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Souhrn

Tato diplomova price se zabyvé pafenim vcely medonosné (Apis mellifera), odhadem
po&tu trubcd, ktefi se s matkou péfili a zalétavosti trubcd v rdmci stanovist.
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V teoretické €4sti jsou charakterizovany tfi kasty vcel a Zivot ve vCelstvu. Je popsdn
na péreni vCely a zptisob haplodiploidniho ureni pohlavi a v ndvaznosti objasnéni zapo-
jeni vybranych genti csd, fem a dsx do urCeni pohlavi vCely. Déle jsou zminény geny, které
byly objeveny skupinou The Honey Bee Genome Sequencing Consortium. Nésleduje
obecna charakteristika mikrosatelitii a popsani mikrosateliti pro véelu medonosnou.

V praktické ¢asti této diplomové préce je zahrnut odbér vzorki z 5 riznych stanovist,
celkem 5 matek a 60 trubct vCely medonosné. Ze zadeCkd matek byly vypreparovany
semenné vacky. Z nich z t€] matek i tél trubci byla izolovana DNA. Déle byly optimali-
zovany podminky PCR pro 20 polymorfnich mikrosatelitd.

Pri testovani vzorkid na mikrosatelitech byl vyloucen jeden mikrosatelit, ktery nepo-
skytl zadny PCR produkt a 3 mikrosatelity z diivodu poskytnuti pouze monomorfniho
PCR produktu. Nésledné u celkem 16 polymortnich mikrosatelitii na 65 testovanych je-
dincich (70 vzorcich) byla zjiSténa vétSinou nizka variabilita a bylo detekovédno od 2 do
priblizné 12 alel na lokus. PCR produkty DNA ze semenného vacku neumozZiuji rozhod-

nout o presném poctu trubct, ktefi se pari s matkou.
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Summary

This master thesis studies mating in honey bees (Apis mellifera) on drone congregation
area, attemps to estimate the number of drones who mated with the queen bee and the
drones flightability within their habitats.

The theoretical section of the thesis outlines the life in a bee hive. It focuses on the life
of drones and specifically on the life of diploid drones. It describes the mating proces be-
tween the queen and the drone, the haplodiploid sex determination of honey bees and the
involvement of genes in complementary sex determination in honey bee csd, fem and dsx.
The genes discovered by The Honey Bee Genome Sequencing Consortium are presented.
A general characteristic of microsatellites and particularly the microsatellites isolated for
the honey bee ends this section.

The practical part of the thesis covers the samples taken from bee hives and the iso-
lation of the genome DNA of 5 bee queens and 60 drones. The spermatheca of the queen
bee abdomen was dissected and from every sample the genome DNA was isolated. The
conditions for PCR of 20 microsatellites were optimized. During the experiment four
microsatellites were excluded, one witholding any PCR product and three microsatellites
which provided only monomorphic PCR products. Subsequently, in a total of 16 poly-
morphic microsatellites in 65 tested individuals (70 samples), a low variability was found,
whilst 2 to 12 alleles per locus were detected. PCR products of DNA from spermatheca

are not capable to determine the exact number of drones that mated with the queen bee.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou vétSinou nekddujici repetitivni oblasti DNA tvorené jednotkami
opakovani dlouhymi maximdlné do deseti nukleotidd. Jsou to vhodné genetické markery.
Diky jejich vysoké variabilité a poctu opakovani se pouzivaji pfi studiu piibuzenstvi, ge-
netickém mapovani a populacné-genetickych studiich. Studium mikrosatelitd je zaloZeno
na polymerazové fetézové reakci a nasledné elektroforetické separaci.

Vcela medonosna (Apis mellifera) je vysoce socializovany blanokiidly hmyz Zijici
ve vcelstvech, ve kterych se rozezndvaji tfi kasty: matka, délnice a trubci. Matka je
ve vcelstvu jedind reproduk¢ni samice a jejim tkolem je kladeni vajicek. Délnic je ve vcel-
stvu né€kolik desitek tisic a jsou to vétSinou neplodné samice. Staraji se o vétSinu tkonu
ve vcelstvu. Trubci jsou samci, jejichZz jedinym ukolem je spéfit se s matkou. Péareni
probihd mimo Ul na misté zvaném trub¢i shromazdisté, které se nachdzi na odlehlém
misté. Na tomto shromazdisti se matka zpravidla jednou za Zivot spafi s vice trubci
a sperma si uloZi do semenného vacku. Spermatu ma matka v semenném vacku dostatek
po cely sviij reprodukéni zivot. Matky a d€lnice véely medonosné jsou diploidni organiz-
my a maji 32 chromozomt. Trubci jsou za normdlnich okolnosti haploidni se 16 chromo-
zomy.

V této diplomové praci bych chtéla, na zaklad€ mikrosatelitové analyzy DNA ziskané
ze spermii trubcd uloZenych v semenném vacku matky. Déle bych chtéla urcit pocet
trubcti, kteif se s matkou pafi a zalétavost trubci v ramci stanovist pomoci mikrosate-

litové analyzy DNA trubcti a matek.



2 Cile prace

1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.

2. Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace (pafeni véely medonosné, biologické

a genetické aspekty, mikrosatelity ve v€elim genomu atd.).

3. PCR amplifikace DNA vcelich matek a DNA ze zasob trubc¢iho spermatu v jejich
té€lech pro ur€eni pocCtu trubct, se kterymi se pafily - optimalizace izolace trub¢i
DNA piimo z trubct a ze semenného vacku oplozenych matek, vybér optimélnich
polymorfnich mikrosatelitd (testovani podminek jejich amplifikace a PAGE sepa-

race).



3 Literarni prehled

3.1 Vcela medonosna

Vcela medonosna (Apis mellifera L.) je vysoce socializovany blanokiidly hmyz, ktery
je hlavnim opylovacem zemédélskych i nezemédélskych druhti rostlin, a tim utvaii kra-
jinu. Cetné potravinové komodity, jako je produkce mandli, jablek nebo melouni se silné
nebo vyhradné spoléhaji na v€elu medonosnou pti produkci ovoce, zeleniny nebo jejich
semen (Klein et al., 2007). V poslednich nékolika desetiletich se velmi zvysila zavislost
zemédélskych ¢innosti na opylovani vcel (Aizen et al., 2009).

Hmyz fadu blanok#idli (Hymenoptera) tvoii extrémné riiznorodou skupinu s vice nez
115 000 popsanymi druhy obsahujicimi pfiblizn€ 10 % druhové rozmanitosti Zivocichii
na Zemi (Munoz-Torres et al., 2011). R4d blanokiidli je dlouhodob& koevolu&n& propo-
jen s krytosemennymi rostlinami (Prymas et al., 2017) a Zivotni styl blanokfidlych saha
od osamélych po komplexni socidlni spoleCenstvi. Tento hmyz je nezbytny pro udrZeni
diverzity rostlin prostfednictvim opyleni a rozptylu semen (LaSalle et al., 1993).

Celed veloviti (Apidae) zahrnuje vCely eusocidlni a véely samotaiské (Gillott, 2005).
Eusocialni vceloviti, do kterych mimo jiné patii 1 ¢meldci a bezzihadlé vcely, sdileji
pouziti vosku pfi stavbé hnizda, ale véela medonosnd pouZiva vosk jako jediny kon-
struk¢ni prvek pro stavbu jejich plastt (Breed, 2019).

Rod vcela (Apis) zahrnuje 9 druht, které se diky odliSnym klimatickym podminkam
roz$ifily do celého svéta s vyjimkou polarnich oblasti (Ptidal e al., 2008). Rod vclela
se d€li na 3 skupiny: trpasli¢i véely (Micrapis), obii véely (Macrapis) a v€ely normdlni ve-
likosti (Apis). Celkovy vzhled vSech druht vcel je velmi podobny, ale velikost se li§i mezi
druhy vcel trpaslicich a obftich. Zastupce trpasli¢ich je napiiklad A. florea, jejichZ délnice
je dlouhd 9-10 mm a zéstupce obiiho druhu je naptiklad A. dorsata, jejichz délnice je
dlouhd az 2 cm (Breed, 2019). Vcely stfedni velikosti jako je A. mellifera, pochazeji
pravdépodobné z Afriky (Weinstock et Robinson, 2006).

Vcela medonosna je Siroce rozSitena v Africe, zdpadni Asii a Evropé s vice nez
24 poddruhy, které 1ze na zdkladé morfometrickych a molekuldrnich studii rozdélit do
nejméné Ctyf linii: linie A v Africe, linie M v zapadni a severni Evropé, C linie ve vychodni
Evropé a O linie na Blizkém vychodé a v zapadni Asii (Ruttner, 1988; Garnery et al.,
1992; Whitfield et al., 2006; Han et al., 2012; Wallberg et al., 2014). Pozdéji byla iden-
tifikovana i1 pata linie (Y) ze severovychodni Afriky a Stfedniho vychodu (Franck et al.,

2001) a mozna dalsi Sestd linie byla popsdna v Syrii (Alburaki et al., 2013). Poté, co



evropsti osadnici kolonizovali rizné Casti svéta, byly transportovany a zalozeny rtizné
linie v€ely medonosné spolu se vcelafskymi praktikami, kdy dochazelo ke kiiZzeni vice
linii (Sheppard, 1989). V poslednich letech se analyzuji udaje, které urcuji ptivod vcely
medonosné (Han et al., 2012; Wallberg et al., 2014) a misto afrického pivodu se védci
priklangji spise k ptivodu asijskému.

Vcela medonosna je v soucasné dobé jednim z mala druht vcel, ktery prosel podstat-
nou domestikaci a Zije v koloniich, které se nazyvaji vCelstva. Ve vcelstvech se vyskytuji
tf1 kasty vcel: samic¢{ kasty matka a délnice a sam¢i kasta trubci (Moore et al., 2015). Je-
dinci z téchto kast se 1i$i v dlohdch provadénych ve vcelstvu a to se odraZi i v rozdilech ve
velikosti zastupcu téchto kast (Winston, 1987), morfologii a délce Zivota (Page et Peng,
2001). Kazda tato kasta ma své individualni morfologické znaky, kterymi jsou od sebe
jedinci riznych kast velmi dobfe odliSitelni, a také se kazda kasta vyviji jinak dlouhou
dobu (viz tabulka C. 1).

Tabulka ¢. 1: Délka vyvoje zastupctl jednotlivych kast véely medonosné (Schonfeld,
1955).

Délka vyvoje (dny)
Kasta )
Vajicko Larva Kulka Celkem
Matka 3 5 8 16
Délnice 3 6 12 21
Trubec 3 7 14 24

Matka je zpravidla jedind v kolonii a specializuje se na kladeni vajicek. Dojde-li
k oplozeni vajicka v téle matky, lihne se z vajicka samice (délnice nebo matka). V opaéném
piipadé se z vajicka lihne samec (trubec). Trubct je ve véelstvu n€kolik stovek. Jejich je-
diny ukol je pafeni se s matkou mimo ul na misté¢ zvaném trub¢i shromazdisté. V dlu
se trubci vyskytuji pouze urcitou dobu a pres zimu ve vcelstvu chybéji (Withrow et al.,
2018). Posledni kastou jsou délnice. Ve vcCelstvu je jich nejvice, az nékolik desitek tisic

2N 2

(podle ro¢niho obdobi a sily vCelstva). V zavislosti na stafi délnice plni v tlu riizné tkony,
které jsou dany i mnoZstvim juvenilniho hormonu a neurotransmiteru oktopaminu v he-
molymf€ (Schulz et al., 2002) a to se nazyva vékovy polyethismus (Meixner et Moritz,
2004). Vcely jsou vrcholem socidlniho vyvoje u hmyzu. Délnice nejsou za normalnich
podminek fertilni a matka je jedinou plodnou samici (Oxley et Oldroy, 2010). Matka sig-
nalizuje svou pfitomnost ve vCelstvu pomoci feromont, coz vede k inaktivaci vajecnikl

99,99 % délnic (Kocher et Grozinger, 2011). Pokud je matka defektni ¢i ze vCelstva zmizi,

4



priblizné tfetina délnic aktivuje své vajeCniky a zaCne klést vajicka. Kladou pouze neo-
plozena vajicka z nichz se lihnout trubci (Dzierzon, 1845).

Matky se pafi s vice trubci béhem jediného obdobi pédreni. Béhem tohoto obdobi
ziskaji dostatek spermatu k oplozeni svych vaji¢ek po cely reprodukéni Zivot (Brutscher
et al., 2019), ¢imz je vcelstvo sloZeno z mnoha patrilinedrnich podskupin (viz obrazek
. 1). Je ziejmé, ze vékova variabilita mezi délnicemi je dilezitym zdkladem organizace
vCelstva. Kromé této vékové zavislé variace chovani bylo prokdzano, zZe geneticka vari-
abilita ovliviluje to, co délnice ve vCelstvu provadéji za praci a také, Ze délnice stejného
véku a riznych podrodin maji tendenci se specializovat na rtizné ukoly (Page ef Robinson,
1991). Rozdéleni ukold délnic v ramci vcelstva tedy zavisi i na jednotlivych podrodinach
véel (Fuchs et Moritz, 1999). VCcelstvo se skladd z mnoha podrodin. Pfibuznost mezi
jedinci se vyjadiuje pomoci koeficientu r, neboli relatedness - ptibuznost. V radmci podro-
diny jsou dé€lnice super sestry a r = 0,75 (Page er Laidlaw, 1988). Délnice dvou riznych

podrodin jsou nevlastnimi sestrami a r = 0,25 (Meixner et Moritz, 2004).

Obrazek ¢. 1: Pribuzenské vztahy ve vcelstvu. Upraveno podle Oxley et Oldroyd, 2010.

Matka Trubci (otcové)

g r' '?l Rodic¢ovska generace

0.5 1,0
.7 .
07' 0.5 [? 0,25 (? S ?0’75)] ? Generace potomki
Trubci Délnice Matka
(synoveé) (dcery) (dcera)

Legenda: Genetickd piibuznost mezi jedinci v kolonii. Ciselné hodnoty vyjadiuji koeficient piibuznosti,
pfi¢em? &isla mezi dvéma jedinci naznaduji genetickou piibuznost mezi témito jedinci. Sipky oznatuji
cesty dédi¢nosti genetického materidlu od rodic¢u k potomkim. Délnice, které sdileji stejnou matku a otce
jsou tplnymi sourozenci (super sestry), délnice sdilejici stejnou matku, ale rizné otce jsou poloviénimi

sourozenci (nevlastni sestry).



