitickym roztociim, patogeniim, pesticidiim, ale také zméné ptivodniho prostredi, ¢imz je
napiiklad v€elam odebiran prvotni piisun potravy. Témito faktory je snizovana imunitni funkce
kazdého vceliho jedince, coz ve vysledku pfinasi fatalni nasledky (Kwong & Moran 2016). Za
prevenci v boji proti véelim nemocem miZeme povazovat stfevni mikrobiotu, skladajici se
z deviti zdkladnich bakteridlnich druhti. Ty Caste¢né chrani vceli télo pted vn&jSimi faktory.
Miizeme o nich tedy fict, Ze jdou ruku v ruce s obrannym systémem vcel. Pokud selhdva jedna

polovina, nahrazuje ji ta druha a naopak.



2 Védecka hypotéza a cil prace

2.1 Hypotéza

Hypotézou je, ze se mikrobiota v€el méni v zavislosti na ro¢nim obdobi.

2.2 Cil prace

Cilem této diplomové prace je porovnat kratkodob¢ a dlouhodobé¢ zijici vEely pochazejici
ze stejné¢ho stanovisté na zéklad¢ identifikace bakteridlniho spektra a kvantifikace vybranych

skupin bakterii.



3 Literarni reSerse

3.1 Veéela medonosna

V<ela medonosna se fadi mezi nejvyznamnéjsi zastupce opylovacii nejen v Evropé, ale
i ve svété (Garibaldi et al. 2013). V roce 1758 pojmenoval Carl Linné, zakladatel botanické
a zoologické systematické nomenklatury, véelu medonosnou latinskym nazvem Apis mellifera.
Vcely ztélesiiuji hmyz s proménou dokonalou (Obr. 1). Jedna se o kolonii, kterd je rozd€lena
podle jednotlivych kast na matku, nékolik dé€lnic a trubcii. Matka je ve vcelstvu vzdy pouze
jedna. Je vybavena reprodukénimi orgény, které jsou béhem jejiho zivota plné vyuzity
k reprodukci novych jedinci (Wojciechowski et al. 2018). Bé¢hem jejiho Zivota se pouze
jedenkrat Gicastni tzv. snubniho letu, pfi kterém je oplodnéna nékolika véelimi samci najednou.
Oplozena vajicka jsou pak nasledné v pritbéhu zivotniho cyklu matky v hnizdé kladena.
Z oplozenych vaji¢ek vznikaji pouze délnice, nebo v piipadé nepfitomnosti nebo ztraty matky
mize vzniknout matka nova. Na rozdil od matek neni u délnic reprodukéni organ vyvinut, a je
proto vylouceno, aby dé¢lnice kladly vajicka. O veskeré reprodukci v kolonii rozhoduje jen
matka (Mattila et al. 2001; Danihlik et al. 2017).

Obrazek 1: Vyvoj véely medonosné (hmyz s proménou dokonalou): a) jednodenni larva, b) téidenni

larva, ¢) Sestidenni larva, d) bila kukla, e) ¢erna kukla, f) mladuska, g) trubec, h) véela 1étavka
(Hroncova et al. 2015).

Nakladena vajicka mohou byt 1 neoplozena. V takovém piipadé se z nich vylihnou
pouze samci, oznacovani jako trubci. O tom, zda se z oplozeného vajicka vylihne dé€lnice ¢i

matka, rozhoduje pfisun larvalni vyzivy. Pokud byly larvy po celou dobu krmeny matefi
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kasickou, z nové vzniklého jedince se stava matka. Dé¢lnicim je poskytnuta mateti kasicka jen
Vv prvnich dnech larvalniho Zivota a pozdéji jsou krmeny pouze medem a nektarem (Mattila et
al. 2001).

V¢ela medonosna funguje jako spoleensky superorganismus, v némz délnice, kralovna
a trubci vykondavaji rizné ukoly v rdmci kolonie, na nichz je véelstvo zavislé. Genetické
komponenty silné ovliviiuji chovani vcel, v€etné obranného chovani, hledani a shromazd’ovani
potravy nebo rojeni (Bahreini & Currie 2015). Zptsob chovani je rozdilny i v zavislosti na véku
vcely. Mladé d€lnice, oznacované jako mladusky, tvotici ptiblizné€ 2/3 poctu d€lnic, vykonavaji
svou praci jen uvnitf hnizda. I zde je zpravidla prace rozdélena mezi véely podle stafi.
Nejmladsi véely zastavaji nejprve funkei Cisti¢ek bunék, pozdéji se z nich stanou krmicky, kdy
krmi odvickovany plod (Anderson et al. 2016). Po tomto obdobi se piesouvaji blize k Ceslu,
coz je vystupni otvor hnizda. Zde se uplatiiuji nejprve jako stavitelky a pozdé€ji prejimaji
a zpracovavaji potravu. Dalsi funkci v poradi je vickovani plodu a poté vynaseni odpadki,
napiiklad uhynulych véel ¢i riznych zbytkd. Posledni vykonavanou praci mladusek je straz
u vstupu do hnizda. Takové vcely jsou nazyvany straZkynémi. Zhruba po 20 dnech se
z mladuSek stavaji létavky, vcely, které vyhledavaji a sbiraji potravu. Létavky se dale déli na
patracky, vcely, které potravu vyhleddvaji a pfedavaji o nalezenych mistech informace
sbératelkam. Ty maji za kol sbér pylu, nektaru, vody a propolisu a pienos téchto zdroji do
hnizda (Doke et al. 2015; Danihlik et al. 2017). To, jakou ¢innost budou ve vysledku véely
skutecné vykonavat, mohou ovlivnit sezénni proménné faktory, jako napiiklad mnoZstvi
nektaru a pylu v okoli, pocasi nebo energeticky stav kolonie (Kuszewska et al. 2017).

Rozdil mezi jednotlivymi kastami neni jen ve vykonavané funkci, ale také naptiklad
Vv délce Zivota. Délnice maji Zivotaschopnost ovlivnénou geografickou polohou a sezoénou.
Letni v€ely neboli kratkovéké se dozivaji pouhych 20-35 dni, zatimco zimni vcely vynikaji
svoji dlouhovékosti, nebot” jsou schopné dozit se az do 7 mésicti (Ddke et al. 2015). Delsiho
zivota, nez maji zimni v¢ely, dosahuje pouze matka, kterd se miize dozit az 8 let (100krat vice

nez délnice) (Mattila et al. 2001).

3.1.1 Zimni vs. letni véely

ey

Viely medonosné ziji v riznych klimatickych oblastech rozsifenych po celém svéte.
Celi tak riznym vyzvam, nebot’ riiznorodost geografickych poloh zpisobuje teplotni vykyvy
béhem celé¢ho roku. V mirnych oblastech, kde se pravidelné stfida rocni obdobi, je zima pro
vcCely tou nejveétsi vyzvou. Veela medonosnad je jednim z mala druht hmyzu, ktery je schopen

ptreckat zimni obdobi, aniz by jeho organismus ptesel do zimniho spanku. T¢lo v¢el se béhem
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tohoto obdobi ptizplisobuje natolik, ze se preméenuje fyziologicky i behavioralni stav (Doke et
al. 2015).

V mirném podnebi zacinaji vCely reprodukovat nové potomky jiz na konci zimniho
obdobi, pokud se teplota vzduchu pohybuje stabiln¢ kolem 4 °C. Reprodukéni obdobi vrcholi
V jarnich mésicich az do zacatku 1éta. V 1ét€ se chov zpomali a na podzim je zcela prerusen.
Délnice, které jsou chovany v prib¢hu od pozdni zimy do konce 1éta, jsou obvykle kratkoveké
a podileji se pfevazné na vychové a krmeni novée ptichozich plodi. Jarni véely maji primérnou
délku zivota 3040 dni, zatimco letni vCely, které intenzivné pracuji v obdobi, kdy je zapotiebi
opylovat nejvice kvétl, vykazuji snizenou prumérnou Zivotnost na 23-30 dni (Mattila et al.
2001; Genersch et al. 2010). D¢lnicim, které se objevuji az po letnich mésicich, hrozi, ze mohou
zemfit jeSté pfed zimou, ale mnoho z nich nejchladnéj$i mésice ptezije. Takové vcely jsou
prot&jsky (Nouvian et al. 2018). Primérna délka Zivota zimnich véel je vyssi nez 100 dni.
V pribehu zimovani dochazi ke zménam v chovani a fyziologii jednotlivych vcel. Snizuje se
individudlni aktivita, aby dochazelo k usporam energie, ktera je zadsadni pro tvorbu tzv. zimniho
chomace, diky kterému udrzuji délnice teplotu hnizda (viz nize). Pro pieziti véeli kolonie je
také nesmirn¢ dilezité, aby se v zimé zvysila zasoba zivin. Sesbirany pyl slouzi bé¢hem
zimovani jako zdroj bilkovin a tuki a nektar je vyuZzivan jako zdroj sacharida (Nicolson 2011).
Zimni v¢ely béhem mrazivych mésicii témet neopoustéji Ul. Veskera pfijata strava je proto
zadrZovéana v zadni ¢asti traviciho traktu, kdy se kone¢nik zvétSuje do maximalnich rozmért.
Veskery odpadni material je z t€la odveden az na jate, kdy teplota okoli klesne na ptijatelnou
hodnotu. Proto u zimnich véel pozorujeme 1 snizeny piijem potravy (Gaggia et al. 2018).

Dlouhovékost ovliviiuje i n€kolik dalSich faktori. Naptiklad studie Amdam et al (2009)
uvadi, ze délnice, které déle zastavaji funkci opecovavatelky, maji delsi Zivot nez vcely, které
tuto funkci prenechavaji ostatnim vcéelam diive (Amdam et al. 2009). Prechod z mladusek na
létavky zpomaluje uvoliiovany feromon létavek, tzv. ethyloleat, ktery udrzuje vcely delsi Cas
v ulu (Leoncini et al. 2004). Béhem zimy dochazi k poklesu dostupnych zdroju potravy, coz
v kombinaci s krat§imi a chladnéjSimi dny vede ke snizeni intenzity krmeni v koloniich. To
zapticinuje, Ze i létavky zlistdvaji v hnizd¢€ a svou produkci hormonu ¢asteéné zpomaluji vyvoj
mladusek (Doke et al. 2015). Pro zimni véely je také typické, Zze se zastavuje reprodukéni
proces, coz je dano niz$i hladinou juvenilniho hormonu (JH). Studie Mattila et al. (2001) uvadi,
Ze mira biosyntézy JH klesa od poc¢atku fijna do poloviny listopadu, nejnizsi irovné dosahuje

V polovin¢ ledna a poté prudce roste, zejména v tinoru a bieznu (Mattila et al. 2001).
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3.2 Anatomie a morfologie véely medonosné

V¢ela medonosna patii do kmene ¢lenovetu (Arthropoda). Jeji télo je ¢lankované
a rozd€lené na tfi zdkladni Casti, které jsou mezi sebou propojeny stopkami, kterymi je
umoznovana vEtsi pohyblivost. Prvni ¢asti je hlava (caput), ktera vznikla sristem Sesti ¢lanki.
Hlava je hypognatni (zplostéla ve sméru podélné osy téla) a ma trojuhelnikovity tvar (Vesely
2003). Pii pohledu na hlavu zeptedu nalézame nejprve pevny Celni Stitek, na ktery se napojuje
horni pysk kryjici mohutna kusadla (mandibulae), ktera v¢ela vyuziva piedevs§im pii vybihani
z bunky nebo pti zpracovani pylu a vosku, sbéru propolisu a také na svoji obranu. Na celni
Stitek navazuje Celo s tykadly, diky kterym vcela vnima nejenom smyslové vjemy, ale také
teplotu, vihkost a koncentraci CO,. Diky Johnstonovu organu nachazejicim se v ohybu tykadla
muze veela citit i tlak a vibrace z vnéj$iho prostiedi. Tento organ rovnéZz zastupuje sluch a slouzi
i jako organ pro koordinaci letu. Oproti délnicim maji trubci mnohondsobné vyssi pocet
tykadlovych receptord, nebot’ jej uplatiuji pii sledovani matky béhem snubnich letti (Danihlik
et al. 2017). Vrsek hlavy tvofi temeno a smérem dozadu navazuje tyl. Na temeni hlavy se
nachdzeji pro véelu dominantni sloZzené o¢i, mezi nimiz jsou tfi jednoducha ocka, kterd nemaji
schopnost akomodace. Vcela jimi reaguje na zmény intenzity svétla. Pod tylnim otvorem
nachazime slozeny sosak (proboscis), predstavujici lizavé saci Ustroji. Primarné je sosak
pouzivan k nasavani nektaru, vody a medu, ale také ke krmeni plodu a slouZi k predavani
potravy mezi velami (trofolaxe). Tylem je hlava spojena stopkou s dalsi ¢asti téla — hrudi.
Stopkou tak prochazi hltan, nervy, aorta, vzdusnice a vyvody hlavovych zlaz (Lampeitl 1996;
Vesely 2003).

Druhou t€lni ¢ast predstavuje hrud’ (thorax), kterou tvofi srast tii hrudnich a jednoho
zadeCkového c¢lanku. Hrud mtizeme rozdélit do dalSich ctyi Casti: predohrud’, sttedohrud,
zadohrud’ a bedra. Na hrudi se nachazeji dva pary kiidel a tii pary koncetin umisténych
Vv jednotlivych ¢astech. Z predohrudi vybiha ptedni par koncetin se specializovanym aparatem
pro Cisténi tykadel. Stiedohrud’ nese prvni par kiidel a druhy par koncetin s trnem pro
vypichovani pylovych rousek z pylového kosicku. Zadohrud’ je misto pro druhy par kiidel
a zadni par koncetin, kde se nachazi pylovy kosicek (corbicula) pro sbér tzv. pylovych rouska
(Lampeitl 1996; Danihlik et al. 2017). Na vSech parech koncetin jsou pylové kartacky, kterymi
vcela zachytava pyl. Ten je pak zvlh¢ovan malym mnoZzstvim nektaru z medného vacku
a sekretem pyskovych Zlaz. Takto upravena pylova rouska je transportovana do pylového
kosicku (Corby-Harris et al. 2014). Na hrudi se dale nachazeji kiidla. Ta jsou pro vSechny

zastupce z fadu blanok#idlych (Hymenoptera), kam patii i véela medonosna, dileZitou soucasti
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(Mullen & Durden 2019). Vznikla vychlipenim vngjsi kutikuly a jejich kostru tvofi nékolik
zilek, které drzi kiidla napnuta a prostupuje jimi hemolymfa, nervy a vzdusnice. Protoze je
chuize pro v¢elu velice energeticky naro¢na, je tento hmyz z velké ¢asti zavisly na pohybu
kiidel, jenz je zajistovan letovymi svaly vypliujicimi téméf celou hrudni dutinu (Danihlik
etal. 2017). Frekvence pohybu pak mize dosahovat az 25 kmitt za sekundu (25 Hz) (Lampeitl
1996). Kromé svého premistovani z mista na misto slouzi tento letovy aparat i pro udrzovani
konstantni teploty hnizda a pro rozptyleni feromonu.

