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Souhrn
Tato bakalarska prace se zabyva oplozenim matky vC€ely medonosné (Apis mellifera)

a odhadem poctu trubcti, ktefi se spafili s matkou.

V teoretické &4sti bakaldiské prace jsem charakterizovala fad blanokiidli, celed vée-
loviti, rod vCela a zaradila jsem vCelu medonosnou do taxonomického systému. Po-
psala jsem Zivot ve vcelstvu, zdkladni anatomické a morfologické znaky vcely medo-
nosné s diirazem na pohlavni Ustroji matky a trubce. Zaméfila jsem se na pafeni matky
a trubct a vénovala se haplodiploidnimu ur¢eni pohlavi u véely medonosné. Dale nésle-
duje obecna charakteristika mikrosatelitii a popsani mikrosateliti izolovanych pro v¢elu
medonosnou.

V praktické ¢asti jsem izolovala genomovou DNA 12 matek v€ely medonosné, od
kazdého jedince dva vzorky. Prvni vzorek byl z hlavy a hrudi, druhy vzorek ze zadecku,
kde je ulozeny semenny vacek se spermiemi trubcti. Optimalizovala jsem podminky pro
PCR u 15 mikrosateliti a vybrala jsem z nich 11 polymorfnich.

Pri testovani vzorki poskytly vsechny mikrosatelity PCR produkt, ale ani v jenom
z piipadl se nepodafilo ziskat produkt s DNA ze zadeCku odlisSny od PCR produktii
s DNA izolované z hlavy a hrudi. Celkem jsem u 11 mikrosateliti detekovala od 2 do 12

alel na lokus.
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Summary
This bachelor thesis studies the fertilization of honey bee queens (Apis mellifera) and

attemps to estimate the number of drones that mated with the queen bee.

The theoretical section of the thesis contains the characterization of order Hyme-
noptera, family Apidae and classifies the honey bee in the taxonomical system. Futher
more it describes the life in a bee hive, basic anatomy and morphology with emphasis on
the reproductive system of the honey bee. It focuses on the mating proces between the
queen bee and the drone. Special attention is given to the haplodiploid sex determination
of honey bees. A general characteristic of microsatellites and particularly of microsatel-

lites isolated for honey bees ends this section.

In the practical part of the thesis covers the isolations of genome DNA of 12 honey
bee queens. From each subject two samples were taken. In the first isolation the head
and chest was used, for the second one the abdomen, where the drone’s seminal vesicles
are located. Conditions were optimized for PCR for 15 microsatellites from which 11

polymorphic ones were chosen.

Every microsatellite produced PCR product while testing, however there were no
differences between the DNA gathered from the first and the second isolation. On each

of the microsatellites used, 2 to 12 alelles per locus were detected.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké tiseky DNA tvofené tandemovymi repeticemi dlouhymi ma-
ximdlné do deseti nukleotidd, diky vysoké variabilit€ jsou mikrosatelity pouzivany jako
genetické markery naptiklad v populacni genetice pro urovani paternity a struktury po-
pulaci. Jejich vyznam je i v genetickém mapovani. Pro jejich amplifikaci se vyuZziva
polymerazova fetézova reakce a naslednd separace vzniklych produkta.

Vcela medonosné (Apis mellifera) je socidlni hmyz, ktery Zije v koloniich desitek
tisic jedincii. Tyto kolonie se nazyvaji vCelstva a obvykle se skladaji ze tii kast: z matky,
z trubcl a z délnic. Matka je od pocatku urcena velikosti buriky, do které je vajicko
nakladeno a také tim, Ze v rané fazi vyvoje larvy je krmena matefi kaSickou. Dospéla
matka klade oplozena i neoplozend vajicka. Vétsinu vcel ve vcelstvu tvoii délnice, které
se lihnou z oplozenych vajicek a plni po dobu svého Zivota rtizné tikoly pro rist a fun-
govani vCelstva. Z neoplozenych vaji¢ek se lthnou trubci. Tento zpisob ur¢ovani pohlavi
je nazyvan haplodiploidni. Trubci se pfi snubnim letu spafi s matku na misté, které se
nazyva trubCi shromazdisté. Matka po spafeni klade vajicka priblizné 4-5 let.

V této bakalarské praci bych chtéla na zdkladé analyzy mikrosateliti urcit pocet

trubct, paficich se s matkou pii snubnim letu.



Cile prace

1. Vypracovani reSerSe na téma bakalafské prace (v€ela medonosnd, oplozeni u vcel,
haplodiploidni systém kédovani pohlavi u blanokiidlého hmyzu, polymorfni mik-

rosatelity znamé u v€ely medonosné).
2. Shroméazdéni dostupnych literarnich zdroju.

3. PCR amplifikace DNA vcelich matek a zasob trub¢iho spermatu v jejich télech pro

odhad poctu trubci, se kterymi se pafily.



2 Literarni prehled

2.1 Rad blanok¥idli

Blanokiidli (Hymenoptera) jsou fddem hmyzu obsahujicim vice nez 150 000 po-
psanych druhti a zahrnuji mnoho druht véel, vos, lumka a mravenct (Everson, 2014).
Déli se na dva podiady: $tihlopasi (Apocrita) a Siropasi (Symphyta). Siropasi se vyznaluji
tim, Ze jejich zadedek nasedd v celé §iii na hrud a patif mezi né napiiklad jehlatkoviti,
pilofitkoviti nebo ploskohibetkoviti. §tﬂllopasi maji oddéleny zadecCek od hrudi stop-
kou, aby ho mohli pii vpichovani kladélka do hostitele snize ohnout (Zd drek, 2015).
Podrad Stihlopasi zahrnuje naprostou vétSinu zastupct blanokfidlych, mezi kterymi jsou
i sr$noviti, mravencoviti a v¢eloviti. Blanokfidli jsou ekologicky velmi vyznamni z du-
vodu velké Skaly roli v ekosystému — naptiklad dravci, paraziti, opylovaci apod. (Pe-
ters, 2017) a vyskytuji se ve vSech oblastech kromé polarnich, nejhojnéji jsou vSak za-
stoupeni v tropech a subtropech. Blanokiidli patfi mezi holometabolicky hmyz a vy-
znacuji se premeénou dokonalou, tedy se vyvijeji ve Ctyfech stadiich — vajicko, larva,
kukla a dospélec. Pohlavi jedincd je urCovano tim, zda je vajicko oplozeno nebo ne.
Z oplozenych vajic¢ek se stavaji samice a z neoplozenych se lthnou samci. Mezi obéma

pohlavimi Casto existuje extrémni pohlavni dimorfismus (Lindauer, 2016).

2.2 Celed véeloviti

Celed veeloviti (Apidae) zahrnuje vcely, které jsou eusocidlni, ale nejvice vcel v této
Celedi je samotaiskych (Gillott, 2005). V Ceské republice se vyskytuje piiblizné 600
druht samotarskych vcel, podle ustroji pro sbér pylu se rozd€luji na vcely nohosbérné
(Podilegae) a btichosbérné (Gastrilegae). Tyto vcely neziji ve spoleCenstvech a nemaji
délnice, vyskytuji se jen v dokonalych pohlavnich formach — samci a samice (Vesely,
2003). Samice sparené se samci kladou vajicka do bunék, které si samy vytvorily a zaso-
buji je potravou pro larvy, vétSinou se nedoZivaji dal$i generace. Samice vytvareji buiiky
riznym zpusobem v riznych materidlech a dle toho byly pojmenovany nékteré rody,
napt. piskorypka (Andrena), drvodélka (Xylocopa), zednice (Osmia), Calounice (Mega-
chile). Dalsi vCely samotarky se jmenuji podle vzhledu nebo dle rostlin, které opyluji
— Sedosrstka (Rhophitoides), pelonoska (Anthophora), ploskocelka (Halictus), olejnice
(Macropis) a mnohé dalsi (§Vamberk, 2000). Eusocidlni vceloviti se vyznacuji tim, Ze
sbiraji nektar a pyl nejen pro sebe, ale i1 pro larvy, které se tim potom také kontinudlné

Zivi po celou dobu jejich vyvoje. Mezi eusocialni v¢elovité se fadi i rod vcela.



2.3 Rod vcela

Predpoklada se, Ze rod vcela (Apis) existuje na této planeté v dneSni morfologické po-
dobé nejméné 63 miliont let — podle morfologicky ptibuzné véely (Cretotrigona prisca)
zalité v jantaru. NEktefi autofi se domnivaji, Ze rod vcela se vyvinul v tropické Eurasii
(Ruttner, 1988), néktefi Ze na stfednim vychodé (Garnery, 1992) a poté se st€¢hoval na
sever a zapad. Nejnovéjsi poznatky ukazuji, ze véela ptivodné pochazi z Afriky (Whit-
field et al., 2006). Nicméné Evropy vcela dosdhla do konce pleistocénu pfiblizné pied
15 tisici lety (Weinstock ef Robinson, 2006). Ve Spanélsku v Pavouéi jeskyni byly nale-
zeny kresby staré 12 tisic let, které zobrazuji vztah ¢lovéka a véel (vyjev dvou postav pri
sbéru medu) (Svamberk, 2003). Diky klimatickym podminkdm a rozmanitym druhtm
véeli pastvy se rod vCela adaptoval a rozdélil do deviti druhti (Pridal et al., 2008):

o Apis mellifera Linnaeus, 1758 — v€ela medonosna,

o A. florea Fabricius, 1787 — v. kvétna,

o A. cerana Fabricius, 1793 — v. vychodni,

o A. dorsata Fabricius, 1793 — v. obrovska,

o A. andreniformis Smith, 1858 — v. trpasli¢i,

o A. nigricincta Smith, 1861 — v. celebeska,

o A. laboriosa Smith, 1871 — v. skalni,

o A. koschevnikovi Enderlein, 1906 — v. sundska,

o A. nuluensis Tingek, Koeniger et Koeniger, 1996 — v. sabaSska.

Tyto druhy se také rozdéluji na podrody podle velikosti. A. dorsata a A. laboriosa
patii do podrodu Megapis. Druhy A. florea a A. andreniformis do podrodu Micrapis.
Ostatni druhy jsou stfedni velikosti a patii do podrodu Apis (Ptidal et al., 2008).

2.4 Druh vcela medonosna

Vcela medonosna (Apis mellifera) je jeden z nejznaméjsich socidlné zijicich zastupct
blanokiidlého hmyzu a vyskytuje se v mnoha ekosystémech s vyjimkou polarnich oblasti
a pousti (Winston, 1991). Vcela medonosnd ma diky opylovani kulturnich a jinych plané
rostoucich hmyzosnubnych rostlin velmi vyznamny vliv na udrZovani rovnovahy mezi
hmyzosnubnymi a vétrosnubnymi rostlinami, kterd ma velky vyznam v utvéfeni charak-
teru krajiny (Svamberk, 2015). Pokud nejsou na daném tzemi v dostate¢né mife zastou-
peni opylovaci, predevsim véela medonosnd, miize dojit k pievaze rostlin vétrosnubnych.
V¢ela ma vliv na hospodarstvi, a to produkci medu, vosku, propolisu, pylu (pergy), matefi

kagi¢ky, v&eliho jedu, ale hlavn& opylovaci &innosti (Zd drek, 2015).



Druh v&ela medonosna se dle Pokorného ef Sifnera (2004) taxonomicky fadi do:
fiSe ZivoCiSné (Animalia),
kmene ¢lenovci (Arthropoda),
podkmene vzdus$nicovci (Tracheata),
tiidy hmyz (Insecta),
podtiidy kiidlati (Pterygota),
fadu blanokiidli (Hymenoptera),
podiadu Stihlopasi (Apokrita),
nadceledi vcely (Apoidea),

Celedi vceloviti (Apidae),
rodu vcela (Apis),
druhu v¢ela medonosna (Apis mellifera).

