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Typ práce: Diplomová
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Souhrn

Tato diplomová práce se zabývá pářenı́m včely medonosné (Apis mellifera), odhadem

počtu trubců, kteřı́ se s matkou pářili a zalétavostı́ trubců v rámci stanovišt’.

V teoretické části jsou charakterizovány tři kasty včel a život ve včelstvu. Je popsán

život trubce a konkrétněji život abnormálnı́ch diploidnı́ch trubců. Dále je práce zaměřena

na pářenı́ včely a způsob haplodiploidnı́ho určenı́ pohlavı́ a v návaznosti objasněnı́ zapo-

jenı́ vybraných genů csd, fem a dsx do určenı́ pohlavı́ včely. Dále jsou zmı́něny geny, které

byly objeveny skupinou The Honey Bee Genome Sequencing Consortium. Následuje

obecná charakteristika mikrosatelitů a popsánı́ mikrosatelitů pro včelu medonosnou.

V praktické části této diplomové práce je zahrnut odběr vzorků z 5 různých stanovišt’,

celkem 5 matek a 60 trubců včely medonosné. Ze zadečků matek byly vypreparovány

semenné váčky. Z nich z těl matek i těl trubců byla izolována DNA. Dále byly optimali-

zovány podmı́nky PCR pro 20 polymorfnı́ch mikrosatelitů.

Při testovánı́ vzorků na mikrosatelitech byl vyloučen jeden mikrosatelit, který nepo-

skytl žádný PCR produkt a 3 mikrosatelity z důvodu poskytnutı́ pouze monomorfnı́ho

PCR produktu. Následně u celkem 16 polymorfnı́ch mikrosatelitů na 65 testovaných je-

dincı́ch (70 vzorcı́ch) byla zjištěna většinou nı́zká variabilita a bylo detekováno od 2 do

přibližně 12 alel na lokus. PCR produkty DNA ze semenného váčku neumožňujı́ rozhod-

nout o přesném počtu trubců, kteřı́ se pářı́ 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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NanoDrop.
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1 Úvod

Mikrosatelity jsou většinou nekódujı́cı́ repetitivnı́ oblasti DNA tvořené jednotkami

opakovánı́ dlouhými maximálně do deseti nukleotidů. Jsou to vhodné genetické markery.

Dı́ky jejich vysoké variabilitě a počtu opakovánı́ se použı́vajı́ při studiu přı́buzenstvı́, ge-

netickém mapovánı́ a populačně-genetických studiı́ch. Studium mikrosatelitů je založeno

na polymerázové řetězové reakci a následné elektroforetické separaci.

Včela medonosná (Apis mellifera) je vysoce socializovaný blanokřı́dlý hmyz žijı́cı́

ve včelstvech, ve kterých se rozeznávajı́ tři kasty: matka, dělnice a trubci. Matka je

ve včelstvu jediná reprodukčnı́ samice a jejı́m úkolem je kladenı́ vajı́ček. Dělnic je ve včel-

stvu několik desı́tek tisı́c a jsou to většinou neplodné samice. Starajı́ se o většinu úkonů

ve včelstvu. Trubci jsou samci, jejichž jediným úkolem je spářit se s matkou. Pářenı́

probı́há mimo úl na mı́stě zvaném trubčı́ shromaždiště, které se nacházı́ na odlehlém

mı́stě. Na tomto shromaždišti se matka zpravidla jednou za život spářı́ s vı́ce trubci

a sperma si uložı́ do semenného váčku. Spermatu má matka v semenném váčku dostatek

po celý svůj reprodukčnı́ život. Matky a dělnice včely medonosné jsou diploidnı́ organiz-

my a majı́ 32 chromozomů. Trubci jsou za normálnı́ch okolnostı́ haploidnı́ se 16 chromo-

zomy.

V této diplomové práci bych chtěla, na základě mikrosatelitové analýzy DNA zı́skané

ze spermiı́ trubců uložených v semenném váčku matky. Dále bych chtěla určit počet

trubců, kteřı́ se s matkou pářı́ a zalétavost trubců v rámci stanovišt’ pomocı́ mikrosate-

litové analýzy DNA trubců a matek.
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2 Cı́le práce

1. Shromážděnı́ dostupných literárnı́ch zdrojů.

2. Vypracovánı́ rešerše na téma diplomové práce (pářenı́ včely medonosné, biologické

a genetické aspekty, mikrosatelity ve včelı́m genomu atd.).

3. PCR amplifikace DNA včelı́ch matek a DNA ze zásob trubčı́ho spermatu v jejich

tělech pro určenı́ počtu trubců, se kterými se pářily - optimalizace izolace trubčı́

DNA přı́mo z trubců a ze semenného váčku oplozených matek, výběr optimálnı́ch

polymorfnı́ch mikrosatelitů (testovánı́ podmı́nek jejich amplifikace a PAGE sepa-

race).
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3 Literárnı́ přehled

3.1 Včela medonosná

Včela medonosná (Apis mellifera L.) je vysoce socializovaný blanokřı́dlý hmyz, který

je hlavnı́m opylovačem zemědělských i nezemědělských druhů rostlin, a tı́m utvářı́ kra-

jinu. Četné potravinové komodity, jako je produkce mandlı́, jablek nebo melounů se silně

nebo výhradně spoléhajı́ na včelu medonosnou při produkci ovoce, zeleniny nebo jejich

semen (Klein et al., 2007). V poslednı́ch několika desetiletı́ch se velmi zvýšila závislost

zemědělských činnostı́ na opylovánı́ včel (Aizen et al., 2009).

Hmyz řádu blanokřı́dlı́ (Hymenoptera) tvořı́ extrémně různorodou skupinu s vı́ce než

115 000 popsanými druhy obsahujı́cı́mi přibližně 10 % druhové rozmanitosti živočichů

na Zemi (Munoz-Torres et al., 2011). Řád blanokřı́dlı́ je dlouhodobě koevolučně propo-

jen s krytosemennými rostlinami (Prýmas et al., 2017) a životnı́ styl blanokřı́dlých sahá

od osamělých po komplexnı́ sociálnı́ společenstvı́. Tento hmyz je nezbytný pro udrženı́

diverzity rostlin prostřednictvı́m opylenı́ a rozptylu semen (LaSalle et al., 1993).

Čeled’ včelovitı́ (Apidae) zahrnuje včely eusociálnı́ a včely samotářské (Gillott, 2005).

Eusociálnı́ včelovitı́, do kterých mimo jiné patřı́ i čmeláci a bezžihadlé včely, sdı́lejı́

použitı́ vosku při stavbě hnı́zda, ale včela medonosná použı́vá vosk jako jediný kon-

strukčnı́ prvek pro stavbu jejich plástů (Breed, 2019).

Rod včela (Apis) zahrnuje 9 druhů, které se dı́ky odlišným klimatickým podmı́nkám

rozšı́řily do celého světa s výjimkou polárnı́ch oblastı́ (Přidal et al., 2008). Rod včela

se dělı́ na 3 skupiny: trpasličı́ včely (Micrapis), obřı́ včely (Macrapis) a včely normálnı́ ve-

likosti (Apis). Celkový vzhled všech druhů včel je velmi podobný, ale velikost se lišı́ mezi

druhy včel trpasličı́ch a obřı́ch. Zástupce trpasličı́ch je napřı́klad A. florea, jejichž dělnice

je dlouhá 9–10 mm a zástupce obřı́ho druhu je napřı́klad A. dorsata, jejichž dělnice je

dlouhá až 2 cm (Breed, 2019). Včely střednı́ velikosti jako je A. mellifera, pocházejı́

pravděpodobně z Afriky (Weinstock et Robinson, 2006).

Včela medonosná je široce rozšı́řena v Africe, západnı́ Asii a Evropě s vı́ce než

24 poddruhy, které lze na základě morfometrických a molekulárnı́ch studiı́ rozdělit do

nejméně čtyř liniı́: linie A v Africe, linie M v západnı́ a severnı́ Evropě, C linie ve východnı́

Evropě a O linie na Blı́zkém východě a v západnı́ Asii (Ruttner, 1988; Garnery et al.,

1992; Whitfield et al., 2006; Han et al., 2012; Wallberg et al., 2014). Později byla iden-

tifikována i pátá linie (Y) ze severovýchodnı́ Afriky a Střednı́ho východu (Franck et al.,

2001) a možná dalšı́ šestá linie byla popsána v Sýrii (Alburaki et al., 2013). Poté, co
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evropštı́ osadnı́ci kolonizovali různé části světa, byly transportovány a založeny různé

linie včely medonosné spolu se včelařskými praktikami, kdy docházelo ke křı́ženı́ vı́ce

liniı́ (Sheppard, 1989). V poslednı́ch letech se analyzujı́ údaje, které určujı́ původ včely

medonosné (Han et al., 2012; Wallberg et al., 2014) a mı́sto afrického původu se vědci

přiklánějı́ spı́še k původu asijskému.

Včela medonosná je v současné době jednı́m z mála druhů včel, který prošel podstat-

nou domestikacı́ a žije v koloniı́ch, které se nazývajı́ včelstva. Ve včelstvech se vyskytujı́

tři kasty včel: samičı́ kasty matka a dělnice a samčı́ kasta trubci (Moore et al., 2015). Je-

dinci z těchto kast se lišı́ v úlohách prováděných ve včelstvu a to se odrážı́ i v rozdı́lech ve

velikosti zástupců těchto kast (Winston, 1987), morfologii a délce života (Page et Peng,

2001). Každá tato kasta má své individuálnı́ morfologické znaky, kterými jsou od sebe

jedinci různých kast velmi dobře odlišitelnı́, a také se každá kasta vyvı́jı́ jinak dlouhou

dobu (viz tabulka č. 1).

Tabulka č. 1: Délka vývoje zástupců jednotlivých kast včely medonosné (Schönfeld,

1955).

Kasta
Délka vývoje (dny)

Vajı́čko Larva Kulka Celkem

Matka 3 5 8 16

Dělnice 3 6 12 21

Trubec 3 7 14 24

Matka je zpravidla jediná v kolonii a specializuje se na kladenı́ vajı́ček. Dojde-li

k oplozenı́ vajı́čka v těle matky, lı́hne se z vajı́čka samice (dělnice nebo matka). V opačném

přı́padě se z vajı́čka lı́hne samec (trubec). Trubců je ve včelstvu několik stovek. Jejich je-

diný úkol je pářenı́ se s matkou mimo úl na mı́stě zvaném trubčı́ shromaždiště. V úlu

se trubci vyskytujı́ pouze určitou dobu a přes zimu ve včelstvu chybějı́ (Withrow et al.,

2018). Poslednı́ kastou jsou dělnice. Ve včelstvu je jich nejvı́ce, až několik desı́tek tisı́c

(podle ročnı́ho obdobı́ a sı́ly včelstva). V závislosti na stářı́ dělnice plnı́ v úlu různé úkony,

které jsou dány i množstvı́m juvenilnı́ho hormonu a neurotransmiteru oktopaminu v he-

molymfě (Schulz et al., 2002) a to se nazývá věkový polyethismus (Meixner et Moritz,

2004). Včely jsou vrcholem sociálnı́ho vývoje u hmyzu. Dělnice nejsou za normálnı́ch

podmı́nek fertilnı́ a matka je jedinou plodnou samicı́ (Oxley et Oldroy, 2010). Matka sig-

nalizuje svou přı́tomnost ve včelstvu pomocı́ feromonů, což vede k inaktivaci vaječnı́ků

99,99 % dělnic (Kocher et Grozinger, 2011). Pokud je matka defektnı́ či ze včelstva zmizı́,
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přibližně třetina dělnic aktivuje své vaječnı́ky a začne klást vajı́čka. Kladou pouze neo-

plozená vajı́čka z nichž se lı́hnout trubci (Dzierzon, 1845).

Matky se pářı́ s vı́ce trubci během jediného obdobı́ pářenı́. Během tohoto obdobı́

zı́skajı́ dostatek spermatu k oplozenı́ svých vajı́ček po celý reprodukčnı́ život (Brutscher

et al., 2019), čı́mž je včelstvo složeno z mnoha patrilineárnı́ch podskupin (viz obrázek

č. 1). Je zřejmé, že věková variabilita mezi dělnicemi je důležitým základem organizace

včelstva. Kromě této věkově závislé variace chovánı́ bylo prokázáno, že genetická vari-

abilita ovlivňuje to, co dělnice ve včelstvu provádějı́ za práci a také, že dělnice stejného

věku a různých podrodin majı́ tendenci se specializovat na různé úkoly (Page et Robinson,

1991). Rozdělenı́ úkolů dělnic v rámci včelstva tedy závisı́ i na jednotlivých podrodinách

včel (Fuchs et Moritz, 1999). Včelstvo se skládá z mnoha podrodin. Přı́buznost mezi

jedinci se vyjadřuje pomocı́ koeficientu r, neboli relatedness - přı́buznost. V rámci podro-

diny jsou dělnice super sestry a r = 0,75 (Page et Laidlaw, 1988). Dělnice dvou různých

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

Obrázek č. 1: Přı́buzenské vztahy ve včelstvu. Upraveno podle Oxley et Oldroyd, 2010.

Legenda: Genetická přı́buznost mezi jedinci v kolonii. Čı́selné hodnoty vyjadřujı́ koeficient přı́buznosti,
přičemž čı́sla mezi dvěma jedinci naznačujı́ genetickou přı́buznost mezi těmito jedinci. Šipky označujı́
cesty dědičnosti genetického materiálu od rodičů k potomkům. Dělnice, které sdı́lejı́ stejnou matku a otce
jsou úplnými sourozenci (super sestry), dělnice sdı́lejı́cı́ stejnou matku, ale různé otce jsou polovičnı́mi
sourozenci (nevlastnı́ sestry).
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3.2 Matka a dělnice včely medonosné

Ačkoli matka a dělnice majı́ stejný genotyp, lišı́ se velmi svým vývojem, fyziologiı́

i chovánı́m (Winston, 1991). To je pravděpodobně důsledek faktorů prostředı́ (Wang et al.,

2016). Larvy matek i dělnic jsou krmeny mateřı́ kašičkou po dobu prvnı́ch 3 dnů vývoje.