Tteti Cast tvoti zadecek (abdomen) s pivodnim ¢lankovanim téla. Protoze je v zadeCku
ulozena vétSina vnitinich organt, které je potieba dostatecné chranit, je jeho povrch tvoien
pevnou kutikulou. Kutikula je pfevazné slozena z pevnych chitinovych platka, skleritt. Sklerity
vypliujici hibetni stranu nazyvame tergity a bfi$ni stranu tvofi sternity. Délnice ma na svém
téle viditelny stejny pocet tergitl 1 skleritl (6), trubci maji 8 sklerit a 7 tergitl. Zbytek ¢lanki
je zanofen do zihadlové komory (Vesely 2003; Danihlik et al. 2017).

Zihadlo vzniklo pfeménou kladélka, coZ je organ pro kladeni vaji¢ek. K tomuto Gdelu
ho vyuZiva jen matka. Dé&lnice ho pouZivaji pro svoji obranu a trubctim zcela chybi. Zihadlovy
aparat tvofi sloZitou soustavu, ktera je tvofena jedovym kanalkem, coz je vnitini Zlabek spojeny
se Stétinkami, zithadlovym obloukem s chitinovymi desti¢kami, pochvou, svaly a Zlazami. Na
konci §tétinek se nachazi vratizoubky, kterymi se po bodnuti do mekké tkan€ Zihadlo zachyti.
Délnice maji obvykle 7—-12 vratizoubkii a matka pouze 3. Na vrcholku celého aparatu se nachazi
jedovy Zlabek. Zde se hromadi vytvoteny vceli jed produkovany jedovou zldzou. Béhem
bodnuti pak dochazi k sou€asnému vstiiknuti v€eliho jedu do rany (Danihlik et al. 2017). Vceli
jed predstavuje komplexni smés proteind, peptidi a malych organickych molekul. Obsahuje
také fosfolipazy a hyaluronidazy, které mohou byt naptiklad pro ¢lov€ka nebezpecné, nebot
mohou vyvolat alergickou reakci. Velky podil v susin¢ zaujima peptid melittin, ktery ¢ini
membrany velmi nachylné k napadeni fosfolipdzami. Malittin také zpiisobuje bolest, zvySuje
pratok kapilarni krve a spousti lyzu Cervenych krvinek. Dalsi slozkou vceliho jedu je
neurotoxin, zvany apamin (Mullen & Durden 2019).

Soucasti véeliho téla je i soustava zlazova. Ta je u véel znacné rozvinuta a slozita. Nikdy
se nestane, ze by kazda z kast vceliho spolecentstvi méla vyvinuté vSechny zlazy. Hltanovou
zlazu, kterou je produkovana mateti kaSicka, maji naptiklad jen délnice. Tato zlaza je velice
nerovnomérna. Tvoii se pouze mladuSkam, které ptijimaji dostatek glycidové a bilkovinné
stravy. Jeji produkce vrcholi mezi 6.—10. dnem Zzivota vcely a poté postupné zaprahne. Zimnim
véelam se béhem prezimovani jeji aktivita zcela zastavi a objevi se az na jatfe (Vesely 2003).

Dilezitou soucasti vymeésku hltanové zlazy je enzym invertaza, kterym je St€pena sachar6za na
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glukézu a fruktozu (Danihlik et al. 2017). Dal§imi hlavovymi zldzami jsou zlaza kusadlova
a pyskova. Kusadlova zldza u matek vylucuje feromon matky, tzv. matefi latku, a délnicim
slouzi hlavné k rozpusténi vosku a propolisu pii jejich zpracovani. Pyskova zlaza je vyuzivana
k rozmaceni tuhé potravy, ¢imz pomaha potravu snaze pfijimat. Na zadeCku se nachazeji
voskové zlazy produkujici vosk. Tyto zladzy jsou opét typické jen pro délnice a matkam
1 trubcim zcela chybi. Na poslednim zadeckovém tergitu nalézame vonnou (Nasanovovu)
zlazu, jez produkuje vonny sekret skladajici se z geraniolu, kyseliny geraniové, citralu, nerolu
a formesolu. Jedna se o typicky feromon, ktery vcely pouzivaji pro znackovani zdroji potravy
(Vesely 2003).

Dalsi soustavou, jez tvofi vnitini prostfedi véely medonosné, je soustava dychaci. Tu
oproti savéi tvofi systém vzdusnic (tracheae), kterymi jsou jednotlivé tkané téla piimo
okysliCovany kyslikem. Ptenos dychacich plynil tak neni zavisly na hemolymfé. Hemolymfa
je hmyzi ,krev®, kterd slouzi k pfenosu zivin a produktii metabolismu. Obsahuje nékolik
specialnich bunék, hemocytl, s riznymi funkcemi. Ob&hova soustava je u vcel oteviena
a tvofend srdcem s péti komorami, aortou a kratkymi slepé zakoncenymi cévami. Zplodiny
metbolismu jsou z téla vylu¢ovany Malpighickymi trubicemi Usticimi do zacatku tenkého

stteva v oblasti pyloru (Danihlik et al. 2017).

3.2.1 Travici trakt

Zakladni struktura traviciho traktu je pro vS§echen hmyz velice podobna. Travici organy
zaCinaji Gstnim otvorem a pokracuji pies hltan a dlouhy jicen az do stieva zlaz (Lampeitl 1996).

Strevo se déli na tii zakladni ¢asti: predni, stfedni a zadni (Obr. 2).

vratnik

“
1

Medny vaéek Zaludek s
. Tenké stfevo

Vykalovy vak

Obrazek 2: Travici trakt véely medonosné (Engel et al. 2015)

Piedni ¢ast tvofi medny vacek, ve kterém se prvotné fermentuje nektar na med, ktery je

zde docasn¢é uchovavan (Chapman 2013; Engel & Moran 2013). Mezi medny vacek a stiedni
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Cast stieva vstupuje &eslo, které je slozeno ze étyt chlopni s chloupky. Ceslem jsou vychytavany
pevné cCastice z medného vacku, které jsou tvarovany do tzv. bolusi. Jeho fukce je zaroven
jednou ze slozek imunity v¢elstva, nebot’ chlopnémi jsou vychytavany a s vykaly vylu¢ovany
i patogeny vstupujici do piedni ¢asti stieva (Danihlik et al. 2017).

Piedni a stfedni ¢ast pochazi z embryonalniho ektodermu a po celé své délce je
lemovéna exoskeletem slozenym z chitinu a kutikularnich glykoproteinti. Tento exoskelet
oddéluje lumen stfeva od epidermalnich bunék (Moran 2015). Chitin je také dalezitou slozkou
peritropické matrice, ktera je déle slozena z glykosaminoglykant, glykoproteina a bilkovin
a pokryva vnitini sténu stfedni ¢asti stfeva (das Dores Teixeira et al. 2015). Chitin zde zaujima
funkci pro zlepSeni traveni a ¢astecné chrani stievni epitel pfed mechanickym poskozenim,
toxickymi latkami a piipadnymi patogeny (Moussian 2013).

Stfedni cast predstavuje zaludek (provetriculus), ktery vytvaii primarni misto pro
traveni a vstfebavani zivin z potravy. Tato ¢ast postrada exoskeletarni vystelku a oproti zbylym
¢astem je tvorena z endodermalnich bunék (Chapman 2013; Engel & Moran 2013).

Zadni Cast stieva je rozdélena na vratnik (pylorus), tenké stievo (ileum) a vykalovy vak
neboli kone¢nik (rectum) (Goncalves et al. 2017). Tenké stievo tvoti uzka trubice, ktera ma Sest
podélnych invaginaci (vnitini vchlipeny tsek stfeva do dalSiho oddilu stteva) (Moran 2015).
V konecniku se hromadi vykaly pfed samotnym vyprazdnénim a spole¢n¢ s analnim otvorem
zakoncuji travici trakt.

Vylu€ovacimi organy jsou Malpighické trubice, které jsou umistény na pfedni strané
zadni Casti stfeva. Tyto trubice se rozprostiraji do dutiny téla a absorbuji zbytky, jako je
napiiklad kyselina mocova. Zadni ¢ast stieva obsahuje tedy jak zbytky z potravy, tak
1 dusikaté zbytky. Tato smés odpadnich latek tvoii jiné nutrini prostfedi pro bakterie vcelich
sttev nez pro stfevni bakterie zvitat, u kterych jsou tyto dva odpadni produkty oddélovany.
Zadni cast slouzi k resorpci vody a iontd,, coz pfirozené¢ udrzuje osmotickou rovnovahu
vnitiniho prostfedi v€el. V mnohych ptipadech zde mlze probihat i sekundarni absorpce Zivin

(Chapman 2013; Engel & Moran 2013).

3.3 Imunita vcel

Stejné jako u vSech Zivych organisml i medonosné véely maji svou vlastni imunitni
obranu (Giuffre et al. 2017). Ta se sklada ze dvou zakladnich Grovni. Prvni imunitni linii tvofi
fyzikélni bariéry. Druhou linii obrany je vrozend imunita v¢el, kterd se rozdéluje na imunitu

bunécnou a humoralni. (Antinez et al. 2009; Danihlik et al. 2016). Krom¢ individuélni vceli
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imunity rozpoznavame i tzv. socialni imunitu (Obr. 3), ktera je zaloZena na spolupraci celého

veelstva, tedy na kolektivni obranyschopnosti organismu (Giuffre et al. 2017).

Socialni imunita

véelstvo
Fyzikilni bariéra
Bunééna imunita
Humoralni imunita
véela

Obrazek 3: Imunitni systém vcely medonosné (Danihlik et al. 2017).

U vcel byly identifikovany rizné patogeny vcetné vird (napf. virus deformovanych
ktidel), bakterii (napt. Paenibacillus larvae a Melissococcus plutonius zpisobujici mor
a hnilobu v¢eliho plodu), hub (napi. Nosema apis, N. ceranae a Ascosphaera apis), roztoct
(Varroa destructor, V. jacobsoni) a trypanosomatidy (Lotmaria passim), které maji pfi

proniknuti negativni ptinos pro celou vceli kolonii (Ribi¢cre et al. 2018).

3.3.1 Vnitini imunitni systém

Druhou obrannou linii v€el pfedstavuje vnitini imunitni systém, rozdé€lujici se na
bunécnou a humoralni imunitu. V obou pfipadech se jednd o imunitu vrozenou a vcela ji

vyuziva predevs§im ke své obrané (Antunez et al. 2009).

3.3.1.1 Bunéc¢na imunita

Bunééna imunita je zprostfedkovana specialnimi krevnimi bunikami, hemocyty, které
cirkuluji v hemolymf€ nebo jsou soucasti riznych tkani véeliho téla (Gabor et al. 2017). Tvorba
krevnich bun€k zacina jiz béhem vyvojového stadia plodu a v dospélosti vcel jsou tyto bunky
dopliovany pomoci bunééného déleni, tzv. mitozy (Hystad et al. 2017). Hemocyty hmyzu jsou

klasifikovany na zaklad¢ jejich morfologickych a funkénich charakteristik. Mezi pét
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tyto buiikky zaznamenaji patogen, rozmnozi se a dochazi k procestim, kterymi jsou ni¢eny cizi,
nezadouci nebo patogenni Castice. Kazdy typ bunék je charakteristicky pro urcity imunitni
proces. Granulocyty maji sklony k fagocytoze, coz je proces, pti kterém jsou nic¢eny pouze malé
Castice, jako jsou bakterie nebo kvasinky (Gabor et al. 2017). Vé&tsi ¢astice nebo vétsi mnozstvi
malych ¢astic pohromad¢ je vétsinou likvidovano procesy oznac¢ovanymi jako nodulace nebo
enkapsulace. Béhem enkapsulace dochazi k zapouzdiovani invazivnich patogena
(Eleftherianos et al. 2009; Degrandi-Hoffman & Chen 2015; Negri et al. 2015) a do tohoto
procesu jsou prevazné zapojovany plazmatocyty (Richardson et al. 2018). Nodulace
i enkapsulace jsou dva velmi podobné fungujici obranné procesy, kterymi jsou nezadouci

Castice niceny, tzv. degranulovany (Obr. 4) (Dubovskiy et al. 2016).

Degranulace

Adheze Rozsifeni o _o& ¢
L ’ °
[ ]
—> | — o
| | ¢ ¢
" ——— e r— —— - - =" —— - =

Obrazek 4: Hemocytova adheze, rozsifeni a degranulace béhem enkapsulace paraziti (Dubovskiy et

al. 2016).

3.3.1.2 Humoralni imunita

Humoralni neboli latkova imunita je tvofena aktivnimi molekulami, které vyvolavaji
specifickou reakci imunitniho systému. Témito latkami se rozumi pifedevSim lektiny
(aglutininy), enzym fenoloxidaza a antimikrobialni peptidy, které jsou tvofeny zejména
Vv tukovém télese nebo v hemocytech (krevni buiiky) (Evans et al. 2006).

Lektiny jsou glykoproteiny, které jsou znamy aglutinaci (shlukovani) bakterii, prvoki
a parazitti diky pfitomnosti urCitych polysacharidi na povrchu téchto cizich bunék. Diky této
schopnosti jsou pojmenovany jako aglutininy. Tyto latky slouZzi jako protilatky a usnadiuji
nasledujici obranné procesy, jako je enkapsulace nebo profenoloxidazova aktivace (Gupta
2001).
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Profenoloxiddza je proenzym fenoloxidazy, kterd je zakladni slozkou fenoloxidové
kaskady. Jedna se o velice slozity sled reakci, kdy neaktivni forma enzymu je aktivovana
externimi slozkami mikroorganismi, jako jsou -1, 3—glukany (houby), lipopolysacharidy
(G~ bakterie) a peptidoglykany (G* bakterie). Tyto slouceniny daji pokyn endogennim
serinovym proteazam, které aktivuji zminény enzym (Obr. 5) (Eleftherianos & Revenis 2011,
Coaglio et al. 2018). B&hem tohoto procesu vznikaji cenné meziprodukty, difenoly a chinony,
které mohou poskodit mikroorganismy ¢i parazity na zaklad¢ jejich toxicity. Chinony jsou dale
polymerizovany na zadany nerozpustny melanin (Danihlik et al. 2016). Melanin je hnédoc¢erny
pigment, ktery ma stejn¢ jako meziprodukty fenoloxidazové kaskady cytotoxickou aktivitu vici
mikroorganismiim a omezuje invazi mikrobialnich patogenii. Primarné se vSak uplatiiuje
Vv procesu tzv. melanizace, kdy se hromadi v misté poranéni, ¢imz napomaha k hojeni ran nebo

slouzi jako bariéra a zabranuje rozsifeni infekce (Eleftherianos & Revenis 2011).

p—1.3—glukany  flipopolysacharidy peptidoglykany
(houby) (G—baktere) (G+ bakterie)

; Misto poranéni
ele]oe : 30000
@Eﬂl 2L e

Neaktivni

I
forma .s_sm " Aktivni
i 3 forma
J Senngva .|
proteaza .