V¢ela medonosna se rozdéluje do mnoha poddruh, kterych je nyni uznano priblizné
tiicet. V ramci té€chto poddruht se rozeznavaji i jejich ekotypy a chovna plemena, ktera
jsou dulezita pro praktiky a udrzeni genetické struktury chovii (Oleksa et Tofilski, 2015).
V ramci plemen mohou vzniknout i nékolikandsobni kfiZenci. Podruhy vcely medonosné
se rozdé€luji podle mista, kde se pfirozené vyskytuji na poddruhy severozdpadni Ev-
ropy, jihovychodni Evropy, Blizkého vychodu a Afriky (Weinstock et Robinson, 2006).
Zastupci poddruhti Blizkého vychodu jsou napiiklad v¢ela medonosna kyperska (A. m.
cypria), v. m. kavkavzska (A. m. caucasica) nebo v. m. anatolska (A. m. anatoliaca).
Africké vcely jsou napriklad v. m. stredoafricka (A. m. scutellata), v. m. tellska (A. m.
intermissa) nebo v. m. egyptskd (A. m. lamarckii). Nejznaméjs$i poddruhy vcely medo-
nosné ze severozapadni Evropy jsou v. m. tmavé (A. m. mellifera), a v. m. iberska (A. m.
iberiensis). V. m. kraiiska (A. m. carnica) a v. m. vlasska (A. m. ligustica) jsou poddruhy
ze skupiny jihovychodni Evropy (Winston, 1991) viz obrazek ¢.1.

V obdobi po posledni dobé ledové osidlily naSe tzemi dva poddruhy: v¢ela medo-
nosnd tmava (A. m. mellifera) a véela medonosna kraniskd (A. m. carnica) (Ptidal, 2005).
O jejich presném rozsifeni na izemi CR se vedou spory. Z divodu méniciho se prostiedi
a migrace nenf zcela znamé pivodni rozmisténi poddruht v CR. Prvni spolehlivd pozo-

rovani mame z 19. stoleti, kdy vcela medonosna tmava Zije v Cechéch a na severni Mo-

vevs

vV

u nds v€ela medonosnd tmava, ktera byla v poloviné minulého stoleti kiiZzena s ostatnimi
pfivaZzenymi poddruhy, a timto doslo k nekontrolovatelnému kiiZeni a k zaniku vcely me-
donosné tmavé v pivodni Cisté form&. Navrat k této ptivodni Cisté formé se nepodafilo

realizovat a nyni se od roku 2001 na tzemi Ceské republiky smi podle zdkona cho-
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vat jen vCela medonosna kranska (Pridal et al., 2008). Pro zjisténi vlivu jiného pod-
druhu se vyuZziva loketniho indexu, ktery spolehlivé odlisi tii poddruhy véely medonosné
a to vCelu medonosnou tmavou, v. m. kranskou a v. m. kavkavzskou (Cermék et KaSpar,
2008). Pro uréovani poddruhti je dale pouZivano mnoho jinych morfologickych znaka
napiiklad pigmentace (Ruttner et al., 1978). I samotna burika kiidla miize pomoci v iden-
tifikaci poddruhu (Francoy et al., 2006). Nejnovéji jsou vyuzivany molekuldrné biolo-
gické metody (Bouga et al., 2011).

Obr. 1: Geografické a fylogenetické vztahy vybranych poddruhii véely medonosné

v Evropé, Africe a na Blizkém vychodé (Weinstock et Robinson, 2006).

Severozapadni Evropa Jihovychodni Evropa
A. m. iberiensis
A. m. mellifera
A. m. ligustica

A, m. carnica

4. m. svriaca

A. m. intermissa _
A. m. caucasica

A. m. anatoliaca
A. m. scutellata

A. m. lamarckii
Afrika Blizky vychod

2.5 Zivot véelstva

Vcela medonosna je blanoktidly hmyz, ktery Zije ve spoleCenstvech zvanych vcelstva.
Ta jsou slozena z jedné sparené matky, z trubcti a z délnic. Matka je zpravidla jedina ve
veelstvu (viz obrazek €. 2) a doziva se dvou az Ctyr let (Prymas, 2017). Jejimi tikoly jsou
zajiSténi soudrZznosti véelstva a jeho zdkladnich funkci (obranyschopnost, rozmnoZovaci,
shromazd ovaci pudy a dalsi funkce — pomoci vyluGovanych feromonti). Dalsi funkce
je kladeni vajicek, a to az 2 000 vajicek za den (Grozinger et al., 2007). Matka se
po nakladeni vajicek nestard o jejich oSetfovani (Winston, 1991). To je ukolem délnic,
kterych je ve vcelstvu od obdobi klidu do obdobi vrcholného rozvoje 20-80 tisic. Délka
zivota vcely délnice se podle fyzického zatizeni d4 ohranicit 6 tydny (letni generace) az 6

mésici (zimni generace). VCela délnice je nedokonald samicka se zakrnélymi pohlavnimi
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orgény, neschopna spafeni, ale miZe za urcité situace kldst neoplozenad vajicka (viz dale),
ze kterych se lihnou pouze trubci, a proto se tyto kladouci véely dé€lnice nazyvaji trubcice.
Délnice prochézeji za sviij Zivot urcitymi funk&nimi stadii, kterd zajiStuji chod vcelstva
(Fahrbach et Robinson, 1995). Tyto funkce na sebe navazuji a vétSinou se aktivuji podle
vyvoje nékterych 714z:

1. uklizecka (1.-3. den) kusadlova zlaza,

2. kojicka (4.—12. den) hltanova Zlaza,

3. stavitelka (12.—18. den) voskova zlaza,

4. strazkyné (18.-21. den) jedové Zlazy,

5. létavka (21.—thyn) potiebné Zlazy se vyvinuly jiz v prubéhu predchozich stadii
Zivota.

Pracujici ¢lenové spoleCenstva projevuji riizné odchylky v druhu behavioralnich dkold,
které provadéji. Tyto tkoly jsou Casto spojeny se zménami ve fyziologii, které kore-
luji s vékem, stejné jako rozdily v morfologii. Tato uroven spolecenské organizace je
povazovana za pii¢inu enormniho ekologického a evolu¢niho tspéchu spolecenskych
druhi, v¢etné pokrocilych skupin mravencd, vos a termitd (Oster et Wilson, 1978).

Trubec se lihne z neoplozeného vajicka. Ve vcelstvu se trubci vyskytuji jen od dubna
do srpna a jejich hlavni funkci je spareni se s matkou (Vesely et al., 2003).

Obr. 2: Matka vcely medonosné kratiské ve véelstvu s délnicemi.

¥
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2.6 Anatomie a morfologie véely medonosné

Vv

Vnéjsi kostru téla véely medonosné tvoii kutikula, jejiz zakladni latkou je chitin.
Kutikula je pokryta trichomy, brvami, senzilami, trny a Supinami. Tyto struktury maji
za ukol plnit rizné funkce, naptiklad kryci, termoregulacni, smyslové nebo mechanické.
Télo veely se skladd ze tii hlavnich Casti a to hlavy (caput), hrudi (thorax) a zadeCku
(abdomen). Tyto Casti vznikly sristem nékolika ¢lankd. (Schonfeld, 1955)

Obr. 3: Prifez télem délnice véely medonosné s popsanymi vnitinimi organy (podle

Prymas et al., 2017).

I
2 28 27 26 25 24 23 22 9 21 20 19 18 17 16 15

1. hltanové 7l4za; 2. mozek; 3. podjicnové ganglium; 4. hrudni pyskova Zlaza; 5. jicen;
6. spirdlni ¢ast aorty; 7. medné volatko; 8. Ceslo; 9. intersegmentalni membréana; 10. me-
zenteron (Zaludek); 11. srdce; 12. Malpighiho trubice; 13. vykalovy véacek; 14. Naso-
novova zlaza; 15. zihadlo; 16. zldza vykalového vacku; 17. jedovy vacek; 18. tenké
sttevo; 19. jedova Zlaza; 20. zakrnély vajeCnik; 21. voskova zlaza; 22. zadeckové gang-
lium; 23. hrudni ganglium; 24. sosdk; 25. vyusténi pyskové zlazy; 26. hltanova desticka;

27. usta; 28. hltan; 29. kusadlova zlaza.



Hlava

7 Y 7z PRI

Hlavu vcely tvori v predni Casti Celni Stitek (clypeus), ktery slouZi k péchovani pylu
do bunék. Na Celnim S$titku jsou posazena ¢lankovanad tykadla, kterd jsou velmi dileZzita
pro smyslové vnimani vCely. Po stranach jsou uloZena kusadla (mandibulae), pouzivana
pro sbér pylu a propolisu, pfi tklidu a pfi obrané. Vertikdlné od tylniho otvoru je slozeny
sosék (proboscis) tvoteny lizavé sacim ustrojim. Na temenu hlavy jsou dvé slozené oci

a mezi nimi jsou tfi jednoduchd ocka. Hlava je s hrudi spojend stopkou. (Schonfeld, 1955)

Hrud’

Hrud véely se rozliSuje na pfedohrud’, stfedohrud’, zadohrud a bedra. Hrud nese tfi
pary nohou a dva péry kfidel, ktera vznikla jako vychlipeniny kutikuly. Hrud a zadecek
jsou spojeny stopkou pro lepsi pohyblivost. (Schonfeld, 1955)

Zadecek

Zadecek je typicky viditelnym ¢lankovanim. Kutikula zadecku je tvofena pevnymi
sklerity, které se na hibetni strané€ nazyvaji tergity a na bfiSni strané sternity. Sklerity jsou
spojené pruznymi membranami, které umoznuji roztaznost zadeCku. Na konci zadeCku
vznikl pfeménou kladélka zihadlovy aparat, ktery je u matky, d€lnic i trubcl rizné pre-

ménén a pouzivan na jiné ucely. (Schonfeld, 1955)

Travici soustava

A4

Tréavici trubice je rozdélena na tfi ¢asti. Prvni je predni (stomodeum), kterou tvofi hl-
tan, medné volatko a Ceslo. Druhd Cast se nazyva stfedni (mezenteron), v ni dochéazi ke
vstiebdvani potravy a tfeti je zadni Cast (procotodeum), zde se nachazi stfevo a vykalovy
vacek. K travici soustavé neodlucitelné patii 1 zlazy. Nejvétsi zlazy v téle vCely me-
donosné jsou kusadlovd, pyskova a hltanova. Ty jsou uloZeny v hlavové Casti a slouzi
k dpravé potravy pro larvy, k tpravé nektaru a k tvorbé a formovani pylovych rousek.