3.2 Matka a délnice véely medonosné

Ackoli matka a délnice maji stejny genotyp, 1isi se velmi svym vyvojem, fyziologii
i chovanim (Winston, 1991). To je pravdépodobné dusledek faktorti prostiedi (Wang et al.,
2016). Larvy matek i délnic jsou krmeny matefi kasi¢kou po dobu prvnich 3 dni vyvoje.
Larvy délnic jsou nasledné krmeny smési matefi kaSicky, pylu a medu, zatimco larvy ma-
tek pouze matefi kasSickou (Haydak, 1943). Predpoklada se, Ze kvalita a mnoZstvi larvalni
potravy jsou primarni pfi¢inou rozdilného vyvoje (Haydak, 1943; Winston, 1991), strava
ovlivni hladinu juvenilniho hormonu produkovaného larvou. Hladina hormonu rozhodne,
zda se z larvy vyvine délnice nebo matka (Moore et al., 2015). Matka se vyviji v burice
odliSné od bunék délnic, burika matky je zfetelné vetsi a je orientovana vertikalné.

Sestndcty den od nakladeni vaji¢ka se matka lihne, a aby byla schopna vykondvat své
funkce v ulu, musi se spafit s trubci. Pfed snubnim letem vylétne matka z tilu na 1 aZ 2 ori-
entacni lety a poté na snubni let, pfi kterém se pafi s trubci. Snubni let probihd zpravidla
5. az 6. den od vylihnuti, kdy leti aZ 3 km od ulu, kde se potka s tisici trubci v oblasti zvané
trubc¢i shromazdisté (Schmehl et al., 2015). Pokud matka pfi prvnim sparfeni neziska do-
state¢né mnoZzstvi spermii, snubni let jesté jednou opakuje. Matka je ve vCelstvu vétSinou
jedinou reprodukéni samici (Anderson, 1963; Barron et al., 2001). Rychlost, jakou mtiZe
produkovat vajicka, ovliviiuje rast v¢elstva. V¢ela medonosna se 1isi od jiného socidlniho
hmyzu v tom, Ze d€lnice mohou matku nahradit jednou z jejich dcer. Délnice posuzuji
plodnost matky na zdkladé sledovani poctu matkou snaSenych vajicek a na mife a kvalité
jejich oplozeni. Pokud néktery z téchto faktort klesne, zahaji délnice vyménu (Baer et al.,
2016).

Kromé role matky jako primérni reprodukéni samice v kolonii, matka nepfretrzité
uvolnuje smés feromond, které pasivné udrzuji socidlni soudrznost tlu (Brutscher et al.,
2019). Délnice jsou fakultativné sterilni a aktivuji vajeCniky pouze tehdy, kdyz je vcelstvo
bez matky nebo plodu. Toto rozdé€leni reprodukénich tikolit umoZznilo vyvoj silné€ odliSnych
kastovych znakd, pricemz se matky a délnice fyziologicky adaptovaly svym rolim (Oxley
et Oldroy, 2010). Reprodukéni kvalita matky je definovana nejen jeji potencidlni plodnosti
(prevazné velikosti vajecnikill), ale také jeji uspéSnosti v pareni (Tarpy et Metz, 2019).
Uchovavani spermatu samicemi pfed oplozenim vajicka je fylogeneticky rozsifenym je-
vem a je Casto usnadnéné pritomnosti specializovanych anatomickych struktur v pohlav-

nim ustroji samic, jako jsou spermatéky viz obrazek ¢. 2 (Walker, 1980).



Obrazek ¢. 2: Vypreparované organy zadeCku matky véely medonosné (Schonfeld,
1955).

Legenda: 1 - vajecnik, 2 - kalisky vajecnikd, 3 - vejcovod, 4 - nerv s nervovym zauzlenim dole pod spo-
jenymi vejcovody, 5 - semenny vacek, 6 - zZlaza semenného vacku, 7 - alkalicka jedova zlaza, 8 - poSevni
sténa, 9 - svalstvo Zihadla, 10 - kryci Supina, 11 - Zihadlova pochva, 12 - Zihadlo, 13 - jedova Zlaza, 14 - je-
dovy vacek, 15 - vykalovy vak.

Obrazek ¢. 3: Bocni prifez organy zadeCku matky vcely medonosné (Schonfeld,
1955).

42 3 45 6

Legenda: 1 - kaliSek vajecniku, 2 - nerv s nervovym zauzlenim pfi tsti vejcovodd, 3 - vejcovod, 4 - predni
dil pochvy, 5 - komora pro napojeni pohlavniho organu trubce, 6 - vyudsténi pochvy se Zihadlovou komorou,
7 - vyusténi vykalového vaku, 8 - pumpicka s kanalkem pro chamov4 téliska, 9 - Zlaza semenného vacku,
10 - semenny vacek se spermatem, 11 - vykalovy vak, 12 - pochva Zihadla, 13 - Zihadlo, 14 - prifezy
poslednich segmentt.



UloZeni spermii v téle matky na zdkladé jednoho nebo dvou snubnich letii napiiklad
umoziluje samicim oplodniovat vajicka po delsi dobu, ¢imz je zajisténa plodnost i v nepfi-
tomnosti samcu, matka diky tomu také neni zbyte¢n¢ vystavena riziku predace (Baer et
al., 2016). Polyandrii matka sniZuje pravdépodobnost, Ze se ve vCelstvu vyvinou letalni

diploidni trubci.

3.3 Trubec véely medonosné

Pocet trubct v kolonii nepfesahuje 10 % poctu dospélé populace a zdvisi na fazi
vyvoje vcelstva, poCtu jedincti ve vcelstvu, pfitomnosti a véku matky a mnoZstvi po-
travy, kterou mé k dispozici (Czekonska et al., 2015). Genetickd vybava trubce, se odrazi
v jeho vitalité a kvalitdch. Pouze trubci s vysokou fitness a nejvyssi reprodukéni zdatnosti
se s matkou dokazi spafit. Trubec musi doletét na trubli shromazdisté, kde zistava po
dobu, nez prileti matka. Matku mezi dal$imi tisici trubci musi najit a pfi pafeni pfedat své
spermie, které si matka poté ulozi do semenného vacku. U trubcd je rozhodujici schop-
nost parit se (napf. velikost téla) a schopnost inseminovat (napf. kvalita spermii), aby
se vlastnosti trubce predaly nové generaci. Konkurence mezi trubci je velikd, u jedinct
s vy$S§i sexudlni konkurenceschopnosti je pravdépodobné, Ze budou mit vyssi reprodukéni
zdatnost ve srovndani s témi méné konkurenceschopnymi (Baer, 2005).

Na trubce jako rezervodry genetickych vlastnosti véelstva se zaméfilo jen nékolik
malo studii. Vice uz se jich zaméfilo na vliv faktorti prostfedi na reprodukéni kvalitu
trubct (Fisher ef Rangel, 2018). Trub¢i sperma muiZze byt negativné ovlivnéno zdravotnim
stavem trubce (Peng et al., 2015) nebo expozici trubce agrochemikdliemi (Ciereszko
et al., 2016). Tyto faktory ovliviiuji trubCi sperma v mnozstvi ejakulovanych spermii
nebo ovliviiuji molekuldrni vlastnosti spermatu (napt. koncentrace ATP), sniZuji motilitu
spermii a jsou zapojeny do niZ$i migrace spermii do semenného vacku nebo do pieziti
uloZenych spermii (Kairo et al., 2016).

Vcelstva dodate¢né prizptlisobuji produkci trubct podle sezény; to se lisi regionalné
a produkce se zamétuje predevSim na jaro, vrcholi na zacatku 1éta a postupné klesd s tim,
jak postupuje sezéna (Boes, 2010). Vétsi vcelstva maji vSak tendenci produkovat vice
trubct (Smith et al., 2017), coz naznacuje, Ze Zivotni prostfedi a dostupnost zdroji jsou
primarnim faktorem urcujicim chov trubct, nikoliv rocni obdobi (Tarpy et Metz, 2019).
Béhem jejich ontogenetického vyvoje jsou trubci larvy krmeny matefi kasi¢kou obohace-
nou pylem. SloZeni stravy je upraveno tak, aby vyhovovalo véku larev (Haydak, 1970;

Matsuka et al., 1973; Hrassnigg et Crailsheim, 2005). Po vylihnuti jsou mladi trubci stéle



délnicemi krmeni potravou bohatou na proteiny a aminokyseliny (Free, 1957; Haydak,
1970; Schmickl er Crailsheim, 2004). Béhem prvnich 6 dna jejich dospélého Zivota se
trubci Zivi pylem také bohatym na bilkoviny (Free, 1957; Szolderits et Crailsheim, 1993)
a trubci starSi vice nez 7 dni se Zivi medem, ktery je bohaty na sacharidy (Free, 1957).
Vzhledem k hmotnosti trubcti potfebuji jejich larvy podstatné vice potravy s riznorod&jsim
proteinovym slozenim, nez larvy d€lnic (Haydak, 1970; Winston, 1987). Trubci také
rychle starnou, s 1étanim zacinaji od cca 10. dne a Ziji v praiméru 30 dni, nezavisle na

tom, kdy zacali 1état (Rueppell, 2005). S matkou se péfi trubci, ktefi jsou ve véku 15-23

dni, primérné v 21. dnu véku (Couvillon et al., 2010).

3.4 Diploidni trubci

Normaélné se trubci vyvijeji z neoplozenych vajicek a jsou haploidni. Diploidni trubci
(nazyvani také ,biparentalni trubci®) se vyvijeji z oplozenych vajicek (Woyke et Knytel,
1966), kterd jsou homozygotni v lokusu urcujicim pohlavi. V pfirodé diploidni trubci
neprezivaji do konce vyvoje larev. Larvy diploidnich trubctli jsou pojidany délnicemi
(Woyke, 1963) béhem né€kolika hodin po vylihnuti z vajicka, nejcastéji do 36 hodin, a to
1 pfesto, Ze jsou Zivotaschopné.

Dospéli diploidni trubci mohou byt chovéni v laboratofi lihnutim vajicek v inkubatoru
a krmenim larev matefi kasickou. Larva mizZe byt pfenesena do vCelstva po 2-3 dnech.
V tomto véku je délnice krmi normélné (Woyke, 1969).

Diploidni trubci, ktefi dospéji v laboratornich podminkach jsou podobni haploidnim
trubcim. Ve srovnani s haploidnimi trubci jsou vétsi, t€Z8i, maji mensi varlata, méné tes-
tikularnich tubuli, méné kiidlovych hacka a niZsi koncentraci vitellogeninu (antioxida¢ni
protein). Diploidni larvy trubcti produkuji vice kutikuldrnich uhlovodiki neZ délnice,
ale méné neZ haploidni trubci. Diploidni trubci produkuji diploidni spermie (Woyke et
Skowronek, 1974) obsahujici dvakrat tolik DNA neZz haploidni spermie (Herrmann et
al., 2005). Diploidni spermie jsou delsi neZ haploidni spermie; jejich hlavicka je zvlasté
dlouha (Woyke, 1983). Ultrastruktura haploidnich a diploidnich trubcti je podobnad (Woyke,
1984). Teoreticky lze ziskat triploidni v€ely inseminaci matky diploidnimi trubci, ale
zatim toho nebylo dosaZeno, protoze diploidni trubci maji narusenou plodnost, predevsim

produkuji maly pocet spermii (Woyke, 1983).



3.5 Pareni vcel

o

Véeli matka se péii s vice samci a tento jev se nazyva polyandrie. Pafeni se s vice
jedinci je jednim ze zptsobu, jak si vCely udrzuji napiiklad toleranci k parazitim a pato-
genum. Polyandrie je taxonomicky omezena na socidlni hmyz (Strassmann, 2001) a u v¢el
rodu Apis je na vyjimecné vysoké trovni. Odhady poctu trubct, se kterymi se matky
véely medonosné péfi, jsou zaloZené na molekuldrni genotypizaci délnic (Tarpy et al.,
2004). Matky, které se paii jen s jedinym trubcem nebo s malym poctem trubcd, produ-
kuji vCelstva, kterda jsou méné uspésSnd nez ta, ve kterych je matka, kterd se pari s vétSim
poctem trubcti. Haplodiploidni reprodukéni systém generuje extrémné vysoké trovné
pfibuznosti mezi délnicemi ve vcelstvech (Walker, 1980).

Vcela medonosnd se paii mimo ul na misté¢ zvaném trub¢i shromazdisté, které miva
v priméru 30-200 m a nachazi se v rozmezi 15-40 m nad zemi. Zde se na konci jara
a v 1ét¢ shromazd uji tisice trubct (Ruttner, 1966). Trubci mohou uskuteénit i nékolik
snubnich lett za den (Zmarlicki et Morse, 1963). Umisténi trubéiho shromazdisté byva
stalé po nékolik let. KdyZ se do trub¢iho shromazdisté dostavi matka, trubci se za ni for-
muji do roje ve tvaru komety. Poté se matka postupné pafi s nékolika trubci (Gries et Ko-
eniger, 1996). Pro fitness vCelstev je vyhodnéjsi trub¢i shromazdisteé s vétSim mnoZstvim
geneticky rozdilnych trubct z riznych vcelstev, nez mald shromazdiste, kde je vetsi prav-
dépodobnost mensiho mnozstvi, ale navzajem vic pribuznych trubct (Baudry et al., 1998).

Obrazek €. 4: Matka pafici se s trubcem za letu (Schonfeld, 1955).