) ) ) Serinova
Kaskada serinovych proteaz proteaza

Profenoloxidaza 0 Fenoloxidaza

Aktivace enzymu

Obrazek 5: Aktivace enzymu fenoloxidazy pomoci endogennich serinovych proteaz. Fenoloxidovou

kaskadou vznika melanizace (Nam et al. 2012).
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Antimikrobialni peptidy jsou klicovou slozkou vrozené imunity vcel, ktera piispiva
v roli proti napadeni patogeny. Z chemického hlediska se jedna o kratké peptidy, jez jsou
uvoliiovany béhem bakterialni, houbové ¢i protozoalni infekce. Jejich povrch je tvoren kladné
nabitymi naboji. To jim umoziiuje Se navazat na povrch zaporné nabitych bakterialnich
membran a nasledné jim zamezit rist a mnozeni. Tyto latky poskozuji mikrobialni bunky
perforaci membran a inhibuji sloZeni proteini (Danihlik et al. 2016). Pfimo v hemolymf¢ véely
medonosné se nachazeji ¢tyfi hlavni peptidy: abaecin, apidaecin, defensin a hymenoptaecin.
Dalsi antimikrobialni peptidy muZeme nalézt v mateti kasicce (jelleiny, royalisin) nebo véelim
jedu (apamin, melittin). Kazdy z téchto peptidi muze upiednostiovat jeden druh mikrobd.
Napiiklad royalisin je ucinny proti grampozitivnim bakteriim, véetné P. larvae, ktery je
pivodcem vceliho moru (Danihlik et al. 2016). Stejné tak i defensin a jelleiny jsou aktivni
predevsim vici grampozitivnim bakteriim (Bucekova et al. 2017; Cornara et al. 2017). Naopak
apidaecin pusobi proti gramnegativnim bakteriim, kam patii naptiklad E. coli, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumonia, Salmonella typhimurium (Chen et al. 2017). Dalsi muze mit
zvysenou aktivitu jak vic¢i pozitivnim, tak i vici negativnim bakteriim. Takovym peptidem je
abaecin (Shen et al. 2010).

Antimikrobialni peptidy v matefi kaSi¢ce a vcelim jedu pfinaseji pravdépodobné
protizanétlivé, antibakterialni a antioxidacni ti¢inky téchto vcelich produktd, které jsou v dnesni
dobé cCasto vyuzivany ve farmaceutickém, kosmetickém i potravinafském primyslu

(Ramanthan et al. 2018).

3.3.2 Socialni imunita

Spolecensky hmyz, kam patfi 1 rod Apis meliffera, miZe vykazovat tzv. socidlni
imunitu. Tou se rozumi kolektivni obrana vcelstva, naptiklad pied parazity a patogeny (Giuffre
et al. 2017). V¢ela jako jednotlivec dokaze vykonavat pouze maly zlomek véci, avsak spoji-li
se dohromady nékolik takovych jedincii, vytvoii spole¢né seskupeni, které bude dostatecné
silné k tomu, aby se potlacilo Sifeni paraziti a patogent. Napiiklad délnice likviduji ze svého
ulu dospélé jedince a plody, které jsou nemocné nebo parazitované. V takovém piipade
hovoiime o spolecenském hygienickém chovani. Pokud jsou dospélci nakazeni parazity
a umiraji mimo ul, mizeme to povazovat za jeden z projevl socialni imunity (Evans & Spivak
2010).

Dalsim typem kolektivni obrany mtze byt termoregulacni chovani, kterym vcely vytvari

spolecnou socialni horecCku, béhem které stoupne teplota prostiedi natolik, Ze se to fatalné
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projevi na potogenech citlivych na vyssi teploty. Timto zplisobem se napiiklad zbavuji
parazitické houby Ascosphaera apis, ktera primarné napada vceli larvy (Simone-Finstrom et al.
2014).

Vcely vyjma skupinového chovani v tlu shromazd’uji rostlinné pryskytice (propolis),
kterymi vypliiuji vceli hnizdo, aby nedochazelo ke ztratdm vody, a také tim vytvareji
antimikrobialni a antivirové bariéry (Simone et al. 2009; Simone-Finstrom & Spivak 2010).
Nékteré slouceniny, jako je kyselina p-kumarova, zvysSuji imunitni geny (Mao et al. 2013). Jiné
slouceniny mohou omezit riist populaci Varroa, protoze maji typické vlastnosti proti roztocim
(Degrandi-Hoffman & Chen 2015). K tomu, aby v¢ely vykonavaly ochranu spravng, vyuZzivaji
dilezitych instinktt, ale ve vétsin¢€ pfipadi maji imunitni reakce jiz vrozené (Giuffre et al.

2017).

3.3.2.1 Grooming

Grooming je jednim z nékolika obrannych mechanismi, které pouZivaji vcéely proti
rozto¢tum rodu klestik (Varroa) (Bahreini & Currie 2015; Giuffre et al. 2017). Jde o chovani,
které umoznuje véelam vycistit svij povrch téla. Tato ¢innost souvisi se schopnosti hmyzu
vnimat podnéty ze svého prostiedi (Zhukovskaya et al. 2013). Paraziti¢ti rozto¢i vysilaji
podnéty, které jsou pfijimany mechanickymi receptory ¢i chemoreceptory veel. Tyto receptory
aktivuji obranné mechanismy, jako je pravé grooming, ¢imZ odstrafiuji roztoce ze svého téla
(Hamiduzzaman et al. 2017). Také feromon, ktery vypuzuje vceli kralovna ze svych
mandibularnich zlaz, ovliviiuje tento ochranny Cistici proces (Bahreini & Currie 2015).

Grooming se u vcel medonosnych miize délit na dv€ kategorie: autogrooming
a allogrooming. Pod pojmem autogrooming si miiZeme piedstavit péci o vlastni t€lo. Touto
¢innosti si véela muze z vlastniho téla odstraiiovat zejména ektoparazity, ale také prach a pylova
zrna (Boecking & Spivak 1999). Pouziva k tomu predevsim usta, kusadla (mandibulae) a prvni
dva pary konéetin (Danka & Villa 2003). Cisténi povrchu téla za¢ina u tykadel a ust. Ta jsou
¢iSténa pomoci prvnich pard koncetin. Prvni par koncetin je naopak cistén tykadly a druhym
parem koncetin, ktery je nasledné Cistén tfetim parem. Zadni koncetiny se nakonec Cisti mezi
sebou tak, aby ¢astice prachu nebo zrna pylu byly umistény do pylového kose, ktery ma véela
umistény na holenni kosti tietiho paru koncetin (Pritchard 2016).

Pokud neni vcela dostatecné silna k tomu, aby se ubranila sama pted parazitem, zacne
tiast svym télem a zahaji tzv. groomingovy tanec, kterym piilaka dalsi v¢ely z kolonie (Ruttner
& Hénel 1992). V ptipadé, kdy si veela prildka pomoc ostatnich vcel z hnizda, je zahdjen proces

allogrooming. Tato ¢innost znamena, ze se na obrané proti rozto¢i napadajici t€lo vcely podili
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vice nez jedna vcela. Jde tedy o spolec¢enskou aktivitu, kdy n€kolik ilovych vcel jedna spolecné
(Pritchard 2016). V 60-100 % ptipadu je rozto¢ z hostitele vypuzen a v 50-60 % je rozto¢
usmrcen. Groomingové chovani je vazané na vék vcely. Autogrooming a groomingovy tanec
je typicky spiSe pro mladusky a allogrooming provadéji vice dospélé délnice, které spolecné
pomahaji Cistit mladé véely. Vyjimku tvofi trubcei, ktefi neprovozuji vlastni autogrooming ani
se nepodili na spole¢ném allogroomingu (Rath 1999).

Mezi nejznaméjsi druhy klestika (Varroa) patii klestik zhoubny (V. destructor) a klestik
veeli (V. jacobsoni) (Obr. 6). Jedna se o velmi rozsifeného parazita vcel, ktery pro své potieby
ziskava ziviny z vcelich plodi a tél dospélcti. Do neddvna veskeré studie zabyvajici se timto
motivem prohlasovaly, ze tento paraziticky rozto¢ se prichycuje na vnéjsi povrch téla vcel,
propichuje intersegmentalni bfisni sténu a zivi se véeli hemolymfou, ¢imz ochuzuje véelu
o potiebné ziviny a muze tak zpusobit invazi sekundarnich patogend (Pritchard 2016;
Hamiduzzaman et al. 2017). Souc¢asna studie Ramsey et al. (2019) v§ak nov¢ zjistila, ze hlavnim
poskozenim neni ztrata hemolymfy, nybrz télesného tkanového tuku, ktery je primarné roztoci
konzumovan (Ramsey et al. 2019). Tato problematika se netyka pouze v¢elich dospélct, ale
1 v¢elich plodi, které byvaji v rdmci rozto¢i reprodukce také napadeni. U postiZzenych plodii byl
pozorovan nizsi obsah proteinil, zvySena hladina volnych aminokyselin a ve vysledku méli
vSichni vyvinuti jedinci niz$i hmotnost oproti nenapadenym. V§e naznacuje tomu, ze klestici

zpusobuji inhibici proteinové syntézy (Aronstein et al. 2012; Degrandi-Hoffman & Chen 2015).

Varroa jacobsoni

\ 4,

Varroa destructor

Obrazek 6: Rozdil mezi klestiky: a) Klestik v&eli (V. jacobsoni) pohled zezadu; b) Klestik véeli
(V. jacobsoni) pohled na ventralni stranu; ¢) Klestik zhoubny (V. destructor) pohled zezadu; d) Klestik

zhoubny (V. destructor) pohled na ventralni stranu (Dietemann et al. 2013).
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Studie Kirrane et al. (2012) rovnéz vyhodnotila, Ze také vek a reprodukéni stav roztoct
muze byt jednim z faktort, ktery ovliviiuje obrannou ¢innost vcel, protoze dosla k vysledkiim,
ze samice, kterd primarn¢ nakladla vajicka, méla vétsi rezistenci viaci véeli obrané nez dcefini
parazité, kteti se vylihli az spole¢né s mladuskou. Proto se vCely, které jsou napadeny dcefinymi
roztoci, 1é¢i daleko rychleji nez véely, u kterych tato nakaza vypukla (Kirrane et al. 2012).
Tento jev mize byt posuzovan na zakladé neptimého méfeni rozpadu roztocu veelich klastrti
nebo se piimo hodnoti chovani vcel a kvantifikuji se poskozeni roztoct. Rozto¢, ktery byl
napaden, ma nejcastéji zmrzacené koncletiny ¢i dokonce cely zadeCek s koncetinami
(idiosoma). Typ poranéné ¢asti téla a velikost poskozeni je vysoce variabilni (Bahreini & Currie
2015).

Grooming byl poprvé sledovan u Vychodnich véel (Apis cerana), které dlouhodobé
a naprosto pfirozen€ odolavaji napadeni infekénimu onemocnéni varodzy zpiisobené klestiky.
Zapadni vcela A. mellifera vyjadiuje taktéz péci proti témto rozto¢im, av§ak v mensi mife nez

jeji asijsky proté&jsek (Pritchard 2016).

3.3.2.2 Hygienické chovani

Hygienické chovani se striktné tyka schopnosti kolonii zmirnovat choroby odstranénim
nemocnych nebo mrtvych jedincii z kolonie pfed tim, neZ se nemoc dostane do faze, kdy by
mobhla infikovat dalsi jedince nebo kdy by skiidci mohli zacit svoji reprodukci (Giuffre et al.
2017; Gerdts et al. 2018; Leclercq et al. 2018). Pokud vcely zaznamenaji moznou pficinu,
odkryji zavickovanou buiiku, kde se postizeny plod nachazi, a nasledné cely obsah odstrani.
Toto chovani je dédi¢né ziskané a poskytuje jistou prevenci pied Skiidci a vzniklymi chorobami,
jako je napiiklad mor vceliho plodu, zvépenaténi vceliho plodu, varrodza a virus

deformovanych kitidel (Toufailia et al., 2018).

3.3.2.3 Termoregulace

Udrzovani teploty ulu je zasadni pro zdravi a pieziti kolonie, zejména pokud jde o vyvoj
larev a kukel. Pro spravny vyvoj plodu se optimalni teplota zejména v misté plodisté pohybuje
okolo 32-36 °C. Tato teplota neni po cely rok konstantni, je udrzovana ptrevazné v obdobi
plodovani. Na vétSiné mist svéta, kterd veely medonosné obyvaji, se stfida rocni obdobi,
a dochazi tak kletnim 1 zimnim extrémnim teplotdm. Proto museji byt vceli kolonie
prizpusobivé, aby byly schopné piezit tyto teplotni vykyvy. Vzhledem k t¢émto faktorim ma
termoregulace u vcel veliky vyznam (Jones & Oldroyd 2006).
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V zimé, kdy je reprodukce vcelstva nejmensi, teplota hnizda klesa. Pokud by doslo
k poklesu pod optimalni teplotu, mohlo by to mit negativni dopad na celé vcelstvo. V nékolika
studiich bylo napiiklad zaznamenano, ze v takovych piipadech dochazi k poSkozeni mozku
a ktidel, a také byly pozorovany abnormality v chovani (Tautz et al. 2003; Groh et al. 2004).
Nikdy proto nesmi teplota véelstva klesnout natolik, aby ohrozila existenci kolonie.

Teplota veelstva je ve velké mife zavisla na teploté prostiedi. Pokud dojde k poklesu
vnéjsi teploty pod 10 °C, vcely vytvareji specialné termoregulacni seskupeni, tzv. chomac.
Béhem shlukovani dochazi k vibracim letovych svali vcel, ¢imz se produkuje teplo. Vely,
které jsou na vngjsi stran¢ chomace, teplo neprodukuji, pouze ho pfijimaji, aby neprochladly.
Svym postavenim vytvaii totiz dulezity izola¢ni obal. Diky této povrchové vrstvé se teplota
uvniti jadra pohybuje kolem 33 °C a na povrchu mezi 6-12 °C (Doke et al. 2015). Naopak,
pokud je potieba teplotu Ulu snizit, dé€lnice obyvajici vstupy do hnizda jsou schopné velmi
ucinné vétrat pomoci kiidel, kterymi kmitaji (Simone-Finstrom et al. 2014). Termoregulace
v n¢kterych piipadech napomahd také pifi obrané proti parazitim, konkrétné proti houbé
Ascosphaera apis, ktera je citliva na teplotni vykyvy. Tato paraziticka houba je ptivodcem
larvalni choroby, pfi niz dochazi ke zvapenaténi véeliho plodu. Houba se $iii pomoci spor, které
jsou pozivany v&elimi larvami, v jejichz strevech kli¢i. Aby vznikla zminéna nemoc, musela by
teplota larev klesnout na 30 °C. Po vystaveni spory véely okamzité kolektivné zvysuji teplotu
na hiebenech véelich plodi. Vytvaii tzv. socialni horecku, ktera efektivné zabranuje kliceni
parazitické houby (Starks et al. 2000). Studie Simone-Finstrom et al. (2014) také upozoriuje
na to, ze teplotni horecka je zejména ovlivnéna okolnimi teplotnimi podminkami, a pro jeji
vznik je potieba dostatetné mnozstvi pfijatého nektaru. Touto studii bylo prokazano, ze
S vy$s§im piijmem sacharozy se po 12 hodinach zvedne teplota zhruba o 2 °C. K tomu, aby bylo
dosazeno pozadované teploty v ulu, je zapotiebi, aby vcely pracovaly na termoregulaci

spole¢né (Simone-Finstrom et al. 2014).