(Schonfeld, 1955)

Nervova soustava

Nervova soustava véely medonosné je gangliova. Pres celé télo probihd nervova
paska, kterd v kazdém Clanku tvofi zauzliny tzv. ganglia. Z nich vychazeji nervy. V hlavé

jsou ganglia, kterd vytvorila mozek. NiZe splynutim nékolika ganglii vzniklo podjicnové



ganglium a hrudni ganglium. V zadecku je dalSich pét ganglii a posledni z nich se pfi vy-

sunuti Zihadla odtrhne a zajiSfuje pulzaci zihadla i po jeho oddéleni. (Schonfeld, 1955)

Dychaci soustava

Dychaci plyny jsou po téle rozvddény pomoci vzduSnic. Ty jsou na povrchu téla
vyustény v pruduchy, které pokracuji do dychacich vak a vétvenim do trubic se dostavaji

do blizkosti bunék, kde dochazi k vyméné plynt. (Schonfeld, 1955)

Obéhova soustava

Obéhova soustava vcely se skldda ze srdce, které je sloZeno z péti komor a je uloZeno
pod tergity v zadecku. Ddle se obéhova soustava skldda z aorty v hrudni Casti t€la a cév,
které jsou slepé zakoncené. Obéhova soustava vcely je oteviena a proudi v ni hemolymfa,
ktera po téle rozvadi Ziviny a produkty metabolismu. Hemolymfa se po téle pohybuje
pomoci podptrnych systémd, svalovych blanek branice a pulzacnich vackd. (Schonfeld,
1955)

Vylucovaci soustava

Vylucovaci soustava se sklada z priblizné 150 Malpighickych trubic, které jsou na
jedné strané slep€ zakoncené a na druhé usti do tenkého stfeva. Odpadni latky poté véela
vyloudi s vykaly z vykalového vacku. Vcela také vyluCuje dusikaté latky ve formé kyse-
liny mocové, podobné jako ptaci a plazi. Do vyluCovaci soustavy také patii Nasonovova

a voskova zlaza. (Schonfeld, 1955)
Pohlavni soustava
Reprodukéni organy vcel jsou umistény v zadeCku, spolu s nékolika dal$imi organy
zajistujicimi jiné t€lesné funkce, jako je traveni a dychéni (Mackensen, 1948).
a) Samici pohlavni organy

Samici pohlavni organy jsou vyvinuty u matky a u délnic jsou rudimentarni. U ma-
tek je pohlavni ustroji tvofeno pohlavnimi Zldzami a vyvody, na které navazuji pridatné
zlazy. Celé ustroji je zakonceno kopulacnim organem. Pohlavni organy matky se sklddaji
z vaje¢nikd, vejcovodd, pochvy, pohlavniho vyvodu, semenného vacku a kladélka. Va-

jeCniky (ovaria) jsou parové zlazy ulozené v zadecku. Skladaji se z vajecnych rourek
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(ovariolae), kterych je v kazdém vajecniku asi 150-200. Vajecniky zabiraji znacnou Cast
zadecku a jejich objem se méni podle miry kladeni a tvorby vajicek. Ve vajeCnych rour-
kach se vyvijeji vajicka (ova) a tyto vajené rourky usti do vejcovodu (oviductus). Vejco-
vody se spojuji do jednoho vyvodu — pochvy (vagina). Po bocich pochvy jsou ptedsiiiky,
které se rozsifuji a vytvéieji Zihadlovou komoru. V zadni ¢asti do pochvy vyustuje se-
menny vacek (receptaculum seminis), ve kterém jsou uloZeny spermie po dobu 4-5 let.
Spermie se davkuji tzv. semennou pumpickou, coZ jsou tii parové podélné svaly a tii
parové kruhové svaly, upinajici se k vyvodu semenného vacku. Vlastni pohlavni vyvod
(gonopor) se nachdzi mezi zihadlem a poslednim sternitem zadecku (Vesely et al., 2003).

Pohlavni ustroji matky je vyobrazeno na obrazku €. 4.

Obr. 4: Pohlavni ustroji matky v priufezu zadeckem (Prymas et al., 2017).

1. semennd pumpicka; 2. zlaza semenného vacku; 3. semenny vacek; 4. vykalovy
vacek; 5. posledni tergit; 6. fitni otvor; 7. Zihadlova pochva; 8. Zihadlo; 9. pochva; 10. pa-
fici schrana; 11. poSevni chlopeni; 12. spolecny vejcovod; 13. parovy vejcovod; 14. na-

levka vejcovodu; 15. sternit; 16. vajecnik.

VajeCniky délnic leZi po stranidch zadecku a maji jen 1-20 ovariol. V obdobi, kdy
je ve vcelstvu pfitomna matka, se pfi vyvoji vCely délnice vyvinou i hypofaryngealni
zlazy, které ve fazi kojicky vytvareji produkt bohaty na bilkoviny, kterym délnice krmi
larvy. Pokud ve vcelstvu matka chybi, tak tuto latku nepodavaji larvdm, a proto tyto
délnice nazyvané trubCice vyrustaji s rozSifenymi vajeCniky a redukuji se u nich tyto
hypofaryngealni Zlazy (Woyciechowski et Kuszewska, 2012). Poté tyto trubCice kladou

pouze neoplozend vajicka, ze kterych se lihnou trubci. V dobé opétovné pritomnosti
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matky se pomoci jejich feromontu potlacuje vyvoj vajecnikli délnic a d€lnice poté ob-
vykle odstranuji tato nakladend vajicka (Kocher et Grozinger, 2011). Pfitomnost matky
spolu s délnicemi uspésné potlacuje reprodukcei délnic, protoze pouze 0,01-0,1 % délnic
v dobte fungujici kolonii m4 aktivni vajeCniky. Situace se zméni, jestlize matka zemfe
a jeji kolonie nema Sanci vytvorit novou matku, protoze pak zacne 5 az 24 % délnic klast

neoplozend vajicka (Ratnieks, 1993).

b) Sam¢i pohlavni organy

Samci pohlavni organy se nachazeji v zadecku trubcd. Tvofi je pohlavni zlazy, vyvody,
pridatné Zlazy a vlastni kopulacni organ. Pohlavni orgdny trubce tvofi pohlavni a hlenové
7lazy, chamovod, chdmojem, chdmomet a kopulacni organ. Varlata (testes) se nachazeji
v zadeCku a maji ledvinovity tvar. Skladaji se asi z 200 semennych rourek (folliculi). Ty
usti do nélevkovité rozSiteného chamovodu (vas deferens). Chamovody vytvareji nékolik
zavitl, zvanych chamojem (vesica seminalis). Chamojemy se pied zakoncenim zuZuji
a pripojuji se k hlenové zlaze (glandula mucosa). Vyvody hlenovych 7Zlaz se spojuji
a pokracuji spoleCnym chdmometem (ductus ejaculatorius), na ktery navazuje vlastni
kopulacni organ (penis), ktery se po Castech vyhrnuje z pohlavniho otvoru pod analnim
otvorem. Z varlat odchazeji spermie do chdmojemu, kde jsou az do ejakulace. (Vesely et

al., 2003)

2.7 RozmnoZzovani vcely medonosné

Matka vcely medonosné se obvykle pafi s vice trubci na misté zvaném trubci shromaz-

disté pfi snubnim letu (Vesely et al., 2003).

2.7.1 Shromazdisté trubcu

Je to stalé ohranicené uzemi v piirodé, kde se v dobé snubniho proletu trubci pari
s matkami ze $irokého okoli. Pokud se v blizkosti nachazi vice shromadist, trubci
z urCitého stanovisté zlstavaji vérni jen jednomu (Schliins et al., 2005). Diky shromazdisti
trubcl se matka stihne, ve velmi kratkém casovém tseku 15-20 minut, spafit az s de-
seti trubci. Nejvétsi zdjem o matku trubci projevuji ve 14 az 22 m nad zemi. Trubci
shromaZzdisté jsou obvykle pozorovana ve vzdélenosti 0,5 aZ 5 km od vcelstva (Ruttner,
1976). Rej trubct sledujicich matku ¢&ita 300 az 500 jedinct a 1ze jej tedy snadno sle-
dovat. Rej se rychle rozptyli a opét zformuje. Formace trva jen zlomek sekundy a jedna

se o pravidelné fady se Spickou vpredu (Vesely et al., 2003). Zda se, Ze se trubci na
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ruznych shromazdistich koncentruji nahodné a hledaji pfilezitost k pareni. Tim se sniZuje

pravdépodobnost pfibuzenského kiizeni, inbreedingu (Dos Santos et al., 2016).

2.7.2 Pareni véelich matek s trubci

V¢eli matka muze pred snubnim letem vyletét na nékolik orientacnich letti. Nékolik
dni pfed snubnim letem maji délnice o matku velky zajem, napiiklad ohmatédvaji matcin
zadecek tykadly. V den péfeni se veely shromazd uji na esnu a pomoci vonnych Zlaz
matku donuti opustit ul (Vesely et al., 2003). Matky v¢ely medonosné se s trubci pari
za letu ve volném prostoru. Pfi vlastni kopulaci trubec k matce priléta zezadu a od-
spodu. Asi 10-30 metri nad zemi je trubec nad matkou a objima nohama jeji zadecek.
Dulezity popud k vlastnimu péfeni je otevieni zihadlové komory matky. Trub¢i kopu-
lace probiha v nékolika fazich, jen nékolik malo vtefin. Prvné se pomoci stahii hrudnich
a bfisnich svalt v zadeCku trubce ¢astecné obrati kopulacni organ — penis, ktery se naplni
vzduchem a hemolymfou a ndsledné vyhfezne. Sperma se v této fazi piemistuje z hle-
novych zlaz a ze semennych vackl do cibulky penisu. Penis se zasouva do kopula¢niho
organu matky a v dalsi fazi dochdzi k ejakulaci. Pomoci tlaku v penisu a dokoncenim
vychlipeni se sperma a hlen dostdvaji na povrch penisu. Trubec je s matkou spojen diky
lepivym razkiim umisténym na penisu. Rizky se zakotvi v Zihadlové komore matky. Poté
probihd ejakulace v poradi sperma a hlen. Pfi otevieni Zihadlové komory matka zaroven
otevira i poSevni chloperi a timto zptisobem se sperma dostava do obou mat¢inych vejco-
vodu. Kazdy trubec matce preda asi 6 miliont spermii do vejcovodt (Kerr ef al., 1962).
Predposledni faze kopulace zahrnuje stupniujici se tlak v penisu, aZ praskne jeho sténa
a ztratou pevnosti se matka s trubcem oddéli. Ve ¢tvrté posledni fazi trubec pada k zemi
a hyne. Po vychlipeni penisu naplnéného hemolymfou trubec hyne bez ohledu na to,
zdali se pafil nebo ne. V mat¢in€ Zihadlové komote zistava zbytek trubciho kopula¢niho
organu, ale to nebrani dalsi kopulaci, protoZe se vétSinou prilepi na penis dal§itho kopu-

lujiciho trubce. (Vesely et al., 2003)

2.7.3 Vceli matka po pareni

Po spafeni a pfiletu ze snubniho letu, md matka ve vejcovodech pfiblizné 8§0-90
miliont spermii (Woyke, 1962) a na zadecku snubni znaménko. To tvofi zaschly hlen
a sperma, které vytékaji z preplnénych vejcovodii. Béhem 48 hodin se z vejcovodu
sperma precerpa do semenného vacku a zbytek spermatu je vypuzen z téla ven. Délnice

pomédhaji matce k precerpani spermatu do semenného vacku mackanim matky mezi se-
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bou. Délnice se snazi prebytecné sperma ze zadeCku vypudit a pokud délnice nespolu-
pracuji, sperma muze ve vejcovodech i zatvrdnout (Vesely et al., 2003). Dohromady se
z vejcovodl do semenného vacku precerpd pouze 4—7 miliond spermii (Laidlaw et Page,
1984). Matka muze letét na dalsi snubni let druhy den, pokud neni semenny vacek do-
stateCné zaplnén.

Nejdfive se myslelo, Ze sperma jednoho trubce se v semenném vacku drzi pospolu
a nemichd se se spermiemi ostatnich trubct (Taber, 1955). Pozdéji bylo zjisténo, Ze se
sperma v semenném vacku od rtiznych trubcti spoleéné smicha (Page et Metcalf, 1982)

a je rovnomérné zastoupeno pii oplozeni vajicek délnic (Laidlaw et Page, 1984).