Larvy dělnic jsou následně krmeny směsı́ mateřı́ kašičky, pylu a medu, zatı́mco larvy ma-

tek pouze mateřı́ kašičkou (Haydak, 1943). Předpokládá se, že kvalita a množstvı́ larválnı́

potravy jsou primárnı́ přı́činou rozdı́lného vývoje (Haydak, 1943; Winston, 1991), strava

ovlivnı́ hladinu juvenilnı́ho hormonu produkovaného larvou. Hladina hormonu rozhodne,

zda se z larvy vyvine dělnice nebo matka (Moore et al., 2015). Matka se vyvı́jı́ v buňce

odlišné od buněk dělnic, buňka matky je zřetelně většı́ a je orientována vertikálně.

Šestnáctý den od nakladenı́ vajı́čka se matka lı́hne, a aby byla schopna vykonávat své

funkce v úlu, musı́ se spářit s trubci. Před snubnı́m letem vylétne matka z úlu na 1 až 2 ori-

entačnı́ lety a poté na snubnı́ let, při kterém se pářı́ s trubci. Snubnı́ let probı́há zpravidla

5. až 6. den od vylı́hnutı́, kdy letı́ až 3 km od úlu, kde se potká s tisı́ci trubci v oblasti zvané

trubčı́ shromaždiště (Schmehl et al., 2015). Pokud matka při prvnı́m spářenı́ nezı́ská do-

statečné množstvı́ spermiı́, snubnı́ let ještě jednou opakuje. Matka je ve včelstvu většinou

jedinou reprodukčnı́ samicı́ (Anderson, 1963; Barron et al., 2001). Rychlost, jakou může

produkovat vajı́čka, ovlivňuje růst včelstva. Včela medonosná se lišı́ od jiného sociálnı́ho

hmyzu v tom, že dělnice mohou matku nahradit jednou z jejı́ch dcer. Dělnice posuzujı́

plodnost matky na základě sledovánı́ počtu matkou snášených vajı́ček a na mı́ře a kvalitě

jejich oplozenı́. Pokud některý z těchto faktorů klesne, zahájı́ dělnice výměnu (Baer et al.,

2016).

Kromě role matky jako primárnı́ reprodukčnı́ samice v kolonii, matka nepřetržitě

uvolňuje směs feromonů, které pasivně udržujı́ sociálnı́ soudržnost úlu (Brutscher et al.,

2019). Dělnice jsou fakultativně sterilnı́ a aktivujı́ vaječnı́ky pouze tehdy, když je včelstvo

bez matky nebo plodu. Toto rozdělenı́ reprodukčnı́ch úkolů umožnilo vývoj silně odlišných

kastových znaků, přičemž se matky a dělnice fyziologicky adaptovaly svým rolı́m (Oxley

et Oldroy, 2010). Reprodukčnı́ kvalita matky je definována nejen jejı́ potenciálnı́ plodnostı́

(převážně velikostı́ vaječnı́ků), ale také jejı́ úspěšnostı́ v pářenı́ (Tarpy et Metz, 2019).

Uchovávánı́ spermatu samicemi před oplozenı́m vajı́čka je fylogeneticky rozšı́řeným je-

vem a je často usnadněné přı́tomnostı́ specializovaných anatomických struktur v pohlav-

nı́m ústrojı́ samic, jako jsou spermatéky viz obrázek č. 2 (Walker, 1980).
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Obrázek č. 2: Vypreparované orgány zadečku matky včely medonosné (Schönfeld,

1955).

Legenda: 1 - vaječnı́k, 2 - kalı́šky vaječnı́ků, 3 - vejcovod, 4 - nerv s nervovým zauzlenı́m dole pod spo-
jenými vejcovody, 5 - semenný váček, 6 - žláza semenného váčku, 7 - alkalická jedová žláza, 8 - poševnı́
stěna, 9 - svalstvo žihadla, 10 - krycı́ šupina, 11 - žihadlová pochva, 12 - žihadlo, 13 - jedová žláza, 14 - je-
dový váček, 15 - výkalový vak.

Obrázek č. 3: Bočnı́ průřez orgány zadečku matky včely medonosné (Schönfeld,

1955).

Legenda: 1 - kalı́šek vaječnı́ku, 2 - nerv s nervovým zauzlenı́m při ústı́ vejcovodů, 3 - vejcovod, 4 - přednı́
dı́l pochvy, 5 - komora pro napojenı́ pohlavnı́ho orgánu trubce, 6 - vyústěnı́ pochvy se žihadlovou komorou,
7 - vyústěnı́ výkalového vaku, 8 - pumpička s kanálkem pro chámová tělı́ska, 9 - žláza semenného váčku,
10 - semenný váček se spermatem, 11 - výkalový vak, 12 - pochva žihadla, 13 - žihadlo, 14 - průřezy
poslednı́ch segmentů.
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Uloženı́ spermiı́ v těle matky na základě jednoho nebo dvou snubnı́ch letů napřı́klad

umožňuje samicı́m oplodňovat vajı́čka po delšı́ dobu, čı́mž je zajištěna plodnost i v nepřı́-

tomnosti samců, matka dı́ky tomu také nenı́ zbytečně vystavena riziku predace (Baer et

al., 2016). Polyandriı́ matka snižuje pravděpodobnost, že se ve včelstvu vyvinou letálnı́

diploidnı́ trubci.

3.3 Trubec včely medonosné

Počet trubců v kolonii nepřesahuje 10 % počtu dospělé populace a závisı́ na fázi

vývoje včelstva, počtu jedinců ve včelstvu, přı́tomnosti a věku matky a množstvı́ po-

travy, kterou má k dispozici (Czekońska et al., 2015). Genetická výbava trubce, se odrážı́

v jeho vitalitě a kvalitách. Pouze trubci s vysokou fitness a nejvyššı́ reprodukčnı́ zdatnostı́

se s matkou dokážı́ spářit. Trubec musı́ doletět na trubčı́ shromaždiště, kde zůstává po

dobu, než přiletı́ matka. Matku mezi dalšı́mi tisı́ci trubci musı́ najı́t a při pářenı́ předat své

spermie, které si matka poté uložı́ do semenného váčku. U trubců je rozhodujı́cı́ schop-

nost pářit se (např. velikost těla) a schopnost inseminovat (např. kvalita spermiı́), aby

se vlastnosti trubce předaly nové generaci. Konkurence mezi trubci je veliká, u jedinců

s vyššı́ sexuálnı́ konkurenceschopnostı́ je pravděpodobné, že budou mı́t vyššı́ reprodukčnı́

zdatnost ve srovnánı́ s těmi méně konkurenceschopnými (Baer, 2005).

Na trubce jako rezervoáry genetických vlastnostı́ včelstva se zaměřilo jen několik

málo studiı́. Vı́ce už se jich zaměřilo na vliv faktorů prostředı́ na reprodukčnı́ kvalitu

trubců (Fisher et Rangel, 2018). Trubčı́ sperma může být negativně ovlivněno zdravotnı́m

stavem trubce (Peng et al., 2015) nebo expozicı́ trubce agrochemikáliemi (Ciereszko

et al., 2016). Tyto faktory ovlivňujı́ trubčı́ sperma v množstvı́ ejakulovaných spermiı́

nebo ovlivňujı́ molekulárnı́ vlastnosti spermatu (např. koncentrace ATP), snižujı́ motilitu

spermiı́ a jsou zapojeny do nižšı́ migrace spermiı́ do semenného váčku nebo do přežitı́

uložených spermiı́ (Kairo et al., 2016).

Včelstva dodatečně přizpůsobujı́ produkci trubců podle sezóny; to se lišı́ regionálně

a produkce se zaměřuje předevšı́m na jaro, vrcholı́ na začátku léta a postupně klesá s tı́m,

jak postupuje sezóna (Boes, 2010). Většı́ včelstva majı́ však tendenci produkovat vı́ce

trubců (Smith et al., 2017), což naznačuje, že životnı́ prostředı́ a dostupnost zdrojů jsou

primárnı́m faktorem určujı́cı́m chov trubců, nikoliv ročnı́ obdobı́ (Tarpy et Metz, 2019).

Během jejich ontogenetického vývoje jsou trubčı́ larvy krmeny mateřı́ kašičkou obohace-

nou pylem. Složenı́ stravy je upraveno tak, aby vyhovovalo věku larev (Haydak, 1970;

Matsuka et al., 1973; Hrassnigg et Crailsheim, 2005). Po vylı́hnutı́ jsou mladı́ trubci stále
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dělnicemi krmeni potravou bohatou na proteiny a aminokyseliny (Free, 1957; Haydak,

1970; Schmickl et Crailsheim, 2004). Během prvnı́ch 6 dnů jejich dospělého života se

trubci živı́ pylem také bohatým na bı́lkoviny (Free, 1957; Szolderits et Crailsheim, 1993)

a trubci staršı́ vı́ce než 7 dnı́ se živı́ medem, který je bohatý na sacharidy (Free, 1957).

Vzhledem k hmotnosti trubců potřebujı́ jejich larvy podstatně vı́ce potravy s různorodějšı́m

proteinovým složenı́m, než larvy dělnic (Haydak, 1970; Winston, 1987). Trubci také

rychle stárnou, s létánı́m začı́najı́ od cca 10. dne a žijı́ v průměru 30 dnı́, nezávisle na

tom, kdy začali létat (Rueppell, 2005). S matkou se pářı́ trubci, kteřı́ jsou ve věku 15–23

dnı́, průměrně v 21. dnu věku (Couvillon et al., 2010).

3.4 Diploidnı́ trubci

Normálně se trubci vyvı́jejı́ z neoplozených vajı́ček a jsou haploidnı́. Diploidnı́ trubci

(nazývanı́ také ”biparentalnı́ trubci“) se vyvı́jejı́ z oplozených vajı́ček (Woyke et Knytel,

1966), která jsou homozygotnı́ v lokusu určujı́cı́m pohlavı́. V přı́rodě diploidnı́ trubci

nepřežı́vajı́ do konce vývoje larev. Larvy diploidnı́ch trubců jsou pojı́dány dělnicemi

(Woyke, 1963) během několika hodin po vylı́hnutı́ z vajı́čka, nejčastěji do 36 hodin, a to

i přesto, že jsou životaschopné.

Dospělı́ diploidnı́ trubci mohou být chováni v laboratoři lı́hnutı́m vajı́ček v inkubátoru

a krmenı́m larev mateřı́ kašičkou. Larva může být přenesena do včelstva po 2–3 dnech.

V tomto věku je dělnice krmı́ normálně (Woyke, 1969).

Diploidnı́ trubci, kteřı́ dospějı́ v laboratornı́ch podmı́nkách jsou podobnı́ haploidnı́m

trubcům. Ve srovnánı́ s haploidnı́mi trubci jsou většı́, těžšı́, majı́ menšı́ varlata, méně tes-

tikulárnı́ch tubulů, méně křı́dlových háčků a nižšı́ koncentraci vitellogeninu (antioxidačnı́

protein). Diploidnı́ larvy trubců produkujı́ vı́ce kutikulárnı́ch uhlovodı́ků než dělnice,

ale méně než haploidnı́ trubci. Diploidnı́ trubci produkujı́ diploidnı́ spermie (Woyke et

Skowronek, 1974) obsahujı́cı́ dvakrát tolik DNA než haploidnı́ spermie (Herrmann et

al., 2005). Diploidnı́ spermie jsou delšı́ než haploidnı́ spermie; jejich hlavička je zvláště

dlouhá (Woyke, 1983). Ultrastruktura haploidnı́ch a diploidnı́ch trubců je podobná (Woyke,

1984). Teoreticky lze zı́skat triploidnı́ včely inseminacı́ matky diploidnı́mi trubci, ale

zatı́m toho nebylo dosaženo, protože diploidnı́ trubci majı́ narušenou plodnost, předevšı́m

produkujı́ malý počet spermiı́ (Woyke, 1983).
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3.5 Pářenı́ včel

Včelı́ matka se pářı́ s vı́ce samci a tento jev se nazývá polyandrie. Pařenı́ se s vı́ce

jedinci je jednı́m ze způsobů, jak si včely udržujı́ napřı́klad toleranci k parazitům a pato-

genům. Polyandrie je taxonomicky omezena na sociálnı́ hmyz (Strassmann, 2001) a u včel

rodu Apis je na výjimečně vysoké úrovni. Odhady počtu trubců, se kterými se matky

včely medonosné pářı́, jsou založené na molekulárnı́ genotypizaci dělnic (Tarpy et al.,

2004). Matky, které se pářı́ jen s jediným trubcem nebo s malým počtem trubců, produ-

kujı́ včelstva, která jsou méně úspěšná než ta, ve kterých je matka, která se pářı́ s většı́m

počtem trubců. Haplodiploidnı́ reprodukčnı́ systém generuje extrémně vysoké úrovně

přı́buznosti mezi dělnicemi ve včelstvech (Walker, 1980).

Včela medonosná se pářı́ mimo úl na mı́stě zvaném trubčı́ shromaždiště, které mı́vá

v průměru 30–200 m a nacházı́ se v rozmezı́ 15–40 m nad zemı́. Zde se na konci jara

a v létě shromažd’ujı́ tisı́ce trubců (Ruttner, 1966). Trubci mohou uskutečnit i několik

snubnı́ch letů za den (Zmarlicki et Morse, 1963). Umı́stěnı́ trubčı́ho shromaždiště bývá

stálé po několik let. Když se do trubčı́ho shromaždiště dostavı́ matka, trubci se za nı́ for-

mujı́ do roje ve tvaru komety. Poté se matka postupně pářı́ s několika trubci (Gries et Ko-

eniger, 1996). Pro fitness včelstev je výhodnějšı́ trubčı́ shromaždiště s většı́m množstvı́m

geneticky rozdı́lných trubců z různých včelstev, než malá shromaždiště, kde je většı́ prav-

děpodobnost menšı́ho množstvı́, ale navzájem vı́c přı́buzných trubců (Baudry et al., 1998).