3.3.2.4 Vyuziti antimikrobiélnich latek z prostiedi

Jednou z forem socialni imunity vcelich kolonii je sbér antimikrobialnich latek
z prostiedi. Témito latkami se rozumi rostlinné pryskyfice, které jsou vcelami sbirany
a vyuzivany ve véelim tilu jako propolis (Simone-Finstrom et al. 2017). Ulové véely, které jsou
pfizpusobeny ke zpracovani takto nasbiranych latek, zpracovavaji pryskyfice tak, ze k nim
pridavaji pyl, vosk a enzymy (napi. B-glukosidaza). Vznikla pryskyticna latka je znama svou
antimikrobialni aktivitou proti fad¢ bakterialnich, houbovych, virovych i lidskych patogenii

(Sforcin 2016). Vceli kolonie shromazd’uji pryskyfice z né€kolika rostlinnych zdroji, ackoliv
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pravdépodobné existuje zdrojova veérnost pro jednotlivé véely (Wilson et al. 2013). Proto, aby
byla zesilena antimikrobidlni aktivita, pryskyfi¢né zdroje jsou véelami michany a utvareji tak
extrémné slozitou smes, proti které maji nachylni parazité a patogeny potize se svym rozvojem
rezistence. Studie Drescher et al. (2014) zaznamenala, Ze i kdyz nékteré zdroje jedné pryskytice
mohou byt u¢inné proti jednomu typu parazitu nebo patogenu, pokud jsou zdroje smiSené, maji
celkové mnohem vyssi Gi¢innost (Drescher et al. 2014). Sesbirané pryskyfi¢né latky pouzivaji
véely ve formé propolisu k vyhlazeni vnitinich stén svého hnizda, utésnéni otvort ve svych
plastvech tak, aby byla udrzovéana teplota i vlhkost vnitiniho prostiedi, a také tuto latku
vyuzivaji k pokryti mrtvych vetielet, ktetfi zemteli uvniti Glu, a zabranuji tak jejich rozkladu
(Toreti et al. 2013). Propolis také ochranuje kolonii pied nemocemi pravé kvili své antiseptické
ucinnosti a antimikrobialnim vlastnostem (Salatino et al. 2005). Podle dikazu studie Niu et al.
(2011) muze propolis bohaty na flavonoidy a fenolické slouceniny snizit u¢inky mykotoxind
produkovanych houbami, naptiklad druhem Aspergillus (Niu et al. 2011). Dalsi studie, Simone
at al. (2009), ktera se zabyvala touto tématikou, potvrdila, Ze s rostoucim mnozstvim propolisu
ve v¢elim hnizd¢ se bakterialni zatéz snizuje (Simone et al. 2009). Studie Borba et al. (2015)
na toto téma navazala a zjistila, ze zvySujicim pifijmem pryskyfic dochazi i ke snizeni
energetickych nakladi spojenych S udrzovanim uc¢inného imunitniho systému. Konkrétné
dochazi ke snizeni gentl pro antimikrobialni peptidy abaecin a hymenoptaecin (Borba et al.
2015). Imunitni systém je totiz nejnakladnéj$im fyziologickym systémem hmyzu. ZvySena
imunitni reakce mize vést ke snizeni produktivity kolonie medonosnych vcel. Proto u véel
pozorujeme behavioralni mechanismy socialni imunity, které snizuji aktivaci individualniho

imunitniho systému proti nezadoucim mikroorganismim (Simone-Finstrom et al. 2017).

3.3.3 Externi fyzikalni bariéry

Fyzikalni bariéry jsou prvni obrannou linii véel, ktera zabranuje vstupu infekénim zastupciim
do télni dutiny. Tyto fyzikalni bariéry zahrnuji exoskeletovou kutikulu a peritrofickou

membranu, kterd lemuje travici trakt (Antinez et al. 2009).

3.3.3.1 Peritrofickd membrana

Epitelovou tkan stfedni casti stfeva lemuje tvz. peritrofickd membrana, kterd
znesnadnuje prinik nezddoucim patogeniim skrz sténu stfeva do traviciho traktu. Jeji zdkladni
stavebni jednotkou je polysacharid chitin, ktery je tvofen N-acetyl-D-glukosaminem. Dale

membranu tvoii sekretované glykoproteiny. Peritrofickd membrana je u vcely pfitomna od
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samého zacatku vyvoje larvy a s vékem pfibyva na objemu. Tato membrana je soucasti
fyzikalni bariéry slouzici prvotné pro ochranu véel. Pokud je vSak vceli larva napadena
samotnym parazitem, membrana neni dostate¢né silna k tomu, aby zamezila vstupu
cizopasnikiim. Naptiklad patogenni grampozitivni ty¢inkovita bakterie P. larvae ma vyvinuté
enzymatické chitinazy, které postupné degraduji polysacharidovou membranu. V takovém
ptipad¢ zacné veela vyuzivat obranné mechanismy z dalsich linii (Garcia-Gonzalez & Genersch
2013).

3.3.3.2 Kutikula

Cely povrch téla pokryva vicevrstva strukura, zvana kutikula (Elias-Neto et al. 2009).
Tento nebunéény obal vznikl vchlipenim ektodermu a tvoii vnéj$i kostru téla vcel,
tzv. exoskelet. Kutikula je svym sloZenim stejna jako peritroficka membrana na povrchu stieva.
Nejvice je zastoupena chitinem, ktery je dale zpevnén sklerotizaci, coz je proces, pii kterém se
ukladaji vzajemné prokiizené bilkoviny, a inkrustaci — ukladani anorganickych latek (Andersen
et al. 1996). Kutikula pfedstavuje velice odolnou vnéjsi vrstvu, ktera neni rozpustna ve vodé
ani v organickych rozpoustédlech. U vcel se tvori dvoji typ kutikuly. Na povrchu nachazime
pevné a velice tvrdé platky, které jsou oznacovany jako sklerity. Naopak blanka, ktera tyto
platky propojuje, intersegmentalni membrana, je meékka a dostate¢né pruzna k tomu, aby
umozinovala roztaznost zadecku, jehoz velikost je ovlivnéna obsahem ¢i velikosti organt
(Danihlik et al. 2017).

Exoskeletova kutikula je produkovana pokozkou (epidermis), ktera ji tvofi, a dokonce
1 vyzivuje. Celkem rozliSujeme tii vrstvy kutikuly. Vné&jsi a nejvice odolnou vrstvu predstavuje
epikutikula, kterd obsahuje lipoproteinovy komplex zvany kutikulin. Tato vrstva neobsahuje
zadny pigment, proto je bezbarvad. Oproti tomu druha vrstva, exokutikula, je pigmentovana
Vv zavislosti na obsahu pigmentu melaninu. Tteti vrstva, endokutikula, se objevuje v mistech
intersegmentalnich membran. Je stejné jako vnéjsi vrstva bezbarva (Elias-Neto et al. 2009).

Kutikula plni fadu funkci. Kromeé toho, Ze udrzuje tvar téla, chrani vnitini organy, je
sidlem smyslovych organti a upinaji se na ni svaly, tvofi prvni bariéru imunity jedince tim, ze
podobné jako peritrofickd membrana zamezuje prinik patogenti. Také je zodpovédna za ztraty

¢i vnikani vody do téla (Danihlik et al. 2017).
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3.4 Mikrobiota traviciho traktu véel

Specializovana stfevni mikrobiota vcel medonosnych je velice podobna té savei, nebot’
ob¢ jsou slozeny z fakultativné anaerobnich ¢i mikroaerofilnich bakterii, které jsou
ptizptisobeny k uréitému souziti s hostiteli. Vc¢eli mikrobiota je v porovnani se savci
jednodussi, nebot’ ve stievnim prostfedi dominuje pouze devét bakterialnich druhti se shodnou
16S rRNA s >96 % (Moran et al. 2012).

Pét hlavnich fylogenetickych skupin bakterii je vSudyptitomnych u v§ech druhti véel po
celém svéte, a dokonce se mohou vyskytovat i u ptibuznych vcelich druht, jako je naptiklad
¢melak (Bombus spp.) Dvéma hojné zastoupenymi gramnegativnimi druhy jsou bakterie
Snodgrassella alvi a Gilliamella apicola, zastupci kmene Proteobacteria (Kwong & Moran
2013). Mezi grampozitivni bakterie patfi dva druhy kmene Firmicutes oznacované jako
Lactobacillus Firm-4 a Lactobacillus Firm-5 (Martinson et al. 2011). Zna¢né se vyskytuje
i zastupce kmene Actinobacteria, Bifidobcterium aseroides (Raymann et al. 2017). DalSimi,
mén¢ pocetnymi a také méné pievladajicimi fylotypy jsou Frischella perrara, Bartonella apis,
Parasaccharibacter apium (Apha2.2) a skupina oznaéena jako Alpha2.1. Tito zastupci kmene
Proteobacteria se nachazeji pouze na ur¢itych mistech ve stieve nebo se vyskytuji mimo travici
trakt, v prostiedi lu. Proto je jejich Cetnost ve srovnani s hlavnimi bakterialnimi druhy nizsi
a u n¢kterych druhti véel mohou zcela chybét. Tyto Ctyfi druhy bakterii spolecné s hlavnimi
fylogenetickymi skupinami tvoti zakladni stfevni mikrobiotu v¢el (Tab. 1) (Kwong & Moran
2016; Raymann & Moran 2018).

27



Tabulka 1: Stievni mikrobiota v¢el medonosnych. Prvnich osm je dominantnich klastrti v zadni ¢asti

stieva dospélych délnic (Moran 2015).

Druhy bakterii DalSi oznaceni Bakterialni trida Prn,navrn’l Hostitel
(kmen) umisténi

Gilliamella apicola Gammal Gammaproteobacteria Stredni ¢ast, Apis spp.,
tenké stievo Bombus spp.

Frischella perrara  Gamma2 Gammaproteobacteria  Zaludek, tenké ~ A. mellifera
stfevo

Snodgrassellaalvi  Beta Betaproteobacteria Tenké stievo Apis spp.,

Bombus spp

Lactobacillus Firm-4 Firmicutes Kone¢nik Apis spp.,

mellis, L. mellifer Bombus spp

Lactobacillus Firm-5 Firmicutes Tenké stievo, Apis spp.,

helsingborgensis, konec¢nik Bombus spp

L. melliventris, L.

kimbladii

Bifidobacterium Bifido Actinobacteria Koneénik Apis spp.,

asteroides, B. Bombus spp

actinocoloniiforme,

B. bohemicum

Alpha2.1 Bartonellaceae Alphaproteobacteria  Pusobici rizné  A. mellifera

Parasaccharibacter Alpha2.2, Alphaproteobacteria  Stieva larev, Apis spp.,

apium Acetobacteraceae medny vadek, Bombus spp
nektar, med, 1l

Lactobacillus Firmicutes Stfeva larev, Apis spp.,

kunkeei medny vacek, Bombus spp

nektar, med, 1l

Jak uz bylo zminéno, kazdy druh ma své vysoce specializované misto ve stfevé. Jen
malo bakterii se nachdzi v pfedni Casti stfeva, konkrétné v medném vacku, ktery je vyuzivan
pro skladovani a piepravu nektaru, pro krmeni larev a produkci medu (Martinson et al. 2012).
Maly pocet bakterii se vétSinou sklada z druhd, jako jsou naptiklad Lactobacillus kunkeei
a Parasaccharibacter apium, pro které je typické osidlovani nektaru a Glu a nevadi jim
atmosférické koncentrace kysliku (Kwong et al. 2017). Ani stfedni ¢ast stieva netvoii mnoho
zastupct bakterii. Tuto ¢ast tvoii Zaludek a je vyuZzivéana pro traveni a vstiebavani potravy, tudiz
neposkytuje stabilni substrat pro kolonizaci bakterii (Raymann & Moran 2018). Nejvétsi
bakterialni zastoupeni se nachazi az v zadni &asti stfeva. Zde kolonizuje 108-10° bakterialnich

bunék, které tvoii >99 % celkového poctu bakterii (Martinson et al. 2012). Zadni cast je
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rozdélena do dvou oddélenych oblasti, tenké stfevo a konecnik. V tenkém sttevu dominuji
hlavni gramnegativni fylotypy proteobakterii: Snodgrassella alvi a Gilliamella apicola.
Spole¢né tyto bakterie zasahuji az do vratniku (pylorus), ktery dominantné osidluje
proteobakterie Frischella perrata (Engel et al. 2015). Kone¢nik je misto, ve kterém se nachazeji
grampozitivni bakterie: Lactobacillus Firm-4 a Lactobacillus Firm-5 a také zastupce
bifidobakterii Bifidobcterium asteroides. Oba druhy laktobacili mohou byt nalezeny také

v lumenu tenkého stieva, nejvice se vSak vyskytuji v rektalni oblasti (Obr. 7) (Martinson et al.
2012).