2.8 Genom vcely medonosné

Vzhledem k velkému vyznamu vcely medonosné pro ¢lovéka a Zivotni prostiedi, byl
v roce 2006 genom vcely medonosné vybrdn na sekvenovani tymem National Human
Genome Research Institute a National Institutes of Health. Genom vcely medonosné byl
sekvenovan s pouzitim DNA z n€kolika trubci, pochazejicich z jediné matky. (Weinstock
et al., 20006)

Genom vcely medonosné ma asi 15 000 genti. Matka a délnice jsou diploidni or-
ganismy s 32 chromozomy. 16 chromozomii pochédzi od samice a 16 chromozomu od
samce. Trubec se lihne z neoplozeného vajicka. Je haploidni a ma 16 chromozomi, které
Jsou pouze od matky, bez ohledu na to, s kolika trubci se matka parila (Beye et al., 2003).

Vsechny buiiky trubce jsou haploidni a trubéi spermie nevznikaji meiézou, ale mit6-
zou. Trubec je tedy jen nastrojem pro pfenos gamet, jehoz genom je identicky s genomem
vajicka, ze kterého se vyvinul (Prymas et al., 2017). Na rozdil od trubce, je kazd4 sa-
mice vCely jedine¢na kvili rekombinaci matéinych chromozémi béhem tvorby vajicek,
tedy kazdy jedinec mé jedineCny genotyp, Zadné dvé vcely nejsou stejné. Rekombinace
je zdrojem variability a ta je dulezitd pro adaptaci a vlastni geneticka strategie vcel je
vytvéaret a udrzovat extrémné vysoky stupen této genetické variability. Protoze trubec ma
pouze jednu sadu chromozomt, jeho vSech 10 miliont spermif jsou klony a v§echny ob-
sahuji pouze jednu identickou sadu chromozomu. Naopak vaji¢ka se mezi sebou zna¢né

geneticky lisi. (Tucker er Laidlaw, 1966)

2.9 Haplodiploidni systém kodovani pohlavi u blanokridlého hmyzu

VSichni blanokiidli maji haplodiploidni systém urcovéni pohlavi; samci jsou ha-

ploidni a samice jsou diploidni. Studie ukézala, Ze nejméné 20 % ZivocisSnych druht
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je haplodiploidnich (Bull, 1983). Pfedpokladalo se, Ze jediné misto ke stanoveni pohlavi
u blanokiidlych je sl-csd (Single locus complementary sex determination), ktery leZi na
tretim chromozomu. Gen csd ma nejméné 19 alelickych forem (sex-alely). Pohlavi je-
dince tedy zdvisi na tomto alelickém sloZeni v jediném lokusu. Haploidni (hemizygotni)
jedinci jsou samci a diploidni (heterozygotni) jedinci jsou samice. Gen csd je umistény
uvnitt 36kb genomové oblasti, kterd je u samic v€ely medonosné vzdy heterozygotni.
Predpokladana aminokyselinovd sekvence z prepisu csd je sloZena prevdziné z opako-
vaného asparaginu a tyrosinu. Analyza transkriptu genu csd také predpovida doménovou
oblast, bohatou na arginin a serin. Gen csd byl klonovéan a sekvenovan ze véely medo-
nosné (Beye et al., 2003) a od doby, kdy byl gen csd objeven, se nalezl u vice nez 60
druht blanokiidlych (Heimpel et de Boer, 2008).

V roce 2008 védci objevili novy gen pro urceni pohlavi u véely medonosné, tento gen
je nazyvan sl-fem. Gen fem je konzervativni pfedchiidce genu, ze kterého vznikl gen csd
a také koduje protein zahrnujici doménu bohatou na arginin a serin. Varianta genu pro
trubce obsahuje predCasny stop kodon a varianta genu pro samici kéduje funkéni protein.
Srovnavaci analyza genu fem a csd ukazala pivod genu csd u véely medonosné z predka
fem a poskytuje dikaz pro pozitivni selekci genu csd doprovazenou selekci genu fem.
(Hasselmann et al., 2008)

Pokud se matka pafi s trubcem, ktery ma stejnou pohlavné urcujici alelu jako vajicko,
polovina z jejich diploidnich genli bude homozygotni a z vajicka se vyvine larva di-
ploidniho trubce. To je zndzornéno na obrazku €. 5. S velkou pravdépodobnosti tento jev
nastavd diky inbreedingu (Dos Santos ef al., 2016). V pfirodé byvaji diploidni trubci za-
biti délnicemi jiz ve stadiu larvy. Dé€lnice likviduji diploidni homozygotni larvy trubct,
které rozpoznaji ¢ichem, a to diky jinému sloZeni feromont v porovnani s tim, ktery
produkuji diploidni samici larvy (Pfidal, 2007).

Diploidni trubce vcely medonosné se podafilo odchovat i ve vCelstvu, ale nejCastéji
byvaji produkovani pro vyzkum v laboratornich podminkach a to za pomoci umélé in-
seminace matek. Pfi jejich vyvoji ve vCelstvu zdleZi na velikosti vCelstva a na ro¢nim
obdobi (Polaczek et al., 2000). V podzimnim obdobi bylo mozZzné ve vcelstvu sledo-
vat diploidni trubce az do stadia dospélosti, piestoze je produkce diploidnich trubcii
pro vcelstvo velmi energeticky narocna (Zayed, 2009). Diploidni trubci jsou v pfirodé
produkovani jen ziidka a poté nejsou Zivotaschopni, nebo jsou sterilni. Maji degrado-
vand varlata (Hugh et al., 1974) se snizenym mnozstvim diploidnich spermii, coz vede
k triploidnimu (sterilnimu) potomstvu. V mnoha ptipadech mohou byt diploidni trubci

morfologicky odliSeni velikosti nebo hmotnosti (van Wilgenburg et al., 2006).
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Obr. 5: Schéma pareni matek a trubcti pii panmiktickém (vlevo) a inbrednim (vpravo)

vztahu s ohledem na gen csd (podle Prymas et al., 2017).
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19 variant sex-alel genu csd

x sejdou-ll se dvé stejné alely, plod nedospéje

2.10 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou sekvence repetitivni DNA, které zahrnuji proménlivy pocet (do

100) tandemovych opakovani. Podle nékterych zdroji jsou tato opakovani dlouha 1-5
bp (Primmer et al., 1997). V odlisSnych zdrojich je uvedeno, Ze mohou byt dlouhd az
10 bp (Baker, 2000). Mikrosatelity se také oznacuji jako STRs (Short Tandem Repeats)
nebo SSRs (Simple Sequence Repeats). Mikrosatelity jsou vSudypfitomné a vyskytuji se
tedy v prokaryotickych i eukaryotickych genomech, v kédujicich i nekédujicich oblas-
tech DNA (T6th et al., 2000).
Mikrosatelity se podle nejzdkladnéjSiho rozdéleni déli podle délky repetice a struktury
repetitivni sekvence. Dle délky repetice se mizeme setkat s mono-, di-, tri, tetra- az de-
kanukleotidovymi mikrosatelity (Baker, 2000). Déle se mikrosatelity déli dle struktury
sekvence na dokonalé, nedokonalé, prerusené a slozené. Dokonalé mikrosatelity nejsou
preruseny Zadnou bézi, kterd nepatii do opakujiciho se motivu. Nedokonalé mikrosatelity
obsahuji ve svém motivu bézi, kterd do tohoto opakujiciho se motivu nepatii. PrerusSené
mikrosatelity obsahuji ve svém motivu sekvenci z nékolika bazi. SloZené mikrosatelity
obsahuji dvé a vice jednotek repetice (Bhargava et Fuentes, 2010).

Studium mikrosatelitti je zaloZzeno na amplifikaci jejich repetitivni oblasti pomoci po-
lymerazové fetézové reakce (PCR) a nasledné separaci amplifikovanych produktt (Cha-
puis et Estoup, 2007). PCR je zalozena na replikaci DNA a jeji podstatou je cyklicky se

opakujici termostabilni enzymova syntéza novych fet€zci vybranych usekt dvouretéz-
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cové DNA ve sméru 5‘—3‘ pomoci DNA polymerazy. Tento vybrany usek je ohranicen
dvojici primert, které se navazi na protilehlé fetézce DNA, aby jejich 3 konce sméfovaly
naproti sobé. DNA polymerdza a nukleotidy zacinaji syntetizovat nova vlakna proti-
smérné na obou matricich. Pro PCR se pouZzivaji termostabilni polymerazy, izolované
z riznych organismd, které odolavaji vysokym teplotam, napfiklad z bakterie Thermus
aquaticus. Produkty PCR jsou vizualizovany za denaturujicich podminek v polyakryl-
amidovych gelech, agarozovych gelech, kapilarni elektroforézou nebo fragmentacni analy-
zou pomoci sekvenatoru. Udaje ziskané z analyzy mikrosatelit jsou vhodné pro stano-
veni ptivodu druhti (Evans, 1993), pro populacni charakteristiku, pfibuzenstvi (Estoup
et al., 1993) a pro mapovani genomu (Solignac et al., 2003). Pro vcelu medonosnou se
mikrosatelity vyuZivaji v oblasti studia molekuldrni evoluce, k vytvoreni teoretickych

modeld mutaci, pro pochopeni jejiho reprodukéniho a socidlné biologického chovani

(Franck et al., 1998a).

2.11 Mikrosatelity vcely medonosné

Vela medonosna ma velky ekonomicky a ekologicky vyznam, a proto je u ni velky
zajem o molekuldrni markery. Po dlouhou fadu let byla morfometrie jedinou moZnosti jak
poddruhy vcely medonosné taxonomicky rozdélit. Ackoliv byla tato pozorovani velmi
dilezita pro rozliseni poddruhd, pro celkové rozdéleni byla nedostatecnd. Morfomet-
rii nahradilo studium allozymi, jehoZ geneticky vyklad je jednoznacny, ale allozymy
pfinesly jen mdlo informaci. Hlavnim diivodem byla nizkd hladina polymorfnich allo-
zymu u vcely stejné jako u dalSich blanokiidlych (Estoup et al., 1995). Vyznamné po-
kroky poté byly dosazeny az se zavedenim DNA technologii. Prvni studie molekuldrnich
technik se vice vénovaly mitochondridlni DNA a aZ poté se s rozvojem sekvenacnich
technik vyuZzivalo riznych jadernych markerd. Piikladem molekuldrnich technik muze
byt ndhodna amplifikace polymorfni DNA (RAPD), DNA fingerprinting nebo studium
mikrosatelitti (Baudry ez al., 1998). V poslednich 30 letech se molekularni metody stavaji
stale dalezit&jsi pri identifikaci poddruht véely medonosné (Bouga et al., 2011; Meixner
et al., 2013). Tyto molekularni metody jsou Casto zaloZené na studiu mikrosatelitovych
markerd (Bodur et al., 2007).