Obrázek č. 4: Matka pářı́cı́ se s trubcem za letu (Schönfeld, 1955).

Legenda: Trubec, který dohonı́ matku, přeletı́ nad nı́ a nohama obejme jejı́ zadeček. Matka otevře svou
žihadlovou komoru a trubec stahy svalů hrudnı́ku a zadečku vyvolá částečné obrácenı́ svého kopulačnı́ho
orgánu. Penis trubců je v klidu uložený v zadečku a při obrácenı́ vyhřezává z těla ven, plnı́ se vzduchem a he-
molymfou a zasouvá se do žihadlové komory matky. Lepivé růžky penisu zakotvı́ penis pevně v žihadlové
komoře matky a neustále stoupajı́cı́ tlak v penisu vyvolá nejprve ejakulaci a následně prasknutı́ penisu, což
přerušı́ spojenı́ mezi trubcem a matkou (Veselý, 2003).
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Počet trubců, kteřı́ se s matkou pářı́ se v odborné literatuře velmi lišı́. Staršı́ infor-

mace udávajı́, že se matka se pářı́ s 8 trubci (Woyke, 1955), nebo také s přibližně 12

trubci (Cornuet et al., 1986; Kraus et al., 2005). Tarpy et al. (2015) uvádějı́, že se matka

pářı́ se 14 trubci. Některé nové studie založené na mikrosatelitové analýze, ukazujı́ až na

počet 34–77 trubců (Withrow et Tarpy, 2018). Vysoký počet trubců zajistı́ genovou diver-

zitu ve včelstvu, a to je pro něj výhodné napřı́klad z hlediska zdravı́ a vitality (Tarpy et

al., 2012). Trubci, kteřı́ se spářili s matkou, hynou už během částečného obrácenı́ penisu

v důsledku přesunu veškeré hemolymfy do penisu, nebo záhy poté vyčerpánı́m (Veselý,

2003). Po spářenı́ matky s trubci, které trvá přibližně 15–30 minut matka odletá zpět

do včelstva a uložı́ sperma do semenného váčku (Baudry et al., 1998). Plně insemino-

vaná matka si uložı́ přibližně 5–7 milionů spermiı́ (Woyke, 1989). Po pářenı́ podstoupı́

matka značné fyziologické a behaviorálnı́ změny. Jejı́ vaječnı́ky (dřı́ve ve stavu zasta-

veného vývoje) dokončujı́ poslednı́ stádia zránı́, protože se zvětšujı́ a vajı́čka se stanou

životaschopnými a dosáhnou zralosti (Tanaka et Hartfelder, 2004). Matka po několika

dnech po svém prvnı́m nebo druhém snubnı́m letu začné klást vajı́čka (Koeniger et al.,

2014).

3.6 Haplodiploidnı́ určenı́ pohlavı́

Pohlavı́ u včely medonosné je určeno haplodiploidnı́m způsobem. Tento způsob de-

terminace pohlavı́ byl poprvé objeven v roce 1845 katolickým knězem Johannem Dzier-

zonem. Dzierzon uvedl, že panenská matka, která nepodnikla snubnı́ let, produkuje pouze

potomstvo trubců (Dzierzon et al., 1945). Jeho zpráva byla prvnı́m popisem systému

určovánı́ pohlavı́, k němuž došlo vı́ce než 50 let před objevenı́m pohlavnı́ch chromozomů.

Studie ukázaly, že asi 20 % živočišných druhů je haplodiploidnı́ch. Tento způsob repro-

dukce si zachovává specifickou pozici při určovánı́ pohlavı́, protože uniparentálnı́ samci

zdědı́ náhodnou polovinu mateřského genomu, zatı́mco samice zdědı́ jak mateřské, tak

otcovské geny, což znemožňuje jakýkoli chromozomálnı́ systém určujı́cı́ pohlavı́ (Bull,

1983). Navzdory tomu, že samci majı́ pouze 16 chromozomů a samice 32 chromozomů,

proces oplodněnı́ ani haploidnı́ nebo diploidnı́ stav vajı́ček neposkytuje plné určenı́ po-

hlavı́ u včel (Gempe et al., 2009). Totiž vytvořenı́ diploidnı́ch trubců naznačovalo, že ani

proces oplodněnı́ ani haploidnı́ nebo diploidnı́ stav vajı́čka neposkytujı́ primárnı́ signál

pro stanovenı́ pohlavı́ u včel medonosných (Mackensen, 1951).

U samic včely medonosné je pohlavı́ určováno heterozygotnostı́ v lokusu Sex De-

termination Locus (SDL) nesoucı́ gen komplementárnı́ho určenı́ pohlavı́ (csd). SDL je
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lokus, který je u samic vždy heterozygotnı́, a proto pravděpodobně obsahuje dalšı́ geny

zapojené do určovánı́ pohlavı́. U včel vznikla kaskáda pro určovánı́ pohlavı́ iniciovaná ale-

lickým složenı́m komplementárnı́ho genu pro určovánı́ pohlavı́ (csd) (viz obrázek č. 5):

samci se vyvı́jejı́ z haploidnı́ch nebo diploidnı́ch, ale pro gen (csd) homozygotnı́ch em-

bryı́, zatı́mco samice se vyvı́jejı́ z diploidnı́ch, ale pro gen (csd) heterozygotnı́ch embryı́.

U samic hetorozygotnost genu (csd) (tedy dvě různé alely na tomto lokusu) vedou k vy-

tvořenı́ samičı́ch specifických variant genů feminizer (fem) a doublesex (dsx). U samců

jsou vytvářeny samčı́ specifické varianty genů fem a dsx (Freitas et al., 2020). Porovnánı́m

ortolognı́ch genů u jiných druhů včel a vos se ukázalo, že gen csd vznikl duplikacı́ genu

v linii včel z kopie feminizer progenitorových genů (Gempe et al., 2009).

Obrázek č. 5: Schéma pro určenı́ pohlavı́ samců a samic včely medonosné. Upraveno

podle (McAfee et al., 2019).

Legenda: Pohlavı́ včely je určeno alelickým složenı́m jediného genu (csd), komplementárnı́ho určenı́ po-
hlavı́. Z vajı́čka se vyvine samec, pokud je csd haploidnı́ nebo diploidnı́, ale homozygotnı́. Pokud je csd
diploidnı́ a heterozygotnı́, vznikne sestřihem gen fem, jehož produkt reguluje sestřih genu dsx a vyvine se
samice.

Gen csd kóduje potenciálnı́ sestřihový faktor, který existuje v nejméně 15 alelických

variantách, které se lišı́ v průměru ve 3 % aminokyselin (Hasselmann et Beye, 2004). Ge-

nový produkt (CSD) je nezbytný pro vývoj samic, protože inaktivace genového produktu

u samičı́ch embryı́ způsobuje úplný přechod do samčı́ho vývoje. Cı́l produktu genu csd

byl identifikován jako gen feminizer (fem) (Beye et al., 2003).
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Transkript genu fem se u samců a samic odlišuje sestřihem, to znamená, že pouze

samičı́ buňky kódujı́ funkčnı́ protein genu fem a samčı́ varianta genu fem kóduje předčasný

stop kodon a neposkytuje žádný funkčnı́ produkt. Samčı́ specifické fem transkripty si za-

chovávajı́ plný exon 3, který obsahuje stop kodon, takže translace končı́ předčasně. U sa-

mic je tato část exonu 3 plus exony 4 a 5 sestřižena, což vede k úplnému otevřenému

čtecı́mu rámci, který kóduje protein složený z 403 aminokyselin - FEM protein (Hassel-

mann et al., 2008). Sestřihovaný FEM protein zase reguluje sestřih genu doublesex (dsx),

tedy nesestřı́haný gen fem nenı́ funkčnı́ a tak nechává gen dsx také nefunkčnı́ (McAfee et

al., 2019).

3.7 Genom včely medonosné

Včely poskytujı́ nezbytné opylovánı́ rostlin a úpadek včel ohrožuje integritu eko-

systému. S úbytky populacı́ včel bylo spojeno několik faktorů, jako je ztráta stanovišt’,

patogeny a paraziti, expozice toxinům, špatná výživa a změna klimatu. Obavy z poklesu

populace opylovačů se objevily v 90. letech 20. stoletı́ a zesı́lily na počátku 21. stoletı́,

a tak začal intenzivnı́ biologický výzkum snažı́cı́ se o zachovánı́ včel, který se soustředil

na shromažd’ovánı́ důkazů o rozsahu a úbytku včel.

Nejznámějšı́ výzkum pro poznánı́ včely medonosné je z roku 2006, kdy byl osek-

venován genom včely medonosné. The Honey Bee Genome Sequencing Consortium je

mezinárodnı́ skupina vědců, vědeckých organizacı́ a univerzit zabývajı́cı́ se genomikou,

která se snažı́ rozluštit genomové sekvence včely medonosné. Consortium bylo založeno

v roce 2001 americkými vědci. V USA je tento projekt financován napřı́klad Národnı́m

výzkumným ústavem pro lidský genom nebo Ministerstvem zemědělstvı́ Spojených států.

Molekulárnı́ analýzy ukázaly, že stovky až tisı́ce genů vykazujı́ změny exprese, které ko-

relujı́ se změnami chovánı́ a s expozicı́ behaviorálně relevantnı́m látkám. V průběhu evo-

luce se řada genů přeorientovala na eusocialitu. Zejména genové rodiny kódujı́cı́ mateřı́

kašičku a protein vitellogenin začaly vykonávat funkce, které jsou spojené s diferen-

ciacı́ včel na jednotlivé kasty. Zvýšenı́m počtu genů čichových receptorů a přepnutı́ genů

CYP450 na metabolismus hormonů zajistilo komunikaci sociálnı́ho hmyzu. V genomu

včel hrajı́ důležitou roli miRNA, které ovlivňujı́ genovou expresi specifickou pro věk

a kastu. Dosud však bylo prokázáno, že pouze několik genů včel v přı́činné souvislosti

zprostředkuje přechod k chovánı́ při hledánı́ potravy a to jsou geny: foraging (Amfor),

malvolio (Amvl) a vitellogenin (Vg). (Weinstock et Robinson, 2006)
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Vědecké poznatky ukázaly, že gen Amfor hraje roli při hledánı́ potravy (Ben-Shahar

et al., 2002) u včel. Gen Amfor je exprimován primárně v optických lalocı́ch mozku

včel a v houbových tělı́skách, zejména v Kenyonových buňkách. Houbová tělı́ska jsou

primárnı́m centrem pro intermodálnı́ smyslové zpracovánı́ v mozku včely. Kenyonovy

buňky přijı́majı́ vstupy z vizuálnı́ch a čichových oblastı́ a hrajı́ důležitou roli v učenı́

a paměti. Tento vzorec mozkové exprese naznačuje, že Amfor může přispı́vat ke změně

senzorického zpracovánı́, spojeného s pastvou (Weinstock et Robinson, 2006).

Gen malvolio (Amvl) u včel zvyšuje citlivost pro sacharózu. U včel staršı́ch (létavky)

je tato citlivost vyššı́ než u včel mladšı́ch (kojičky) a je tedy ukazatelem věku, ve kterém

včely začnou létat na pastvu (Pankiw et Page, 2003). Citlivost na sacharózu také označuje,

zda se včela létavka specializuje na sběr pylu či nektaru, přičemž včely, které shromažd’ujı́

pyl, vykazujı́ většı́ citlivost na sacharózu. Odezva je tedy spojena s dělenı́m práce včel

jak mezi dělnicemi a létavkami, tak uvnitř samotného včelstva (Weinstock et Robinson,

2006).

Gen vitellogenin (Vg) hraje roli v rozvoji oocytů u mnoha druhů hmyzu, ale u včel

byl zapojen do regulace širšı́ho spektra chovánı́. Vitellogenin interaguje s juvenilnı́m hor-

monem, o kterém se předpokládá, že hraje důležitou roli při vývoji a dospı́vánı́ (Page

et al., 2006). Nelson et al. (2007) prokázali, že gen Vg je zapojen do regulace chovánı́

při hledánı́ potravy, což naznačuje roli Vg u fáze vývoje včely kojičky. Zjistili také, že

umlčenı́ genu Vg urychlilo u včely hledánı́ potravy (Weinstock et Robinson, 2006).

Dalšı́ poznatky jsou, že genom včel se vyvı́jı́ pomaleji než genomy octomilky obecné

(Drosophila melanogaster) a komára (Anopheles gambiae). Pomalejšı́ vývoj včel lze

vysvětlit skutečnostı́, že většina genů včel se nacházı́ v oblastech bohatých na AT. Re-

giony bohaté na AT, na rozdı́l od regionů bohatých na GC, se vyznačujı́ nı́zkou frekvencı́

rekombinace. Včela medonosná byla po octomilce a komárovi teprve třetı́ hmyz na světě

s osekvenovaným genomem. Celý genom včely medonosné byl sekvenován a zahrunuje

asi 236 milionů párů bázı́ a bylo v něm identifikováno 10 000 genů. Při analýze vědci

zjistili, že včela medonosná pocházı́ z Afriky a do Evropy se rozšı́řila ve dvou vlnách mi-

grace (Whitfield et al., 2006) a v porovnánı́ s octomilkou a komárem má včela mnohem

méně genů regulujı́cı́ch imunitu, detoxikaci a vývoj kutikly (Robertson et Wanner, 2006).

Pro živočišné organismy má význam nejen jaderná DNA, ale i mitochondriálnı́ DNA.