[0 Bartonella apis
Parasaccharibacter apium
[ Frischella perrara

[ Snodgrassella alvi

D Gilliamella apicola

[T Bifidobacterium spp

O Lactobacillus Firm-4

[] Lactobacillus Firm-5

[[] Ostatni

a: relativni mnozstvi

| JLIL

Medny vacek: Stredni ¢ast streva: Tenké strevo: | |
malo bakterii malo bakterii, ¢asto S. alvi, Koneénik:
z nektaru a Ulu vstupuji do vratniku G. apicola, L Firm-4.a L. Firm-5
Vvratnik: kolonizovan | L. Firm-4 a Bifidobacterium spp.
F. perrara L. Firm-5

| |
Zadni cast streva

Obrazek 7: SlozZeni a prostorové usporadani bakterialnich spolecenstev ve stievé véel (Kwong &

Moran 2016).
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Pienos bakteridlnich druhti probihd u véel prostfednictvim socidlnich interakci mezi
hostiteli (Martinson et al. 2012; Powell et al. 2014). Nové vceli larvy nemaji ptirozené zadné
bakterialni zastoupeni, jsou ale krmeny délnicemi (nejprve mateii kasickou, potom medem,
nektarem a pylem) béhem celého vyvoje. Tento druh socidlni interakce je oznacovan jako
trofalaxe, diky které ziskavaji vceli larvy dulezité mikrobiotické zédstupce, naptiklad kmeny
Firmicutes (zastupci laktobacili) a Proteobacteria (zastupci gammaproteobakterii) (Hroncova
et al. 2015). Jaké bude bakterialni sloZeni ¢i jejich mnozstvi, zalezi zejména na stavu kolonie
a zpusobu stravovani. Behem metamorfozy, kdy se z larev stavaji kukly a poté dospélé vcely,
zanika dosavadni stfevni vystelka a spole¢né s ni zanikd i ziskand mikrobiota. Proto Cerstvé
vylihlé v¢ely stievni komunitu témét postradaji nebo vykazuji pouze malé mnozstvi, kterému
dominuji pouze bakterie z prostiedi. Avsak jiZ tfeti den véeli stfevo osidluje >10" bakterii
zZ charakteristickych druhti stfevni mikrobioty a tenké stievo i konecnik zacinaji vykazovat
,hormalni bakteridlni slozeni. Az tésné pred prvnim vylétnutim, zhruba 6.—8. den, ziskava
véela kompletni mnozstvi stfevnich bakterii (Obr. 8). Dospélé délnice maji relativné stabilni
soubor bakteridlnich druhli ve stfevé. Nicméné 1 zde se setkdvame s rozdilnymi podily. Tento
rozdil mize byt dan v€kem, geografickou oblasti, ve které se spolecenstvo nachazi, sezénnimi
posuny nebo vykonavanou funkci v ramci jedné kolonie (Kwong & Moran 2016; Raymann
& Moran 2018).

Dominantni stievni bakterie
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Obrazek 8: Vyvoj véeli stfevni mikrobioty od larvalniho obdobi po dospélce (Kwong & Moran
2016).

Kromé ¢etnych délnic se ve vEelim hnizd€ nachazi i jedna kralovna a n€kolik vcelich
samcl, zvanych trubci, ktefi maji bakterialni sestavu oproti délnicim odlisSnou. Stieva vceli
kralovny maji typické zastoupeni bakterii z Celedi Acetobacteraceae, ktera zahrnuje
Parasacchaaribacter apium a Apha2.1. Rozdilné zastoupeni bakterialnich linii je zptsobeno

jedinecnou fyziologii a odliSnou stravou kraloven, které se zivi vyhradné mateti kaSi¢kou.
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Trubci maji slozeni stievni mikrobioty podobné jako dé€lnice, jen je zde zaznamenana vyssi
Cetnost Lactobacillus spp. z kmene Firmicutes (Obr. 9) (Hroncova et al. 2015; Kapheim et al.
2015).

Reprodukéni kasty Dominantni strevni bakterie

Kralovna

Acetobacteraceae, P apium,
Lactobacillus Firm-4 a
Lactobacillus Firm-5

Trubec

Lactobacillus Firm-4 a
Lactobacillus Firm-5

Obrazek 9: Dominantni bakterialni druhy osidlujici travici trakt véeli kralovny a trubcti (Kwong

& Moran 2016).

Vznik symbiotickych bakteridlnich linii nemusi byt zavisly pouze na vykonu trofalaxe,
tedy péci o plod, nebo vzajemném krmeni. DalSim zpisobem, jak ziskavaji vCely potfebnou
mikrobiotu je pomoci fekaln&-ordlni cesty. Tou se pienaSi predevSim bakterie jako
Snodgrassella alvi, Gilliamella apicola nebo Frischella perrara. Dalsi ¢lenové stievni
komunity mohou byt ziskavani kontaktem se slozkami z ulu, které byly v nedavném kontaktu

se zivymi v¢elami (Powell et al. 2014b; Kwong & Moran 2016).

3.4.1 Mikrobiota jako prevence proti véelim nemocem

V poslednich letech, kdy bylo zaznamenano vysoké mnoZzstvi Gmrtnosti vcel, se
ukazuje, ze stfevni mikrobiota ma nezanedbatelny vliv na obranyschopnost tohoto socialniho
hmyzu. V dasledku toho, Ze jsou v€ely vystavovany stresovym situacim (napf. ztrata
ptirozenych stanovist’ a potravy, kontakt s chemickymi latkami a antibiotiky), se postupné méni
jejich imunitni funkce, metabolismus a také jejich sttevni mikrobiota, ktera je pro vcely tak
dulezita (Obr. 10). Mikroorganismy ve stfevech mohou svym hostitelim pfispét napiiklad tim,
ze jim pomahaji pii traveni potravy a detoxikaci Skodlivych latek, zajistuji esencialni ziviny
a Castecné chrani véely pfed moznymi patogeny a parazity, coz je ukon, kterym je regulovan

vyvoj a imunita jedince (Engel & Moran 2013; Kwong & Moran 2016).
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Obrazek 10: Vystaveni stresovym faktortim a jejich dopad na véelu medonosnou (Raymann & Moran
2018).

Pro vcelu medonosnou je typickd stievni mikrobiota skladajici se z deviti
fylogenetickych skupin. Kromé téchto symbiotickych linii se vcela setkdva i s nezadoucimi
mikroorganismy, které se konkretizuji na travici trakt hostitele. Sem se fadi prevazné bakterie
z Celedi Enterobacteriaceae, véetné Hafnia, Enterobacter, Klebsiella a Serratia. Jedna se

Mrve

0 patogeny, které zapii¢inuji thyn mnoha vcel (Tab. 2). Infikované vcely Casto opoustéji ul,
aby zemfiely mimo své hnizdo, a nedochazelo tak k rozsifeni patogent. Proto jsou na tyto
nezadouci mikroorganismy vice nachylné zimni véely, které béhem zimy neopousti 0l (Burritt

et al. 2016).

Tabulka 1: Pokusy demonstrujici ilohu mikrobiomu v ochrané vcel proti patogenim (Raymann &
Moran 2018).

Patogen Hostitel Zpisob infekce Ochrana
Paenibacillus Apis mellifera Pi{jem potravou = Smés BMK

larvae

Lotmaria passim  Apis mellifera Pfijem potravou  Snodgrassella
Serratia Apis mellifera Piijem potravou Celd komunita
marcescens

Escherichia coli  Apis mellifera Injekéné S. alvi a G. apicola

32



Jakou ochrannou roli skute¢né piindsi sttevni mikrobiom, zkoumalo nékolik védeckych
studii. Jednou znich byla studie Kwong et al. (2017), ktera zkoumala bakterii E. coli,
zpusobujici infekci hemolymfy vcel. VEely, které mély kompletni mikrobidlni stfevni sestavu,
odstranily z hemolymfy vice neZzadoucich bakterii, a dokonce u nich bylo prokazano vétsi
mnozstvi antimikrobialniho peptidu apidaecinu (Kwong et al. 2017). Studie Emery et al. (2017)
provadéla pokusy s gastrointestinalni bakterii vratniku Frischella perrara, ktera je
pravdépodobné zodpovédna za tvorbu fenotypového ,,strupu®. Je mozné, ze tvorba tohoto
tmave zbarveného utvaru, ktery vytvari tenky pruh ve vratniku, je vysledkem melaniza¢ni
reakce hostitele. Melanizace i1 tvorba antimikrobidlniho peptidu je jednou z odpovédi
humoralniho imunitniho systému (Emery et al. 2017). Piestoze se vétSina studii zaméfuje na
dospélé délnice, existuji studie, které zkoumaly potencidlni interakce stfevnich mikrobiomu
s larvalnimi patogeny. Témi nejcastéj$imi jsou Paenibacillus larvae, zptisobujici onemocnéni
mor v¢eliho plodu, a Melissococcus plutonius, ktery dava vzniknout nakaze nazyvané hniloba
véeliho plodu. Studie Forsgren et al. (2010) konstatovala, ze fylotypy Lactobacillus
a Bifidobacterium, bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK), vykazuji silné inhibi¢ni u¢inky na rust
P. larvae a mohou do jisté miry zabranit rozvoji ptiznaki onemocnéni moru véeliho plodu
u infikovanych larev véel medonosnych (Forsgren et al. 2010). Stejné tak i studie Burritt et al.
(2016) potvrdila pozitivni u¢inky BMK proti M. plutonius (Burritt et al. 2016).

3.4.2 Faktory ovliviiujici mikrobiotu vcel

Stejn¢ jako vSechna zvifata ma 1 vcela medonosnd rGznorodou komunitu
mikroorganismi, ozna¢ovanou jako mikrobiom. Ten je mnohdy zodpovédny za aktivitu véel,
nebot’ pravé symbiotické mikroorganismy jsou klicovym faktorem ovliviiujicim zdravi
hostitele (Engel et al. 2016). Zvlast¢ stievni mikrobiota hraje dulezitou roli v metabolismu,
imunitni funkci, ristu a vyvoji, ale také v ochran¢ proti nezadoucim patogenim (Raymann &
Moran 2018). Avsak od roku 2006 zaznamenavame, ze kolonie véel medonosnych trpi vysokou
umrtnosti. Zda se, Ze zhorSeni zdravi v¢el prameni z né¢kolika pfi¢in, v€etn€ chemickych toxinl
a Spatné vyzivy, coz muze byt disledkem ztraty ptivodniho prostiedi ¢i stanovisté. DalSim
klicovym faktorem muze byt pohyb virovych, bakterialnich a eukaryotickych patogenti mezi
jednotlivymi zastupci rodu Apis, které u véel vyvolavaji zavazna onemocnéni. (Kwong &

Moran 2016).
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3.4.2.1 Vliv prostiedi a stanoviste

Nedavné ztraty v¢elich kolonii v celosvétovém méfitku vyzaduji jak hlubsi pochopeni
patogennich a vzajemnych slozek mikrobialnich spoleCenstev tohoto ekologicky
a ekonomicky dulezit¢ho opylovace, tak je i zapotfebi najit konkrétni souvislosti mezi
prostiedim a mikrobialni komunitou, ktera hraje dulezitou roli ve zdravi v€el. Nedavna studie
Jones et al. (2018) provadéla pokusy na 36 vcelich koloniich, které byly chovany ve dvou
odlisnych typech krajiny po dobu 6 tydnii. Prvnim typem krajiny bylo pole fepky olejné
(Brassica napus) a druhym typem byla krajina, ktera se nachazela v dostate¢né vzdalenosti od
zminéné rostliny. Testovalo se tedy na krajinnych typech, nikoliv mezi jednotlivymi lokalitami.
Stievni mikrobiota dospélych véel ze zkoumanych kolonii byla pak charakterizovana
a porovnavana na zakladé ¢asti sekvence genu 16S rRNA. Konkrétné€ bylo zjisténo, ze nékteré
taxony pattici k dominantnim ¢lentim vceli sttevni mikroflory jsou rozdilng zastoupeny u véel,
které byly odebrany z ult v blizkosti poli s fepkou olejnou, a u véel, které k této plodin¢ mély
delsi vzdalenost. Nizsi podil mikrobialniho zastoupeni mél u dospé€lych vcel osidlujicich fepku
olejnou zejména rod Bartonella apis ze skupiny bakterii Alfaproteobakterie. Tento druh ma
vice jak 95% sekvenéni podobnost rRNA s jinymi druhy rodu Bartonella, které jsou skupinou
sav¢ich patogent prenaSenych krevsajicimi ¢lenovci (Kesnerova et al. 2016; Jones et al. 2018).
Dale B. apis koduje geny, které se mohou podilet na degradaci sekundarnich rostlinnych
metaboliti (Segers et al. 2017). Oproti tomuto zjisténi taxony fadici se do stejné tiidy jako
B. apis (Alfaproteobakterie) mely své zastoupeni vétsi u vcel na fepce nez u véel ve velké
vzdalenosti od ni. Stejné tomu tak bylo i se zastupcem Aplha2.1, ktery se vyskytuje pifevazné
ve stievech dospélych vcel, ale také v nektaru, pylu, materidlech tvofici ul a ve v€elich larvach.
Zastoupeni Alpha2.2 bylo nizké v celkovém spolecenstvu délnic, nebot’ tato bakterie je
specificka hlavné pro mladé tlové vcely, které krmi plody mateii kasickou. Tyto taxony také
vykazuji pozitivni vliv na preziti larev vcel medonosnych (Corby-Harris et al. 2014). Celkové
tyto vysledky naznacuji, Ze prostiedi, kterému jsou vcely vystaveny, vcetné¢ ekologickych
rozdili mezi jednotlivymi lokalitami, mize ovlivnit jejich mikrobidlni komunitu, zejména
relativni hojnost nékterych klicovych taxont. Zaroven tato studie uvadi, Ze budouci laboratorni
vyzkumy jsou nezbytné pro pochopeni toho, co konkrétné ovliviiuje tyto rozdily (Jones et al.
2018).
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3.4.2.2 Vliv stravy

Substraty stievnich bakterii pochazeji prevazné ze stravy hostitele. Proto slozeni
a metabolicka aktivita stfevni mikroflory je v prvni fad€ ovlivnéna piijmem potravy (Ley et al.
2008; Conlon & Bird 2015). Pfenos mikrobi je usnadnén specializovanymi socialnimi kontakty
mezi hostitelskymi jednotlivci, coz podporuje udrzovani mikrobialnich seskupeni. Diky
specializovanému chovani, jako je pfenos potravy mezi ¢leny komunity, si vCela zachovava
svoji stievni mikrobiotu. Tyto uzké socialni kontakty pomahaji prenaset uzitecné mikroby mezi
¢leny vcelich kolonii (Koch et al. 2013; Powell et al. 2014b). Spolecensky kontakt usnadni
roz§ifovani nejen prospésnych mikrobu, ale bohuzel i téch patogennich (Engel et al. 2016). Po
poziti potravy v¢elou za G¢elem vyzivy nasleduje velice slozity proces traveni. K tomu, aby
byla v§echna pfijata potrava zpracovana, je zapotiebi vyuziti travicich enzymd, které se obvykle
tvoii ve stiedni Casti stieva a v mnoha ptipadech jsou obsazeny i ve slinach. V hlavé se
nachazeji hypofaryngealni zlazy, které jsou charakteristické pro rod Apis. Tyto specializované
zlazy maji funkci sekrecni a podileji se na zpracovani a distribuci vyzivy vcelich kolonii.
Vytvéii naptiklad enzym B-glukosiddzu, ktery usnadiuje pfeménu kvétového nektaru na med
(Costa & Cruz-Landim 2005). Létavky (dosp€lé dé€lnice) shromazd’uji kvétovy nektar jako
hlavni zdroj sacharidi kolonie, kdezto pyl jim slouzi jako zdroj rozmanitych sacharidu,
aminokyselin, lipidd a vitamint (Ricigliano et al. 2017).