Estoup et al. (1993) popsali viibec prvni mikrosatelity pro véelu medonosnou. V ge-
nomu v¢ely medonosné a ¢meldka zemniho hledali opakujici se (CT), a (GT), sekvence.
(GT), opakovani jsou nejhojnéjSimi mikrosatelity u vysSich obratlovcl a objevuji se

v praméru kazdych 30 kb u lidi, 21 kb u krys a 18 kb u mysi. U vcel se mikrosate-
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lity s repetici (CT), vyskytuji v priméru kazdych 15 kb a (GT), repetice pfiblizn€ 34 kb.
(CT),, opakovani je také bohata skupina mikrosatelitii u savct. Avsak o izolaci mikro-
sateliti hmyzu a jinych obratlovcli nez savcu, se védé€lo jen velmi malo. Fragmentarni
znalost mikrosatelitd u bezobratlych vedla ve studii k charakterizaci (CT),, a (GT),, opa-
kujicich se sekvenci u dvou druhii blanokiidlych (v¢ely medonosné a ¢melaka zemniho).
Ve studii byly ¢astecné genomové knihovny véely medonosné konstruovany v plazmi-
dech a prohledavany pomoci znacenych (CT), a (GT), syntetickych oligonukleotidu.
Pouzili celkovou DNA 12 délnic v€ely medonosné z jednoho dlu. DNA byla kompletné
roz§tépena pomoci restrikéni endonukledzy Sau3A. Restrik¢ni fragmenty mezi 200—-600
bp byly extrahované z gelu a byly transformovany do kompetentnich bunék. Primérna
velikost klonovanych inzerti od v¢ely medonosné byla stanovena na 360 bp a z jeji DNA
bylo izovano celkem 75 mikrosateliti — 52 (CT), a 23 (GT),. Mikrosatelity izolované
v roce 1993 byly vyuZity a pojmenovény v pozdéjsich publikacich.

Estoup et al. (1994) vybrali 10 mikrosateliti ze 75 publikovanych (Estoup et al.,
1993), pojmenovali je a pouZili jako zaklad pro pochopeni genetického vztahu Clent
vCelstva mezi sebou, socidlniho chovani a pro zlepSeni chovu vcel. Pro studii pouZili
DNA z nékolika desitek vzorkt larev délnic véely medonosné (od 47 az 94). DNA byla
extrahovana dle Garnery et al. (1990). Pro analyzu bylo pouzito 10 mikrosateliti A7,
Al4, A28, A29, A35, A43, A76, A79, A107 a B124. Primérna hetorozygotnost byla
vypocitana z alelickych frekvenci populace (Nei, 1978). Ve vzorcich bylo zjiSténo 12
odlisnych otcovskych genotypi. Jak se predpokladalo, rozdil mezi lokusy byl velmi vy-
soky.

Estoup et al. (1995) pokracovali ve vyzkumu mikrosateliti u v¢el pro uréeni mi-
krosatelitové variace a pro zjiSténi genetické struktury. Pro studium vcely medonosné

pouzili 12 mikrosatelitd, vybrali nové mikrosatelity od Estoup ef al. (1993) a pojme-

A28, A29, A35, A43, A76, A107 a B124 (Estoup et al., 1994). Vzorky DNA z deviti
populaci (africkych a evropskych poddruhil) v¢ely medonosné byly vyizolovany (Gar-
nery et al., 1990) a amplifikovany pomoci PCR a rozdéleny v polyakrylamidovém gelu.
Vysledky byly testovany, zda jsou v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou, a gene-
ticka struktura populace byla ur¢ena pomoci programu GENEPOP verze 1.2. Primérna
heterozygotnost a primérny pocet alel byly vyznamné vyssi u africkych poddruht nez
u evropskych. Mikrosatelitové analyzy také potvrdily, Ze druh véela medonosna se béhem
evoluce rozdélil do tif odliSnych a hluboce diferencovanych linii.

Rowe et al. (1997) prezentovali primerové sekvence pro 18 mikrosatelitd véely medo-
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nosné. DNA extrahovali ze ti{ v€éel medonosnych iberskych z jednoho vcelstva v Australii.
Mikrosatelity identifikovali pomoci sondy (GA)qo. Primery byly navrZzeny pro 16 po-
tencidlnich mikrosatelitii a jen u osmi byl zjistény polymorfismus a ty pojmenovali B7,
ED-R, FE1, FE2, FM-F, GH-F, GJ a HC.

Franck et al. (1998b) izolovali novy mikrosatelit. V publikaci pouzili mikrosatelity
pro zkoumani pivodu poddruhd vcel zapadni Evropy (Apis mellifera). Bylo pouzito
pres 500 vzorka délnic veely medonosné ze 17 populaci a také byly pouzity mikrosa-
telitové lokusy publikované jiz diive A7, A24, A28, A43, A88, A113 a B124 (Estoup
et al., 1995), posledni nové izolovany lokus nazvali A8. Vysledky byly posouzeny po-
moci Hardy-Weinbergovi rovnovéhy, a vypocitiny programem GENEPOP verze 1.2. Ve
stejném roce pokracovali ve vyzkumu a izolovali navic 1 nové mikrosatelity Ap33, Ap36
a Ap43 (Franck et al., 1998a).

Baudry et al. (1998) zachytili 142 trubctd pifi snubnim letu a pomoci dvaceti vysoce
polymorfnich mikrosatelitl studovali genetickou rozmanitost skupiny. Testované mikro-
satelity byly A7, A14, A29, A76, A79, A107 a B124 (Estoup et al., 1994), A113 (Estoup
etal., 1995), A8 (Franck et al., 1998b) a Ap33, Ap36 a Ap43 (Franck et al., 1998a). Dalsi
mikrosatelity od Estoup et al. (1993) pojmenovali Apl, Apl2, Apl4, Apl6, Apl9, Ap34,
Ap37 a ApSS. Studie ukazaly, Ze zachyceni trubci vytvorili jednu skupinu Ctyf bratri,
Sest skupin po tfech bratrech, 20 skupin dvou bratrti a 80 samostatnych trubct. Tyto hod-
noty jsou velmi blizko Poissonovy distribuce a zaroven ukazuji nizkou pravdépodobnost
inbreedingu.

Neumann e? al. (1999) pokracovali ve vyzkumu a vyuzili mikrosatelity pro testovani
maternity u véely medonosné. Pro testovani byly pouZity v€eli matky a délnice, ze kterych
se izolovala DNA fenol-chloroformovou metodou a ta poté byla genotypovana pomoci
mikrosateliti A43, A76, A107 a B124 (Estoup et al., 1994).

Franck et al. (2001) zkoumali genetickou diverzitu véely medonosné v Africe. PouZzili
osm africkych populaci véely medonosné a Sest mikrosatelitd, které byly izolované jiz
diive — A24, A28, A43, A88, A113 a B124 (Estoup et al., 1995).

Chaline et al. (2002) vyuzili 17 mikrosatelitd pro genetickou analyzu trubct. Tyto
mikrosatelity pomohly rozlisit trubce, které produkovaly délnice od trubct, ktefi byli
vyprodukovéni matkou v dobé, kdy matka ve vcelstvu stdle byla. Mikrosatelity byly jiz
diive popsané A7, Al14, A28, A29, A35, A43, A76, A107 a B124 (Estoup et al., 1994),
A24, A88 a A113 (Estoup et al., 1995) a Apl4, Apl6, Apl9, Ap33 a Ap37 (Baudry et
al., 1998). V tomto vyzkumu zjistili, Ze pfevazné mnozstvi trubcti pochdzelo od trubcic.

Solignac et al. (2003) ucinili pokrok a prezentovali strukturu jadernych sekvenci 552
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mikrosatelitl, spole¢né se sekvencemi primeri a délkou sekvenovanych alel. VSech 552
mikrosatelitl je polymorfnich u véely medonosné. Byla vyuzita genomova DNA jedinct
vCely medonosné klonovana z BAC knihovny (nepublikované) ctyi poddruhti. DNA byla
zpracovana jako u Estoup et al. (1993). Primery byly navrZzeny pomoci programu Oligo
Primer Analysis Software (National Biosciences). Bylo testovdno 552 mikrosatelitti, ale
jen 36 jich bylo podrobné popsanych a publikovanych v tomto ¢ldnku.Tyto mikrosate-
lity byly vyuzity pro studii celého genomu vcely medonosné (Weinstock, 2006) a pro
konstrukci genetické mapy vcely medonosné (Solignac et al., 2004).

Previtali et al. (2008) pozorovali vyuziti spermii v pfirozené spafenych matkach po
dobu dvou let. Pivodné byly analyzovany Ctyfi mikrosatelitové markery A7, A24, A76
a B124. Lokus A76 byl dostate¢né variabilni a stacil k rozliSeni genotypu matek a ot-
covskych linif v Sesti koloniich.

Delaney et al. (2009) zjistovali trovefi genetické rozmanitosti uvnitf a mezi dvéma
komer¢nimi rozmnoZovacimi oblastmi matek USA. PouZili deset variabilnich mikrosa-
telitt jiz diive popsanych A7, A24, A28, A88, A113 a B124 (Estoup ef al., 1995), Ap43
(Baundry et al., 1998) a Ap55, Ap66 a Ap81 (Solignac et al., 2003). Ve srovnani téchto
dvou oblasti byla genova a genotypova diferenciace u vSech lokusti vyznamna.

Munoz et al. (2009) zkoumali genetickou strukturu a populacni rozmanitost chor-
vatské vCely medonosné kratiské (Apis mellifera carnica) pomoci péti mikrosateliti A7,
Ap43, Ap55, A113 a B124 (Estoup et al., 1995). Chorvatska populace byla rozdélena
na severni a jizni subpopulaci. Tyto subpopulace vykazovaly riizné tirovné vlivu italské
populace, zatimco vlivu fecké populace bylo jen velmi mélo.

Canovas et al. (2011) studovali genetickou strukturu véely medonosné iberské (Apis
mellifera iberiensis) analyzou 10 mikrosatelitnich lokusi A7, A24, A28, Ap43, Ap55,
Ap66, Ap81, A88, A107 a A113 (Solignac et al., 2003). Celkem bylo zjiSténo 124 alel
a téméf vSechny lokusy byly polymorfni, primérny pocet alel v kazdé populaci vCely
medonosné iberské se pohyboval mezi 5 a 7,5.

Alburaki et al. (2013) ve studii zkoumali genetickou rozmanitost véely medonosné
ze Syrie, Libanonu a Irdku. Vyuzili 14 mikrosatelitd, deset z nich bylo jiZ zndmych A7,
A28, A43, A88 a A113 (Estoup et al., 1995) a Ap43, Ap55, Ap81, B24 a B124 (Solignac
et al., 2003), zatimco Ctyfi dalsi byly nové objevené a urcené z genomu vcely medonosné
(Weinstock, 2006) a testované na polymorfismus. Jednalo se o mikrosatelity A8, Ap33,
Ap36 a Ap66. Tito védci zjistili, Ze vCela medonosna syrska se vyskytuje jak v Syrii, tak
v Libanonu bez vyznamné genetické variability mezi pfisluSnymi populacemi. Syrské

populace vcel nejsou spojeny s orientdlni linii Blizkého vychodu, s vyjimkou sporadické
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introgrese nékterych populaci v blizkosti tureckych a irdckych hranic.

Rahimi ef al. (2014) vyuzili pét jiz znamych a popsanych mikrosateliti A7, A28,
A43, A113 a B124 (Estoup et al., 1995) pro studium genetické rozmanitosti tf{ iranskych
populaci vcel (Apis mellifera meda). Ziskana data byla pouZita ke konstrukci fylogene-
tického stromu a rozdéleni irdnskych populaci v¢el do riznych fylogenetickych vétvi.