U včely medonosné je mitochondriálnı́ DNA malá asi 16 000 bp obsahujı́cı́ 13 genů

kódujı́cı́ch proteiny, 22 genů tRNA a 2 genů rRNA (Wallberg et al., 2019), je to kru-

hová molekula, která je přenášena z matky na potomky. Dědičnost matky poskytuje in-

terpretaci přı́mých dat mtDNA, které v kombinaci s relativně jednoduchými a levnými
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testy mtDNA je jednı́m z nejpopulárnějšı́ch markerů genetického studia včel. Využitı́

mitochondriálnı́ DNA bylo využito napřı́klad při revizi jednotlivých poddruhů včely me-

donosné. Na základě morfologických údajů bylo uznáno 29 poddruhů včel (Engel 1999;

Sheppard et Meixner, 2003) a včely byly seskupené do čtyř morfologických větvı́ - C,

M, A a O. Linie C zahrnuje sedm poddruhů: Včela medonosná kraňská (Apis mellifera

carnica), v. m. vlašská (A. m. ligustica), v. m. makedonská (A. m. macedonica), v. m.

sicilská (A. m. siciliana), v. m. řecká (A. m. cecropia), v. m. kyperská (A. m. cypria) a v.

m. krétská (A. m. adami). Po zahrnutı́ mitochondriálnı́ch dat, byla linie O identifikována

jako dı́lčı́ linie africké linie A a byla přejmenována na Z (Alburaki et al., 2011). Navı́c

jedna mitochondriálnı́ linie byla pojmenována Y, ta byla identifikovaná v severovýchodnı́

Africe (Franck et al., 2001) a také patřı́ do afrických liniı́ (Meixner et al., 2013; Bauer et

al., 2017).

Včela medonosná byla intenzivně studována, aby se vyhodnotil jak jejı́ fylogene-

tický původ, tak původ taxonomický. Ekonomická důležitost včely přiměla vědce k in-

tenzivnı́mu hledánı́ polymorfnı́ch mikrosatelitnı́ch markerů pro studium genomu včely

(Dall’Olio et al., 2007). V poslednı́ch 30 letech se molekulárnı́ metody staly důležité

hlavně pro identifikaci poddruhů včel. Metody jsou založeny hlavně na jaderných mikro-

satelitech, allozymech (Arias et al., 2006) a mitochondriálnı́ DNA (mtDNA)(Frank et al.,

1998). V poslednı́ch letech se stalo důležitým také použitı́ jednonukleotidových polymor-

fismů. Jiné molekulárnı́ metody, napřı́klad založené na feromonech se použı́vajı́ jen zřı́dka

(Oleksa et Tofilski, 2015). Pomocı́ genetických markerů, byl genetický výzkum zaměřen

na pochopenı́ toho, jak haplodiploidie včel ovlivňujı́ konzervačnı́ biologii (Grozinger et

Zayed, 2020). Jednı́m z nejvýznamnějšı́ch genetických markerů jsou mikrosatelity.

3.8 Mikrosatelity

Mikrosatelity, pod názvem jednoduché opakované sekvence (SSR) nebo krátká tan-

demová opakovánı́ (STR) jsou nekódujı́cı́ repetitivnı́ oblasti DNA (Oliveira et al., 2006).

Různı́ autoři uvádějı́ různou délku jednotky repetice. Lai et al. (2003) uvádějı́ 1–6 bp,

Primmer et al. (1997) 1–5 bp nebo Baker (2000) 1–10 bp. Počet opakovánı́ je specifický

a celý mikrosatelitnı́ lokus se skládá z několika stovek párů bázı́ (Brooker, 2011). Mikro-

satelity se vyskytujı́ zhruba rovnoměrně po celém genomu eukaryotnı́ch i prokaryotnı́ch

organismů, v nekódujı́cı́ch i kódujı́cı́ch oblastech. Jsou to vhodné genetické markery, dı́ky

své vysoké variabilitě a počtu opakovánı́ se použı́vajı́ při studiu mutacı́ (Ashley et Warren,

1995), genetickém mapovánı́ (Kong et al., 2002) a populačně-genetických studiı́ch (Ro-
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senberg et al., 2002).

Mikrosatelity jsou klasifikovány podle typu opakované sekvence jako dokonalé, ne-

dokonalé, přerušené nebo složené. V dokonalém mikrosatelitu nenı́ opakovaná sekvence

přerušena žádnou bázı́, která nepatřı́ k motivu (např. TATATATATATATATA), zatı́mco

v nedokonalém mikrosatelitu je motiv narušen jednou bazı́, která neodpovı́dá sekvenci

motivů (např. TATATATACTATATA). V přı́padě přerušeného mikrosatelitu existuje malá

sekvence uvnitř opakované sekvence, která neodpovı́dá sekvenci motivů (např. TATA-

TACGTGTATATATATA), zatı́mco složený mikrosatelit je tvořen jednou repeticı́, na kte-

rou bezprostředně navazuje úsek tvořený druhou repeticı́ (např. TATATATATAGTGTGT-

GTGT) (Oliveira et al., 2006).

3.9 Mikrosatelity včely medonosné

Včela medonosná kraňská (Apis mellifera carnica) je v České republice, ale i v okol-

nı́ch zemı́ch považována za potenciálně ohrožený poddruh včely medonosné. Hlavnı́ přı́či-

nou je nelegálnı́ import jiných poddruhů a hlavně komerčnı́ho umělého plemene Buckfast.

Morfometrické studie v minulosti poskytovaly velké množstvı́ informacı́ o struktuře pod-

druhů včely medonosné a morfometrické parametry se stále použı́vajı́ k určenı́ geogra-

fického původu včely. Měřenı́ morfometrických znaků je stále běžně užı́váno podle Rutt-

nera (1988), ale tato metoda nemůže poskytnout podrobné informace o genetické struktuře

populace. Mikrosatelity jsou užitečné pro testovánı́ genetické variability nejen na úrovni

poddruhů a populace, ale i na úrovni jednotlivých členů populace a dokonce i pokud jsou

tito členové přı́mo přı́buznı́. Během poslednı́ch dvou desetiletı́ byly mikrosatelity použity

k analýze genetické rozmanitosti populacı́ včel v mnoha zemı́ch (Francis et al., 2014;

Nedic et al., 2014; Uzunov et al., 2014).

Ve srovnánı́ s morfologickými markery poskytujı́ molekulárnı́ markery vyššı́ taxono-

mické rozlišenı́, umožňujı́ hlubšı́ porozuměnı́ evolučnı́m procesům, jsou stabilnı́ a de-

tekovatelné nezávisle na růstu, diferenciaci a vývoji organizmu a nejsou ovlivňovány

prostředı́m (Morin et al., 2004; Agarwal et al., 2008; Muñoz et al., 2017). Na druhé

straně jsou morfologické markery (loketnı́ index žilnatiny křı́dla) stále levnějšı́ a snáze

se použı́vajı́. Pokud morfologické znaky nabı́zejı́ taxonomické rozlišenı́, které přesahuje

úroveň druhu umožňujı́cı́ detekci genetické struktury, lze je použı́t k identifikaci populacı́,

které lze později studovat pomocı́ molekulárnı́ch markerů (Patterson et al., 2005; Ortego

et al., 2012).
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Prvnı́ mikrosatelity pro včelu medonosnou popsali Estoup et al. (1993). Izolovali

soubor 52 (CT)n a 23 (GT)n mikrosatelitů u včel a 24 (CT)n a 2 (GT)n mikrosatelitů

u čmeláků. V průměru se (CT)n mikrosatelity vyskytujı́ s pravděpodobnostı́ 1 na 15 kbp

a (GT)n mikrosatelity s pravděpodobnostı́ 1 na 34 kbp u včel. U čmeláků se vyskytujı́

(CT)n mikrosatelity s pravděpodobnostı́ 1 na 40 kbp a (GT)n s pravděpodobnostı́ 1 na

500 kbp. Porovnánı́ s údaji dostupnými na obratlovcı́ch naznačuje nižšı́ podı́l opakovánı́

u včel, ale rozdělenı́ délky je velmi podobné bez ohledu na třı́du. Mnoho (CT)n a (GT)n

opakovánı́ je obklopeno různými typy mikrosatelitů, což odhaluje distribuci krátkých opa-

kujı́cı́ch se sekvencı́.

Solignac et al. (2003) uvedli základnı́ strukturu sekvence 552 mikrosatelitů, spolu

se sekvencemi primerů a délkou sekvenované alely. Tyto mikrosatelity byly izolovány

z frakcı́ celogenomové DNA. Všech 552 lokusů uvedli jako polymorfnı́ u včely medo-

nosné. Mnoho z nich bylo také úspěšně amplifikováno jako polymorfnı́ mikrosatelity

u dalšı́ch třı́ druhů rodu Apis: A. cerana (58%), A. dorsata (59%) a A. florea (38%).

V publikaci uvádějı́ shrnutı́ variability 36 mikrosatelitů vybraných z 552 lokusů ve třech

hlavnı́ch vývojových liniı́ch A. mellifera, 11 mikrosatelitů již bylo publikováno (Estoup

et al., 1995; Garnery et al., 1998; Franck et al., 2000).

Bodur et al. (2007) studovali genetickou variaci a diferenciaci na dvanácti populacı́ch

včel z Turecka a Kypru s devı́ti mikrosatelitnı́mi lokusy A7, A24, A28, A43, A113, Ap43,

Ap68, Ap226 a Ac306 (Solignac et al., 2003). Nalezli celkem 165 alel (v průměru 6,83

alely na lokus v populaci). Šest alel bylo zaznamenáno poprvé a čtyři alely byly už dřı́ve

známé, ale pouze v Africe.

Forfert et al. (2017) určovali počet spářených trubců s matkou a genetické složenı́

včelstva pomocı́ pěti mikrosatelitů SV240, HB004, HB007, HB015 a HB005 (Estoup

et al., 1994). Matky před spářenı́m vystavili neonikotinoidům a zkoumali rozdı́ly mezi

pářenı́m matek ovlivněných a neovlivněných neonikotinoidy. Matkám byly po pářenı́

pitvány semenné váčky, aby následně určili počet uložených spermiı́. U matek ze včelstev

vystavených neonikotinoidům bylo pozorováno, že se pářı́ s nižšı́m počtem trubců, než

matky neovlivněné. To vedlo ke snı́ženı́ genetické rozmanitosti v jejich včelstvech a snı́-

žená genetická rozmanitost mezi dělnicemi negativně ovlivňuje vitalitu včelstva. Neo-

nikotinoidy tedy mohou mı́t skrytý účinek na zdravı́ koloniı́ snı́ženı́m frekvence pářenı́

matek.

López-Uribe et al. (2017) využili 8 mikrosatelitnı́ch lokusů A113, A24, A88, Ap43,

Ap81, B124, ApJC2 a A76 (Tarpy et al., 2010), aby charakterizovali genetické složenı́

zalétlých rojů a včel z chovu komerčnı́ch včelařů v Severnı́ Karolı́ně. Důvodem byla
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dřı́ve zjištěná vysoká úroveň imunokompetence přirozeně žijı́cı́ch včel. Výsledky ex-

perimentů odhalujı́ malou, ale významnou genetickou diferenciaci mezi zalétlými roji

a včelstvy z chovu komerčnı́ch včelařů, což naznačuje spojenı́ mezi těmito dvěma skupi-

nami. Zjistili, že vyššı́ genetická diverzita mezi včelstvy znamená zvýšenou imunitnı́ od-

pověd’ u zalétlých rojů, ale u neléčených včel, přestože tato skupina vykazovala výrazně

vyššı́ průměrnou genetickou rozmanitost. Tato zjištěnı́ naznačujı́, že genetická rozma-

nitost je pozitivně spojena s imunokompetencı́ u zalétlých rojů a že výhody genetické

rozmanitosti jsou u včel chovaných lidmi skryty, pravděpodobně v důsledku umělého

výběru.

Simone-Finstrom et al. (2018) použili mikrosatelitnı́ lokusy Am010, Am043, Am052,

Am059, Am061, Am098, Am125 a Am553 (Delaney et al., 2011) ve dvou PCR re-

akcı́ch, pro genotypizaci potomků matek, které se spářily s trubci za stı́žených podmı́nek,

napřı́klad s přivázaným závažı́m na hrudi nebo omezenı́m dalšı́ch letových pokusů matky

po prvnı́m snubnı́m letu. Zjistili, že ani dodatečná hmotnost, ani omezené pokusy o pářenı́

neměly žádný významný vliv na efektivnı́ frekvence pářenı́ experimentálnı́ch matek. Tato

pozorovánı́ naznačujı́, že jednotlivé matky vykazovaly odlišné počty trubců, se kterými se

spářily. Tato zjištěnı́ poskytujı́ vhled do regulace chovánı́ pářenı́ matek a ovlivněnı́ fittnes

včelstva.

Withrow et Tarpy (2018) se zabývali tı́m, do jaké mı́ry jsou ”královské“ podrodiny

ve včelstvech kryptické. Objev těchto podrodin ve včelstvech významně ovlivňuje infor-

mace o stanovenı́ kast, kolektivnı́m rozhodovacı́m procesu reprodukce a systém pářenı́

včel. Pro genotypizaci byly provedeny multiplexnı́ PCR s amplifikacı́ 8 mikrosatelitnı́ch

markerů A24, A76, A88, A113, Ap43, Ap81, ApJC2 a B124 (Estoup et al., 1993; Delaney

et al., 2011; Evans et al., 2013).

Hassett et al. (2018) měli za cı́l prozkoumat genetické složenı́ A. m. mellifera v Irsku

s pomocı́ jaderných mikrosatelitů a mitochondriálnı́ch markerů. Molekulárnı́ data byla

zı́skána od 412 včel odebraných z 24 krajů po celém ostrově a bylo použito dvanáct mi-

krosatelitů A007, A28, A29, A43, A76, A273, Ac306, Ap1, Ap33, Ap226, Ap289 a B24

(Estoup et al., 1995; Soland-Reckeweg et al., 2009; Alburaki et al., 2013). Mitochon-

driálnı́ data identifikovala 34 různých haplotypů, přičemž 63 % včel mělo sekvence iden-

tické s evropskými haplotypy, ale všechny ostatnı́ haplotypy byly nové. Analýza struktury

populace pomocı́ mikrosatelitových markerů ukazuje, že irská populace včely medonosné

je geneticky různorodá a že 97,8 % včel byly čisté A. m. mellifera.