Stejné jako u savcl nebo termitd vEétSinou substratl zpracovavanych vceli mikroflorou
jsou nestravitelné slouCeniny, které prochazeji skrz travici trakt az do zadni ¢asti stteva, kde se
nachazi nejvice bakterii. Takové slouceniny zahrnuji rostlinné metabolity z rozpadu pylu, jako
jsou naptiklad o-hydroxykyseliny, fenolamidy a flavonoidni glykosidy (Kesnerova et al. 2017).
Pyl se nejprve travi ve stfedni ¢asti stfeva, konkrétné v zaludku, kde je hladina bakterii pomérné
nizka (Cane & Roulston 2000). Zde hostitel vstiebava ptistupné slouceniny z pylu, jako jsou
jednoduché sacharidy (glukoza nebo fruktoza) a aminokyseliny (Crailsheim 1990). Nestravené
pylové zbytky vstupuji dale do zadni ¢asti stieva, kde je hustota bakterii daleko vyssi. Tyto
bakterie se tak dostavaji do styku napiiklad s nukleosidy, karboxylovymi kyselinami (citrat,
malat a fumarat) a aromatickymi slou¢eninami. Zadni kone¢nik pak osidluji tfi nejdilezitejsi
druhy bakterii Firm-5, Firm-4 a Bifidobacterium asteroides. Jedna se o bakterie, které
metabolizuji hlavni slozky z pylové stravy, véetné flavonoidd, fenolamidi a m-hydroxykyselin.
Metabolicka aktivita mikrobioty vede k akumulaci fermenta¢nich produktti a meziproduktt
degradaci aromatickych slouc¢enin. Kromé toho se zda, Ze stfevni symbiont Bifidobacterium

asteroides zvysuje produkci nékolika hostitelskych metabolitti, jako jsou derivaty mladistvych

35



hormoni a prostaglandint, které maji klicové funkce v imunité a fyziologii véel (Kesnerova et
al. 2017).

Viela medonosna ptijima stravu bohatou na sacharidy. Aby mohlo dojit k hydrolyze
glykosidickych vazeb téchto komplexnich sloucenin, je vceli organismus navic vybaven
hypofaryngedlnimi Zzlazami, jejichz produkci jsou enzymatické glykosidové hydrolazy
(Takewaki et al. 1980; Nishimoto et al. 2001). Létavky maji na svych koncetinach ochlupeni,
na které se jim zachycuji po pfeletu nad kvéty pylova zrna. Takto zachyceny pyl si dospélé
dé€lnice pred vletem do lu upravi tak, ze k sesbiranému mnozstvi piidaji obsah medného vacku
a svych zlaz a vytvoii tzv. pylové rousky. Pyl, ktery je takto upraven, vytvari konzervacni
prostiedi s minimalnim poc¢tem bakterii. Navic véely medonosné preferuji konzumaci pouze
Cerstvé sesbiraného pylu (Anderson et al. 2014; Carroll et al. 2017). Glukdza a leucin, piedni
sloZky pylu, jsou absorbovény v piednich dvou tfetindch ptedni Césti stieva hostitele, coz
naznacuje, ze zde probiha konecna faze traveni pylu. Na zaklad€ védeckych analyz byly aktivni
sacharidové enzymy kodovany vceli stievni mikroflérou a byly pfifazeny k bakteridlnim
kmenim Lactobacillus, Bifidobacterium a Gammaproteobacteria (Engel & Moran 2013).
Metabolismus sacharidii stfevni mikroflory zahrnuje mnoZstvi glykosidovych hydrolaz
(B-glukosidaza a B-galaktosidaza), které mohou puisobit synergicky s hostiteli nebo s travicimi
enzymy k uvolnéni mono, di a oligosacharid (Zheng et al. 2016). Napiiklad B-glukosidaza,
kterd ma pozitivni vztah s hladinami enzymi B-xylosidéza, B-fukosidaza a B-arabinosidéza, je
zasadné produkovana hypofaryngealnimi zlazami a béhem krmeni se vylucuje do tst, odkud je
nasledné s potravou pfemisténa az do stfedni Casti stieva. Tyto vysledky naznacuji, Ze vceli
B-glukosidaza rozstépi dalsi koncové monosacharidy, véetné xylozy, fukozy a arabindzy, které
jsou toxické pro véely medonosné (Ricigliano et al. 2017). Kromé traveni sacharidt mohou
jmenované enzymy hydrolyzovat i B-lykosidy. Rostlinné fenolické glykosidy jsou pievazné
potravinové slozky obsahujici glukézu, galaktézu, xylozu, arabindézu a zbytky mandzy
(Pyrzynska & Biesaga 2009). Sttevni mikrobiom muize byt povazovana za samostatny organ
s vlastnim metabolizmem, schopnym zpracovavat nestravitelné potraviny a produkovat latky,
které prospivaji hostiteli. Je mozné, Ze synergismus mezi hostitelskymi a mikrobialnimi
sacharolytickymi procesy mtize ziskat energii z jinak nestravitelnych nebo toxickych sacharidi
ve form¢ bakterialnich fermentac¢nich produktd, jako jsou mastné kyseliny s kratkymi fetézci.
Takova funkce mize byt vyznamna béhem zimniho obdobi, kdy nestraveny pyl zustava
v kone¢niku po mnoho mésict (Ricigliano et al. 2017).

Stfevni bakterie také tvaruji fyzikalné—chemické podminky ve stfevé, snizuji pH

a hladinu kysliku. Periferni rezidentni bakterie diky spottebé kysliku vytvareji anoxické
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prostiedi (bez kysliku), které je nezbytné nutné pro mikrobialni aktivitu. Kromé toho stievni
bakterie produkuji mastné kyseliny s kratkymi fetézci, pfi¢emz hlavnimi metabolity jsou acetat,
laktat, sukcinat a propionat, stejné jako ve stievech ¢lovéka a jinych zvitat (Zheng et al. 2017).
Aktivni fermentaci téchto kyselin dochazi k poklesu pH. Zvlast¢ v tenkém stievu
Studie Zheng et al. (2017) zkoumala jednotlivé sloZzeni metabolitd vzniklych fermentaci
mastnych kyselin s kratkymi fetézci a zjistila, Ze vtenkém stfevu a V kone¢niku je
prevladajicim fermentaCnim produktem acetat, ktery stejné tak prevlada i v lidském stievu
(Zheng et al. 2017). Prokazalo se, ze acetat zvySuje funkci stfevni epitelialni bariéry (Fukuda
et al. 2011). V tenkém stievu byl zaznamenan i nalez kyseliny galakturonové, coz je hlavni
slozka pektinu. Tento nalez naznacuje, Ze pomoci stievnich bakterii dochazi k degradaci tohoto
polysacharidu a potvrzuje se tak piitomnost genli kodujicich enzymy, které se zamétuji
na polysacharidy pylovych stén (Engel et al. 2012; Zheng et al. 2017). Vysoka konzistence ve
sttevni mikrobiot¢ naznacuje, ze existuje vzajemny vztah mezi hostitelem a alespon nékterymi
druhy mikrobialni komunity. Studie Kakumanu et al. (2016) potvrdila, ze stfevni mikrobiota

ma uzite¢nou roli ve vyzivé a traveni (Kakumanu et al. 2016).

3.4.2.3 Vliv chemickych latek

Béhem poslednich n¢kolika desetileti byl zaznamenan vyrazny pokles vcel a jejich
kolonii. K tomuto poklesu piispivd mnoho faktorti, avSak nejvétsi hrozba je prisuzovana
patogentim a chemickym latkam, kterymi jsou zejména pesticidy (Kakumanu et al. 2016). Do
skupiny pesticidil se fadi 1 specialni skupina neonikotinoidii. Tyto latky se pouZzivaji od pocatku
se nejcastéji pouzivaji pro ochranu mladych rostlin proti bylinozravému hmyzu. V pylu
a nektaru oSetfenych plodin se vSak mohou objevit detekovatelné zbytky téchto latek, které
mohou mit pro opylovace subletalni ucinky (Balfour et al. 2017). Masova umrtnost
medonosnych v¢el nastala ve Francii v 90. letech 20. stol., kdy doSlo k zavedeni dvou
zemédé€lskych insekticidl: imidaklopridu a fipronilu. Imidakloprid je neonikotinoidni pesticid,
ktery narusuje nervovy systém hmyzu tim, ze plisobi na receptory nikotinového acetylcholinu.
Fipronil je insekticid na bazi fenyl-pyrazolu, ktery pusobi na receptory kyseliny
gama-aminomaselné (GABA) (Matsuda et al. 2001; Law & Lightstone 2008). Ze studie Holder
et al. (2018) vsak vyplyva, ze imidakloprid neni schopen zpiisobit masovou umrtnost vcel,
nebot’ neonikotinoidni zbytky, které se zachyti v nektaru a pylu véel, pfedstavuji pouze stopové

mnozstvi, které nepiinasi takovou hrozbu. Oproti tomu ucinky fipronilu jsou vazné, nebot
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prave tato latka je jednou z nejvétsich pficin masového vymirani véel (Holder et al. 2018).
Vedle moznych ptimo pusobicich faktorti na véely mohou i1 neptimé ucinky pesticida
zpusobovat zménu zékladnich stfevnich mikrobialnich komunit a symbionta, které jsou dulezité
pro zdravi véel medonosnych (napi. imunitni systém). Primarnim cilem studie Kakumanu et al.
(2016) bylo zjistit zménu stievni mikroflory u véel vystavenych bézné pouzivanym pesticidtim:
kumafos, tau-fluvalinat a chlorothalonil. Celkové byly Firmicutes, Actinobacteria
a Proteobacteria dominantnimi bakterialnimi kmeny v¢el medonosnych. Pifitomny byly
zejména bakteric patfici k ¢eledi Lactobacillaceae, Bifidobacteriaceae a ke tiidé
Gammaproteobacteria. Vysledky této studie naznacuji, ze pesticidy, jako je chlorothalonil,
maji potenciadl ménit sttevni mikrofléru a jeji funkci. S pouzitim pesticidii byl zaznamenan
relativni Ubytek nékolika taxontli. Naptiklad u kolonii, kterym byla aplikovand davka pesticidu
chlorothalonilu, byl pozorovan pokles ¢eledi Lactobacillaceae ve srovnani s koloniemi, které
nepfiSly do kontaktu schemickou latkou. Naopak celedi Enterobacteriaceae
a Caulobacteraceae vykazovaly relativni zvySeni souvisejici s chlorothalonilem ve srovnani
s pesticidem tau-fluvalinatem (Kakumanu et al. 2016). Zmény ve struktufe bakterialni
komunity mohou ménit expresi genu a fungovani komunity, a tak mohou mit nasledky na
¢innost, fyziologii a chovani véel medonosnych (Engel & Moran 2013). Chlorothalonil byl
diive znam jako bézn¢ pouzivany fungicid v tlech a v¢elstvech (Zhu et al. 2014). V¢ely, které
byly krmeny pylem obsahujicim chlorothalonil, se jevily trojnasobné nachylngjsimi k infekci
Nosema (Pettis et al. 2012).
Problémy se Skidci a chorobami majicimi negativni dopad na vcely dovedly vcelafe
Kk pouzivani akaricidi (pesticidy, ur¢ené k hubeni rozto¢t), jako jsou kumafos (organofosfat)
a tau-fluvalinat (pyrethroid) spolu s n€kolika 1éky (Johnson et al. 2013). Studie Mullin et al.
(2010) identifikovala ne¢kolik rezidui pesticidli aplikovanych vcelaii 1 péstiteli do véelich ula
(Mullin et al. 2010). Je tedy nutné ur¢it potencialni vliv téchto bézné pouzivanych chemickych
latek na vcely a souvisejici stfevni symbionty a vysvétlit otazku, zda opravdu maji nezadouci
vedlejsi ucinky na vceli kolonie (Johnson et al. 2010). Véely medonosné, véetné svych
bakterialnich symbionttl, jSou rovnéz vystaveny pesticidim, aplikovanym na zemédelské pady.
Tato studie provadéla pokusy na polich s fepkou olejnou, kterd byla zaseta v zim¢. V zimé
dochazi k nejvétSimu zneciSténi vod, proto tato studie dospéla k zaveru, ze pole s fepkou
olejnou obsahuji vice pesticidii, oproti jinym studiim, které se zamétuji na podobnou tématiku
(Kakumanu et al. 2016). Dokonce i studie Balfour et al. (2017) ukazala, Ze i nizké koncentrace
neonikotinoid maji negativni dopad ovlivitujici kontaminaci pylu, medu a ptiristek hmotnosti

kolonie (Balfour et al. 2017). Vystaveni pesticidim se ukazalo byt smrtelné dokonce i pfi
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nizkych davkach, miize to totiz vést k paralyze, respiracnimu selhani a umrtnosti cilovych (napf.
roztocl) i necilovych (napt. véel medonosnych) jedinct. Pesticidy mohou rovnéz snizit
imunokompetenci medonosnych véel, coz ovlivituje celkové zdravi kolonie (Frost et al. 2013;
Johnson et al. 2010; Staveley et al. 2014).

Zavaznost pusobicich neonikotinoidt je feSena i Evropskou unii. Ta uz v roce 2013
CasteCné zakazala pouziti zejména tfi GCinnych latek na ochranu rostlin: klothianidiu,
thiamethoxam a imidakloprid, které napadaji nervovy systém hmyzu. Od minulého roku, po
zvefejnéni v Utednim véstniku EU, kdy probg&hlo hlasovani viech ¢lenskych zemi, jsou tyto tii
pesticidy zakazany uplng. U¢inna latka fipronil byla v lofiském roce téZ pfezkouména, nebot’
spoleCnost BASF Agro BV zazadala o zruSeni provadéciho nafizeni Komise (EU)
¢. 781/2013 ze dne 14. srpna 2013, kterym se zakazuje pouziti a prodej osiva oSetfené¢ho
ptipravky na ochranu rostlin obsahujicimi uvedenou ¢innou latku (Uf. vést. 2013, L 219,
S. 22). Rozhodnuti dopadlo bohuzel ve prospéch spole¢nosti BASF, av§ak hlavnim divodem

byl Spatny postup Evropské komise.
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4 Material a metody

Vzorky véel byly odebrany v mési¢nich ¢asovych intervalech v ramci jednoho roku ze
Styi lokalit Ceské republiky. Na jejich zpracovéani byly nasledné pouzity dvé molekuldrng
genetické metody. Vybrané bakteridlni skupiny byly kvantifikovany pomoci kvantitativni
polymerazové fetézové reakce (QRT—PCR) a pro identifikaci bakterialniho spektra byla pouzita
elektroforéza v gradientovém denaturacnim gelu (DGGE). Nasledné byla data statisticky
vyhodnocena.