Techer et al. (2015) studovali jadernou variabilitu véely medonosné pomoci mikro-
satelitti na ostrové Rodrigues v Indickém ocednu. Na vyzkum pouzili 18 mikrosateliti
A28, A29, A35, A43, A107 a B124 (Estoup et al., 1994), A24, A88 a A113 (Estoup et
al., 1995), A8, Ap33 a Ap43, (Franck et al., 1998) a Ap55, Ap66, Ap81, Ap273, Ap289
a Ac306 (Solignac et al., 2003). Mikrosatelity A107 a Ap81 byly obtizné hodnotitelné
kvili vysoké frekvenci nulovych alel. Z téchto diivodd byly odstranény z této analyzy.
Ostatni mikrosatelity byly ispéSné genotypové s alespoii deseti amplifikovanymi alelami.

Oleksa et Tofilski (2015) pouzili pro uréeni poddruhti délnic v Kolonii ze smiSené
populace véely medonosné tmavé (Apis mellifera mellifera) a véely medonosné krariské
A. m. carnica 17 mikrosateliti, méfeni pomoci morfometrie a pouzili mikrosatelity A7,
A24, A88 a A113 (Estoup et al., 1995), Ap43 (Franck et al., 1998a) a A25, Acl1, Ap28,
Ap55, Ap66, Ap90, Apl103, Ap226, Ap238, Ap243, Ap249 a Ap256 (Solignac et al.
2003). Vice nez tii ¢tvrtiny kolonii byly zarazeny do stejného poddruhu obéma zpiisoby.

Pro vyvoj a mapovani genomu je obecné nutno velké mnoZstvi reprezentativnich mar-
kert. Proto se v poslednich letech rozmaha hledani mikrosatelita in silico, které spociva
v hledani markerd pomoci pocitacii z DNA knihoven, které jsou ulozené v databazich
pomoci specidlnich softwart. V¢ela medonosna je dobrym organismem pro studium he-
terogennich distribuci mikrosatelitti v genomu. Tento druh ma 16 chromozomu o celkové
velikosti genomu 262 Mbp a mé zvlasté vysokou miru rekombinace (20krat vyssi nez
u lidi) (Martin et al., 2010).

Vcela medonosnd je kliCovy model pro socidlni chovéani. V roce 2006 byl genom
v€ely medonosné sekvenovén a porovnan s ostatnimi jiZ zndmimi genomy hmyzu napf.
octomilkou (Drosophila melanogaster) nebo molem (7ineola bisselliella). Ve srovnani
s jinymi sekvenovanymi genotypy hmyzu, ma genom vcely mednosné vysoky obsah
A + T (adenin, thymin) bazi a postrada velké rodiny transpozonii. Dale byly preloZeny
geny pro interferenci RNA a DNA methylacni geny. V¢ela medonosnd ma méné gent pro
vrozenou imunitu, detoxifikacni enzymy, kutikuly-vytvaiejici proteiny a chufové recep-
tory. Naopak ma vice genl pro odorantni receptory a nové geny oproti hmyzu jsou pro
vyuziti nektaru a pylu. Diky osekvenovéni véeliho genomu, se podafilo podpofit africky

ptuvod vcely medonosné.
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3 Material a metody

3.1 Biologicky material

Pro analyzu jsem vyuZila genomickou DNA dvanicti matek a Sesti délnic vcely
medonosné kraniské (Apis mellifera carnica). Pro optimalizaci podminek PCR reakce
a zakladni charakteristiku mikrosatelitii jsem pouZzila DNA Sesti délnic a DNA dvandcti
matek byla pouzita k vlastnimu studiu oplozeni. Matky byly pfirozené oplozené a ode-
brané pfi vyméné matek v roce 2016. Pochazely z jedné oplozovaci stanice a byly ode-
brané z vice stanovist z chovu pana Svatopluka Sapdka v obci HruSovany nad JeviSovkou
(Znojemsko). Matky i délnice byly usmrceny zmacknutim hlavy a uchovdvany zmrazené
pfi -15 °C. K izolaci DNA jsme spole¢né s vedoucim bakaldiské prace vyuZili komeréné
dodavany kit — Exgene Tissue SV plus (GeneAll), ktery je mimo jiné vhodny téZ pro
izolaci DNA z hmyzu.

3.2 Chemikalie

- Akrylamid (Sigma)

- aTag DNA polymeraza (5 U/ul), M1241 (Promega)

- Bromfenolova modr (Serva)

- dNTPs (100 mmol/1, 400 pl), U1240 (Promega)

- Deionizovand voda

- Dusi¢nan stfibrny (Sigma - Aldrich)

- Ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

- Ethylendiaminotetraoctan sodny — NayEDTA (Lachner)
- Formaldehyd (AppliChem)

- Formamid (Lachema)

- Hydroxid sodny (Lachner)

- Chlorid sodny (Lachema)

- Kyselina borita (Lachner)

- Kyselina dusi¢nd 65% roztok (Lachner)

- Kyselina octovd (Lachner)

- 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

- Mocovina (Lachner)

- N, N"-methylenbisakrylamid (Applichem)

- N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin — TEMED (Applichem)
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- Peroxodisiran amonny (Lachner)
- Rain-off — tekuté stéraCe (Sheran)
- Thiosiran sodny (Lachner)
- Trishydroxymethylaminomethan — Tris (AppliChem)
- Uhli¢itan sodny (Lachner)
- Xylenova modft (AppliChem)
- Izolacni kit Exgene Tissue SV plus (GeneAll)
o TL pufr
o TB pufr
o BW pufr
o AE pufr
o TW pufr

o Proteinaza K 20 mg/ml roztok

3.3 Roztoky

Akrylamid, 6% zasobni roztok:
- 150 ml 40% zasobni roztok akrylamid : N, N’- methylenbisakrylamid 19:1
- 420 g mocovina

-50 ml 10x TBE

- 484 ml deionizovand voda
Dusic¢nan stribrny, 0,1% roztok:
- 0,8 g dusi¢nan stiibrny

- 800 ml deionizovand voda

- pridat 1,2 ml formaldehydu
Fix/stop roztok:

- 800 ml deionizovand voda

- 88 ml ledova kyselina octova
Hydroxid sodny, 1 mol/l roztok:
- 40 g hydroxid sodny

- deionizovana voda 11

Kyselina dusi¢na, 1% roztok:

- 12 ml 65% kyselina dusi¢na

- 800 ml deionizovana voda

23



Molekularni lepidlo:

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

- 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
Nanaseci roztok pro elektroforézu:

- 0,125 g xylenova modf

- 0,125 g bromfenolova modf

- 100 ml formamid

- 25 ml deionizovana voda

Peroxodisiran amonny, 10% roztok:

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

Polyakrylamidovy gel, 6% roztok:

- 60 ml 6% zasobni roztok akrylamidu

- 400 pl 10% roztok peroxodisiranu amonného
-40ul N, N, N’, N’- tetramethylethylendiamin
Reak¢ni pufr, 10x

- 200 ml deionizovand voda

- 3,028 g Tris (nebo 16,75 ml Tris 1 mol/l)

- pH upravit na hodnotu 9 pomoci HCI

- 9,325 g KCl

- 2,5 ml triton X-100

- po rozpustni domplit na 250 ml

TBE pufr, 10x zasobni roztok:

- 55 g kyselina borita (H3BO3)

- 108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- 1 1 deionizovana voda

Vyvojka:

- 24 g uhlicitan sodny

- 800 ml deionizovana voda

- 1,2 ml formaldehyd

- 160 pl roztok thiosiranu sodného
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3.4 Vybaveni laboratore

- Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

- Chladnicka kombinovand (Whirlpool)

- Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

- Magnetickd michacka MR Hei-Combi (Heidolph)

- Mikropipety Finnpipette 0,5-10 pl a 0,3 pl-1 ml (ThermoLabsystems)
- Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl-1 ml (Nichiryo)

- Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

- Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

- Negatoskop NEGA1 (Maneko)

- Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

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

- Termocykler GenePro (BIOER Technology)

- Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- Termocykler TC XP (BIOER Technology)

- Trepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

- Vortex mixer (Labnet International)

- Vortex MS2 (Ika)

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

3.5 1Izolace DNA

Genomicka DNA byla izolovdna pomoci kitu Exgene Tissue SV plus, ktery je vhodny
1 pro izolaci DNA hmyzu (GeneAll). Komer¢né doddvany kit obsahoval potfebné pufry
1 kolony s tubami. ProtoZe jsme s timto kitem dosud v laboratofi neméli zkusenosti, izo-
lovala jsem nejdiive DNA z vcelich délnic. Tak jsem si zaZila postup izolace a mohla po-
soudit kvalitu vyizolované DNA. Teprve poté, co jsem zjistila, Ze vyizolovand DNA ma
dostate¢nou koncentraci a kvalitu pro PCR reakci, jsem pfistoupila na izolaci DNA z ma-
tek. Izolace DNA probé&hla stejnym zptisobem u matek i u délnic. Nejdiive se vCela skal-
pelem roziizla ve stopce a rozdélila na dvé &asti. Cast prvni se sklddala z hlavy a hrudi.
Druh4 ¢4ast obsahovala zadecek, ve kterém je v pfipadé matek uloZen semenny vacek se

spermiemi trubcd. Tyto dvé &asti byly izolovédny zvIast.
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1. Vcely rozfiznout skalpelem ve stopce na dvé Casti. Prvni ¢ast vlozit do 1,5ml

mikrozkumavky a druhou vloZzit do druhé 1,5ml mikrozkumavky.

2. Do kazdé mikrozkumavky napipetovat 200 ul TL pufru a v mikrozkumavce ma-

teridl zhomogenizovat pomoci Potter-Elvehjemova homogenizétoru.

3. Pfipipetovat 20 pl roztoku proteindzy K (20 mg/ml). Promichat a inkubovat 1 ho-

dinu a 15 minut v termobloku pii teploté 56 °C.

4. Po inkubaci, mikrozkumavky pomoci centrifugy zcentrifugovat a supernatant pre-
nést do nové mikrozkumavky. Pfipipetovat 400 ul TB pufru a poté celkovy roz-
tok aplikovat na fritu kolony a kolonu se specidlni mikrozkumavkou centrifugovat

1 minutu pfi 6 000 G.

5. Po centrifugaci vyménit specidlni mikroszkumavku za ¢istou a na membranu ko-

lony aplikovat 600 ul BW pufru. Centrifugovat 30 sekund pti 6 000 G.

6. Vymeénit specidlni mikrozkumavku a aplikovat na fritu 700 ul TW pufru. Centri-
fugovat 30 sekund pii 6 000 G. Odpad vylit a pro odstranéni zbytkového pufru
centrifugovat 1 minutu pfi 13 000 G.

7. Kolonu s fitou pfesunout do Cisté 1,5ml mikrozkumavky a aplikovat na membranu
100 ul AE pufru. Kolonu nechat 2 minuty stét pfi pokojové teploté. Poté centrifu-
govat 1 minutu 13 000 G.

8. Na fritu kolony opét aplikovat 100 ul AE pufru a centrifugovat 1 minutu 13 000 G.
9. Koncentraci DNA zméfit pomoci spektrofotometru NanoDrop.

10. Vzorky zamrazit a pro ndslednou PCR amplifikaci uz dale nefedit.

3.6 Amplifikované mikrosatelity u vcely medonosné kranské

Ve své bakalarské praci jsem pro PCR amplifikaci vyuZila 15 mikrosateliti uve-
denych v tabulce €. 1. Tyto mikrosatelity v publikovanych clancich vykazovaly poly-

morfismus.
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Tabulka €. 1: Seznam patnacti mikrosatelitovych lokust testovanych v ramci ba-

kalarské prace s uvedenim sekvence primerd a literarniho zdroje.