Legenda: Trubec, ktery dohoni matku, pfeleti nad ni a nohama obejme jeji zadecek. Matka otevie svou
zihadlovou komoru a trubec stahy svali hrudniku a zadecku vyvol4 ¢aste¢né obraceni svého kopulacniho
organu. Penis trubcd je v klidu uloZeny v zadeCku a pfi obraceni vyhiezava z téla ven, plni se vzduchem a he-
molymfou a zasouva se do Zihadlové komory matky. Lepivé rizky penisu zakotvi penis pevné v zihadlové
komote matky a neustdle stoupajici tlak v penisu vyvola nejprve ejakulaci a ndsledné prasknuti penisu, coz
prerusi spojeni mezi trubcem a matkou (Vesely, 2003).
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Pocet trubci, ktefi se s matkou pafi se v odborné literatufe velmi 1isi. Starsi infor-
mace udévaji, Ze se matka se pafi s 8 trubci (Woyke, 1955), nebo také s priblizné 12
trubci (Cornuet et al., 1986; Kraus et al., 2005). Tarpy et al. (2015) uvadéji, Ze se matka
pafi se 14 trubci. Nékteré nové studie zalozené na mikrosatelitové analyze, ukazuji aZ na
pocet 34-77 trubct (Withrow et Tarpy, 2018). Vysoky pocet trubcii zajisti genovou diver-
zitu ve vcelstvu, a to je pro n¢j vyhodné naptiklad z hlediska zdravi a vitality (Tarpy et
al., 2012). Trubci, ktefi se spéfili s matkou, hynou uz béhem ¢astecného obraceni penisu
v disledku pfesunu veskeré hemolymfy do penisu, nebo zdhy poté vyCerpanim (Vesely,
2003). Po spafeni matky s trubci, které trva pfiblizné 15-30 minut matka odleta zpét
do vcelstva a uloZi sperma do semenného vacku (Baudry et al., 1998). PIné insemino-
vand matka si ulozi pfiblizn€ 5—7 miliont spermii (Woyke, 1989). Po pafeni podstoupi
matka znacné fyziologické a behaviordlni zmény. Jeji vajeCniky (dfive ve stavu zasta-
veného vyvoje) dokoncuji posledni stddia zrani, protoZe se zvétSuji a vajicka se stanou
Zivotaschopnymi a dosdhnou zralosti (Tanaka er Hartfelder, 2004). Matka po nékolika
dnech po svém prvnim nebo druhém snubnim letu zacné klast vajicka (Koeniger et al.,

2014).

3.6 Haplodiploidni urceni pohlavi

Pohlavi u véely medonosné je urceno haplodiploidnim zptisobem. Tento zptsob de-
terminace pohlavi byl poprvé objeven v roce 1845 katolickym knézem Johannem Dzier-
zonem. Dzierzon uvedl, Ze panenska matka, kterd nepodnikla snubni let, produkuje pouze
potomstvo trubct (Dzierzon et al., 1945). Jeho zprava byla prvnim popisem systému
ur¢ovani pohlavi, k némuz doslo vice nez 50 let pied objevenim pohlavnich chromozomd.
Studie ukazaly, Ze asi 20 % Zzivocisnych druhti je haplodiploidnich. Tento zptsob repro-
dukce si zachovéva specifickou pozici pii ur€ovani pohlavi, protoZe uniparentalni samci
zdédi nahodnou polovinu matefského genomu, zatimco samice zdédi jak matefské, tak
otcovské geny, coz znemoziuje jakykoli chromozomdlni systém urcujici pohlavi (Bull,
1983). Navzdory tomu, Ze samci maji pouze 16 chromozomi a samice 32 chromozomd,
proces oplodnéni ani haploidni nebo diploidni stav vajicek neposkytuje plné urceni po-
hlavi u v¢el (Gempe et al., 2009). TotiZ vytvoreni diploidnich trubct naznacovalo, Ze ani
proces oplodnéni ani haploidni nebo diploidni stav vajicka neposkytuji primarni signél
pro stanoveni pohlavi u véel medonosnych (Mackensen, 1951).

U samic v¢ely medonosné je pohlavi urovano heterozygotnosti v lokusu Sex De-

termination Locus (SDL) nesouci gen komplementarniho urceni pohlavi (csd). SDL je
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lokus, ktery je u samic vZdy heterozygotni, a proto pravdépodobné obsahuje dalsi geny
zapojené do ur¢ovani pohlavi. U v¢el vznikla kaskdda pro ur€ovani pohlavi iniciovana ale-
lickym sloZenim komplementarniho genu pro ur€ovani pohlavi (csd) (viz obréazek €. 5):
samci se vyvijeji z haploidnich nebo diploidnich, ale pro gen (¢sd) homozygotnich em-
bryi, zatimco samice se vyvijeji z diploidnich, ale pro gen (csd) heterozygotnich embryi.
U samic hetorozygotnost genu (csd) (tedy dvé rtizné alely na tomto lokusu) vedou k vy-
tvoreni samicich specifickych variant genl feminizer (fem) a doublesex (dsx). U samcii
jsou vytvareny sam¢i specifické varianty genu fem a dsx (Freitas et al., 2020). Porovnanim
ortolognich genti u jinych druht véel a vos se ukdzalo, Ze gen csd vznikl duplikaci genu

v linii v¢el z kopie feminizer progenitorovych genti (Gempe et al., 2009).

Obrazek ¢. 5: Schéma pro uréeni pohlavi samci a samic véely medonosné. Upraveno

podle (McAfee et al., 2019).

Samec Samec
(haploidni) (diploidni)

Chromozom 3 —-I | | I I I | |
csd lokus — nebo nebo
| 1 11
a

Samice

nebo
Sestrih Y 1 Bez sestrihu
fem fem
Tvorba produktu | :
FEM ¥
Regulace sestiihu ; Samec
Samidi
dsx

Vytvoreni pohlavi y

Samice

Legenda: Pohlavi vCely je urceno alelickym sloZenim jediného genu (csd), komplementéarniho urceni po-
hlavi. Z vajicka se vyvine samec, pokud je csd haploidni nebo diploidni, ale homozygotni. Pokud je csd
diploidni a heterozygotni, vznikne sestfihem gen fem, jehoz produkt reguluje sestfih genu dsx a vyvine se
samice.

Gen csd koduje potencidlni sestfihovy faktor, ktery existuje v nejméné 15 alelickych
variantach, které se 1i$i v pruméru ve 3 % aminokyselin (Hasselmann et Beye, 2004). Ge-
novy produkt (CSD) je nezbytny pro vyvoj samic, protoze inaktivace genového produktu
u samicich embryi zplisobuje tUplny prechod do sam¢iho vyvoje. Cil produktu genu csd

byl identifikovan jako gen feminizer (fem) (Beye et al., 2003).
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Transkript genu fem se u samcu a samic odliSuje sestfihem, to znamend, Ze pouze
samic¢{ buriky koduji funkéni protein genu fem a samci varianta genu ferm koduje predCasny
stop kodon a neposkytuje Zadny funkéni produkt. Samci specifické fem transkripty si za-
chovavaji plny exon 3, ktery obsahuje stop kodon, takze translace kon¢i predcasné. U sa-
mic je tato ¢ast exonu 3 plus exony 4 a 5 sestfiZena, coZ vede k Uplnému otevienému
Ctecimu ramci, ktery kéduje protein sloZzeny z 403 aminokyselin - FEM protein (Hassel-
mann et al., 2008). Sestfihovany FEM protein zase reguluje sestiih genu doublesex (dsx),
tedy nesestfthany gen fem neni funk¢ni a tak nechava gen dsx také nefunkéni (McAfee et

al., 2019).

3.7 Genom vcely medonosné

Vcely poskytuji nezbytné opylovani rostlin a tpadek vcel ohroZuje integritu eko-
systému. S tbytky populaci véel bylo spojeno né€kolik faktord, jako je ztrata stanovist,
patogeny a paraziti, expozice toxinim, $patnd vyziva a zména klimatu. Obavy z poklesu
populace opylovacu se objevily v 90. letech 20. stoleti a zesilily na pocatku 21. stoleti,
a tak zacal intenzivni biologicky vyzkum snazici se o zachovani vcel, ktery se soustredil
na shromazd ovdni diikazi o rozsahu a dbytku vcel.

Nejzndméjsi vyzkum pro pozndni véely medonosné je z roku 2006, kdy byl osek-
venovan genom vcely medonosné. The Honey Bee Genome Sequencing Consortium je
mezinarodni skupina védci, védeckych organizaci a univerzit zabyvajici se genomikou,
kterd se snaZzi rozlustit genomové sekvence v€ely medonosné. Consortium bylo zaloZeno
v roce 2001 americkymi védci. V USA je tento projekt financovan napiiklad Narodnim
vyzkumnym ustavem pro lidsky genom nebo Ministerstvem zemédélstvi Spojenych stata.
Molekularni analyzy ukazaly, Ze stovky az tisice gentl vykazuji zmény exprese, které ko-
reluji se zménami chovani a s expozici behaviordlné relevantnim latkam. V pribéhu evo-
luce se fada genu preorientovala na eusocialitu. Zejména genové rodiny kodujici mateti
kaSicku a protein vitellogenin zacaly vykondvat funkce, které jsou spojené s diferen-
ciaci vCel na jednotlivé kasty. ZvysSenim poctu geni ¢ichovych receptori a prepnuti genti
CYP450 na metabolismus hormont zajistilo komunikaci socidlniho hmyzu. V genomu
véel hraji dilezitou roli miRNA, které ovliviiuji genovou expresi specifickou pro vék
a kastu. Dosud vsak bylo prokazano, Ze pouze né€kolik gentl véel v pficinné souvislosti
zprostfedkuje pfechod k chovani pfi hledani potravy a to jsou geny: foraging (Amfor),
malvolio (Amvl) a vitellogenin (Vg). (Weinstock et Robinson, 2006)
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Védecké poznatky ukazaly, Ze gen Amfor hraje roli pfi hledani potravy (Ben-Shahar
et al., 2002) u vcel. Gen Amfor je exprimovan primdrné v optickych lalocich mozku
vCel a v houbovych téliskach, zejména v Kenyonovych burnkach. Houbovi téliska jsou
primdrnim centrem pro intermoddlni smyslové zpracovani v mozku vcely. Kenyonovy
buriky pfijimaji vstupy z vizualnich a Cichovych oblasti a hraji ddleZitou roli v uceni
a paméti. Tento vzorec mozkové exprese naznacuje, ze Amfor miize prispivat ke zméné
senzorického zpracovani, spojeného s pastvou (Weinstock et Robinson, 2006).

Gen malvolio (Amvl) u vCel zvySuje citlivost pro sachar6zu. U vcel starSich (1étavky)
je tato citlivost vyss$i nez u vCel mladSich (kojicky) a je tedy ukazatelem véku, ve kterém
vCely zaCnou létat na pastvu (Pankiw et Page, 2003). Citlivost na sacharézu také oznacuje,
zda se vCela létavka specializuje na sbér pylu &i nektaru, pii¢emz véely, které shromazd uji
pyl, vykazuji vétsi citlivost na sachar6zu. Odezva je tedy spojena s délenim prace vcel
jak mezi délnicemi a létavkami, tak uvnitf samotného vcelstva (Weinstock et Robinson,
2006).

Gen vitellogenin (Vg) hraje roli v rozvoji oocyti u mnoha druhti hmyzu, ale u vcel
byl zapojen do regulace SirSiho spektra chovani. Vitellogenin interaguje s juvenilnim hor-
monem, o kterém se predpokladd, Ze hraje dulezitou roli pfi vyvoji a dospivani (Page
et al., 2006). Nelson et al. (2007) prokazali, Ze gen Vg je zapojen do regulace chovani
pfi hledani potravy, coZ naznacuje roli Vg u faze vyvoje vcely kojicky. Zjistili také, ze
umlceni genu Vg urychlilo u vcely hledéani potravy (Weinstock et Robinson, 2006).

Dalsi poznatky jsou, Ze genom vcel se vyviji pomaleji nezZ genomy octomilky obecné
(Drosophila melanogaster) a koméra (Anopheles gambiae). Pomalejs$i vyvoj vcel lze
vysvétlit skuteCnosti, Ze vétSina genu vcel se nachdzi v oblastech bohatych na AT. Re-
giony bohaté na AT, na rozdil od regionti bohatych na GC, se vyznacuji nizkou frekvenci
rekombinace. Vcela medonosnd byla po octomilce a komdarovi teprve tieti hmyz na svété
s osekvenovanym genomem. Cely genom vcely medonosné byl sekvenovan a zahrunuje
asi 236 milionu pard bazi a bylo v ném identifikovano 10 000 gent. Pfi analyze védci
zjistili, Ze vCela medonosnd pochdzi z Afriky a do Evropy se rozsitila ve dvou vlnach mi-
grace (Whitfield et al., 2006) a v porovnani s octomilkou a komarem mé vcela mnohem
méné gent regulujicich imunitu, detoxikaci a vyvoj kutikly (Robertson ez Wanner, 2006).

Pro Zivoc¢iSné organismy md vyznam nejen jadernd DNA, ale i mitochondridlni DNA.
U vcely medonosné je mitochondridlni DNA mald asi 16 000 bp obsahujici 13 genil
kédujicich proteiny, 22 geni tRNA a 2 genti rRNA (Wallberg et al., 2019), je to kru-
hova molekula, kterd je pfendSena z matky na potomky. Dédi¢nost matky poskytuje in-

terpretaci pifimych dat mtDNA, které v kombinaci s relativné jednoduchymi a levnymi
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testy mtDNA je jednim z nejpopularnéjSich markert genetického studia vcel. Vyuziti
mitochondridlni DNA bylo vyuZzito napfiiklad pfi revizi jednotlivych poddruhti véely me-
donosné. Na zdkladé morfologickych tdaji bylo uznano 29 poddruht vcel (Engel 1999;
Sheppard et Meixner, 2003) a vcely byly seskupené do ¢ty morfologickych vétvi - C,
M, A a O. Linie C zahrnuje sedm poddruhti: V¢ela medonosna kratiska (Apis mellifera
carnica), v. m. vlasska (A. m. ligustica), v. m. makedonska (A. m. macedonica), v. m.
sicilskd (A. m. siciliana), v. m. feckd (A. m. cecropia), v. m. kyperska (A. m. cypria) a v.
m. krétskd (A. m. adami). Po zahrnuti mitochondridlnich dat, byla linie O identifikovdna
jako dil¢i linie africké linie A a byla prejmenovana na Z (Alburaki et al., 2011). Navic
jedna mitochondridlni linie byla pojmenovana Y, ta byla identifikovand v severovychodni
Africe (Franck et al., 2001) a také patfi do africkych linii (Meixner et al., 2013; Bauer et
al., 2017).