4.1 Priprava vzorki

Béhem jednoho roku (2/2013-2/2014) byly kazdy mésic odebrany v¢ely medonosné (Apis
mellifera) ve tfech opakovanich (tii uly) ze &tyi lokalit Ceské republiky. Tremi lokalitami
lezicimi ve StfedoCeském kraji byly: Dol (50°1222" s. §., 14°22"2" v. d.), Postfizin
(50°13'59" s. §., 14°23'12" v. d.) a Hostice (50°12'8" s. §., 14°24"24" v. d.). Ctvrtym mistem,
kde se provadél odbér véel, bylo mésto Ustraice (49°20'25" s. §., 14°41'4" v. d.), nachazejici
se v Jiho¢eském kraji (Obr. 11).
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Obrazek 11: Mapa znazoriujici pivod vzorka v&el (Hroncova et al. 2015).
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Ptiprava jednoho smésného vzorku spocivala v pitvé 10 odebranych v¢el, ze kterych se
ziskaly celé travici trakty (medny vacek, zaludek, vratnik, tenké sttevo, vykalovy vak), které
byly nasledné rozruSeny, a do pfipravené kolony obsahujici homogenizujici sterilni kulicky byl
navazen vzorek v mnozstvi 100-150 mg.

Z kazdé lokality bylo z celkového mnozstvi veel ziskdno 41 fekalnich vzorkd, tj. celkem

ze Ctyt lokalit 164 vzorkd.

4.2 lzolace DNA

K izolaci veskeré bakteridlni DNA ze vzorku traviciho traktu vcel byl pouzit ZR Fecal
DNA MiniPrep kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA). Izolace prob¢hla dle protokolu vyrobce.
Vzorky byly nadavkovany na kolonu a nasledné€ lyzovany pomoci pufru a homogenizujicich
sterilnich kuli¢ek bez pfidavku organickych denaturantii a proteinaz. Poté byla DNA izolovéna

a purifikovana prostednictvim Fast—Spin kolony.

4.3 Elektroforéza v gradientovém denatura¢nim gelu (DGGE)

Pro analyzu bylo pouzitych 12 vzorkd, kde jeden je smési travicich traktd véel
odebranych ze vSech stanovist’ v jednom mésici.

Pomoci univerzalnich bakteridlnich primerd 338GC (5'-CGC CCG CCG CGC CCC
GCG CCC GGC CCG CCG CCG CCG CCG CAC TCC TAC GGG AGG GAG GAG- 39
a RP534 (5'-AAT ACC GCG GCT GCT GG- 3") amplifikujicich variabilni oblast genu pro
16S rRNA (200bp), byla namnoZena bakterialni DNA dle PCR programu s nasledujicimi
kroky: denaturace (5 min 95 °C), 34 cykla (30 s 95 °C,20s 61 °C, 40 s 72 °C) a finalni elongace
(5 min 72 °C) (Muyzer et al. 1993). Pro kontrolu byla zafazena agarozova elektroforéza
(30 min 100 V) s 1,5% agarem. Poté nasledovala analyza PCR produkt pomoci elektroforézy
v gradientovém denaturacnim gelu (DGGE) s denatura¢ni silou v rozmezi 35-60 % podle
Mrazek et al. (2008). Pro minimalizovani chyb pfi srovnavani dvou gelt byl po stranach gelu
umistén standard, obsahujici smés PCR produkti. DGGE gely byly zpracovany v BioNumerics
6.6 software (AppliedMaths, Sint-Martens-Latem, Belgium) s nastavenim dle Hroncova et al.
(2015). Nasledn¢ byly vytipovany bandy zajmu (Obr. 12), které byly sterilnim skalpelem
z polyakrylamidového gelu vytiznuty. V dalSich krocich bylo postupovano dle Konopaskova
(2017), kde bylo pouzito 5 ul roztoku pro amplifikaci a naslednou identifikaci bakterialnich
druht pouzitim primert FP341 a RP534 dle PCR programu.
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Obrazek 11: Polyakrylamidovy gel zobrazujici 12 smésnych vzorki travicich traktti véel se standardy
(S) umisténymi po stranach gelu. Jeden vzorek je smési vzorkd odebranych ze vsech stanovist
Vv jednom mésici (1-leden, 2—unor,...). Zakrouzkované jsou vyfezané bandy zajmu s nejvyssi moznou

shodou 16S rRNA (%) s V3 regionem bakterialnich druhti v databazi GenBank.

Kone¢né PCR produkty byly precistény pomoci QIAquick PCR Purification Kitu
(Qiagen) dle pokynu vyrobce. Piipravené vzorky byly na zavér poslany na komeréni
sekvenovani (SeqMe). Vysledné sekvence byly porovnany s V3 regionem bakterialnich druhti
v databazi GenBank (NCBI) pouzitim BLAST algoritmu a nasledné byly bakterialni druhy

identifikovany.
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4.4 Kvantitativni polymerazova retézova reakce (QRT-PCR)

Kvantifikace vybranych bakterialnich skupin (Gammaproteobacteria, Firmicutes
a Actinobacteria) ve vSech 164 vzorcich prob¢hla pomoci mx3005 termocykleru (Stratagene,
La Jolla, CA, USA). Pro vsechny zminéné bakterialni kmeny byly pouzity specifické primery
(Tab. 3) (de Gregoris et al. 2011).

Tabulka 3: Pouzité specifické primerové pary (de Gregoris et al. 2011).

Cilova skupina Nazev Sekvence
_ 1080yF TCGTCAGCTCGTGTYGTGA
Gammaproteobacteria
y1202R CGTAAGGGCCATGATG
o 928F—Firm TGAAACTYAAAGGAATTGACG
Firmicutes
1040FirmR ACCATGCACCACCTGTC
_ ) Act920F3 TACGGCCGCAAGGCTA
Actinobacteria
Act1200R TCRTCCCCACCTTCCTCCG

4.5 Statisticka analyza

Data byla statisticky vyhodnocena pomoci IBM SPSS Statistics 24 (IBM, Armonk, NY,
USA). Pomoci stejného programu byla data graficky zobrazena a byly sestrojeny sloupcové
a krabicové grafy tzv. boxploty, které zobrazuji mnozstvi (kopie 16S rRNA genu na gram
traviciho traktu vcely) vybranych skupin bakterii v travicim traktu vcéely medonosné

odebiranych v pravidelnych mési¢nich intervalech.
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5 Vysledky

Cilem této diplomové prace bylo porovnat kratkodobé a dlouhodobé zijici vcely
pochézejici ze stejného stanovisté na zakladé identifikace bakterialniho spektra a kvantifikace
vybranych skupin bakterii. V¢ely byly ziskany v mésicnich intervalech béhem jednoho roku ze
Styt lokalit Ceské republiky (Dol, Postizin, Hostice a Ustragice). Ve vzorcich byli
identifikovani tii zastupci proteobakterii (Frischella perrara, Snodgrassella alvi a Bartonella
apis), tii druhy laktobacili (L. apis, L. melliventris a L. mellis), jeden piedstavitel aktinobakterii
(Bifidobacterium asteroides) a Pseudomonas spp. Kvantifikovany byly Actinobacteria,

Gammaproteobacteria a Firmicutes.
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Mezi vybranymi bakterialnimi skupinami piedstavovaly aktinobakterie svym obsahem
V jednotlivych mésicich a lokalitich nejméné hojnou skupinu, kterd byla v zavislosti na
odbérovém misté velice variabilni (Obr. 13). Nejvyssi nalez aktinobakterii byl v Dole.
V Cervenci byl obsah vyssi 50 000 kopii genu na 1 g traviciho traktu, nasledovaly mésice kvéten
a zafi. Postfizin dosahl vyssich hodnot pouze v dubnu a listopadu, nebot’ v ostatnich mésicich
byl obsah aktinobakterii pro tuto lokalitu minimalni. Naptiklad v lednu, bieznu, kvétnu, Cervnu,
cervenci, srpnu a zaii byl jejich obsah velice blizky k nule. Hostice nedosahovaly v Zadném

z mésict nejvyssi obsah. Ustragice byly dominantni v lednu a prosinci.

Misto odbéru Actinobacteria
50 0004 [] Dol
] Postfizin

- 450004  [M Hostice
< [ Ustrasice
£ 40000~ _
2
S 35000
>
‘
& 30 000+
o
s 25000 N
c
3
£ 20000
S _
o
2 15000+
o
5)
< 100004

5 000+

0- -+
leden | bfezen kvéten gervenec zari listopad
unor duben Cerven srpen fijen prosinec

Datum odbéru

Obrazek 13: Boxplot (krabicovy graf) zobrazuje mnozstvi (kopie 16S rRNA genu na gram traviciho
traktu) aktinobakterii v travicim traktu véely medonosné odebiranych v pravidelnych mésicnich

intervalech ve Ctyfech ¢eskych lokalitach.
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Obsah celkovych aktinobakterii nezavisle na geografickém umisténi se v rdmci mésicii
lisil (Obr. 14). Aktinobakterie se nejvice vyskytovaly v Cervenci a listopadu, kdy byla zaroven
1 nejvyssi variabilita v jejich mnozstvi. Oproti tomu v mésicich lednu a ¢ervnu byl jejich vyskyt
minimalni. Téméf ve vSech mésicich, krom¢ unora, fijna, listopadu a prosince, dosahoval

median nizké urovné pohybujici se kolem nuly.
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Obrazek 14: Boxplot (krabicovy graf) zobrazuje mnozstvi (kopie 16S rRNA genu na gram traviciho
traktu) aktinobakterii v travicim traktu véely medonosné odebiranych v pravidelnych mési¢nich

intervalech.
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Bakterialni skupina Gammaproteobacteria (Obr. 15) byla v nékterych regionech
dominantni, v jinych minoritni nebo nedoslo k jeji kvantifikaci vibec. Pti identifikaci bakterii
bylo zjisténo, ze nejvyssich hodnot dosahovala lokalita Dol v lednu, srpnu a zafi. V kvétnu byly
vysledky shodné s Ustrasicemi. Postfizin dominoval v bfeznu, Gervenci a také v listopadu.
U Hostic byl nejvétsi nalez v tinoru a poté az v ¥{jnu a v prosinci. Ustrasice pievladaly svym

mnozstvim zjisténych gammaproteobakterii v dubnu a cervnu.
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Obrazek 15: Boxplot (krabicovy graf) zobrazuje mnozstvi (kopie 16S rRNA genu na gram traviciho
traktu) gammaproteobakterii v travicim traktu v¢ely medonosné odebiranych v pravidelnych

meési¢nich intervalech ve ¢tyfech ¢eskych lokalitach.
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Bez zéavislosti na mistech odbéru tvotily gammaproteobakterie (Obr. 16) v mésicich
lednu, srpnu i fijnu velice podobné mnozstvi pohybujici se kolem 17 000 000 kopii genu na
1 g traviciho traktu. Tato mnozstvi se stala zarovenn druhymi nejvyssimi, jez byla piekrocena
pouze v prosinci, ktery dosahoval témét 27 000 000 kopii genu na 1 g traviciho traktu. U vSech
ctyf zminénych mésict byla celkové 1 vysoka variabilita. Stfedni zastoupeni této bakterie bylo
vV mésicich unoru, o néco vétsi v bfeznu a srovnatelné v listopadu. Nejmensi pocet zjisténych
gammaproteobakterii byl v kvétnu, ¢ervenci a zafi. V dubnu, kvétnu, ¢ervnu, Cervenci a zari

dosahoval median velmi nizké Grovné blizké nule. Nejvétsi rozdil mezi vzorky byl v prosinci.
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Obrazek 16: Boxplot (krabicovy graf) zobrazuje mnozstvi (kopie 16S rRNA genu na gram traviciho
traktu) gammaproteobakterii v travicim traktu v¢éely medonosné odebiranych v pravidelnych

meési¢nich intervalech.
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Bakterie druhu Firmicutes tvorily v travicim traktu dalsi hojnou skupinu (Obr. 17).
Nejvyssi mnozstvi bylo zjisténo v Ustrasicich v ¥{jnu, kdy bylo naméfeno 12 000 000 kopii
genu na | g traviciho traktu. Ustradice pievladaly dale v lednu, bfeznu, dubnu, &ervnu
a prosinci. Postiizin byl hned po Ustrasicich nejvice dominantni v mésici ¥jnu a poté v unoru,
kdy sice pfevySoval ostatni odbérova mista, ale svym mnozstvim tvofil zhruba o polovinu mensi
hodnotu nez v fijnu. Dal$im odb&rovym mistem byl Dol, ktery doséhl nejvysSich hodnot

v listopadu, kvétnu a Cervenci. Hostice prevladaly v srpnu a zafi.
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Obriazek 17: Boxplot (krabicovy graf) zobrazuje mnozstvi (kopie 16S rRNA genu na gram traviciho
traktu) firmikutdl v travicim traktu vCely medonosné odebiranych v pravidelnych mési¢nich

intervalech ve Ctyfech ceskych lokalitach.
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Tteti skupinu bakterii tvofily firmikuty (Obr. 18), které maximdalnim zastoupenim
ptedstavovaly 6 000 000 kopii genu na 1 g traviciho traktu. Toho mnozstvi bylo dosazeno
v kvétnu. Dal§imi v pofadi byly mésice zaii, prosinec a fijen. Nejméné byly firmikuty

kvalifikovany v listopadu, kde se jejich obsah blizil k nule.
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Obrazek 18: Boxplot (krabicovy graf) zobrazuje mnozstvi (kopie 16S rRNA genu na gram traviciho
traktu) firmikutt v travicim traktu v€ely medonosné odebiranych v pravidelnych mésicnich

intervalech.

Zjisténa kvantifikace vybranych bakterialnich skupin byla béhem celého roku ze vSech
odbérovych mist velice variabilni. Nejméné hojnou skupinu tvofil bakteridlni druh

aktinobakterii, naopak nejveétsi mnozstvi bylo v zastoupeni gammaproteobakterii.
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6 Diskuze

Bakteridlni spektrum ve vzorcich traviciho traktu véely medonosné bylo variabilni
a rozsahlé. Celkovy obsah kopii genu na 1 g traviciho traktu v jednom piipadu presahoval
hodnotu 30 000 000. Stievni mikrobiota, ktera byla pro tuto praci identifikovana z traviciho
traktu testovanych vcel odebranych v pravidelnych mési¢nich intervalech béhem celého roku
ze 4 geografickych lokalit, se skladala ze stejnych druht hlavnich bakterii. Tyto bakterie byly
diive popsany jako typické slozky stievniho mikrobiomu (Engel et al. 2013a; Kwong & Moran
2016). Je pozoruhodné, Ze tato specificka bakterialni komunita je zachovana mezi populacemi
vcel na riiznych kontinentech a v riznych klimatickych podminkéach (D’ Alvise et al. 2018).

Jak uz bylo popsano V literarni resersi, stfevni mikrobiom je slozen z deviti zékladnich
skupin bakterii. Mezi témito druhy vSak tfi skupiny zcela dominuji. Jedna se o kmeny
Gammaproteobacteria, Firmicutes a Actinobacteria (Lee et al. 2015). Tato dominanta byla
divodem pro vybér bakteridlnich skupin, které byly kvantifikovany metodou qPCR.