Nazev lokusu | Sekvence primert (5 — 3’) Literarni zdroj
A7 F: GTTAGTGCCCTCCTCTTGC Estoup et al., 1994

: CCCTTCCTCTTTCATCTTCC
F: CGAAGGTAAGGTAAATGGAAC Franck et al., 1998b
: GGCGGTTAAAGTTCTGG
F: GAAGAGCGTTGGGTTGCAGG Estoup et al., 1994
: GCCGTTCATGGTTACCACG
F: AAACAGTACATTTGTGACCC Estoup et al., 1994
: CAACTTCAACTGAAATCCG
F: CACCGAAACAAGATGCAAG Estoup et al., 1994
: CCGCTCATTAAGATACTCCG
F: CGAATTAACCGATTTGTCG Estoup et al., 1995
: GATCGCAATTATTGAAGGAG
F: GCAACAGGCGGGTTAGAG Estoup et al., 1995
: CAGGATAGGGTAGGTAAGAG
Ap33 F: TTTCTTTTTGTGGACAGCG Franck et al., 1998a

F

F

F

F

F

F

F

A8

A28

A29

A43

A88

Al13

: CTACGCGCTTACAGGGCA Franck et al., 1998a
: GCCGAAATTCAACGCTCA
: GGCGTGCACAGCTTATTCC Franck et al., 1998a
: CGAAGGTGGTTTCAGGCC
: GATCACTTCGTTTCAACCGT Solignac et al., 2003
: CATTCGGTATGGTACGACCT
: TTGCATTCGGTCTCCAGC Solignac et al., 2003
: ACTTGCCGCGGTATCTGA
: GCATCGTCGAGGCGTTGA Solignac et al., 2003
: GAAAAGTATTCCGCCGAGCA
: CACAAGTTCCAACAATGC Solignac et al., 2003
: CACATTGAGGATGAGCG
: GCAACAGGCGGGTTAGAG Estoup et al., 1995
R: CAGGATAGGGTAGGTAAGAG

Ap36

Ap43

Ap55

Ap66

Ap81

R
R
R
R
R
R
R
R: AAATAAGGCGAAACGTGTG
R
R
R
R
R

B24

R

B124

3.7 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce byla délana pro 24 vzorki. Jeden vzorek se skladal

z 1 ul DNA z hlavy a hrudi, pfipadn€ ze zadeCku a z 9 ul PCR smési.

1. Do 1,5ml mikrozkumavky napipetovat komponenty PCR v daném objemu, uve-

dené v tabulce ¢. 2.
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Tabulka €. 2: Slozeni PCR reakéni smési pro 24 vzorki.

Slozky PCR smési Objem (ul)
Deionizovana voda 177,6
Reakéni pufr 10x 26,8
Roztok MgCl; (25 mmol/l) 16,0
Roztok dNTPs (20 mmol/l) 2,8
Primer F (10 mmol/1) 13,2
Primer R (10 mmol/l) 13,2
aTaq DNA polymerédza (S5U/ul) 4,0

2. Po napipetovani sloZzek PCR, zkumavku zvortexovat a zcentrifugovat.

3. Do 0,2ml PCR mikrozkumavek napipetovat 1 pul genomické DNA vcely medo-
nosné. PCR smés pfipipetovat do kazdé mikrozkumavky po 9 pul.

4. Mikrozkumavky vlozit do termocykleru, kde probéhne PCR reakce s podminkami

uvedenymi v tabulce €. 3.

Tabulka ¢. 3: Podminky PCR reakce.

Reak¢ni krok Pocet cykla | Teplota (°C) | Cas
Pocate¢ni denaturace DNA 1 94 5 min
Denaturace DNA 35 94 30s
Annealing 35 50 30s
Elongace 35 72 30s
Zavérecné prodlouzeni 1 72 7 min

5. Po vyjmuti z termocykleru uloZit a skladovat mikrozkumavky v chladnicce.

3.8 Elektroforeticka separace PCR produktu

Elektoroforetickou separaci DNA jsem provedla za denaturujicich podminek, s pou-
zitim elektroforetické komtirky S2 Whatman Biometra s dvéma skly o rozmérech 330 x

390 mm a 330 x 420 mm. Tlous{ka polyakrylamidového gelu byla 0,4 mm.
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Priprava polyakrylamidového gelu

1.

Malé i velké sklo umyt vodou a saponidtem pomoci kartdcku. Nasledné plochy skel,
které pfijdou do styku s gelem, oplachnout deionizovanou vodou, osusit, dvakrat

oplachnout 96% ethanolem a poté osusit papirovou utérkou.

. Plochu velkého skla, ktera bude v kontaktu s gelem, oSetfit pfipravkem Rain-off.

Ten rozetfit papirovou utérkou a po zaschnuti 2x opldchnout deionizovanou vodou

a sklo osusit papirovou utérkou.

. Plochu malého skla, kterd bude v kontaktu s gelem, oSetfit 1 ml molekularniho

lepidla. Tento roztok rozetfit papirovou utérkou a po zaschnuti ¢tyfikrat oplachnout

96% ethanolem. Po kazdém oplachnuti sklo osusit papirovou utérkou.

. Velké sklo premistit do digestofe oSetfenou plochou vzhiiru, na bo¢ni, podélné

okraje prilozit spacery, na kazdou stranu jeden a priklopit oSetfenou plochou men-

Stho skla. Skla pfichytit na obou stranach dvéma klipsy.

Do kadinky pfipravit 6% polyakrylamidovy gel. Timto roztokem vyplnit prostor
mezi skly a mezi skla vsunout v misté napliiovani hiebinek asi 0,5 cm hluboko.
V misté vlozeni hfebinku sepnout ¢tyfmi klipsy. Gel nechat alesponi 1 hodinu po-

lymerizovat.

Elektroforeticka separace PCR produktu

1.

Ztuhly polyakrylamidovy gel z obou stran ocistit karti¢kem a deionizovanou vodou

a osusit papirovym ru¢nikem.

. Vlozit do elektroforetické komurky a uchytit Sroubovacimi tchyty. Do komirky

nalit TBE pufr a vytdhnout hiebinek.

. Zapojit elektroforetickou komirku ke zdroji, nastavit 90 W, napéti na 3000 V

a proud na 150 mA a zapnout na 30 minut.

. Do vzorkil nanést po 5 pl nandseciho pufru a vlozit do termobloku na 3 minuty pii

94 °C na denaturaci.

. Po nahfati gelu vypnout zdroj a odstranit zbytky gelu a bubliny, vloZzit hfebinek

a nanést 2 ul vzorku.

. Zapojit elektroforetickou komurku ke zdroji, nastavit 70 W, napéti na 3000 V

a proud na 150 mA a zapnout na 1 hodinu 30 minut.
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7. Do Erlenmeyerovych banék pfipravit roztoky na vizualizaci: 1. fix/stop roztok,

2. roztok 1% HNOs, 3. vyvojku.

Vizualizace PCR produktia po elektroforetické separaci

1. Odpojit zdroj od elektroforetické komiirky a vyjmout skla. Vysunout spacery a no-
Zem oddélit skla od sebe. Malé sklo s pfilepenym gelem vloZit do misky na tfepacce

a zalit fix/stop roztokem na 20 minut.
2. Fix/stop roztok slit zpét do bariky. 3x oplachnout deionizovanou vodou.
3. Dale na 4 minuty zalit sklo 1% HNOs. 4x oplachnout deionizovanou vodou.

4. Na 30 minut vlozit malé sklo s gelem do roztoku AgNO3 s 1,2 ml formaldehydu.
Namocit do vody a rychle vlozit do fotomisky s vyvojkou s 1,2 ml formalde-

hydu a 160 pl NayS,0s3.

5. Po dostate¢né vizualizaci produktti do vyvojky prilit fix/stop roztok, ktery zastavi

reakci.

6. Poté namocit sklo na 2 minuty do deionizované vody a vloZit do predehraté suSarny

na 60 °C, kde se gel vysusi.
7. VysuSeny gel je mozné hodnotit na negatoskopu.

8. Vyhodnoceny gel se sklem ponofit na nékolik hodin do roztoku NaOH. Sklo po od-
lepeni gelu omyt kartdckem a sapondtem, oplachnout deionizovanou vodou a ususit.

Poté je opét pfipraveno pro dalsi pouZziti.
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4 Vysledky

V této bakalaiské praci bylo mym ukolem zjistit, s kolika trubci se matka béhem
snubniho letu spafila. Za pomoci polymorfnich mikrosatelitti a jejich PCR amplifikace
jsem zjistovala, kolik alel od kazdého trubce je v produktech PCR reakce s DNA vyizo-
lovanou ze zadeCku matky, v némZ se nachazi semenny vacek se spermiemi trubcd. Pro

dosazZeni niZe uvedenych vysledkt se moje laboratorni prace skladala z nékolika kroku:

o Odbér materidlu pro izolaci DNA (podrobné popsano v kapitole Materidly a metody —

v podkapitole Biologicky materidl).

o Optimalizace podminek izolace DNA pomoci kitu Exgene Tissue SV plus (GenAll) na

dé€lnicich v¢ely medonosné.
o Izolace DNA z matek v¢ely medonosné pro vlastni experiment.

o Optimalizace podminek PCR pro jednotlivé pary primert a zjisténi variability jednot-

livych mikrosatelita.

o Amplifikace 24 vzrokii DNA z dvanacti matek pomoci 11 polymorfnich mikrosatelitu.

Izolace genomové DNA ze viely medonosné kranské

Izolaci DNA jsem zkuSebné provedla na délnicich véely medonosné krariské podle
varianty navodu, kterd je specidlné vypracovand pro izolaci DNA z hmyzu. Po izolaci
jsem zméfila koncentraci DNA na spektrofotometru nanodrop a otestovala jsem, Ze DNA
lze pomoci PCR uspésné amplifikovat. Koncentrace vyizolované DNA z jednotlivych
¢asti vCel nabyvala velmi rozdilnych hodnot, v fadu jednotek az desitek pug/ml. Nejlepsi
vysledek byl 57,3 ug/ml. Podrobné vysledky koncentrace DNA u matek jsou uvedeny
v tabulce €. 4. V nékterych pfipadech, i po nékolika opakovanich, vychéazely zaporné
¢iselné hodnoty koncentrace. I s takovymi vzorky jsem provedla PCR reakci, ktera po-

skytla produkt.
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Tabulka ¢. 4: Koncentrace DNA ze vzorkt dvanacti matek véely medonosné krariské.

Koncentrace DNA (ug/ml)
Vzorek | Hlava a hrud | Zadecek
1 -0,4 2,9
2 0,3 7,7
3 1,1 12,8
4 -0,5 2,3
5 14,4 4,9
6 9,7 57,3
7 1,7 5,0
8 -19,0 -10,1
9 1,4 8,3
10 1,0 8,6
11 0,1 11,2
12 2,9 34,0

Optimalizace podminek PCR pro jednotlivé pary primeru

Dale bylo mym tkolem zoptimalizovat podminky PCR reakce pro 15 mikrosatelitt.
Na to jsem vyuzila DNA Sesti délnic. Pro v§echny mikrosatelity jsem na zacatku pouZzila
stejné slozeni PCR mixu a stejny program termocykleru. Zakladni teplotu annealigu jsem
zvolila 50 °C. Poté jsem dle vyhodnoceni elektroforetogramu teplotu annealigu upravo-
vala, aby bylo mozZné provést genotypizaci. Pokud se PCR produkt v polyakrylamidovém
pro amplifikaci u studovanych mikrosatelitii byla u mikrosatelitu A43 pfi teploté 44 °C.
Pokud PCR produkt nebylo mozné vyhodnotit, protoze se v gelu jevil jako pfili§ inten-
zivni, teplotu annealigu jsem zvySovala. Nejvyssi teplota pro amplifikaci u studovanych
mikrosateliti byla 66 °C, a to u mikrosateliti Ap55 a Ap81. Pokud zvyseni teploty ne-
vedlo k pozadované kvalité¢ vysledku, pfistoupila jsem na snizeni koncentrace MgCl,
v PCR reak¢ni smési z 1,6 nmol/l na 0,8 nmol/l. Toto jsem provedla u mikrosatelitu A7.
Cas separace v polyakrylamidovém gelu byl ve viech piipadech 90 minut.