Původně byla v Argentině na včelařenı́ využı́vána Apis mellifera evropského původu.

Později se do Jižnı́ Ameriky přes Brazı́lii dovezly včely afrického původu, které hybridi-
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zovaly se včelami přirozenými z Evropy, což vedlo ke vzniku afrikanizovaných populacı́,

které se vyznačujı́ agresivnějšı́m chovánı́m a pro chovatele a chov dalšı́mi nepřı́znivými

vlastnostmi. Ve studii Agra et al. (2018) je uvedena genetická charakterizace 396 včelstev

z nejdůležitějšı́ho včelařského regionu Argentiny s cı́lem poskytnutı́ aktualizovaného po-

pisu struktury populace a genetické rozmanitosti komerčnı́ch a přirozených koloniı́. Analý-

za byla provedená pomocı́ mitochondriálnı́ch COI-COII oblastı́ a devı́ti jaderných mik-

rosatelitů Ap043, Ap068, Ap085, Ap226, Ap256, Ac011, Ag005a a A113 (Estoup et al.,

1995; Solignac et al., 2003). A byly detekovány tři evropské (M4, C1 a C2J) a tři africké

(A1, A4 a A30) haplotypy. Evropské haplotypy byly většinou nalezeny v člověkem cho-

vaných včelstvech, zatı́mco africké haplotypy byly detekovány ve vysokých frekvencı́ch

v zalétlých rojı́ch. Mikrosatelitnı́ data byla analyzována za účelem odhadu genetické va-

riability populace. Také zjistili vysokou úroveň hybridizace mezi africkými a evropskými

včelami medonosnými.

Gençer et Kahya (2019) použili pět polymorfnı́ch mikrosatelitnı́ch lokusů A024, A079,

A43, A113 a Ap226 (Estoup et al., 1995; Solignac et al., 2003) na analýzu 144 trubců,

kteřı́ byli použiti k inseminaci 12 experimentálnı́ch matek. Testovali rozdı́ly v paramet-

rech spermiı́ mezi trubci malých rozměrů a trubci většı́ch tělesných rozměrů a uměle inse-

minovaných matek s různými proporcemi spermatu z velkých a malých trubců. Výsledky

ukázaly, že velcı́ trubci byli jen o málo konkurenceschopnějšı́ než trubci malého vzrůstu.

Nejnovějšı́ použitı́ mikrosatelitů včely medonosné je od Eimanifar et al. (2020), kteřı́

analyzovali genetickou variabilitu a celkovou populačnı́ strukturu včelı́ch poddruhů A. m.

scutellata a A. m. capensis, dva poddruhy včely v Jihoafrické republice. Ke studiu jejich

genetické rozmanitosti autoři navı́c použili mitochondriálnı́ DNA a jednonukleotidové po-

lymorfismy. Analyzovali genetickou variabilitu a celkovou populačnı́ strukturu jak včelı́ch

poddruhů, tak hybridů jaderné i mitochondriálnı́ genotypizacı́ jedinců odebraných z Jiho-

africké republiky (N = 813 včel ze 75 úlu) v 19 mikrosatelitnı́ch DNA lokusech. Celkově

nalezli v populaci v průměru 10 alel na lokus, s hodnotami heterozygotnosti v rozmezı́ od

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

4.1 Biologický materiál

V této diplomové práci byla využita genomická DNA včely medonosné kraňské (Apis

mellifera carnica). Prvnı́ odběr včel byl proveden v červenci roku 2018 a bylo odebráno

16 matek po výměně z různých včelstev pana Svatopluka Sapáka z obce Hrušovany nad

Jevišovkou. Tyto matky sloužily pro vyprecizovánı́ odběru semenného váčku a optima-

lizaci PCR. V červenci roku 2019 byly prováděny odběry na 5 stanovištı́ch, na každém

z nich byla z jednoho včelstva odebrána 1 matka a 12 trubců, z čehož bylo 6 larev trubců

z plodu a 6 dospělých trubců z plodiště. Tito jedinci sloužili na hlavnı́ pokus této diplo-

mové práce. Matky i trubci byli umı́stěni do igelitového sáčku a po ukončenı́ práce na sta-

novišti hromadně vloženi do kuchyňské mrazničky při cca –20 ◦C, ve které byli uchováni

až do převozu do laboratoře. Převoz jedinců byl uskutečněný v polystyrenové krabici

s předem vychlazenými bločky na cca –20 ◦C. V laboratoři byli jedinci opět uchováni

v mrazničce při –20 ◦C.

4.2 Použité chemikálie

- Akrylamid (Sigma)

- aTaq DNA polymeráza (5 U/µl), M1241 (Promega)

- Bromfenolová modř (Serva)

- dNTPs (100 mmol/l, 400 µl), U1240 (Promega)

- Deionizovaná voda

- Dusičnan střı́brný (Sigma - Aldrich)

- Ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbátky)

- Ethylendiaminotetraoctan sodný (Lachner)

- Formaldehyd (AppliChem)

- Formamid (Lachema)

- Hydroxid sodný (Lachner)

- Chlorid sodný (Lachema)

- Kyselina boritá (Lachner)

- Kyselina dusičná 65% roztok (Lachner)

- Kyselina octová (Lachner)

- 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

- Močovina (Lachner)
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- N, N’ - methylenbisakrylamid (Applichem)

- N, N, N’, N’ - tetramethylethylendiamin (AppliChem)

- Peroxodisı́ran amonný (Lachner)

- Rain-off - tekuté stěrače (Sheran)

- Thiosı́ran sodný (Lachner)

- Tris(hydroxymethyl)aminomethan (AppliChem)

- Uhličitan sodný (Lachner)

- Xylenová modř (AppliChem)

- Izolačnı́ kit Exgene Tissue SV plus (GeneAll)

◦ TL pufr

◦ TB pufr

◦ BW pufr

◦ AE pufr

◦ TW pufr

◦ Proteináza K, 20 mg/ml roztok

4.3 Použité roztoky a jejich přı́prava

Akrylamid, 6% zásobnı́ roztok:

- 150 ml 40% zásobnı́ roztok akrylamid : N, N’ - methylenbisakrylamid 19:1

- 420 g močovina

- 50 ml 10x TBE

- 484 ml deionizovaná voda

- Po rozpuštěnı́ složek zfiltrovat a uložit v temné lahvi v chladničce

Dusičnan střı́brný, 0,1% roztok:

- 0,8 g dusičnan střı́brný

- Rozpustit v 800 ml deionizované vody

- Před použitı́m přidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/stop roztok:

- 800 ml deionizovaná voda

- 88 ml ledová kyselina octová

Hydroxid sodný, 1 mol/l roztok:

- 40 g hydroxid sodný

- Doplnit deionizovanou vodou do 1 l
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Kyselina dusičná, 1% roztok:

- 12 ml 65% kyselina dusičná

- 800 ml deionizovaná voda

Pracovnı́ roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu:

- 1 ml 0,5% kyselina octová v 96% ethanolu

- 3 µl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Nanášecı́ roztok pro elektroforézu:

- 0,125 g xylenová modř

- 0,125 g bromfenolová modř

- 100 ml formamid

- 25 ml deionizovaná voda

Peroxodisı́ran amonný, 10% roztok:

- 1 g peroxodisı́ranu amonného rozpustit v 8 ml deionizované vody

- doplnit na objem 10 ml

Polyakrylamidový gel, 6% roztok:

- 60 ml 6% zásobnı́ roztok akrylamidu

- 400 µl 10% roztok peroxodisı́ranu amonného

- 40 µl N, N, N’, N’- tetramethylethylendiaminu

Reakčnı́ pufr pro PCR, 10x

- 200 ml deionizovaná voda

- 3,028 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu

- pH upravit na hodnotu 9 pomocı́ HCl

- 9,325 g KCl

- 2,5 ml Triton X-100

- Po rozpuštěnı́ doplnit na 250 ml

TBE pufr, 10x zásobnı́ roztok:

- 55 g kyselina boritá

- 108 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu

- 40 ml roztoku ethylendiaminotetraoctanu sodného 0,5 mol/l, pH 8,0

- Doplnit deionizovanou vodou do 1 l

Vývojka:

- 24 g uhličitan sodný

- Rozpustit v 800 ml deionizované vody

- Před použitı́m přidat 1,2 ml formaldehydu a 160 µl 1% roztoku thiosı́ranu sodného
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4.4 Seznam použitých přı́strojů a zařı́zenı́

- Binokulárnı́ lupa SZX7 (Olympus)

- Elektroforetický zdroj EV232 (Consort)

- Externı́ osvětlenı́ k binokulárnı́ lupě Highlight 2100 (Olympus)

- Chladnička kombinovaná (Whirlpool)

- Laboratornı́ váhy Mark S622 (BEL Engineering)

- Magnetická mı́chačka MR Hei-Combi (Heidolph)

- Mikropipety Finnpipette 0,5 µl až 10 µl a 0,3 µl až 1 ml (Thermo Labsystems)

- Mikropipety Nichipet EX 0,5 µl až 1 ml (Nichiryo)

- Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

- Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

- Negatoskop NEGA1 (Maneko)

- Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

- Sekvenačnı́ elektroforetická komůrka S2 (Whatman Biometra)

- Sušárna CAT 8050 (Contherm)

- Termocykler GenePro (BIOER Technology)

- Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- Termocykler TC XP (BIOER Technology)

- Třepačka Orbit 1 900 (Labnet International)

- Vortex mixer (Labnet International)

- Vortex MS2 (Ika)

- Výrobnı́k deionizované a ultračisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

- Výrobnı́k ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)

- Výrobnı́k šupinkového ledu (Brema)

4.5 Izolace DNA

Pomocı́ kitu Exgene Tissue SV plus (GeneAll) byla izolována genomická DNA z ma-

tek a trubců včely medonosné kraňské. Izolace byla provedena podle návodu, který byl

součástı́ kitu, kapitola D, Izolace DNA z hmyzu a červů. Součástı́ kitu byly pufry a speciál-

nı́ mikrozkumavky s fritou pro izolaci, mikrozkumavky bez vı́čka a dále byly při izo-

laci využı́vány klasické 1,5ml mikrozkumavky, které nebyly součástı́ kitu. Tělo každé

matky bylo skalpelem rozděleno na dvě části, prvnı́ část hlava a hrud’ byla dána do jedné

mikro-zkumavky. Druhá část byl zadeček, ze zadečku byl pod binokulárnı́ lupou skal-

pelem a pinzetou vypreparován semenný váček se spermatem trubců, který byl dán do
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druhé mikrozkumavky. Zbytek zadečku byl vložen do třetı́ mikrozkumavky. Všechny tři

části byly zhomogenizovány a z každé části byla vyizolována DNA. Tělo trubců bylo

homogenizováno celé pohromadě v jedné mikrozkumavce.

1. Zapnout termoblok a nechat ho nahřát na 56 ◦C.

2. Části včel v 1,5ml mikrozkumavkách pomocı́ Potter-Elvehjemova homogenizátoru

zhomogenizovat. K homogenátu připipetovat 200 µl TL pufru a 20 µl proteinázy K

(20 mg/ml).

3. Zvortexovat homogenát a vložit do vyhřátého termobloku (viz bod 1) na 1 hodinu.

Po třiceti minutách zvortexovat.

4. Po inkubaci mikrozkumavky vyjmout, zvortexovat a zcentrifugovat. Supernatant

přenést do speciálnı́ mikrozkumavky s kolonou a na fritu nanést 400 µl TB pufru

a mikrozkumavku centrifugovat 1 minutu při 6 000 G.

5. Po centrifugaci vyměnit mikrozkumavku za novou, vložit do nı́ fritu a aplikovat

600 µl BW pufru. Centrifugovat 30 sekund při 6 000 G.

6. Vyměnit za čistou mikrozkumavku a na membránu kolony aplikovat 700 µl TW

pufru a centrifugovat 30 sekund při 6 000 G. Odpad vylı́t a centrifugovat 1 minutu

při 13 000 G pro odstraněnı́ zbytkového pufru.

7. Kolonu přemı́stit do nové mikrozkumavky a na membránu aplikovat 200 µl AE

pufru. Nechat inkubovat 2 minuty při laboratornı́ teplotě a poté 1 minutu centri-

fugovat při 13 000 G. Odstranit kolonu a roztok s vyizolovanou DNA uchovat pro

dalšı́ použitı́.

8. Změřit koncentraci DNA a vzorky zamrazit pro PCR amplifikaci.

4.6 Amplifikace mikrosatelitů

V této diplomové práci jsem použila 20 mikrosatelitů, které v publikovaných článcı́ch

vykazovaly polymorfismus. Jejich seznam uvádı́ tabulka č. 2.
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Tabulka č. 2: Dvacet párů primerů pro PCR amplifikaci mikrosatelitů včely medo-

nosné testovaných v této práci, s uvedenými sekvencemi a literárnı́m odkazem.

Mikrosatelit Primery pro amplifikaci (5′→ 3′) Literárnı́ zdroj
A7 F: GTTAGTGCCCTCCTCTTGC Estoup et al., 1994

R: CCCTTCCTCTTTCATCTTCC
A8 F: CGAAGGTAAGGTAAATGGAAC Franck et al., 1998

R: GGCGGTTAAAGTTCTGG
A14 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
A113 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
Ap55 F: GATCACTTCGTTTCAACCGT Solignac et al., 2003

R: CATTCGGTATGGTACGACCT
Ap66 F: TTGCATTCGGTCTCCAGC Solignac et al., 2003

R: ACTTGCCGCGGTATCTGA
Ap81 F: GGATCGTCCAGGCGTTGA Solignac et al., 2003

R: GAAAAGTATTCCGCCGAGCA
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Tabulka č. 2: Pokračovánı́.