Vcela medonosna byla intenzivné studovana, aby se vyhodnotil jak jeji fylogene-
ticky pavod, tak ptivod taxonomicky. Ekonomicka dilezitost vCely piiméla védce k in-
tenzivnimu hledani polymorfnich mikrosatelitnich markerti pro studium genomu vcely
(Dall’Olio et al., 2007). V poslednich 30 letech se molekuldarni metody staly dutlezité
hlavné pro identifikaci poddruhi véel. Metody jsou zalozeny hlavné na jadernych mikro-
satelitech, allozymech (Arias et al., 2006) a mitochondridlni DNA (mtDNA)(Frank et al.,
1998). V poslednich letech se stalo dilezitym také pouziti jednonukleotidovych polymor-
fismu. Jiné molekularni metody, napfiklad zaloZené na feromonech se pouZivaji jen ziidka
(Oleksa et Tofilski, 2015). Pomoci genetickych markerd, byl geneticky vyzkum zaméien
na pochopeni toho, jak haplodiploidie vCel ovliviiuji konzervacni biologii (Grozinger et

Zayed, 2020). Jednim z nejvyznamnéjsich genetickych markeri jsou mikrosatelity.

3.8 Mikrosatelity

Mikrosatelity, pod ndzvem jednoduché opakované sekvence (SSR) nebo krétka tan-
demova opakovani (STR) jsou nekddujici repetitivni oblasti DNA (Oliveira et al., 20006).
Riizni autofi uvadéji riznou délku jednotky repetice. Lai e al. (2003) uvadéji 1-6 bp,
Primmer et al. (1997) 1-5 bp nebo Baker (2000) 1-10 bp. Pocet opakovani je specificky
a cely mikrosatelitni lokus se skladad z n€kolika stovek para bazi (Brooker, 2011). Mikro-
satelity se vyskytuji zhruba rovnomérné po celém genomu eukaryotnich i1 prokaryotnich
organismil, v nekédujicich i kodujicich oblastech. Jsou to vhodné genetické markery, diky
své vysoké variabilité a poCtu opakovani se pouZzivaji pfi studiu mutaci (Ashley et Warren,

1995), genetickém mapovéani (Kong et al., 2002) a populacné-genetickych studiich (Ro-
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senberg et al., 2002).

Mikrosatelity jsou klasifikovany podle typu opakované sekvence jako dokonalé, ne-
dokonalé, prerusené nebo sloZzené. V dokonalém mikrosatelitu neni opakovand sekvence
preruSena Zadnou bazi, kterd nepatfi k motivu (napt. TATATATATATATATA), zatimco
v nedokonalém mikrosatelitu je motiv naruSen jednou bazi, kterd neodpovida sekvenci
motivl (napt. TATATATACTATATA). V pfipad¢ preruseného mikrosatelitu existuje mala
sekvence uvnitf opakované sekvence, kterd neodpovida sekvenci motivl (napi. TATA-
TACGTGTATATATATA), zatimco sloZeny mikrosatelit je tvofen jednou repetici, na kte-
rou bezprostfedné navazuje tsek tvoreny druhou repetici (napt. TATATATATAGTGTGT-
GTGT) (Oliveira et al., 2006).

3.9 Mikrosatelity vcely medonosné

Véela medonosna krafiska (Apis mellifera carnica) je v Ceské republice, ale i v okol-
nich zemich povaZovana za potencidlné ohroZeny poddruh v€ely medonosné. Hlavni pfici-
nou je nelegalni import jinych poddruhti a hlavné komer¢niho umélého plemene Buckfast.
Morfometrické studie v minulosti poskytovaly velké mnoZstvi informaci o struktufe pod-
druht véely medonosné a morfometrické parametry se stile pouZzivaji k uréeni geogra-
fického ptivodu vcely. Méfeni morfometrickych znakd je stdle béZné uzivano podle Rutt-
nera (1988), ale tato metoda nemiize poskytnout podrobné informace o genetické struktuie
populace. Mikrosatelity jsou uzite€né pro testovini genetické variability nejen na urovni
poddruht a populace, ale i na drovni jednotlivych ¢lent populace a dokonce i pokud jsou
tito ¢lenové piimo piibuzni. Béhem poslednich dvou desetileti byly mikrosatelity pouzity
k analyze genetické rozmanitosti populaci véel v mnoha zemich (Francis et al., 2014;
Nedic et al., 2014; Uzunov et al., 2014).

Ve srovnéni s morfologickymi markery poskytuji molekuldrni markery vyssi taxono-
mické rozliSeni, umoznuji hlubsi porozuméni evolu¢nim procesim, jsou stabilni a de-
tekovatelné nezavisle na rastu, diferenciaci a vyvoji organizmu a nejsou ovliviiovany
prostiedim (Morin et al., 2004; Agarwal et al., 2008; Munoz et al., 2017). Na druhé
strané jsou morfologické markery (loketni index Zilnatiny kiidla) stile levnéjsi a sndze
se pouzivaji. Pokud morfologické znaky nabizeji taxonomické rozliSeni, které presahuje
uroven druhu umoznujici detekci genetické struktury, 1ze je pouZit k identifikaci populaci,

které Ize pozdéji studovat pomoci molekuldrnich markert (Patterson et al., 2005; Ortego

etal.,2012).
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Prvni mikrosatelity pro vcelu medonosnou popsali Estoup et al. (1993). Izolovali
soubor 52 (CT), a 23 (GT), mikrosatelitd u vcel a 24 (CT), a 2 (GT), mikrosateliti
u ¢melakl. V priméru se (CT), mikrosatelity vyskytuji s pravdépodobnosti 1 na 15 kbp
a (GT), mikrosatelity s pravdépodobnosti 1 na 34 kbp u vcel. U ¢meldkil se vyskytuji
(CT), mikrosatelity s pravdépodobnosti 1 na 40 kbp a (GT), s pravdépodobnosti 1 na
500 kbp. Porovnani s tdaji dostupnymi na obratlovcich naznacuje nizsi podil opakovani
u vcel, ale rozdéleni délky je velmi podobné bez ohledu na tfidu. Mnoho (CT), a (GT),
opakovani je obklopeno riznymi typy mikrosatelitd, coz odhaluje distribuci kratkych opa-
kujicich se sekvenci.

Solignac et al. (2003) uvedli zakladni strukturu sekvence 552 mikrosatelitd, spolu
se sekvencemi primert a délkou sekvenované alely. Tyto mikrosatelity byly izolovany
z frakci celogenomové DNA. Vsech 552 lokust uvedli jako polymorfni u v¢ely medo-
nosné. Mnoho z nich bylo také dspésné amplifikovdno jako polymorfni mikrosatelity
u dalSich tfi druhii rodu Apis: A. cerana (58%), A. dorsata (59%) a A. florea (38%).
V publikaci uvadéji shrnuti variability 36 mikrosatelitii vybranych z 552 lokusi ve tfech
hlavnich vyvojovych liniich A. mellifera, 11 mikrosatelitt jiz bylo publikovano (Estoup
et al., 1995; Garnery et al., 1998; Franck et al., 2000).

Bodur et al. (2007) studovali genetickou variaci a diferenciaci na dvanacti populacich
vcel z Turecka a Kypru s deviti mikrosatelitnimi lokusy A7, A24, A28, A43, A113, Ap43,
Ap68, Ap226 a Ac306 (Solignac et al., 2003). Nalezli celkem 165 alel (v priméru 6,83
alely na lokus v populaci). Sest alel bylo zaznamenéno poprvé a &tyfi alely byly uz diive
znamé, ale pouze v Africe.

Forfert et al. (2017) urCovali pocet sparenych trubcti s matkou a genetické slozeni
vcelstva pomoci péti mikrosateliti SV240, HB004, HB0OO7, HBO15 a HBOO5 (Estoup
et al., 1994). Matky pred sparenim vystavili neonikotinoidim a zkoumali rozdily mezi
pafenim matek ovlivnénych a neovlivnénych neonikotinoidy. Matkam byly po pafeni
pitvany semenné vacky, aby ndsledné urcili pocet uloZzenych spermii. U matek ze véelstev
vystavenych neonikotinoidim bylo pozorovano, Ze se paii s niZSim poctem trubci, nez
matky neovlivnéné. To vedlo ke sniZeni genetické rozmanitosti v jejich vCelstvech a sni-
Zena genetickd rozmanitost mezi délnicemi negativné ovliviiuje vitalitu vcelstva. Neo-
nikotinoidy tedy mohou mit skryty t¢inek na zdravi kolonii sniZzenim frekvence pareni
matek.

Lépez-Uribe et al. (2017) vyuzili 8 mikrosatelitnich lokust A113, A24, A88, Ap43,
Ap81, B124, ApJC2 a A76 (Tarpy et al., 2010), aby charakterizovali genetické sloZeni

zalétlych roji a véel z chovu komerénich vcelaiti v Severni Karoliné. Divodem byla
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diive zjiSténd vysokd droveni imunokompetence prirozené Zijicich vcel. Vysledky ex-
perimenti odhaluji malou, ale vyznamnou genetickou diferenciaci mezi zalétlymi roji
a vCelstvy z chovu komer¢nich vcelail, coZ naznaCuje spojeni mezi t€émito dvéma skupi-
nami. Zjistili, Ze vysS$i genetickd diverzita mezi vCelstvy znamena zvySenou imunitni od-
povéd u zalétlych roji, ale u neléCenych viel, pestoze tato skupina vykazovala vyrazné
vyssi primérnou genetickou rozmanitost. Tato zjiSténi naznacuji, Ze genetickd rozma-
nitost je pozitivné spojena s imunokompetenci u zalétlych roji a Ze vyhody genetické
rozmanitosti jsou u vcel chovanych lidmi skryty, pravdépodobné v disledku umélého
vybéru.

Simone-Finstrom et al. (2018) pouZzili mikrosatelitni lokusy Am010, Am043, Am052,
AmO059, Am061, Am098, Am125 a Am553 (Delaney et al., 2011) ve dvou PCR re-
akcich, pro genotypizaci potomku matek, které se sparily s trubci za stizenych podminek,
napiiklad s pfivizanym zavazim na hrudi nebo omezenim dalsich letovych pokusii matky
po prvnim snubnim letu. Zjistili, Ze ani dodate¢nd hmotnost, ani omezené pokusy o paieni
nemély Zadny vyznamny vliv na efektivni frekvence pafeni experimentdlnich matek. Tato
pozorovani naznacuji, Ze jednotlivé matky vykazovaly odli§né pocty trubcd, se kterymi se
sparily. Tato zjisténi poskytuji vhled do regulace chovani pafeni matek a ovlivnéni fittnes
vcelstva.

Withrow et Tarpy (2018) se zabyvali tim, do jaké miry jsou ,kralovské* podrodiny
ve vcelstvech kryptické. Objev téchto podrodin ve vCelstvech vyznamné ovliviiuje infor-
mace o stanoveni kast, kolektivnim rozhodovacim procesu reprodukce a systém péfeni
vcel. Pro genotypizaci byly provedeny multiplexni PCR s amplifikaci 8 mikrosatelitnich
markert A24, A76, A88, A113, Ap43, Ap81, ApJC2 a B124 (Estoup et al., 1993; Delaney
etal.,2011; Evans et al., 2013).

Hassett et al. (2018) méli za cil prozkoumat genetické sloZzeni A. m. mellifera v Irsku
s pomoci jadernych mikrosatelit a mitochondridlnich markerd. Molekularni data byla
ziskana od 412 vcel odebranych z 24 kraji po celém ostroveé a bylo pouzito dvanact mi-
krosateliti A0O07, A28, A29, A43, A76, A273, Ac306, Apl, Ap33, Ap226, Ap289 a B24
(Estoup et al., 1995; Soland-Reckeweg et al., 2009; Alburaki et al., 2013). Mitochon-
drialni data identifikovala 34 riznych haplotypt, pficemz 63 % vcel mélo sekvence iden-
tické s evropskymi haplotypy, ale vSechny ostatni haplotypy byly nové. Analyza struktury
populace pomoci mikrosatelitovych markerti ukazuje, Ze irska populace véely medonosné
je geneticky riznoroda a ze 97,8 % vcel byly Cisté A. m. mellifera.

Pivodné byla v Argentin€ na vCelafeni vyuzivana Apis mellifera evropského ptivodu.

Pozdéji se do Jizni Ameriky ptes Brazilii dovezly vcely afrického ptivodu, které hybridi-
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zovaly se vCelami pfirozenymi z Evropy, coZ vedlo ke vzniku afrikanizovanych populaci,
které se vyznacuji agresivnéjSim chovanim a pro chovatele a chov dal$imi neptiznivymi
vlastnostmi. Ve studii Agra et al. (2018) je uvedena geneticka charakterizace 396 vcelstev
pisu struktury populace a genetické rozmanitosti komer¢nich a pfirozenych kolonii. Analy-
za byla provedend pomoci mitochondridlnich COI-COII oblasti a deviti jadernych mik-
rosateliti Ap043, Ap068, Ap085, Ap226, Ap256, AcO11, Ag005a a A113 (Estoup et al.,
1995; Solignac et al., 2003). A byly detekovany tfi evropské (M4, C1 a C2J) a tii africké
(A1, A4 a A30) haplotypy. Evropské haplotypy byly vétSinou nalezeny v ¢lovékem cho-
vanych vcelstvech, zatimco africké haplotypy byly detekovany ve vysokych frekvencich
v zalétlych rojich. Mikrosatelitni data byla analyzovana za ucelem odhadu genetické va-
riability populace. Také zjistili vysokou uroven hybridizace mezi africkymi a evropskymi
v€elami medonosnymi.