Z vysledkti miazeme konstatovat, ze nejhojnéjsi skupinu bakterii tvofily v kazdém
meésici v zavislosti na roénim obdobi gammaproteobakterie. Nejvice zastupci této skupiny
bakterii bylo nalezeno v prosinci, kdy pocet dosahoval t¢éméf 27 000 000 kopii genuna 1 g
traviciho traktu, a nasledné v lednu. Poté se pocet postupné snizoval, béhem obdobi od kvétna
do Cervence bylo jejich mnoZstvi minimalni. V srpnu nastal zlom a namétené¢ mnozstvi bylo
podobné jako v zimnich mésicich, okolo 17 000 000 kopii na 1 g traviciho traktu. Podle téchto
vysledkll je vyrazné, Ze gammaproteobakterie pfevladaly vice u zimnich vcel. Jednad se
0 skupinu bakterii slozenou ze dvou vyznamnych zastupct. Jednim z nich je Frischella perrara,
ktera byla diky provedené analyze DGGE z nasich vzorki travicich traktd véel identifikovana.
Tato bakterie byla izolovana ze v¢el, avSak neni zafazovana do hlavniho jadra stfevnich
bakterii, nebot’ u n¢kterych véel mtze chybét (Engel et al. 2013b). Pokud se vsak ve stievni
mikrobiot€ objevi, ziskava tim v¢ela zvySenou imunitni funkci. Jedna se totiZ o bakteridlni druh,
ktery kolonizuje vymezenou ¢ast ve stievé. Red je o vratniku, ktery tvoii hranici mezi Zaludkem
a tenkym stfevem v tésné blizkosti Malpighickych trubic (Goncalves et al. 2017). Zde vytvari
tzv. fenotypovy ,,strup®, tenky, tmaveé zbarveny pruh, jenz je vysledkem melanizacni reakce
hostitele. Podle studie Emery et al. (2017) povazujeme bakterii F. perrara za v¢eliho symbionta
zpusobujiciho silnou imunitni aktivaci, ktera mize byt dulezita pro zdravi vcel (Emery et al.
2017). Druhym piedstavitelem této skupiny je Gilliamela apicola. V naSich vzorcich nebyl
tento druh bakterie bohuzel identifikovan, piesto se jedna o numericky dominantni stievni druh,

ktery je schopen degradovat a zpracovavat rizné sacharidy, jako je naptiklad pektin vyskytujici
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se ve sténach pylovych bunék (Kwong et al. 2014; Moran 2015). Krom¢ toho je tento druh
bakterie také schopen degradace monosacharidovych jednotek, které by jinak byly pro véelu
toxické (Zheng et al. 2016).

Dalsi kvantifikovanou skupinou byly Firmicutes, pfedstavujici obsahlou fadu stfevnich
bakterii. Tento kmen se zafazuje mezi 5 hlavnich skupin tvoficich stievni mikrobiotu véely. Ze
zjisténych vysledku tvofily firmikuty celkem stabilni skupinu ve v§ech mésicich. Nejhojnéjsiho
poctu dosahovaly v kvétnu a zaii. Vyjimku tvotily pouze v lednu, kdy byl jejich poc¢et mensi
nez 1 000 000 a v listopadu, kdy se mnozstvi blizilo spiSe nule. Tyto odchylky mohly vzniknout
chybnym méfenim. Doty¢na skupina je slozena z Lactobacillus spp. a pro vcelu je velice
dialezita, nebot’ jeji zastupci se fadi do velké skupiny bakterii mlééného kvaseni. Sem je
zatfazeno celkem 13 druhii bakterii, které maji v travicim traktu vcely probiotické Gcinky
(Piccart et al. 2016). Pozitivni u¢inek zminéné bakterialni komunity byl prokazan naptiklad
u veelich larev pfi inhibici bakterii Paenibacillus larvae, ktery zpiisobuje onemocnéni zvané
mor véeliho plodu (Forsgren et al. 2010; Vasquez et al. 2012). Ve studii Baffoni et al. (2016)
bylo po experimentalnim provedeni zjisténo, ze s vyskytem téchto bakterii se snizuje hladina
Nosema ceranae. Jedna se o houbovy kmen Microsporidia, intracelularnich jednobunéénych
parazitd tvofici spory, kterymi zptisobuji stfevni onemocnéni véel (Baffoni et al. 2016). Uginek
firmikutd je zfejmé zpusoben kyselinou mlé¢nou, kterou laktobacily vytvareji jako konecny
produkt fermentace. Jedna se tedy o fermentativni, mikroaerofilni, grampozitivni a katalaza
negativni druhy bakterii, které se vyskytuji v rizném prostiedi bohatém na sacharidy, jako jsou
napiiklad materialy rostlinného pivodu nebo travici trakt (Syed Yaacob et al. 2018). Studie
Olofsson & Vasquez (2008) uvedla celkem devét zastupcu z kmene Firmicutes. Jsou jimi
Lactobacillus. kunkeei, L. apinorum, L. mellifer, L. mellis, L. melliventris, L. kimbladii,
L. helsingborgensis, L. kullabergensis a L. apis. V nasich vzorcich travicich traktd vcel byly
pomoci DGGE identifikovany L. mellis (Firm-4) a L. melliventris (Firm-5), ktery byl jako
vibec prvné izolovanym laktobacilem z traviciho traktu véely medonosné (Olofsson &
Vasquez 2008; Olofsson et al. 2014). Také L. apis (Firm-5) popsany Killer et al. (2014). Jedna
se opet o homofermentativniho zastupce produkujici kyselinu mlé¢nou z D—glukoézy. Jeho rtst
probiha za anaerobnich ¢i mikroaerofilnich podminek a byly u né¢ho potvrzeny antagonistické
ucinky vuci pusobeni patogenu P. larvae (Killer et al. 2014). Stejné jako vSichni ostatni zastupci
firmikutd ma L. apis charakteristické probiotické pozitivni vlastnosti, kterych podle naseho
zjisténi mohou véely vyuzivat béhem celého roku. Laktobacily byly z naSich pokusti nalezeny
jak u letnich, tak u zimnich véel. Podobné vysledky ptedlozila i studie Rangberg et al. (2015),

kdy byl navic potvrzen nejvétsi nalez L. kunkeei u letnich véel. Dominance v8§ak postupem roku
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klesala, az u zimnich v¢el tento druh zcela chybél (Rangberg et al. 2015). Podobna sezonni
distribuce L. kunkeei byla dfive pozorovana u S§védskych i americkych vcel (Vasquez et al.
2009). L. kunkeei je v¢elou ziskavan opylovanim ruznych druhd kvétin a druhotné osidluje
kromé& konecniku piedev§im medny vacek (Corby-Harris et al. 2014; Moran 2015).
To vysvétluje, pro¢ v obou sledovanych studiich byl pribéh analogicky. Nejmensi pocet
L. kukeei byl na zacatku jara, kdy véely zacinaji vylétavat po zim¢& pro prvni sbér nektaru
a pylu. Tento pocet s pfibyvajicimi mésici tmérné narostl s vyss$im vyskytem délnic 1étavek.
Znamena to tedy, ze zvysend aktivita 1étavek Vv kolonii a vétSi dostupnost kvétin piinasi vyssi
pocet probiotické bakterie L. kunkeei. Bohuzel v nasi praci tento druh nebyl ze vzorka travicich
traktd vcel identifikovan. Kromé tohoto zastupce byly ostatni druhy Lactobacillus spp.,
vyskytujici se v koneéniku, pfip. v tenkém stievé (Firm-5), zjistény u zimnich véel (Rangberg
et al. 2015). Stieva v¢ely medonosné jsou béhem zimniho obdobi nejvice zastoupena
bakteriemi, které se vaZou na zadni ¢ast stfeva. Tuto skute¢nost odiivodituje studie Martinson
et al. (2012) tak, ze béhem zimy, kdy véely témét neopousteji ul, nedochézi k vyprazdiovani
traviciho traktu. Je proto zfejmé, Ze vétSina stfevniho objemu je nahromadéna do vykalového
vaku, ktery je mnohonasobné& zvétSen. ,,Zadrzené* bakterie se mohou déle reprodukovat, ¢cimz
se muze zvySovat ochrana véeliho hostitele (Martinson et al. 2012; D’Alvise et al. 2018).
| studie Hroncova et al. (2014) uvadi, ze travici trakt zimnich vcel obsahuje vice anaerobnich
bakterii, nez je tomu u vcel letnich, pravdépodobné proto, ze se véely béhem zimy nesetkavaji
S pastvou a nemaji pfisun mikroorganismi z kvéta rostlin.

Mezi bakterie mlééného kvaSeni se zafazuje 1 nami tieti kvantifikovand skupina
Actinobacteria. Oproti ostatnim bakterialnim fadam vyjadfoval tento kmen nejméné hojnou
skupinu, coz je $koda, protoze stejné jako laktobacily jsou bifidobakterie povazovany
za prospeSné bakterie, které maji probiotické ucinky a hlavni uplatnéni pfi prevenci
gastrointestinalnich infekci a nemoci (Baffoni et al. 2016). Z nasich vzorkd bylo ziejmé, ze
s prichodem roku byl pocet nepatrny, az od poloviny 1éta mnoZstvi vzrostlo. Nejvyssi hodnoty
byly naméfeny v €ervenci a az do prosince se drzely nad hodnotou 10 000. Vyjimkou byl pouze
srpen, ktery nabyl podprimérnych hodnot vici predeslému i nasledujicimu mésici. Metodou
DGGE byl identifikovan jeden z nejhlavnéjsich zastupcti kmene, Bifidobacterium asteroides,
jejimz hostitelem jsou jak savci (Turroni et al. 2018), tak hmyz (Olofsson & Vasquez 2008).
Vsechny druhy bifidobakterii jsou katalaza negativni, pouze zastupce B. asteroides je katalaza
pozitivni. Je schopen ristu i v pfitomnosti kysliku, nebot’ si zachovava kapacitu pro aerobni
dychani (Bottacini et al. 2012). Dalsimi zastupci bifidobakterii, ktefi vSak nebyli z naSich

vzorku identifikovani, jsou B. coryneforme, B. indicum. VSechny druhy symbioticky osidluji

53



ptevazné konecnik. Proto pro né plati stejna hypotéza souvisejici s nahromadénim potravy do
zadni ¢asti stieva béhem zimnich mésict (Olofsson & Vasquez 2008; Martinson et al. 2012).

Mectodou DGGE byly i mimo jiné zjisténé dalsi tfi druhy bakterii. Dva z nich
Snodgrassella alvi a Bartonella apis (Proteobacteria) osidluji pfirozené travici trakt véel
(Kwong & Moran 2013) a tfetim byl piekvapivé rod Pseudomonas spp. Jeho vyskyt miize byt
zpusoben vodou, protoze zastupci tohoto rodu jsou obecné hojni v environmentalnich zdrojich
sladkovodnich vod a mohou se diky svym oportunistickym metabolickym schopnostem
a odolnosti objevit i v travicim traktu v¢el (D’ Alvise et al. 2018).

Podle vysledkl naseho zkoumani travicich traktt véely medonosné jsme nezjistili zadné
vyrazné podobnosti mezi ily na jednom stanovisti, vs. mezi stanovisti. Ke stejnym vysledkiim
se dopracovaly i dalsi studie (Hroncova et al. 2015; Jones et al. 2018). Celkovée tyto vysledky
naznacuji, ze prostredi, kterému jsou vcely vystaveny, véetné environmentalnich rozdili mezi
jednotlivymi lokalitami, mze ovlivnit jejich mikrobidlni sloZeni, zejména relativni hojnost

nékterych klicovych taxontd (Jones et al. 2018).
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo porovnat véely letni a zimni, které pochéazeji ze
stejného stanoviSté. Porovnavani se zaklddalo na identifikaci bakteridlniho spektra
a kvantifikaci vybranych skupin bakterii (Gammaproteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria).

Nami identifikovani jedinci pfedstavuji pfirozenou soucast traviciho traktu vcely
medonosné a je velice slozité urcit, zda byl vyssi vyskyt konkrétné u letnich nebo zimnich véel.
Avsak hypotéza této diplomové prace, ze se mikrobiota véel méni v zavislosti na ro¢nim
obdobi, byla potvrzena. Podle naSich vysledki miZzeme konstatovat, ze kmen
Gammaproteobacteria, tvoftici pfirozenou ¢ast traviciho traktu vcéely medonosné, byl vice
kvantifikovan u vzorkd, odebiranych béhem zimnich mésici. Metodou qPCR bylo tedy
zjisténo, ze tyto bakterie svym pocétem vice dominovaly u zimnich véel. K podobnym
vysledkim jsme dospéli i u kmene Actinobacteria, jehoz zastupci jsou prevazné striktné
anaerobni (vyjimkou je Bifidobacterium asteroides), a stejné jako gammaproteobakterie tvoii
prirozené gastrointestindlni prostiedi. Jejich pocet byl vyrazny od 1éta do zimy. Nejmensi
vykyvy byly zaznamenany u kmene Firmicutes. Tato skupina bakterii pusobila po cely rok
témét stabilné. Jeji zastupci Lactobacillus spp. pochazeji ptevazné z kvétt rostlin. Ve vzorcich
byly identifikovany tfi druhy bakterii mlééného kvaSeni (Lactobacillus apis, L. mellis
a L. melliventris), které v travicim traktu osidluji zadni ¢ast stfeva. Z naSich vysledk je ziejmé,
ze se jejich mnoZstvi béhem celého roku nijak zasadn€ neménilo. Je téméf Skoda, ze v tomto
ptipadé nebyly vysledky zietelnéjsi, protoze laktobacily svymi prospé$nymi vlastnostmi mohou
podpofit zdravi veliho hostitele. Nebot' v nedavnych letech byl zaznamenan vyssi ubytek
vcelich kolonii.

Pfedmétem dalSiho zkoumani, by mohly byt dalsi skupiny bakterii z jadra mikrobioty,
kde by se porovnaval jejich vyskyt v obdobi, kdy je véela v kondici a v obdobi, béhem kterého
je vcela nejvice oslabena ¢i napaddna nemocemi. Nasledné by se davka potencialné
probiotickych bakterii mohla v€elam pravidelné suplementovat, ¢imz by se mohlo ¢astécné

zabranit dalsimu umrti v¢elich kolonii.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

Act

BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool)

CO2

DGGE

DNA

Firm

FP341 (Forward primer 341)
GABA

Gamma

JH

NCBI (National Center for
Biotechnology Information)

qRT-PCR, gPCR
RP534 (Reverse Primer 534)

rRNA

Spp.

Actinobacteria

Vyhledava podobnosti mezi biologickymi
sekvencemi

Oxid uhlicity

Elektroforéza v gradientovém denaturacnim gelu
Deoxyribonukleové kyselina

Firmicutes

Zakladni primer 341

Gama-aminomadselnd kyselina
Gammaproteobacteria

Juvenilni hormon

Narodni centrum pro biotechnologické informace

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce
Reverzni primer 534
Ribozomalni ribonukleova kyselina

druhy
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