Mikrosatelit Primery pro amplifikaci (5′→ 3′) Literárnı́ zdroj
B24 F: CACAAGTTCCAACAATGC Solignac et al., 2003

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

R: CAGGATAGGGTAGGTAAGCAG

4.7 Polymerázová řetězová reakce

Se vzorky DNA byla prováděna polymerázová řetězová reakce (PCR). Každý vzorek

se skládal z 1 µl genomické DNA a 9 µl PCR reakčnı́ směsi.

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

petovat komponenty pro PCR v objemech uvedených v tabulce č. 3.

Tabulka č. 3: Složenı́ PCR reakčnı́ směsi pro 72 vzorků.

Složky směsi Objem (µl)

Deionizovaná voda 523,8

Reakčnı́ pufr pro PCR (10x) 80,4

Roztok MgCl2 (25 mmol/l) 48,0

Roztok dNTPs (20 mmol/l) 8,4

Primer F (10 mmol/l) 39,6

Primer R (10 mmol/l) 39,6

aTaq DNA polymeráza (5U/µl) 12,0

2. Zkumavku po napipetovánı́ PCR složek zvortexovat a centrifugovat na stolnı́ mi-

krocentrifuze.

3. Do 0,2ml PCR mikrozkumavky napipetovat do každé po 1 µl DNA včely medo-

nosné a po 9 µl PCR reakčnı́ směsi.

4. Mikrozkumavky vložit do termocykleru a nastavit podmı́nky reakce podle tabulky

č. 4.

5. Po vyjmutı́ mikrozkumavek z termocykleru skladovat vzorky v chladničce.
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Tabulka č. 4: Časový a teplotnı́ profil PCR reakce.

Reakčnı́ krok Počet cyklů Teplota (◦C) Čas

Počátečnı́ denaturace DNA 1 94 5 min

Denaturace DNA 35 94 30 s

Nasedánı́ primerů 35 50–65 30 s

Prodlouženı́ 35 72 30 s

Závěrečné prodlouženı́ 1 72 7 min

4.8 Elektroforetická separace PCR produktů

Elektroforetickou separaci DNA jsem provedla za denaturujı́cı́ch podmı́nek, s použitı́m

elektroforetické komůrky S2 Whatman Biometra s dvěma skly o rozměrech 330 x 390 mm

a 330 x 420 mm. Tloušt’ka polyakrylamidového gelu byla 0,4 mm.

Přı́prava polyakrylamidového gelu

1. Velké a malé sklo omýt pomocı́ saponátu a kartáčku s vodou. Plochy, které přijdou

do styku s gelem, dvakrát omýt deonizovanou vodou a osušit. Poté dvakrát omýt

96% etanolem a osušit papı́rovou utěrkou.

2. Velké sklo ošetřit přı́pravkem Rain Off a rozetřı́t jej po celé ploše. Malé sklo přenést

do digestoře a do 1,5ml mikrozkumavky připravit pracovnı́ roztok 3-methakryloxy-

propyltrimethoxysilanu. Mikrozkumavku zavřı́t, protřepat a roztok rozetřı́t ubrou-

skem po celé ploše skla.

3. Velké sklo ošetřit dvakrát deonizovanou vodou a osušit pomocı́ ubrousků a poté

sklo přesunout do digestoře. Opláchnout a osušit dva spacery a hřebı́nek, spacery

položit na delšı́ kraje ošetřené plochy velkého skla.

4. Malé sklo čtyřikrát ošetřit 96% etanolem a osušit papı́rovými ubrousky. Ošetřenou

plochou položit malé sklo na velké sklo se spacery a přichytit po obou stranách

dvěma klipsy.

5. Připravit roztok pro přı́pravu polyakrylamidového gelu a vlı́t mezi skla, do me-

zery vložit hřebı́nek rovnou stranou a připnout čtyřmi klipsy. Nechat ztuhnout mi-

nimálně 1 hodinu.
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Elektroforetická separace PCR produktů

1. Skla se ztuhlým polyakrylamidovým gelem přemı́stit do dřezu a pomocı́ kartáčku

a vody očistit povrch skel. Osušit papı́rovými utěrkami.

2. Připravit elektroforetickou komůrku a vložit do nı́ skla s gelem. Skla připevnit po-

mocı́ úchytů a do komůrky nalı́t TBE pufr 10x. Hřebı́nek vytáhnout a odstranit

zbytky gelu v mezeře a propláchnout injekčnı́ střı́kačkou.

3. Elektroforetickou komůrku zavřı́t připojit ke zdroji a nastavit parametry 90 W,

napětı́ na 3 000 V a proud na 150 mA a nahřı́vat gel 30 min.

4. PCR mikrozkumavkám v destičce odstřihnout vı́čka a napipetovat 5 µl nanášecı́ho

pufru. Vzorky na destičce vložit do termobloku a nastavit denaturaci při 94 ◦C po

dobu 3 minut.

5. Po nahřátı́ gelu vypnout zdroj, odpojit vodiče a v mezeře odstranit zbytky gelu.

Mezi skla vložit hřebı́nek a pomocı́ 8kanálové pipety nanést po 1,5 µl každého

vzorku do gelu.

6. Zapojit elektroforetickou komůrku ke zdroji a nastavit parametry 70 W, napětı́

3 000 V a proud na 150 mA. Zdroj zapnout na 1,5 hodiny.

7. Do Erlenmeyerových baněk připravit tři roztoky pro vizualizaci: fix/stop roztok,

roztok 1% HNO3 a vývojku.

Vizualizace PCR produktů po elektroforetické separaci

1. Vypnout a odpojit zdroj od elektroforetické komůrky, vyjmout skla a nožem je

oddělit od sebe. Malé sklo s přilepeným gelem vložit do misky a zalı́t fix/stop roz-

tokem a nechat třepat 20 minut v digestoři.

2. Roztok slı́t zpět do baňky a sklo s gelem 3x opláchnout deionizovanou vodou.

3. Sklo s gelem zalı́t 1% HNO3 roztokem, nechat třepat 4 minuty a poté roztok vylı́t

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

4. Do připraveného roztoku AgNO3 připipetovat 1200 µl formaldehydu. Sklo s gelem

vložit do misky a na 30 minut zalı́t roztokem AgNO3. Na 10 sekund vložit do misky

s deionizovanou vodou.
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5. Sklo přemı́stit do fotomisky s vývojkou a připetovat 1200 µl formaldehydu a 160 µl

1% Na2S2O3. Po dostatečné vizualizaci vzorků, reakci zastavit fix/stop roztokem

a poté vložit sklo na 2 minuty do misky s deionizovanou vodou a gel vložit do

vyhřáté sušárny na 60 ◦C.

6. Po vysušenı́ a zchladnutı́ se gel hodnotı́ na negatoskopu.

7. Vyhodnocený gel se sklem se vložı́ na několik hodin do roztoku 1 mol/l NaOH.

Po odlepenı́ gelu ze skla omýt kartáčkem a saponátem, opláchnout deionizovanou

vodou a osušit. Poté je sklo připraveno pro dalšı́ použitı́.
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5 Výsledky

Cı́lem této diplomové práce je zjištěnı́ počtu trubců, se kterými se matka včely medo-

nosné během snubnı́ho letu pářı́ a dále zalétavost trubců v úlech. Práce sestává z několika

částı́:

a) Preparace semenného váčku a izolace DNA

b) Výběr vhodných mikrosatelitů a optimalizace podmı́nek pro PCR

c) Studium pářenı́ matek a jeho vyhodnocenı́

a) Preparace semenného váčku a izolace DNA

V experimentálnı́ části jsem preparovala semenný váček ze zadečků 16 matek včely

medonosné. Poté jsem z těla a semenného váčku zvlášt’ izolovala DNA podle varianty

návodu, speciálně vypracované pro izolaci DNA z hmyzu z kitu Exgene Tissue SV plus

(GeneAll), kapitola D. Dále jsem izolovala DNA ze 65 jedinců (70 vzorků), která byla

použita pro vlastnı́ pokus. Z každého vzorku byl vyizolován objem 200 µl roztoku DNA

a jejı́ koncentraci jsem změřila pomocı́ spektrofotometru NanoDrop. Koncentrace DNA

nabývala rozdı́lných hodnot v rozmezı́: od záporné hodnoty -6,3 µg/ml, která byla oje-

dinělá, ostatnı́ hodnoty byly naměřeny od 1,4 do 73,5 µg/ml. Většina změřených kon-

centracı́ byla přibližně od 2 do 10 µg/ml. Pro informaci přikládám 3 fotografie z dis-

pleje změřenı́ spektrofotometru NanoDrop (viz obrázek č. 6), kdy maximum křivky bylo

v rozmezı́ 220–230 nm u většiny vzorků. Některé dalšı́ vzorky vykazovaly velmi výrazný

vrchol ve 290 nm.

Obrázek č. 6: Vybraná spektra koncentrace DNA vzorků trubců změřených pomocı́

přı́stroje NanoDrop.

a) b) c)

Legeneda:
Obrázek a) Spektrum změřeného vzorku 2/11 jehož hodnota koncentrace byla 11,8 ng/µl.
Obrázek b) Spektrum změřeného vzorku 1/12 jehož hodnota koncentrace byla 8,9 ng/µl.
Obrázek c) Spektrum změřeného vzorku 5/3 jehož hodnota koncentrace byla -6,3 ng/µl.
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b) Výběr vhodných mikrosatelitů a optimalizace podmı́nek pro PCR

Dalšı́ částı́ mé diplomové práce byla optimalizace podmı́nek PCR pro 20 mikrosateli-

tových lokusů. 10 polymorfnı́ch mikrosatelitů z této práce jsem již pro včelu medonosnou

optimalizovala ve své bakalářské práci a k těmto mikrosatelitům jsem přibrala 10 dalšı́ch

mikrosatelitů, které jsem vybrala z článků, kde jsou publikované při výzkumech na včele

medonosné a vykazujı́ vysoký počet alel. Na tuto optimalizaci jsem využila DNA z těl

16 matek a DNA z jejich vypreparovaných semenných váčků. Reakčnı́ směs pro všechny

mikrosatelity byla stejná, pouze se lišil přidaný pár primerů a koncentrace hořečnatých

iontů. Pro PCR reakci jsem použila stejný program na termocykléru, ve kterém se pouze

lišila teplota annealigu. Počátečnı́ teplotu nasedánı́ primerů (annealingu) jsem stano-

vila 60 ◦C. Teplotu annealingu jsem dále upravovala podle potřeby. Pokud reakce nepo-

skytla žádný produkt, snižovala jsem teplotu annealingu až na 50 ◦C a pokud byl produkt

přı́liš intenzivnı́ a špatně hodnotitelný zvyšovala jsem teplotu annealingu až na 68 ◦C.

Dále jsem v přı́padě velmi intenzivnı́ho produktu při optimalizaci podmı́nek PCR reakce

snižovala koncentraci hořečnatých iontů v PCR reakčnı́ směsi. Testovala jsem dvě kon-

centrace. Z počátečnı́ch 1,6 nmol/l na 1,2 nmol/l (při snı́ženı́ na 3/4), nebo z počátečnı́ch

1,6 nmol/l na 0,8 nmol/l (při snı́ženı́ na 1/2). V několika přı́padech bylo třeba pro op-

timálnı́ rozlišitelnost alel mikrosatelitnı́ho lokusu prodloužit čas elektroforetické separace

z 90 až na 180 minut.

Celkem jsem testovala 20 mikrosatelitů. Mikrosatelit A113 jsem při optimalizaci z po-

kusu vyřadila, protože opakovaně neposkytl žádný produkt PCR amplifikace. Tři mikro-

satelity A35, A8 a Ap81, které vykazovaly v publikacı́ch polymorfismus jsem testo-

vala u všech jedinců s monomorfnı́mi výsledky a tyto mikrosatelity jsem vyloučila. Pro

dalšı́ analýzu jsem použila 16 mikrosatelitů. S těmito mikrosatelity jsem optimalizovala

podmı́nky PCR reakce a čas elektroforetické separace. Výsledky optimalizace jsou shr-

nuty v tabulce č. 5.
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Tabulka č. 5: Výsledky optimalizace PCR pro 20 mikrosatelitnı́ch lokusů u včely medo-

nosné kraňské (Apis mellifera carnica). Pro každý mikrosatelit je uvedený název lokusu,

teplota annealingu, délka elektroforetické separace, počet alel a změna v přı́padě, že byla

snižována koncentrace MgCl2.

Lokus Teplota (◦C) Čas Počet alel Koncentrace hořečnatých iontů

A7 58 2 hod 5 1/2x MgCl2

A8 57 2 hod 30 min Monomorfnı́

A14 68 2 hod 30 min 3

A28 65 2 hod 2

A29 57 2 hod 12*

A35 62 1 hod 45 min Monomorfnı́ 1/2x MgCl2

A43 61 2 hod 4

A76 53 2 hod 30 min 5–10* 1/2x MgCl2

A79 62 1 hod 45 min 4 1/2x MgCl2

A88 58 2 hod 45 min 5

A107 64 2 hod 6 1/2x MgCl2

A113 50–65 1 hod 0

Ap33 58 3 hod 5

Ap36 55 2 hod 6–7*

Ap43 59 2 hod 3 3/4x MgCl2

Ap55 60 3 hod 7–9* 1/2x MgCl2

Ap66 52 1 hod 30 min 4

Ap81 50 1 hod 30 min Monomorfnı́

B24 59 1 hod 45 min 3

B124 63 1 hod 30 min 4

* Uvedené počty alel jsou pouze orientačnı́.

c) Studium pářenı́ matek a jeho vyhodnocenı́

V dalšı́ části experimentu jsem použila 16 polymorfnı́ch mikrosatelitů. Pro amplifi-

kaci vzorků DNA včely medonosné kraňské jsem využila izolovanou DNA ze 65 jedinců

(70 vzorků) z 5 včelstev. Z každého včelstva byly amplifikovány dva vzorky DNA od

matky, prvnı́ vzorek byla genomická DNA z těla matky a druhý vzorek DNA byl ze se-

menného váčku matky, který mohl také obsahovat DNA matky a poté 12 vzorků trubců,
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z toho 6 vzorků tvořily trubčı́ larvy vyvı́jejı́cı́ se v plástu a dalšı́ch 6 vzorků bylo od-

chyceno v úlu jako dospělci. Těchto 70 vzorků jsem podrobila polymerázové řetězové

reakci na vybraných polymorfnı́ch mikrosatelitových lokusech a zı́skala jsem od 2 (A28)

do přibližně 12 alel na lokus (A29).