Genger et Kahya (2019) pouzili pét polymorfnich mikrosatelitnich lokusti A024, A079,
A43, A113 a Ap226 (Estoup et al., 1995; Solignac et al., 2003) na analyzu 144 trubcd,
ktefi byli pouziti k inseminaci 12 experimentdlnich matek. Testovali rozdily v paramet-
rech spermii mezi trubci malych rozmérti a trubci vétSich télesnych rozmért a uméle inse-
minovanych matek s riznymi proporcemi spermatu z velkych a malych trubci. Vysledky
ukazaly, Ze velci trubci byli jen o mdlo konkurenceschopnéjsi nez trubci malého vzristu.

Nejnovéjsi pouziti mikrosateliti véely medonosné je od Eimanifar et al. (2020), ktef{
analyzovali genetickou variabilitu a celkovou populaéni strukturu véelich poddruhi A. m.
scutellata a A. m. capensis, dva poddruhy vcely v Jihoafrické republice. Ke studiu jejich
genetické rozmanitosti autofi navic pouZili mitochondridlni DNA a jednonukleotidové po-
lymorfismy. Analyzovali genetickou variabilitu a celkovou populaéni strukturu jak véelich
poddruht, tak hybridl jaderné i mitochondridlni genotypizaci jedincti odebranych z Jiho-
africké republiky (N = 813 vcel ze 75 tulu) v 19 mikrosatelitnich DNA lokusech. Celkové
nalezli v populaci v priméru 10 alel na lokus, s hodnotami heterozygotnosti v rozmezi od

0,81 do 0,86 na populaci.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

V této diplomové praci byla vyuzita genomickd DNA vcely medonosné kranské (Apis
mellifera carnica). Prvni odbér vCel byl proveden v Cervenci roku 2018 a bylo odebrano
16 matek po vyméné z riznych vcelstev pana Svatopluka Sapdka z obce HruSovany nad
JeviSovkou. Tyto matky slouzily pro vyprecizovani odbéru semenného vacku a optima-
lizaci PCR. V Cervenci roku 2019 byly provadény odbéry na 5 stanovistich, na kazdém
z nich byla z jednoho vcelstva odebrana 1 matka a 12 trubcd, z ¢ehoz bylo 6 larev trubcti
z plodu a 6 dospélych trubcti z plodisté. Tito jedinci slouzili na hlavni pokus této diplo-
mové prace. Matky i trubci byli umisténi do igelitového sdku a po ukonceni prace na sta-
novisti hromadné vlozZeni do kuchyniské mraznicky pfi cca —20 °C, ve které byli uchovéni
az do prevozu do laboratofe. Pfevoz jedincil byl uskutecnény v polystyrenové krabici
s predem vychlazenymi blo¢ky na cca —20°C. V laboratofi byli jedinci opét uchovani

v mraznicce pii —20 °C.

4.2 Pouzité chemikalie

- Akrylamid (Sigma)

- aTaq DNA polymeraza (5 U/ul), M1241 (Promega)
- Bromfenolova modr (Serva)

- dNTPs (100 mmol/1, 400 ul), U1240 (Promega)
- Deionizovana voda

- Dusi¢nan stiibrny (Sigma - Aldrich)

- Ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

- Ethylendiaminotetraoctan sodny (Lachner)

- Formaldehyd (AppliChem)

- Formamid (Lachema)

- Hydroxid sodny (Lachner)

- Chlorid sodny (LLachema)

- Kyselina borita (Lachner)

- Kyselina dusi¢nd 65% roztok (Lachner)

- Kyselina octovéa (Lachner)

- 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

- Mocovina (Lachner)
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- N, N’ - methylenbisakrylamid (Applichem)
-N, N, N’, N’ - tetramethylethylendiamin (AppliChem)
- Peroxodisiran amonny (Lachner)
- Rain-off - tekuté stérace (Sheran)
- Thiosiran sodny (Lachner)
- Tris(hydroxymethyl)aminomethan (AppliChem)
- Uhli¢itan sodny (Lachner)
- Xylenova modf (AppliChem)
- Izola¢ni kit Exgene Tissue SV plus (GeneAll)
o TL pufr
o TB pufr
o BW pufr
o AE pufr
o TW pufr

o Proteinaza K, 20 mg/ml roztok

4.3 Pouzité roztoky a jejich priprava

AKkrylamid, 6% zasobni roztok:

- 150 ml 40% zasobni roztok akrylamid : N, N’ - methylenbisakrylamid 19:1
- 420 g mocovina

-50 ml 10x TBE

- 484 ml deionizovana voda

- Po rozpusténi slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi v chladnicce
Dusi¢nan stribrny, 0,1% roztok:

- 0,8 g dusicnan stfibrny

- Rozpustit v 800 ml deionizované vody

- Pred pouZzitim pridat 1,2 ml formaldehydu

Fix/stop roztok:

- 800 ml deionizovana voda

- 88 ml ledové kyselina octova

Hydroxid sodny, 1 mol/l roztok:

- 40 g hydroxid sodny

- Doplnit deionizovanou vodou do 1 1
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Kyselina dusi¢na, 1% roztok:

- 12 ml 65% kyselina dusi¢na

- 800 ml deionizovand voda

Pracovni roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu:
- 1 ml 0,5% kyselina octova v 96% ethanolu

- 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
Nanaseci roztok pro elektroforézu:

- 0,125 g xylenova modf

- 0,125 g bromfenolovd modf

- 100 ml formamid

- 25 ml deionizovana voda

Peroxodisiran amonny, 10% roztok:

- 1 g peroxodisiranu amonného rozpustit v 8 ml deionizované vody
- doplnit na objem 10 ml

Polyakrylamidovy gel, 6% roztok:

- 60 ml 6% zéasobni roztok akrylamidu

- 400 ul 10% roztok peroxodisiranu amonného
-40ul N, N, N’, N’- tetramethylethylendiaminu
Reak¢ni pufr pro PCR, 10x

- 200 ml deionizovana voda

- 3,028 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu

- pH upravit na hodnotu 9 pomoci HCI

- 9,325 g KC1

- 2,5 ml Triton X-100

- Po rozpusténi doplnit na 250 ml

TBE pufr, 10x zasobni roztok:

- 55 g kyselina borita

- 108 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu

- 40 ml roztoku ethylendiaminotetraoctanu sodného 0,5 mol/l, pH 8,0
- Doplnit deionizovanou vodou do 11

Vyvojka:

- 24 g uhli¢itan sodny

- Rozpustit v 800 ml deionizované vody

- Pfed pouzitim pridat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu sodného
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4.4 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

- Binokularni lupa SZX7 (Olympus)

- Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

- Externi osvétleni k binokularni lup€ Highlight 2100 (Olympus)
- Chladnic¢ka kombinovana (Whirlpool)

- Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

- Magnetickd michacka MR Hei-Combi (Heidolph)

- Mikropipety Finnpipette 0,5 pl az 10 pul a 0,3 ul az 1 ml (Thermo Labsystems)
- Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)

- Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

- Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

- Negatoskop NEGA1 (Maneko)

- Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

- Sekvenacni elektroforetickd komirka S2 (Whatman Biometra)
- Susarna CAT 8050 (Contherm)

- Termocykler GenePro (BIOER Technology)

- Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- Termocykler TC XP (BIOER Technology)

- Tfepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

- Vortex mixer (Labnet International)

- Vortex MS2 (Ika)

- Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
- Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)

- Vyrobnik Supinkového ledu (Brema)

4.5 1Izolace DNA

Pomoci kitu Exgene Tissue SV plus (GeneAll) byla izolovdna genomickd DNA z ma-
tek a trubcti v€ely medonosné krariské. Izolace byla provedena podle navodu, ktery byl
soucasti kitu, kapitola D, Izolace DNA z hmyzu a Cervi. Soucasti kitu byly pufry a special-
ni mikrozkumavky s fritou pro izolaci, mikrozkumavky bez vicka a ddle byly pfi izo-
laci vyuzivéany klasické 1,5ml mikrozkumavky, které nebyly soucésti kitu. Té€lo kazdé
matky bylo skalpelem rozdéleno na dvé &4sti, prvni ¢ast hlava a hrud’ byla dana do jedné
mikro-zkumavky. Druha Cast byl zadecek, ze zadecku byl pod binokuldrni lupou skal-

pelem a pinzetou vypreparovan semenny vacek se spermatem trubcd, ktery byl dan do
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druhé mikrozkumavky. Zbytek zadecku byl vloZen do tfeti mikrozkumavky. VSechny tii
¢asti byly zhomogenizovany a z kazdé Casti byla vyizolovdana DNA. T€lo trubcii bylo

homogenizovéano celé pohromadé v jedné mikrozkumavce.

1. Zapnout termoblok a nechat ho nahfdt na 56 °C.

2. Casti v&el v 1,5ml mikrozkumavkach pomoci Potter-Elvehjemova homogenizatoru
zhomogenizovat. K homogendtu pripipetovat 200 ul TL pufru a 20 pl proteinazy K
(20 mg/ml).

3. Zvortexovat homogenat a vlozit do vyhratého termobloku (viz bod 1) na 1 hodinu.

Po tficeti minutach zvortexovat.

4. Po inkubaci mikrozkumavky vyjmout, zvortexovat a zcentrifugovat. Supernatant
prenést do specidlni mikrozkumavky s kolonou a na fritu nanést 400 ul TB pufru

a mikrozkumavku centrifugovat 1 minutu pti 6 000 G.

5. Po centrifugaci vyménit mikrozkumavku za novou, vloZzit do ni fritu a aplikovat

600 ul BW pufru. Centrifugovat 30 sekund pfi 6 000 G.

6. Vyménit za Cistou mikrozkumavku a na membranu kolony aplikovat 700 ul TW
pufru a centrifugovat 30 sekund pifi 6 000 G. Odpad vylit a centrifugovat 1 minutu
pfi 13 000 G pro odstranéni zbytkového pufru.

7. Kolonu pfemistit do nové mikrozkumavky a na membrinu aplikovat 200 ul AE
pufru. Nechat inkubovat 2 minuty pfi laboratorni teploté a poté 1 minutu centri-
fugovat pri 13 000 G. Odstranit kolonu a roztok s vyizolovanou DNA uchovat pro

dalsi pouziti.
8. Zméfit koncentraci DNA a vzorky zamrazit pro PCR amplifikaci.

4.6 Amplifikace mikrosatelitu

V této diplomové praci jsem pouzila 20 mikrosatelitl, které v publikovanych ¢lancich

vykazovaly polymorfismus. Jejich seznam uvadi tabulka €. 2.
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Tabulka ¢. 2: Dvacet part primerti pro PCR amplifikaci mikrosateliti véely medo-

nosné testovanych v této praci, s uvedenymi sekvencemi a literarnim odkazem.

Mikrosatelit | Primery pro amplifikaci (5" — 3') Literarni zdroj
A7 F: GTTAGTGCCCTCCTCTTGC Estoup et al., 1994
R: CCCTTCCTCTTTCATCTTCC
A8 F: CGAAGGTAAGGTAAATGGAAC | Franck et al., 1998

R: GGCGGTTAAAGTTCTGG

Al4 F: GTGTCGCAATCGACGTAACC Estoup et al., 1993
R: GTCGATTACCGATCGTGACG

A28 F: GAAGAGCGTTGGTTGCAGG Estoup et al., 1994
R: GCCGTTCATGGTTACCACG

A29 F: AAACAGTACATTTGTGACCC Estoup et al., 1994
R: CAACTTCAACTGAAATCCG

A35 F: GTACACGGTTGCACGGTTG Moritz et al., 2003
R: CTTCGATGGTCGTTGTACCC

A43 F: CCGCTCATTAAGATATCCG Estoup et al., 1994
R: CCGCTCATTAAGATACTCCG

A76 F: GCCAATACTCTCGAACAATCG | Estoup et al., 1994
R: GTCCAATTCACATGTCGACATC

A79 F: CGAAGGTTGCGGAGTCCTC Estoup et al., 1994
R: GTCGTCGGACCGATGCG

A88 F: CGAATTAACCGATTTGTCG Estoup et al., 1995
R: GATCGCAATTATTGAAGGAG

A107 F: CCGTGGGAGGTTTATTGTCG Estoup et al., 1994
R: GGTTCGTAACGGATGACACC

Al13 F: CTCGAATCGTGGCGTCC Estoup et al., 1995
R: CCTGTATTTTGCAACCTGC

Ap33 F: TTTCTTTTTGTGGACAGCG Franck et al., 1998
R: AAATAAGGCGAAACGTGTG

Ap36 F: CTACGCGCTTACAGGGCA Franck et al., 1998
R: GCCGAAATTCAACGCTCA

Ap43 F: GGCGTGCACAGCTTATTCC Franck et al., 1998
R: CGAAGGTGGTTTCAGGCC

ApS55 F: GATCACTTCGTTTCAACCGT Solignac et al., 2003
R: CATTCGGTATGGTACGACCT

Apb66 F: TTGCATTCGGTCTCCAGC Solignac et al., 2003
R: ACTTGCCGCGGTATCTGA

Ap81 F: GGATCGTCCAGGCGTTGA Solignac et al., 2003
R: GAAAAGTATTCCGCCGAGCA
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Tabulka €. 2: Pokracovani.

Mikrosatelit | Primery pro amplifikaci (5" — 3') Literarni zdroj

B24 F: CACAAGTTCCAACAATGC Solignac et al., 2003
R: CACATTGAGGATGAGCG

B124 F: GCAACAGGTCGGGTTAGAG Estoup et al., 1995
R: CAGGATAGGGTAGGTAAGCAG

4.7 Polymerazova retézova reakce

Se vzorky DNA byla provadéna polymerazova fetézova reakce (PCR). Kazdy vzorek

se skladal z 1 ul genomické DNA a 9 ul PCR reakéni smési.

1. Rozmrazit, zvortexovat a centrifugovat slozky pro PCR. Do 1,5ml zkumavky napi-

petovat komponenty pro PCR v objemech uvedenych v tabulce €. 3.

Tabulka €. 3: SloZzeni PCR reak¢ni smési pro 72 vzorkda.