Výsledky elektroforetické separace mikrosatelitových lokusů po PCR amplifikaci.

Jedná se o lokusy A7, u které jsem detekovala 5 alel na lokus (viz obrázek č. 7), A14,

který má 3 alely na lokus (viz obrázek č. 8) a mikrosatelit Ap55, u kterého bylo dete-

kováno 7 a vı́ce alel (viz obrázek č. 9).

Obrázek č. 7: Elektroforetogram PCR produktů mikrosatelitového lokusu A7 u včely

medonosné kraňské (teplota annealingu 58 ◦C a polovičnı́ koncentrace MgCl2).

Legeneda: Na elektroforetogramu je označeno 5 včelstev, v každém včelstvu je očı́slováno 14 vzorků.
Vzorek 1 je PCR amplifikát z DNA těla matky, vzorek 2 je PCR amplifikát z DNA semenného váčku
matky. Vzorky 3 až 14 jsou PCR amplifikáty trubců, z toho 3 až 8 je DNA z trubců odebraných z plodového
plástu, vzorky 9 až 14 jsou PCR amplifikáty DNA z dospělých trubců odchycených ve včelstvu. Alely jsou
značené jako Alela 1 až 5.

Obrázek č. 8: Elektroforetogram PCR produktů mikrosatelitového lokusu A14 u včely

medonosné kraňské (teplota annealingu 68 ◦C).

Legeneda: Na elektroforetogramu je označeno 5 včelstev, v každém včelstvu je očı́slováno 14 vzorků.
Vzorek 1 je PCR amplifikát z DNA těla matky, vzorek 2 je PCR amplifikát z DNA semenného váčku
matky. Vzorky 3 až 14 jsou PCR amplifikáty trubců, z toho 3 až 8 je DNA z trubců odebraných z plodového
plástu, vzorky 9 až 14 jsou PCR amplifikáty DNA z dospělých trubců odchycených ve včelstvu. Alely jsou
značené jako Alela 1 až 3.
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Obrázek č. 9: Elektroforetogram PCR produktů mikrosatelitového lokusu Ap55 u včely

medonosné kraňské (teplota annealingu 60 ◦C a polovičnı́ koncentrace MgCl2).

Legeneda: Na elektroforetogramu je označeno 5 včelstev, v každém včelstvu je očı́slováno 14 vzorků.
Vzorek 1 je PCR amplifikát z DNA těla matky, vzorek 2 je PCR amplifikát z DNA semenného váčku
matky. Vzorky 3 až 14 jsou PCR amplifikáty trubců, z toho 3 až 8 je DNA z trubců odebraných z plodového
plástu, vzorky 9 až 14 jsou PCR amplifikáty DNA z dospělých trubců odchycených ve včelstvu. Alely jsou
značené jako Alela 1 až 7.

Izolace DNA z matek i trubců a preparace semenných váčků matky proběhla úspěšně,

tedy DNA ve všech vzorcı́ch poskytla PCR produkty amplifikačnı́ reakce (s výjimkou

mikrosatelitu A113, který neposkytoval produkt v žádném přı́padě). PCR amplifikace

některých mikrosatelitových lokusů u některých jedinců ani opakovaně PCR produkt ne-

poskytla, což velmi pravděpodobně nesouvisı́ s kvalitou izolace DNA, protože u dalšı́ch

mikrosatelitů tato DNA produkt běžně poskytovala.

U většiny mikrosatelitů a některých PCR produktů amplifikace DNA trubců posky-

tovala vı́ce než jeden PCR produkt (vı́ce než jednu alelu) a tyto produkty byly někdy

rozdı́lné intenzity a v některých přı́padech byla intenzita produktů v rámci jedince velmi

podobná. Produkty nebyly vzájemně v postavenı́ alely a extra bandu. Všechny tyto PCR

reakce se testovaly opakovaně a vzorek vykazoval stejný charakter v elektroforetickém

gelu. Nešlo tedy o chybu pipetovánı́, ale jednalo se o problém PCR amplifikace, alely byly

v různé pozici vůči sobě, tedy nejednalo se o PCR produkt alely a tzv. stutter bandy, které

vznikajı́ při PCR. PCR analýzou DNA některých trubců byly v gelu zaznamenány dvě, tři

nebo dokonce čtyři alely (viz obrázek č. 12, vzorek 8). Při řešenı́ tohoto problému jsem

zvyšovala teplotu annealingu a snažila se dosáhnout pouze jednoho produktu, ale v tomto

přı́padě zmizely všechny produkty. Nedokázala jsem upravit podmı́nky PCR amplifikace,

aby v elektroforetickém gelu byl pouze produkt jedné alely a jedinec by vykazoval ha-

ploidnı́ genotyp. Ve své práci jsem zaznamenala mikrosatelit Ap81 (Obrázek č. 10), který

poskytl produkt pouze s DNA z matek. U PCR amplifikátu z DNA trubců produkt zcela

chyběl. I přes opakovánı́ reakce ani u 1 z 5 včelstev produkt u trubců tento mikrosatelit

nikdy neposkytl.
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Obrázek č. 10: Elektroforetogram PCR produktů mikrosatelitového lokusu Ap81 u včely

medonosné kraňské (teplota annealingu 50 ◦C).

Legeneda: Na elektroforetogramu jsou označena 2 včelstva, v každém včelstvu je očı́slováno 14 vzorků.
Vzorek 1 je PCR amplifikát z DNA těla matky, vzorek 2 je PCR amplifikát z DNA semenného váčku matky.
Vzorky 3 až 14 jsou PCR amplifikáty DNA trubců, z toho 3 až 8 je DNA z trubců odebraných z plodového
plástu, vzorky 9 až 14 jsou PCR amplifikáty DNA z dospělých trubců odchycených ve včelstvu. PCR
poskytla pouze 1 alelu (Alela 1).

DNA z těla matky poskytovala vždy homozygotnı́ nebo heterozygotnı́ PCR produkty,

nikdy se nevyskytovaly zmnožené alely a to odpovı́dá tomu, že matka je vždy pro daný

lokus homo- nebo heterozygot.

Všechny semenné váčky vypreparované z matek poskytovaly produkty, které s různou

intenzitou vždy zahrnovaly PCR produkty z těla matky, což je pravděpodobné, protože

stěna semenného váčku je součástı́ těla matky, tedy má jejı́ genetickou konstituci. Problém

u produktů ze semenného váčku byl ten, že většina mikrosatelitů vykazovala různé tak-

zvané stutter bandy a nebylo možné jednoznačně určit počet alel u vı́cealelových vzorků.

Tedy nebylo jasné, co je série stutter bandů a co je dalšı́ alela, která v sekvenci pravi-

delně se vyskytujı́cı́ch bandů navazuje. Naopak se velmi dobře hodnotily mikrosatelity

s menšı́m počtem alel, které měly přibližně dvě až čtyři alely, ale z hlediska nı́zkého

počtu alel je nelze využı́t, protože majı́ nı́zkou variabilitu, byl to mikrosatelit Ap43 (viz

obrázek č. 11). Vhodnějšı́ byly mikrosatelity vykazujı́cı́ vyššı́ variabilitu s pěti a vı́ce ale-

lami. Tyto mikrosatelity ale nejsou využitelné, protože jsou v nı́zké kvalitě kvůli velmi

špatné hodnotitelnosti a nevyhovujı́cı́mu rozlišenı́ alel. Byly to napřı́klad mikrosatelity

A88 (viz obrázek č. 12) a Ap36.
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Obrázek č. 11: Elektroforetogram PCR produktů mikrosatelitového lokusu Ap43 u včely

medonosné kraňské (teplota annealingu 59 ◦C a třı́čtvrtečnı́ koncentrace MgCl2).

Legeneda: Na elektroforetogramu je označeno 1 včelstvo, kde je očı́slováno 14 vzorků. Vzorek 1 je PCR
amplifikát z DNA těla matky, vzorek 2 je PCR amplifikát z DNA semenného váčku matky. Vzorky 3 až 14
jsou PCR amplifikáty trubců, z toho 3 až 8 je DNA z trubců odebraných z plodového plástu, vzorky 9 až 14
jsou PCR amplifikáty DNA z dospělých trubců odchycených ve včelstvu. Alely jsou označené jako Alela 1
a Alela 2. Na obrázku je pouze ilustračnı́ fotografie včelstva 3, celkem u všech 5 včelstev byly zachyceny 4
alel.

U mikrosatelitu A88 jsem detekovala trubce z plodu, který vykazoval alelu odlišnou

od matky a navı́c se tento jedinec v elektroforetickém gelu jevil jako diploidnı́. Jednalo

se o alely, nikoli o tzv. stutter bandy, které postupně vyznı́vajı́. Prvnı́ alela jedince byla

stejná jako u matky a druhá alela byla odlišná, než všechny ostatnı́ alely ve včelstvu (viz

obrázek č. 12, vzorek 8).
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Obrázek č. 12: Elektroforetogram PCR produktů mikrosatelitového lokusu A88 u včely

medonosné kraňské (teplota annealingu 58 ◦C).

Legeneda: Na elektroforetogramu je označeno 1 včelstvo, kde je očı́slováno 14 vzorků. Vzorek 1 je PCR
amplifikát z DNA těla matky, vzorek 2 je PCR amplifikát z DNA semenného váčku matky. Vzorky 3 až 14
jsou PCR amplifikáty trubců, z toho 3 až 8 je DNA z trubců odebraných z plodového plástu, vzorky 9 až 14
jsou PCR amplifikáty DNA z dospělých trubců odchycených ve včelstvu. Alely jsou označené jako Alela 1
až Alela 3. Na obrázku je pouze ilustračnı́ fotografie včelstva 3, celkem u všech 5 včelstev bylo zachyceno
5 alel.

V praktické části své diplomové práce jsem provedla veškeré laboratornı́ optimalizace

(izolace DNA, optimalizace PCR i amplifikace DNA), které byly potřebné. Mikrosateli-

tová PCR analýza DNA spermiı́ ze semenného váčků z těla matky nebyla využitelná,

protože vı́ce než polovina mikrosatelitů poskytovala nı́zkou variabilitu. Za předpokladu,

že se matka pářı́ s vı́ce než 10 trubci tyto mikrosatelity nebyly použitelné, protože posky-

tovaly maximálně pouze 12 alel a navı́c špatně rozlišitelných. I kdyby rozlišitelnost byla,

nedokázala by tato metoda podchytit vı́ce než 10 genetických variant trubců. Zbytek mi-

krosatelitů poskytoval pět a vı́ce alel a pouze u dvou přı́padů mikrosatelitů odhaduji vı́ce

než 10 alel na lokus, jednalo se o lokus A29 a A76. U těchto dvou mikrosatelitů jsem

nebyla schopna odlišit jednotlivé alely a jasně určit počet trubců se kterými se matky

pářily. Využitı́ mikrosatelitů s většı́m počtem alel by mohlo být použité na odlišenı́ lokalit

s vysokou a nı́zkou hladinou polymorfismu. Zjistila jsem, že tato metoda analýzy mikro-

satelitů tı́mto způsobem nenı́ vhodná a v rámci výskytu PCR artefaktů nenı́ možné 100%

identifikovat všechny alely a spolehlivě je porovnávat v širšı́ skupině jedinců.
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6 Diskuze

Ve své diplomové práci jsem se snažila zjistit počet trubců spářených s matkou a zalé-

tavost trubců v rámci stanoviště. Výsledků jsem chtěla dosáhnout pomocı́ PCR amplifi-

kace 20 vybraných polymorfnı́ch mikrosatelitových lokusů. V pokusu jsem z 5 různých

stanovišt’ odebrala 5 matek a 60 trubců včely medonosné kraňské (Apis mellifera carnica).

Pro optimalizaci a osvojenı́ preparace jsem využila 16 matek včely medonosné a z jejich

zadečku jsem vypreparovala semenný váček. Matky v úlu kladly dva roky a poté byly

vyměněny. DNA jsem izolovala pomocı́ kitu Exgene Tissue SV plus (GeneAll), kapitola

D, Izolace DNA z hmyzu a červů. Provedenı́m optimalizacı́ teplot PCR, upravenı́m kon-

centrace hořečnatých iontů a úpravou délky separace jsem zjistila, že polymorfnı́ produkt

poskytuje pouze 16 mikrosatelitových lokusů (viz tabulka č. 5) Monomorfnı́ produkty

jsem zaznamenala u mikrosatelitů A8, A35 a Ap81. Mikrosatelit A113 neposkytl žádný

produkt.

V hlavnı́ části experimentu jsem studovala 16 polymorfnı́ch mikrosatelitových lokusů

na DNA matek a trubců včely medonosné kraňské odebraných společně při výměně ma-

tek. Očekávaných cı́lů této diplomové práce se nedosáhlo, dı́lčı́ kroky praktické části byly

úspěšné. PCR amplifikace ze semenného váčku se spermatem trubců se v produktech PCR

projevila v podobě dalšı́ch produktů (napřı́klad extrabandy, stutter bandy), než v PCR

produktech těla matky, ale z důvodu výrazně nižšı́ho počtu alel, než které byly uvedeny

v originálnı́ch publikacı́ch (např. Estoup et al., 1994; Franck et al., 1998; Solignac et al.,

2003) a četných artefaktů v elektroforetickém gelu se nepodařilo výsledky vyhodnotit.

U PCR produktů haploidnı́ch jedinců se v několika přı́padech mikrosatelitů objevovaly

znásobené alely a nulové alely. Znásobené alely se objevovali u trubců, kteřı́ se podle

literárnı́ch zdrojů měli ve včelstvu vyskytovat pouze jako haploidnı́ jedinci, na PCR elek-

troforetogramu vzbuzovali dojem, že se jedná o diploidnı́, triploidnı́ dokonce tetraploidnı́

jedince, tyto artefakty se nepodařilo odstranit (Herrmann et al., 2005). Někteřı́ trubci nao-

pak opakovaně neposkytovali PCR produkt, zde se pravděpodobně jednalo o nulové alely.

U PCR produktů matek se objevily artefakty, nejspı́š se jednalo o stutter bandy, které

nebylo možné od dalšı́ch alel rozeznat. Z těchto výše uvedených důvodů se nepodařilo

dosáhnout cı́le praktické části této práce a počet trubců, kteřı́ se pářı́ s matkou a zalétavost

trubců jsem nedokázala touto metodou zjistit.

V průběhu optimalizace jsem z pokusu vyřadila 4 mikrosatelity. Mikrosatelit A113

jsem vyřadila z důvodu neposkytnutı́ PCR produktu u žádného jedince. Tento mikro-

satelit byl testován Estoupem et al. (1993) při teplotě annealingu 60 ◦C s počtem alel
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11 na 36 jedincı́ch včely medonosné. V mém pokusu jsem testovala teploty annealingu

od 47–65 ◦C. Mikrosatelit neposkytl produkt při žádné teplotě a výměna chemikáliı́ kvůli

podezřenı́ na kontaminaci neodhalila problém. Sekvence primerů pro amplifikaci mikro-

satelitů jsem podle literárnı́ho zdroje, ze kterého jsem čerpala, kontrolovala a nenalezla

jsem chyby v přepisovánı́ ze zdroje, zadávánı́ sekvence primerů a nebo jeho objednávánı́.

Mikrosatelity A8, A35 a Ap81 jsem vyloučila z důvodu poskytnutı́ pouze mono-

morfnı́ho produktu. Mikrosatelit A8 a mikrosatelit A35 byly použity De La Rúa et al.

(2003) při studiu populace včely medonosné sicilské (A. m. sicula) u 95 jedinců ze 4

různých španělských ostrovů. U mikrosatelitu A8 zı́skali 1–7 alel, což znamená, že tento

mikrosatelit v některých populacı́ch nevykazoval polymorfismus. U mikrosatelitu A35

De La Rúa et al. (2003) nalezli 5–8 alel. Mikrosatelit Ap81 jsem vyřadila z důvodu po-

skytnutı́ pouze monomorfnı́ho produktu u matky a u trubců neposkytl tento mikrosatelit

žádný produkt. Mikrosatelit Ap81 na včele medonosné kyperské (A. m. cypria) testovali

Kandemir et al. (2006) a amplifikacı́ DNA u 64 jedinců ze severozápadu nalezli 9 alel

a u 14 jedinců ze severovýchodu 3 alely.

V rámci experimentu jsem se setkala s několika problémy, které v práci nastaly:

1. Výrazně nižšı́ počty alel jednotlivých mikrosatelitů

Většina mikrosatelitů, které jsem testovala, vykazovala výrazně nižšı́ počet alel, než

bylo uvedeno v publikacı́ch. Ve většině přı́padů se jednalo o velké odchylky, napřı́klad

u mikrosatelitu A7 jsem nalezla 4 alely a originálnı́ literatura uvádı́ 13 alel (Estoup et al.,

1995). V několika málo přı́padech nebyly odchylky tak výrazné, napřı́klad i mikrosatelitu

A29 jsem nalezla 12 alel a v literatuře uvádějı́ 15 alel na lokus (Chen et al., 2005). Pouze

ve dvou přı́padech jsem dosáhla stejných čı́sel, které uvádějı́ i autoři v literatuře. Jednalo

se o mikrosatelit Ap66 se 4 alelami a mikrosatelit B24 se třemi alelami, bohužel se jednalo

o mikrosatelity s nı́zkým počtem alel. Naopak se nikdy nestalo, že bych našla většı́ počet

alel, než se v literatuře uvádı́ (viz tabulka č. 6).

Napřı́klad mikrosatelit A76 použili Estoup et al. (1994) při studiu otcovstvı́ u včely

medonosné tmavé (A. m. mellifera), kdy nalezli 17 alel u 30 jedinců. Baundry et al. (1998)

ve studiu přı́buzenstvı́ na trubčı́ch shromaždištı́ch na včele medonosné kraňské (A. m.

carnica) u mikrosatelitu A76 zjistili až 50 alel u 142 trubců. Previtali et al. (2008) zjistili

u včely medonosné italské (A. m. ligustica) až 12 otcovských liniı́ dı́ky tomuto vysoce

polymorfnı́mu mikrosatelitu. Jen práce Châline et al. 2002, tvořila výjimku, když našli 8

alel u 94 jedinců. Ve své práci jsem nalezla přibližně 5–10 alel u 70 jedinců.
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Tabulka č. 6: Srovnánı́ počtu alel jednotlivých mikrosatelitů v této diplomové práci

s dalšı́mi autory. V mé práci se vždy jednalo o 70 jedinců.

Lokus
Tato práce

Srovnánı́
Jiné práce

Počet alel Počet alel Počet jedinců Literárnı́ zdroj

A7 5 � 13 54 Estoup et al., 1995

A8 1 � 10 60 Franck et al., 1998

A14 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 � 10 45 De la Rúa et al., 2002

A43 4 � 11 58 Estoup et al., 1993

A76 5–10 ≈ 8 94 Châline 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

A113 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 Muñoz et al., 2009

Ap66 4 = 4 28 Strange et al., 2008

Ap81 1 < 4 28 Strange et al., 2008

B24 3 = 3 60 Franck et al., 1998

B124 4 � 13 36 Estoup et al., 1995

Legeneda:
< Počet alel se méně lišı́
� Počet alel se vı́ce lišı́
= Počet alel je stejný

≈ Počet alel je přibližně stejný

Mikrosatelit A107 byl použit Estoupem et al. (1994), kdy nalezli až 22 alel na 30

jedincı́ch včely medonosné tmavé, v. m. kraňské a v. m. italské. Také Baundry et al.

(1998) u toho mikrosatelitu zjistili 18 alel u 142 trubců v. m. kraňské. Dále Chen et al.

(2005) zı́skali 14 alel na 47 jedincı́ch v. m. italské. V mém přı́padě jsem zjistila pouze

6 alel na lokus amplifikacı́ u zástupců 5 včelstev.
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U mikrosatelitu A29 Baundry et al. (1998) zjistili 24 alel u 142 trubců v. m. kraňské.

Chen et al. (2005) testovali mikrosatelit A29 u v. m. italské, kde zjistili 15 alel na 38

jedincı́ch. V této práci jsem na 70 jedincı́ch zı́skala přibližně 12 alel u 70 jedinců v. m.

kraňské.

2. Nulové alely u trubců

U některých trubců produkt nevznikal. Pravděpodobně se jedná o nulové alely. Tyto

alely jsem detekovala napřı́č všemi použitými mikrosatelity. To znamená, že sekvence

odpovı́dajı́cı́ alespoň jednomu z primerů určených k amplifikaci tohoto mikrosatelitu

pravděpodobně obsahovala mutaci, která znemožnila nasednutı́ primerů a tedy provedenı́

PCR amplifikace. Tento problém napřı́klad zaznamenali i Olroyd et al. (1996) u mikrosa-

telitu A14, který studovali na včele Apis dorsata. Mikrosatelit A14 jsem využila i ve své

práci a také jsem zaznamenala nulové alely (viz obrázek č. 8).

3. Zalétavost trubců

Mimo jiné PCR produkty trubců zı́skané v pokusu vykazovaly artefakty, tı́m že byly

di- tri- a někdy až tetraploidnı́, což neodpovı́dá realitě, kdy literatura tvrdı́, že vitálnı́

trubci ve včelstvech jsou jen haploidnı́ (Herrmann et al., 2005) a nebo u nich opakovaně

nevznikal produkt, tedy vznikaly nulové alely (Solignac et al., 2004). Předpoklad byl, že

alely prvnı́ch 6 trubců budou stejné jako některá z alel z těla matky, protože trubec má

pouze genetickou výbavu matky a tedy pokud matka byla v daném lokusu homozygotnı́,

může předat jen jednu alelu, pokud byla heterozygotnı́ může předat jednu nebo druhou

alelu (Evans et al., 2004) a alely dalšı́ch 6 trubců budou stejné nebo odlišné od alel z těla

matky, protože se může jednat o jejı́ syny nebo o zalétlé trubce. U mikrosatelitu A88 (viz

obrázek č. 12) jsem se setkala s jedincem 8, tedy trubcem odebraným z plodu, který se

v elektroforetické gelu jevı́ jako diploidnı́ jedinec. Jedinec 8 obsahuje prvnı́ alelu, stejnou

jako má matka a druhou alelou se zcela lišı́ od matky a ostatnı́ch jedinců ve včelstvu.

4. Artefakty PCR produktů DNA ze semenného váčku

Ve své diplomové práci jsem amplifikovala mikrosatelity A107 a A76, které mimo

jiné nebyly snadno hodnotitelné z důvodu výskytu četných stutter bandů. PCR ampli-

fikace těchto mikrosatelitů produkovala i artefakty viditelné jako slabšı́ proužky, které

jsou asociovány s hlavnı́m produktem alely (napřı́klad mikrosatelit Ap55, obrázek č. 11,

jedinec 2). Tyto bandy jsou označovány jako stutter bandy a jejich vznik je zapřı́činěn

sklouznutı́m DNA polymerázy během amplifikace (Moritz et al., 2003). K jejich vzniku

docházı́ zejména u mikrosatelitů s dinukleotidovými repeticemi (Doveri et al., 2008).

Tento problém řešili i Eimanifar et al. (2020), když studovali genetickou diverzitu mezi

včelou medonosnou středoafrickou (A. m. scutellata) a v. m. kapskou (A. m. capensis).

41



K řešenı́ tohoto problému použili program MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et

al., 2004), který kromě odstraněnı́ chyb z důvodu stutter bandům byl použit i k identifi-

kaci pravděpodobnosti výskytu chyb způsobených nulovými alelami a tomu, když PCR

amplifikace jedince neposkytuje produkt.

Technika využitá v této diplomové práci je použı́vaná na včele medonosné k mnoha

rozdı́lným studiı́m. Mikrosatelity byly úspěšně pro studium oplozenı́ využity (Jensen et

al., 2004; Previtali et al., 2008). Mikrosatelity jsou vhodným nástrojem pro studium popu-

lacı́ a přı́mé přı́buznosti včel, nejsou však vhodné pro studium oplozenı́, protože mikro-

satelity majı́ bud’ málo alel a nedokážı́ odhalit takové množstvı́ jedinců, které se uvádı́

v literatuře (napřı́klad u mikrosatelitu A76 nalezli autoři 17 alel u 30 jedinců (Previtali et

al., 2008) v této diplomové práci jsem nalezla pouze 5-10 alel u 70 jedinců) a nebo jejich

PCR produkt je nepřehledný, že neumožnil kvantifikaci alel.

Mikrosatelity použité v této práci jsou použitelné napřı́klad na přı́mé studie rodi-

čovského původu, využitelné pro šlechtile včel a plemenářskou práci. Na základě pro-

vedených analýz nejsou vhodné pro určovánı́ počtu trubců, se kterými se matka spářila.
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7 Závěr

V této diplomové práci jsem určovala počet trubců pářı́cı́ch se s matkou a zalétavost

trubců v rámci stanovišt’. Tohoto cı́le jsem chtěla dosáhnout na základě PCR amplifikace

polymorfnı́ch mikrosatelitů určených pro včelu medonosnou (Apis mellifera). Porovnala

jsem výsledky PCR amplifikace s DNA vyizolovanou z těla matky a semenného váčku

matky a s DNA vyizolovanou z trubců ze stejného úlu.

Testovala jsem 20 mikrosatelitových lokusů, z nichž jsem jich vybrala pouze 16 po-

lymorfnı́ch. Při optimalizaci PCR jsem zjistila, že mikrosatelit A113 neposkytuje žádný

produkt a mikrosatelity A8, A35 a Ap81 poskytujı́ pouze monomorfnı́ produkt. S použitı́m

16 polymorfnı́ch mikrosatelitů jsem zı́skala od 2 do přibližně 12 alel na lokus.

Jednotlivé kroky mé diplomové práce byly úspěšné. PCR amplifikacı́ DNA zı́skanou

ze semenného váčku se podařilo zı́skat i odlišné PCR produkty od DNA zı́skané z těla

matky. PCR produkty z DNA trubců obsahovaly v některých přı́padech znásobené alely,

nulové alely a artefakty, které neumožnily správné hodnocenı́ výsledků.

Tı́mto experimentem jsem zjistila, že technika mikrosatelitové PCR analýzy s DNA

trubců ze semenného váčku nenı́ vhodná pro studium otcovstvı́, protože PCR artefakty

znemožňujı́ relevantnı́ hodnocenı́ produktů a počty alel na jednotlivých lokusech jsou tak

nı́zké, že neumožňujı́ určit vı́ce než 10 trubců pářı́cı́ch se s matkou.
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ten Kapitel des General-Gutachtens aufgestellten Fragen. Eichstädter Bienenzeitung 1,
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če

ls
tv

o
3

V
če
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tě

la
m

at
ky

M
at

ka
S

-D
N

A
sp

er
m

iı́
ze

se
m

en
né
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