Slozky smési Objem (ul)
Deionizovana voda 523.8
Reakéni pufr pro PCR (10x) 80,4
Roztok MgCl; (25 mmol/l) 48,0
Roztok dNTPs (20 mmol/I) 8,4
Primer F (10 mmol/l) 39,6
Primer R (10 mmol/l) 39,6
aTaq DNA polymeraza (5U/ul) 12,0

2. Zkumavku po napipetovani PCR slozek zvortexovat a centrifugovat na stolni mi-

krocentrifuze.

3. Do 0,2ml PCR mikrozkumavky napipetovat do kazdé po 1 ul DNA vcely medo-

nosné a po 9 ul PCR reak¢ni smési.

4. Mikrozkumavky vlozit do termocykleru a nastavit podminky reakce podle tabulky
¢. 4.

5. Po vyjmuti mikrozkumavek z termocykleru skladovat vzorky v chladnicce.
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Tabulka ¢&. 4: Casovy a teplotni profil PCR reakce.

Reakéni krok Pocet cykld | Teplota (°C) | Cas
Pocatecni denaturace DNA 1 94 5 min
Denaturace DNA 35 94 30s
Nasedani primert 35 50-65 30s
ProdlouZeni 35 72 30s
Zavérecné prodlouzeni 1 72 7 min

4.8 Elektroforeticka separace PCR produktu

Elektroforetickou separaci DNA jsem provedla za denaturujicich podminek, s pouZzitim
elektroforetické komiirky S2 Whatman Biometra s dvéma skly o rozmérech 330 x 390 mm

a 330 x 420 mm. Tloustka polyakrylamidového gelu byla 0,4 mm.
Priprava polyakrylamidového gelu

1. Velké a malé sklo omyt pomoci saponétu a kartdCku s vodou. Plochy, které ptijdou
do styku s gelem, dvakrat omyt deonizovanou vodou a osusit. Poté dvakrat omyt

96% etanolem a osusit papirovou utérkou.

2. Velké sklo oSetfit ptipravkem Rain Off a rozetfit jej po celé ploSe. Malé sklo prenést
do digestofe a do 1,5ml mikrozkumavky pfipravit pracovni roztok 3-methakryloxy-
propyltrimethoxysilanu. Mikrozkumavku zavfit, protfepat a roztok rozetfit ubrou-

skem po celé plose skla.

3. Velké sklo osetfit dvakrat deonizovanou vodou a osusit pomoci ubrousktl a poté
sklo pfesunout do digestore. Opldchnout a osusit dva spacery a hiebinek, spacery

poloZit na delsi kraje oSetfené plochy velkého skla.

4. Malé sklo Ctytikrat oSettit 96% etanolem a osusSit papirovymi ubrousky. OSetienou
plochou polozit malé sklo na velké sklo se spacery a pfichytit po obou stranich

dvéma klipsy.

5. Pfipravit roztok pro pfipravu polyakrylamidového gelu a vlit mezi skla, do me-
zery vlozit hifebinek rovnou stranou a pfipnout ¢tyfmi klipsy. Nechat ztuhnout mi-

nimalné 1 hodinu.
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Elektroforeticka separace PCR produktu

1.

Skla se ztuhlym polyakrylamidovym gelem pfemistit do diezu a pomoci kartdcku

a vody ocistit povrch skel. OsusSit papirovymi utérkami.

. Pripravit elektroforetickou komirku a vlozit do ni skla s gelem. Skla pfipevnit po-

moci dchytti a do komurky nalit TBE pufr 10x. Hiebinek vytdhnout a odstranit

zbytky gelu v mezete a proplachnout injekcni stiikackou.

. Elektroforetickou komtrku zavfit pfipojit ke zdroji a nastavit parametry 90 W,

napéti na 3 000 V a proud na 150 mA a nahtivat gel 30 min.

. PCR mikrozkumavkam v desti¢ce odstfihnout vi¢ka a napipetovat 5 ul nanaSeciho

pufru. Vzorky na destic¢ce vloZit do termobloku a nastavit denaturaci piti 94 °C po

dobu 3 minut.

. Po nahrati gelu vypnout zdroj, odpojit vodie a v mezefe odstranit zbytky gelu.

Mezi skla vlozit hiebinek a pomoci 8kandlové pipety nanést po 1,5 ul kazdého

vzorku do gelu.

. Zapojit elektroforetickou komurku ke zdroji a nastavit parametry 70 W, napéti

3000 V a proud na 150 mA. Zdroj zapnout na 1,5 hodiny.

. Do Erlenmeyerovych banék pfipravit tii roztoky pro vizualizaci: fix/stop roztok,

roztok 1% HNO3 a vyvojku.

Vizualizace PCR produktu po elektroforetické separaci

1.

Vypnout a odpojit zdroj od elektroforetické komtrky, vyjmout skla a nozem je
oddélit od sebe. Malé sklo s pfilepenym gelem vloZit do misky a zalit fix/stop roz-

tokem a nechat tfepat 20 minut v digestofi.

. Roztok slit zpét do bariky a sklo s gelem 3x oplachnout deionizovanou vodou.

. Sklo s gelem zalit 1% HNO3 roztokem, nechat tfepat 4 minuty a poté roztok vylit

do odpadu. Sklo s gelem 4x opldachnout deionizovanou vodou.

. Do pripraveného roztoku AgNOs pripipetovat 1200 pl formaldehydu. Sklo s gelem

vlozit do misky a na 30 minut zalit roztokem AgNOs3. Na 10 sekund vloZit do misky

s deionizovanou vodou.
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5. Sklo premistit do fotomisky s vyvojkou a pfipetovat 1200 ul formaldehydu a 160 pl
1% NaS,03. Po dostate¢né vizualizaci vzorki, reakci zastavit fix/stop roztokem
a poté vlozit sklo na 2 minuty do misky s deionizovanou vodou a gel vlozit do

vyhraté suSarny na 60 °C.
6. Po vysuSeni a zchladnuti se gel hodnoti na negatoskopu.

7. Vyhodnoceny gel se sklem se vlozi na n€kolik hodin do roztoku 1 mol/l NaOH.
Po odlepeni gelu ze skla omyt kartickem a sapondtem, oplachnout deionizovanou

vodou a osusit. Poté je sklo pripraveno pro dal$i pouZiti.
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5 Vysledky

Cilem této diplomové prace je zjiSténi poctu trubct, se kterymi se matka vcely medo-
nosné béhem snubniho letu paii a ddle zalétavost trubcii v tlech. Prace sestava z nékolika
casti:

a) Preparace semenného vacku a izolace DNA

b) Vybér vhodnych mikrosatelitii a optimalizace podminek pro PCR

¢) Studium pareni matek a jeho vyhodnoceni

a) Preparace semenného vacku a izolace DNA

V experimentalni ¢asti jsem preparovala semenny vacek ze zadeckli 16 matek vcely
medonosné. Poté jsem z t&la a semenného vacku zvlast izolovala DNA podle varianty
navodu, specidlné€ vypracované pro izolaci DNA z hmyzu z kitu Exgene Tissue SV plus
(GeneAll), kapitola D. Dale jsem izolovala DNA ze 65 jedinct (70 vzorku), kterd byla
pouzita pro vlastni pokus. Z kazdého vzorku byl vyizolovan objem 200 ul roztoku DNA
a jeji koncentraci jsem zméfila pomoci spektrofotometru NanoDrop. Koncentrace DNA
nabyvala rozdilnych hodnot v rozmezi: od zdporné hodnoty -6,3 ug/ml, ktera byla oje-
dinél4, ostatni hodnoty byly naméfeny od 1,4 do 73,5 pg/ml. VétSina zméfenych kon-
centraci byla pfiblizné od 2 do 10 pg/ml. Pro informaci pfikladam 3 fotografie z dis-
pleje zméfeni spektrofotometru NanoDrop (viz obrazek ¢. 6), kdy maximum kiivky bylo
v rozmezi 220-230 nm u vétSiny vzorkd. Nekteré dalsi vzorky vykazovaly velmi vyrazny
vrchol ve 290 nm.

Obrazek ¢. 6: Vybrana spektra koncentrace DNA vzorkl trubcti zméfenych pomoci

pfistroje NanoDrop.

a) b) c)

Legeneda:

Obrazek a) Spektrum zméfeného vzorku 2/11 jehoZ hodnota koncentrace byla 11,8 ng/ul.
Obrazek b) Spektrum zméfeného vzorku 1/12 jehoZ hodnota koncentrace byla 8,9 ng/ul.
Obrazek c) Spektrum zméfeného vzorku 5/3 jehoz hodnota koncentrace byla -6,3 ng/ul.
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b) Vybér vhodnych mikrosatelitu a optimalizace podminek pro PCR

Y/ ¥ 2

Dalsi ¢asti mé diplomové préace byla optimalizace podminek PCR pro 20 mikrosateli-
tovych lokust. 10 polymorfnich mikrosatelitl z této prace jsem jiZ pro véelu medonosnou
optimalizovala ve své bakalarské praci a k t¢émto mikrosatelitim jsem piibrala 10 dalSich
mikrosatelitli, které jsem vybrala z ¢lanki, kde jsou publikované pii vyzkumech na vcele
medonosné a vykazuji vysoky pocet alel. Na tuto optimalizaci jsem vyuZila DNA z tél
16 matek a DNA z jejich vypreparovanych semennych vackt. Reakéni smés pro vSechny
mikrosatelity byla stejna, pouze se lisil pfidany par primert a koncentrace hofe¢natych
iontd. Pro PCR reakci jsem pouzila stejny program na termocykléru, ve kterém se pouze
lisila teplota annealigu. PoCatecni teplotu nasedani primert (annealingu) jsem stano-
vila 60 °C. Teplotu annealingu jsem dale upravovala podle potfeby. Pokud reakce nepo-
skytla Zadny produkt, sniZzovala jsem teplotu annealingu az na 50 °C a pokud byl produkt
pfili§ intenzivni a Spatné hodnotitelny zvySovala jsem teplotu annealingu az na 68 °C.
Dile jsem v piipadé velmi intenzivniho produktu pfi optimalizaci podminek PCR reakce
snizovala koncentraci hofe¢natych iontli v PCR reak¢ni smési. Testovala jsem dvé kon-
centrace. Z poc¢atecnich 1,6 nmol/l na 1,2 nmol/l (pfi sniZeni na 3/4), nebo z pocatecnich
1,6 nmol/l na 0,8 nmol/l (pfi sniZzeni na 1/2). V nékolika pfipadech bylo tieba pro op-
timélni rozliSitelnost alel mikrosatelitniho lokusu prodlouzit Cas elektroforetické separace
z 90 az na 180 minut.

Celkem jsem testovala 20 mikrosatelitii. Mikrosatelit A113 jsem pii optimalizaci z po-
kusu vyftadila, protoZe opakované neposkytl Zadny produkt PCR amplifikace. Tti mikro-
satelity A35, A8 a Ap81, které vykazovaly v publikacich polymorfismus jsem testo-
vala u vSech jedincti s monomorfnimi vysledky a tyto mikrosatelity jsem vyloucila. Pro
dalsi analyzu jsem pouZzila 16 mikrosatelitd. S t€émito mikrosatelity jsem optimalizovala
podminky PCR reakce a Cas elektroforetické separace. Vysledky optimalizace jsou shr-

nuty v tabulce €. 5.
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Tabulka €. 5: Vysledky optimalizace PCR pro 20 mikrosatelitnich lokusi u v¢ely medo-
nosné kranské (Apis mellifera carnica). Pro kazdy mikrosatelit je uvedeny ndzev lokusu,

teplota annealingu, délka elektroforetické separace, pocCet alel a zména v pripadé, ze byla

snizovana koncentrace MgCl,.

Lokus | Teplota (°C) Cas Pocet alel | Koncentrace hofecnatych iontt
A7 58 2 hod 5 1/2x MgCl,
A8 57 2 hod 30 min | Monomorfni

Al4 68 2 hod 30 min 3

A28 65 2 hod 2

A29 57 2 hod 12%

A35 62 1 hod 45 min | Monomorfni 1/2x MgCl,
A43 61 2 hod 4

A76 53 2 hod 30 min 5-10%* 1/2x MgCl,
AT9 62 1 hod 45 min 4 1/2x MgCl,
A88 58 2 hod 45 min 5

A107 64 2 hod 6 1/2x MgCl,

Al13 50-65 1 hod 0

Ap33 58 3 hod 5

Ap36 55 2 hod 6-7*

Ap43 59 2 hod 3 3/4x MgCl,

Ap55 60 3 hod 7-9* 1/2x MgCl,

Ap66 52 1 hod 30 min 4

Ap8l1 50 1 hod 30 min | Monomorfni

B24 59 1 hod 45 min 3

B124 63 1 hod 30 min 4

* Uvedené pocty alel jsou pouze orientacni.

¢) Studium pareni matek a jeho vyhodnoceni

V dalsi ¢asti experimentu jsem pouzila 16 polymorfnich mikrosateliti. Pro amplifi-
kaci vzorkii DNA vcely medonosné krariské jsem vyuzila izolovanou DNA ze 65 jedincii
(70 vzorkl) z 5 vcelstev. Z kazdého vcelstva byly amplifikovany dva vzorky DNA od
matky, prvni vzorek byla genomickd DNA z téla matky a druhy vzorek DNA byl ze se-

menného vacku matky, ktery mohl také obsahovat DNA matky a poté 12 vzorkd trubcil,

32



z toho 6 vzorku tvofily trubli larvy vyvijejici se v plastu a dalSich 6 vzorkt bylo od-
chyceno v ulu jako dospélci. Téchto 70 vzorki jsem podrobila polymerazové fetézové
reakci na vybranych polymorfnich mikrosatelitovych lokusech a ziskala jsem od 2 (A28)
do pfiblizné 12 alel na lokus (A29).

Vysledky elektroforetické separace mikrosatelitovych lokusi po PCR amplifikaci.
Jednd se o lokusy A7, u které jsem detekovala 5 alel na lokus (viz obrazek €. 7), Al4,
ktery ma 3 alely na lokus (viz obrazek ¢. 8) a mikrosatelit Ap55, u kterého bylo dete-

kovéno 7 a vice alel (viz obrazek €. 9).

Obrazek ¢. 7: Elektroforetogram PCR produkti mikrosatelitového lokusu A7 u vcely

medonosné kranské (teplota annealingu 58 °C a polovi¢ni koncentrace MgCl»).

Véelstvo 1 Vielstvo 2 Velstvo 3 Veelstvo 4 Véelstvo 5

1234567891011121314 1234567 891011 121314 1234 56789101112131412 3456789 1011121314 12345678910111213 14

« Alela 1
« Alela 2

« Alela 3
« Alela 4

« Alela 5

Legeneda: Na elektroforetogramu je oznaceno 5 véelstev, v kazdém vcelstvu je olislovano 14 vzorku.
Vzorek 1 je PCR amplifikdt z DNA téla matky, vzorek 2 je PCR amplifikit z DNA semenného vacku
matky. Vzorky 3 az 14 jsou PCR amplifikaty trubct, z toho 3 az 8 je DNA z trubcii odebranych z plodového
pléstu, vzorky 9 az 14 jsou PCR amplifikaty DNA z dospélych trubcii odchycenych ve véelstvu. Alely jsou
znacené jako Alela 1 aZ 5.

Obrazek €. 8: Elektroforetogram PCR produkti mikrosatelitového lokusu A14 u vcely

medonosné kraniské (teplota annealingu 68 °C).

Véelstvo 1 Véelstvo 2 Veelstvo 3 Veelstvo 4 Véelstvo 5

1234567891011121314 12345678 9 10111213141234567891011121314123456789101112131412345678910111213 14

- « Alela 1
« Alela 2
w LIRS ~ . - < Alela 3

Legeneda: Na elektroforetogramu je oznaceno 5 vcelstev, v kazdém vcelstvu je oCislovano 14 vzorkd.
Vzorek 1 je PCR amplifikdt z DNA téla matky, vzorek 2 je PCR amplifikit z DNA semenného vacku
matky. Vzorky 3 az 14 jsou PCR amplifikaty trubcd, z toho 3 az 8 je DNA z trubcii odebranych z plodového
plastu, vzorky 9 az 14 jsou PCR amplifikaty DNA z dospélych trubct odchycenych ve véelstvu. Alely jsou
znacené jako Alela 1 az 3.
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Obrazek ¢. 9: Elektroforetogram PCR produktii mikrosatelitového lokusu Ap55 u vcely
medonosné kranské (teplota annealingu 60 °C a polovi¢ni koncentrace MgCl,).

Veelstvo 1 Vcelstvo 2 Véelstvo 3 Vcelstvo 4 Vcelstvo 5

B2 4%576° 7' 89 1URSSIZN 3TN0 53 S A S5 R647 8RO OMIMZA I ANE0 =3 ¥ S50 6 78 0110, 1112 1391451 2 31 4''5 6/ 7o8%080/ 1112 13 ARt 4 556 7RaROR DTN ORGRa}

< Alela 1

« Alela 2
« Alela 3

« Alela 4

« Alela 5
« Alela 6
« Alela7

Legeneda: Na elektroforetogramu je oznaceno 5 vcelstev, v kazdém vcelstvu je oCislovano 14 vzorkd.
Vzorek 1 je PCR amplifikdt z DNA téla matky, vzorek 2 je PCR amplifikdt z DNA semenného vacku
matky. Vzorky 3 az 14 jsou PCR amplifikaty trubcd, z toho 3 aZ 8 je DNA z trubcii odebranych z plodového
plastu, vzorky 9 az 14 jsou PCR amplifikaty DNA z dospélych trubct odchycenych ve véelstvu. Alely jsou
znacené jako Alela 1 az 7.

Izolace DNA z matek i trubcti a preparace semennych vackl matky probé€hla tspésné,
tedy DNA ve vSech vzorcich poskytla PCR produkty amplifikacni reakce (s vyjimkou
mikrosatelitu A113, ktery neposkytoval produkt v zZadném piipadé). PCR amplifikace
nékterych mikrosatelitovych lokust u nékterych jedinct ani opakované PCR produkt ne-
poskytla, coZ velmi pravdépodobné nesouvisi s kvalitou izolace DNA, protoZze u dalSich
mikrosateliti tato DNA produkt bézné poskytovala.

U vétsiny mikrosatelitti a nékterych PCR produktt amplifikace DNA trubci posky-
tovala vice nez jeden PCR produkt (vice nez jednu alelu) a tyto produkty byly nékdy
rozdilné intenzity a v nékterych pripadech byla intenzita produktii v ramci jedince velmi
podobnd. Produkty nebyly vzdjemné v postaveni alely a extra bandu. VSechny tyto PCR
reakce se testovaly opakované a vzorek vykazoval stejny charakter v elektroforetickém
gelu. Neslo tedy o chybu pipetovani, ale jednalo se o problém PCR amplifikace, alely byly
v rizné pozici viici sobé, tedy nejednalo se o PCR produkt alely a tzv. stutter bandy, které
vznikaji pfi PCR. PCR analyzou DNA né&kterych trubcti byly v gelu zaznamenany dvé, tii
nebo dokonce Ctyfi alely (viz obrazek €. 12, vzorek 8). Pfi feSeni tohoto problému jsem
zvySovala teplotu annealingu a snaZzila se dosdhnout pouze jednoho produktu, ale v tomto
ptipadé zmizely vSechny produkty. Nedokézala jsem upravit podminky PCR amplifikace,
aby v elektroforetickém gelu byl pouze produkt jedné alely a jedinec by vykazoval ha-
ploidni genotyp. Ve své praci jsem zaznamenala mikrosatelit Ap81 (Obrazek ¢. 10), ktery
poskytl produkt pouze s DNA z matek. U PCR amplifikatu z DNA trubct produkt zcela
chybél. I pres opakovani reakce ani u 1 z 5 vCelstev produkt u trubcii tento mikrosatelit

nikdy neposkytl.
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Obrazek ¢. 10: Elektroforetogram PCR produktti mikrosatelitového lokusu Ap81 u vcely

medonosné kranské (teplota annealingu 50 °C).

Veelstvo 4 Veelstvo 5

12 348567 3940%1 12 13 11 1 20 A Sulesie Bl 1>l 56 <

- - «— Alela 1

Legeneda: Na elektroforetogramu jsou oznacena 2 vcelstva, v kazdém vcelstvu je oCislovdno 14 vzorka.
Vzorek 1 je PCR amplifikat z DNA t€la matky, vzorek 2 je PCR amplifikat z DNA semenného vacku matky.
Vzorky 3 az 14 jsou PCR amplifikiaty DNA trubci, z toho 3 az 8 je DNA z trubct odebranych z plodového
plastu, vzorky 9 az 14 jsou PCR amplifikity DNA z dospé€lych trubct odchycenych ve velstvu. PCR
poskytla pouze 1 alelu (Alela 1).

DNA z téla matky poskytovala vZzdy homozygotni nebo heterozygotni PCR produkty,
nikdy se nevyskytovaly zmnoZené alely a to odpovida tomu, Ze matka je vZdy pro dany
lokus homo- nebo heterozygot.

Vsechny semenné vacky vypreparované z matek poskytovaly produkty, které s rtiznou
intenzitou vzdy zahrnovaly PCR produkty z téla matky, coZ je pravdépodobné, protoze
sténa semenného vacku je soucasti téla matky, tedy ma jeji genetickou konstituci. Problém
u produktd ze semenného vacku byl ten, Ze vétSina mikrosatelitti vykazovala rizné tak-
zvané stutter bandy a nebylo mozné jednozna¢né urcit pocet alel u vicealelovych vzorki.
Tedy nebylo jasné, co je série stutter bandil a co je dalsi alela, ktera v sekvenci pravi-
delné se vyskytujicich bandli navazuje. Naopak se velmi dobie hodnotily mikrosatelity
s menSim poctem alel, které mély priblizné dvé az Ctyfi alely, ale z hlediska nizkého
poctu alel je nelze vyuZit, protoZe maji nizkou variabilitu, byl to mikrosatelit Ap43 (viz
obrazek €. 11). Vhodnéjsi byly mikrosatelity vykazujici vyssi variabilitu s péti a vice ale-
lami. Tyto mikrosatelity ale nejsou vyuzitelné, protoze jsou v nizké kvalité kvuli velmi
Spatné hodnotitelnosti a nevyhovujicimu rozliSeni alel. Byly to napfiklad mikrosatelity
A88 (viz obrazek €. 12) a Ap36.
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Obrazek ¢. 11: Elektroforetogram PCR produkti mikrosatelitového lokusu Ap43 u véely

medonosné kranské (teplota annealingu 59 °C a trictvrte¢ni koncentrace MgCl,).

Véelstvo 3

1S 4°5 6:7 8 9 1011121314

= — Alela 1

ﬂ «— Alela 2

Legeneda: Na elektroforetogramu je oznaceno 1 vcelstvo, kde je ocislovano 14 vzorkd. Vzorek 1 je PCR
amplifikat z DNA téla matky, vzorek 2 je PCR amplifikat z DNA semenného vacku matky. Vzorky 3 az 14
jsou PCR amplifikéty trubct, z toho 3 az 8 je DNA z trubcti odebranych z plodového plastu, vzorky 9 az 14
jsou PCR amplifikaty DNA z dospélych trubct odchycenych ve véelstvu. Alely jsou oznaené jako Alela 1
a Alela 2. Na obrazku je pouze ilustracni fotografie vcelstva 3, celkem u vSech 5 vcelstev byly zachyceny 4
alel.

U mikrosatelitu A88 jsem detekovala trubce z plodu, ktery vykazoval alelu odliSnou
od matky a navic se tento jedinec v elektroforetickém gelu jevil jako diploidni. Jednalo
se o alely, nikoli o tzv. stutter bandy, které postupné vyznivaji. Prvni alela jedince byla
stejnd jako u matky a druh4 alela byla odliSnd, nez vSechny ostatni alely ve vcelstvu (viz

obrazek ¢. 12, vzorek 8).
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Obrazek ¢. 12: Elektroforetogram PCR produktii mikrosatelitového lokusu A88 u vcely

medonosné kranské (teplota annealingu 58 °C).

Velstvo 3

I§0. 3.4 567 8 9101112 13584

w «— Alela 1

« Alela 2
« Alela 3

Legeneda: Na elektroforetogramu je oznaceno 1 véelstvo, kde je oéislovano 14 vzorkd. Vzorek 1 je PCR
amplifikat z DNA téla matky, vzorek 2 je PCR amplifikdt z DNA semenného vacku matky. Vzorky 3 az 14
jsou PCR amplifikaty trubct, z toho 3 az 8 je DNA z trubcti odebranych z plodového plastu, vzorky 9 az 14
jsou PCR amplifikdty DNA z dospélych trubcii odchycenych ve veelstvu. Alely jsou oznacené jako Alela 1
az Alela 3. Na obrazku je pouze ilustracni fotografie vcelstva 3, celkem u vSech 5 vcelstev bylo zachyceno
5 alel.

V praktické ¢asti své diplomové prace jsem provedla veskeré laboratorni optimalizace
(izolace DNA, optimalizace PCR i amplifikace DNA), které byly potiebné. Mikrosateli-
tovd PCR analyza DNA spermii ze semenného vackia z téla matky nebyla vyuzitelna,
protoZe vice neZ polovina mikrosatelitti poskytovala nizkou variabilitu. Za predpokladu,
Ze se matka pafi s vice nez 10 trubci tyto mikrosatelity nebyly pouZitelné, protoze posky-
tovaly maximalné pouze 12 alel a navic Spatné rozliSitelnych. I kdyby rozliSitelnost byla,
nedokdzala by tato metoda podchytit vice nez 10 genetickych variant trubcti. Zbytek mi-
krosatelitd poskytoval pét a vice alel a pouze u dvou piipadi mikrosatelitii odhaduji vice
nez 10 alel na lokus, jednalo se o lokus A29 a A76. U téchto dvou mikrosateliti jsem
nebyla schopna odlisit jednotlivé alely a jasné urCit pocet trubcti se kterymi se matky
pafily. Vyuziti mikrosateliti s vétsSim poctem alel by mohlo byt pouZité na odliseni lokalit
s vysokou a nizkou hladinou polymorfismu. Zjistila jsem, Ze tato metoda analyzy mikro-

satelitd timto zptisobem neni vhodnad a v ramci vyskytu PCR artefaktii neni mozné 100%

identifikovat vSechny alely a spolehlivé je porovnavat v §irsi skupiné jedinct.
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6 Diskuze

Ve své diplomové praci jsem se snaZzila zjistit pocet trubcti spafenych s matkou a zalé-
tavost trubctl v ramci stanovisté. Vysledkt jsem chtéla dosahnout pomoci PCR amplifi-
kace 20 vybranych polymorfnich mikrosatelitovych lokust. V pokusu jsem z 5 riznych
stanovist odebrala 5 matek a 60 trubcti véely medonosné kratiské (Apis mellifera carnica).
Pro optimalizaci a osvojeni preparace jsem vyuzila 16 matek véely medonosné a z jejich
zadecku jsem vypreparovala semenny vacek. Matky v tlu kladly dva roky a poté byly
vyménény. DNA jsem izolovala pomoci kitu Exgene Tissue SV plus (GeneAll), kapitola
D, Izolace DNA z hmyzu a Cervii. Provedenim optimalizaci teplot PCR, upravenim kon-
centrace hofe¢natych ionti a tpravou délky separace jsem zjistila, Ze polymorfni produkt
poskytuje pouze 16 mikrosatelitovych lokust (viz tabulka ¢. 5) Monomorfni produkty
jsem zaznamenala u mikrosateliti A8, A35 a Ap81. Mikrosatelit A113 neposkytl zadny
produkt.

V hlavni ¢asti experimentu jsem studovala 16 polymorfnich mikrosatelitovych lokust
na DNA matek a trubct véely medonosné krariské odebranych spolecné pii vyméné ma-
tek. Ocekavanych cila této diplomové prace se nedosahlo, dil¢i kroky praktické casti byly
uspesné. PCR amplifikace ze semenného vacku se spermatem trubct se v produktech PCR
projevila v podobé dalsich produktl (napriklad extrabandy, stutter bandy), nez v PCR
produktech téla matky, ale z diivodu vyrazné niZsiho poctu alel, neZ které byly uvedeny
v originalnich publikacich (napf. Estoup et al., 1994; Franck et al., 1998; Solignac et al.,
2003) a Cetnych artefakti v elektroforetickém gelu se nepodafilo vysledky vyhodnotit.
U PCR produktt haploidnich jedincti se v n€kolika piipadech mikrosatelitii objevovaly
znasobené alely a nulové alely. Znasobené alely se objevovali u trubcti, ktefi se podle
literarnich zdroji méli ve vcelstvu vyskytovat pouze jako haploidni jedinci, na PCR elek-
troforetogramu vzbuzovali dojem, Ze se jednd o diploidni, triploidni dokonce tetraploidni
jedince, tyto artefakty se nepodafilo odstranit (Herrmann et al., 2005). Néktefi trubci nao-
pak opakované neposkytovali PCR produkt, zde se pravdépodobné jednalo o nulové alely.
U PCR produktti matek se objevily artefakty, nejspiS se jednalo o stutter bandy, které
nebylo mozné od dalSich alel rozeznat. Z téchto vyse uvedenych diivodd se nepodafilo
dosdhnout cile praktické ¢asti této prace a pocet trubct, ktefi se pari s matkou a zalétavost
trubcil jsem nedokézala touto metodou zjistit.

V priibéhu optimalizace jsem z pokusu vyfadila 4 mikrosatelity. Mikrosatelit A113
jsem vyftadila z divodu neposkytnuti PCR produktu u zadného jedince. Tento mikro-

satelit byl testovan Estoupem et al. (1993) pii teploté annealingu 60 °C s poctem alel
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11 na 36 jedincich v¢ely medonosné. V mém pokusu jsem testovala teploty annealingu
od 47-65 °C. Mikrosatelit neposkytl produkt pfi Zadné teploté a vyména chemikalii kvili
podezieni na kontaminaci neodhalila problém. Sekvence primerd pro amplifikaci mikro-
satelitd jsem podle literarniho zdroje, ze kterého jsem Cerpala, kontrolovala a nenalezla
jsem chyby v pfepisovani ze zdroje, zadavani sekvence primert a nebo jeho objednavani.

Mikrosatelity A8, A35 a Ap81 jsem vyloucila z diivodu poskytnuti pouze mono-
morfniho produktu. Mikrosatelit A8 a mikrosatelit A35 byly pouzity De La Rua et al.
(2003) pfi studiu populace vcely medonosné sicilské (A. m. sicula) u 95 jedinct ze 4
riznych Spanélskych ostrovl. U mikrosatelitu A8 ziskali 1-7 alel, coZ znamen4, Ze tento
mikrosatelit v nékterych populacich nevykazoval polymorfismus. U mikrosatelitu A35
De La Rua et al. (2003) nalezli 5-8 alel. Mikrosatelit Ap81 jsem vyftadila z diivodu po-
skytnuti pouze monomorfniho produktu u matky a u trubcii neposkytl tento mikrosatelit
Zadny produkt. Mikrosatelit Ap81 na vcele medonosné kyperské (A. m. cypria) testovali
Kandemir ef al. (2006) a amplifikaci DNA u 64 jedinct ze severozdpadu nalezli 9 alel
au 14 jedinct ze severovychodu 3 alely.

V ramci experimentu jsem se setkala s nékolika problémy, které v prici nastaly:

1. Vyrazné nizsi pocty alel jednotlivych mikrosateliti

Vétsina mikrosatelittl, které jsem testovala, vykazovala vyrazné nizsi pocet alel, nez
bylo uvedeno v publikacich. Ve vétSiné pripadi se jednalo o velké odchylky, napiiklad
u mikrosatelitu A7 jsem nalezla 4 alely a origindln{ literatura uvadi 13 alel (Estoup et al.,
1995). V nékolika malo ptipadech nebyly odchylky tak vyrazné, naptiklad i mikrosatelitu
A29 jsem nalezla 12 alel a v literatuie uvadéji 15 alel na lokus (Chen et al., 2005). Pouze
ve dvou pripadech jsem dosdhla stejnych Cisel, které uvadéji 1 autofi v literatufe. Jednalo
se o mikrosatelit Ap66 se 4 alelami a mikrosatelit B24 se tfemi alelami, bohuZzel se jednalo
o mikrosatelity s nizkym poctem alel. Naopak se nikdy nestalo, Ze bych nasla vétsi pocet
alel, neZ se v literature uvadi (viz tabulka C. 6).

Napriklad mikrosatelit A76 pouZili Estoup et al. (1994) pfi studiu otcovstvi u vcely
medonosné tmavé (A. m. mellifera), kdy nalezli 17 alel u 30 jedincti. Baundry et al. (1998)
ve studiu pribuzenstvi na trublich shromazdiStich na vcele medonosné kranské (A. m.
carnica) u mikrosatelitu A76 zjistili az 50 alel u 142 trubcu. Previtali et al. (2008) zjistili
u véely medonosné italské (A. m. ligustica) az 12 otcovskych linii diky tomuto vysoce
polymorfnimu mikrosatelitu. Jen prace Chéaline et al. 2002, tvofila vyjimku, kdyZ nasli 8

alel u 94 jedincd. Ve své praci jsem nalezla pfiblizn¢ 5-10 alel u 70 jedincu.
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Tabulka ¢. 6: Srovnani poctu alel jednotlivych mikrosateliti v této diplomové praci

s dal$imi autory. V mé praci se vzdy jednalo o 70 jedincu.

Tato prace Jiné prace
Lokus | poget alel | Srovnani | pogeq alel | Poget jedinct Literarni zdroj
A7 5 < 13 54 Estoup et al., 1995
A8 1 < 10 60 Franck et al., 1998
Al4 3 < 7 44 Chen et al., 2005
A28 2 < 11 34 Estoup et al., 1995
A29 12 < 15 38 Chen et al., 2005
A35 1 <K 10 45 De la Ria et al., 2002
A43 4 < 11 58 Estoup et al., 1993
A76 5-10 ~ 8 94 Chaline et al., 2002
A79 4 < 9 29 Estoup et al., 1994
A88 5 < 12 36 Estoup et al., 1995
A107 6 < 14 47 Chen et al., 2005
Al13 0 < 11 58 Franck et al., 1998
Ap33 5 < 10 52 Estoup et al., 1995
Ap36 6-7 < 15 100 Franck et al., 1998
Ap43 3 < 18 56 Franck et al., 1998
Ap55 7-9 < 11 90 Muioz et al., 2009
Ap66 4 = 4 28 Strange et al., 2008
Ap8l 1 < 4 28 Strange et al., 2008
B24 3 = 3 60 Franck et al., 1998
B124 4 < 13 36 Estoup et al., 1995
Legeneda:

< Pocet alel se méné 1is{

< Pocet alel se vice lisi

= Pocet alel je stejny

~ Pocet alel je pfiblizné stejny

Mikrosatelit A107 byl pouZit Estoupem et al. (1994), kdy nalezli az 22 alel na 30
jedincich véely medonosné tmavé, v. m. kraniské a v. m. italské. Také Baundry et al.
(1998) u toho mikrosatelitu zjistili 18 alel u 142 trubcti v. m. kraiiské. Déle Chen et al.
(2005) ziskali 14 alel na 47 jedincich v. m. italské. V mém piipad€ jsem zjistila pouze

6 alel na lokus amplifikaci u zastupcti 5 vcelstev.
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U mikrosatelitu A29 Baundry et al. (1998) zjistili 24 alel u 142 trubct v. m. kranské.
Chen et al. (2005) testovali mikrosatelit A29 u v. m. italské, kde zjistili 15 alel na 38
jedincich. V této praci jsem na 70 jedincich ziskala priblizné 12 alel u 70 jedinca v. m.
krarské.

2. Nulové alely u trubcu

U nékterych trubcti produkt nevznikal. Pravdépodobné se jednd o nulové alely. Tyto
alely jsem detekovala napfi¢ vSemi pouzitymi mikrosatelity. To znamend, Ze sekvence
odpovidajici alesponi jednomu z primert urenych k amplifikaci tohoto mikrosatelitu
pravdépodobné obsahovala mutaci, ktera znemoznila nasednuti primeri a tedy provedeni
PCR amplifikace. Tento problém napiiklad zaznamenali i Olroyd et al. (1996) u mikrosa-
telitu A14, ktery studovali na vCele Apis dorsata. Mikrosatelit A14 jsem vyuzila i ve své
préci a také jsem zaznamenala nulové alely (viz obrdzek €. 8).

3. Zalétavost trubct

Mimo jiné PCR produkty trubct ziskané v pokusu vykazovaly artefakty, tim Ze byly
di- tri- a nékdy azZ tetraploidni, coZ neodpovida realité, kdy literatura tvrdi, Ze vitalni
trubci ve vcCelstvech jsou jen haploidni (Herrmann et al., 2005) a nebo u nich opakované
nevznikal produkt, tedy vznikaly nulové alely (Solignac et al., 2004). Pfedpoklad byl, ze
alely prvnich 6 trubct budou stejné jako nékterd z alel z téla matky, protoZe trubec ma
pouze genetickou vybavu matky a tedy pokud matka byla v daném lokusu homozygotni,
mize predat jen jednu alelu, pokud byla heterozygotni miize pfedat jednu nebo druhou
alelu (Evans et al., 2004) a alely dal$ich 6 trubcti budou stejné nebo odlisné od alel z téla
matky, protoZe se miiZe jednat o jeji syny nebo o zalétlé trubce. U mikrosatelitu A88 (viz
obrazek €. 12) jsem se setkala s jedincem 8, tedy trubcem odebranym z plodu, ktery se
v elektroforetické gelu jevi jako diploidni jedinec. Jedinec 8 obsahuje prvni alelu, stejnou
jako md matka a druhou alelou se zcela lisi od matky a ostatnich jedincti ve vCelstvu.

4. Artefakty PCR produktu DNA ze semenného vacku

Ve své diplomové prici jsem amplifikovala mikrosatelity A107 a A76, které mimo
jiné nebyly snadno hodnotitelné z divodu vyskytu Cetnych stutter bandii. PCR ampli-
fikace téchto mikrosateliti produkovala i artefakty viditelné jako slabsi prouzky, které
jsou asociovany s hlavnim produktem alely (napfiklad mikrosatelit Ap55, obrazek €. 11,
jedinec 2). Tyto bandy jsou oznaCovany jako stutter bandy a jejich vznik je zapfi¢inén
sklouznutim DNA polymerazy béhem amplifikace (Moritz et al., 2003). K jejich vzniku
dochdzi zejména u mikrosatelitl s dinukleotidovymi repeticemi (Doveri et al., 2008).
Tento problém fesili 1 Eimanifar e al. (2020), kdyZ studovali genetickou diverzitu mezi

vcelou medonosnou stfedoafrickou (A. m. scutellata) a v. m. kapskou (A. m. capensis).
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K feseni tohoto problému pouzili program MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et
al., 2004), ktery kromé odstranéni chyb z diivodu stutter bandim byl pouzit i k identifi-
kaci pravdépodobnosti vyskytu chyb zptisobenych nulovymi alelami a tomu, kdyZ PCR
amplifikace jedince neposkytuje produkt.

Technika vyuzitd v této diplomové praci je pouzivana na vC€ele medonosné k mnoha
rozdilnym studiim. Mikrosatelity byly uspé€sné€ pro studium oplozeni vyuzity (Jensen et
al.,2004; Previtali et al., 2008). Mikrosatelity jsou vhodnym nastrojem pro studium popu-
laci a pfimé pribuznosti veel, nejsou v§ak vhodné pro studium oplozeni, protoZe mikro-
satelity maji bud mélo alel a nedokazi odhalit takové mnoZstvi jedincti, které se uvadi
v literatufe (napriklad u mikrosatelitu A76 nalezli autoti 17 alel u 30 jedinct (Previtali et
al., 2008) v této diplomové praci jsem nalezla pouze 5-10 alel u 70 jedinct) a nebo jejich
PCR produkt je nepfehledny, Ze neumozZnil kvantifikaci alel.

Mikrosatelity pouzité v této praci jsou pouZitelné naptiklad na pfimé studie rodi-
Covského plivodu, vyuZitelné pro Slechtile véel a plemenarskou praci. Na zdkladé pro-

vedenych analyz nejsou vhodné pro urovani poctu trubct, se kterymi se matka spafila.
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7 Zavér

V této diplomové praci jsem urovala pocet trubct paricich se s matkou a zalétavost
trubcli v ramci stanovist. Tohoto cile jsem chtéla dosdhnout na zdkladé PCR amplifikace
polymorfnich mikrosatelitti ur¢enych pro véelu medonosnou (Apis mellifera). Porovnala
jsem vysledky PCR amplifikace s DNA vyizolovanou z téla matky a semenného vacku
matky a s DNA vyizolovanou z trubct ze stejného tlu.

Testovala jsem 20 mikrosatelitovych lokust, z nichZ jsem jich vybrala pouze 16 po-
lymorfnich. Pfi optimalizaci PCR jsem zjistila, Ze mikrosatelit A113 neposkytuje Zadny
produkt a mikrosatelity A8, A35 a Ap81 poskytuji pouze monomorfni produkt. S pouzitim
16 polymorfnich mikrosateliti jsem ziskala od 2 do pfiblizn€ 12 alel na lokus.

Jednotlivé kroky mé diplomové prace byly uspésné. PCR amplifikaci DNA ziskanou
ze semenného vacku se podarilo ziskat 1 odliSné PCR produkty od DNA ziskané z téla
matky. PCR produkty z DNA trubcti obsahovaly v nékterych piipadech znasobené alely,
nulové alely a artefakty, které neumoznily spravné hodnoceni vysledki.

Timto experimentem jsem zjistila, Ze technika mikrosatelitové PCR analyzy s DNA
trubct ze semenného vacku neni vhodna pro studium otcovstvi, protoZze PCR artefakty
znemoznuji relevantni hodnoceni produktd a poCty alel na jednotlivych lokusech jsou tak

s 2

nizké, ze neumoznuji urcit vice nez 10 trubct paricich se s matkou.
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