Vsechny mikrosatelity nakonec poskytly PCR produkty. Mikrosatelity A43 a Ap81
poskytovaly monomorfni produkt a na zdkladé toho, jsem je vytadila z dal$i prace. Mik-

rosatelity A113 a ApS5 poskytovaly polymorfni produkty, ale byly velmi problematicky

hodnotitelné a proto jsem je z dalSich analyz také vytadila.
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Amplifikace vzorku DNA z dvanacti matek pomoci 11 polymorfnich mikrosatelitu

Pro amplifikaci jsem méla pripravenych dvanact matek (dvacet Ctyfi vzorki). Vzorky
byly od kazdé matky dva. Prvni vzorek obsahoval DNA z hrudi a hlavy. Druhy vzorek
obsahoval DNA ze zadeCku. Téchto 24 vzorkl jsem podrobila polymerazové fetézové
reakci na vybranych 11 polymorfnich mikrosatelitech a ziskala jsem od 2 do 12 alel na
lokus. Pouze 5 mikrosateliti mélo nad 5 alel na lokus. Byly tedy nejvhodnéjsi, protoze
poskytovaly nejvice informaci o variabilité. Pokud se stalo, Ze v ramci PCR jeden ze
vzorkl od jednoho jedince nevysel, tak jsem znovu v dalsi reakci zopakovala oba dva
vzorky spolecné ve stejném gelu, aby se zabranilo pfipadnym problémtim pii hodnoceni.
Teploty annealigu a pocty alel uvadim v tabulce €. 5.

Tabulka ¢. 5: Charakteristika 15 mikrosatelitd, testovanych na 24 vzorcich (12 mat-

kach) vC€ely medonosné kraniské (Apis mellifera carnica).

Lokus | Teplota annealigu (°C) Pocet alel
A7 52 4
A8 54 6
A28 65 2
A29 53 12
A43 44 Monomorfni
A88 61 5
Al13 52 Polymorfni, nehodnotitelné
Ap33 60 5
Ap36 63 6
Ap43 65 3
Ap5S5 66 Polymorfni, nehodnotitelné
Ap66 50 3
ApS8l1 67 Monomorfni
B24 56 3
B124 51 2

Na nésledujicich fotografiich jsou zobrazeny vysledky elektroforetické separace vy-
branych mikrosateliti po PCR amplifikaci u dvanacti matek vcely medonosné kranské.

Jedna se o lokusy A8, Ap66 a A88, u kterych bylo detekovano vice alel.
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Obr. 6: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu A8, u kterého bylo detekovano 6
alel pfi teploté 54 °C. Alely jsou oznaceny jako Alela 1 az Alela 6 a jedinci jsou oznaceni
1H, 1Z az 12H, 127 (Cislo oznacuje jedince, H = DNA z hlavy a hrudi, Z = DNA ze

zadeCku).

1H1Z 2H27 3H3AZ 4H47Z 5H 57 6H 6Z TH7Z 8H 8Z O9H9Z10H10Z11H11Z 12H 127

— Alda ]

- --!. £— Aldal

= Alela 3
— Alela 4

= Alela §
& Alela &

Obr. 7: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu Ap66, u kterého byly detekovany
3 alely pfi teploté¢ 50 °C. Alely jsou oznaceny jako Alela 1 az Alela 3 a jedinci jsou
oznaceni 1H, 1Z az 12H, 127 (¢islo oznacuje jedince, H = DNA z hlavy a hrudi, Z =
DNA ze zadecku).

IHIZIHIZIH M AH4ZSH 5L 6H6Z TH TESH 82 9H 9Z 10H 10Z 11H 11Z 127H 127

— Alelal

£&— Alela2

€— Alela3
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Obr. 8: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu A88, u kterého bylo detekovano
5 alel pfi teploté¢ 61 °C. Alely jsou oznaCeny jako Alela 1 az Alela 5 a jedinci jsou
oznaceni 1H, 1Z az 12H, 12Z (&islo oznacuje jedince, H = DNA z hlavy a hrudi, Z =
DNA ze zadecku).

IH1Z2H2Z 3HAZ 4H 4Z 5H 5Z 6H6Z THT7Z SHEZ 9HOSZ10H10Z11H11Z12H12Z

Posledni cil praktické Casti bakalarské prace nebyl naplnén, protoze v ramci vSech
mikrosatelitli a vSech dvanacti matek (vZdy jeden vzorek z hlavy a hrudi, druhy ze
zadecku), poskytla PCR naprosto stejny vysledek. Ve vSech pripadech jsem ziskala v rdm-
ci téchto dvou vzorkii homo- nebo heterozygotni konstituci alel. V piipadé mikrosate-
lith se dvéma alelami je mozné takovy vysledek ziskat, ale u polymorfniho mikrosate-
litu s dvandcti alelami, by byl takovy vysledek velmi nepravdépodobny. Ani v jednom
piipadé se tedy nepodafilo ziskat ze vzorku DNA ze zadeCku dalsi, jinou alelu, kterad by
nebyla v PCR produktu DNA z hlavy a hrudi. A ani v jednom pfipadé se tedy nepodafilo
prokazat amplifikaci DNA z trub¢ich spermii.
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5 Diskuze

V této bakalarské praci jsem se snazila zjistit poCet trubcti, ktefi se spafili s mat-
kou. Toho jsem chtéla dosahnout pomoci PCR amplifikace na celkem 15 mikrosateli-
tovych lokusech a dvandcti matkdch v€ely medonosné kranské (Apis mellifera carnica).
Pro izolaci DNA jsem musela ovéfit vhodnost pouZzitého kitu a osvojit si izolaci DNA
pomoci néj na Sesti délnicich v€ely medonosné krariské a poté jsem tuto DNA vyuzila
k optimalizaci podminek PCR mikrosatelitii a zjisténi jejich vlastnosti. Zjistila jsem, Ze
dva z patnéacti mikrosatelitii poskytuji monomorfni produkt a dalsi dva mikrosatelity po-
skytuji polymorfni produkt, ale jsou problematicky hodnotitelné, proto jsem je vyfadila
z dalsiho testovani. Zbylych 11 mikrosatelitii poskytovalo polymorfni produkty a byly
studovany na matkach. Vybrala jsem polymorfni, dobie hodnotitelné mikrosatelity, které
jsem pouZzila pro amplifikaci s DNA z matek vCely medonosné kraniské. Z kazdé matky
byly dva vzorky, prvni obsahoval DNA z hlavy a hrudi a druhy DNA ze zadecku, kde
se nachdzi i semenny vacek se spermiemi trubct. Dil¢i kroky teoretické ¢asti bakalarské
prace se povedly. Bohuzel, ve vSech produktech PCR reakce ze zadeCku se nenachézely
jiné alely, nez alely, které byly i v produktu PCR reakce z hlavy a hrudi. PCR produkty
ziskané amplifikaci dvojic vzorki z matek davaly stejny vysledek a nepodafilo se mi

dosdhnout cile a zjistit s kolika trubci se matka pfi snubnim letu spafi.

P1i optimalizaci PCR reakce jsem vyradila mikrosatelity A43 a Ap81 z diivodu po-
skytnuti pouze monomorfniho produktu. Mikrosatelit A43 byl testovan Estoupem et al.
(1994) a vysledny produkt mikrosatelitu byl polymorfni, nalezli 6 alel na 26 jedincich,
jako teplotu annealingu zvolili 55 °C. Pfi mém pokusu byla teplota annealingu 44 °C.
Mikrosatelit Ap81 pouzili Dalaney et al. (2009) a amplifikovali ho pfi teploté annealingu
54 °C a produkt PCR reakce byl polymorfni, nalezli v jedné populaci vice nez 15 alel.
Teplota, kterou jsem pii pokusu zvolila ja, byla 67 °C.

Dale jsem z pokusu vyfadila mikrosatelity A113 a Ap55 z divodu obtizného hodno-
ceni. Estoup et al. (1995) testovali mikrosatelit A113 s teplotou annealingu 60 °C, nalezli
v jedné populaci az 11 alel na 36 jedincich. Problém s hodnocenim nebyl popséan. Tento
mikrosatelit byl pouzit i ddle v dalSich publikacich Franc et al. (1998b) nebo Rahimi et
al. (2014). J4 jsem pouZila teplotu annealingu 52 °C. Dalaney et al. (2009) amplifikovali
mikrosatelit ApS5 s teplotou annealingu 54 °C, v jedné populaci nalezli 13 alel a nebyl
zminén zadny problém, teplota pouzitd v tomto pokusu byla 66 °C.

V pokusu jsem ziskala produkty PCR reakce ze zadeCku matky, ve vSech piipadech
totozné s produkty z hlavy a hrudi. Pfedpoklad byl, Ze produkty ze zadecku budou ob-
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sahovat u polymorfnich mikrosatelitd i alely, které patii DNA trubcti. Divody, které by

mohly za negativni vysledky pokusu, zmifiuji v dalSim textu:

a) Dvouleté matky vcely medonosné nemaji v semenném vacku spermie

Matky pouZité pro studium oplozeni byly odebrané pfi vyméné matek v roce 2016,
tyto matky byly dvouleté. Moznost vykladeni matek po dvou letech je velice neprav-
dépodobnad a to je potvrzeno pozorovanim matky ve vcelstvu (Sapdk, osobni sdéleni).
Matka na zacatku svého kladeni ma v semenném vacku okolo 5 miliont spermii (Mac-
kensen, 1948; Page, 1986). Matka, obvykle jedna na kolonii, ma desetinasobek délky
Zivota délnic (Weinstock et al., 2006) a v komerénim vcelstvu Zije primérné 2 roky,
klade az 2 000 vajicek denné se sezonnimi prestidvkami a sperma uchovava roky bez
ztraty Zivotaschopnosti. Sperma je v semenném vacku udrZzovano nehybné pii konstatni

teploté a prezivd i desetileti (Taber et al., 1960; Boomsmaet al., 2005).

b) V zadecku matky vcely medonosné jsou latky inhibujici PCR reakci

Potenciondlni inhibitory PCR reakce mohou pochézet ze zdroje tkdné pro izolaci
DNA, nebo také z purifika¢nich metod pouZzitych pfi ptipravé vzorku. Purifikacni me-
tody pouZzité pfi izolaci, mnou zpracovanych vzorcich, byly v poraddku, protoze izolace
provedena na délnicich i na matkach byla stejnd (jak u izolace DNA z hlavy a hrudi, tak
i izolace DNA ze zadecku). Neni tedy pravdépodobné, Ze by latky v zadecku matky ne-
gativné ovliviilovaly PCR amplifikaci. Produkty PCR poskytovaly hodnotitelné vysledky.
Dalsi piiklady inhibitorti jsou inhibitory pochézejicich z buiiky, které zahrnuji napriklad
hem (Akane et al., 1994) a nékteré dalsi proteiny (DeFranchis et al., 1998). U véely me-
donosné je jako negativni PCR inhibitor popsan pouze pigment z oci (Boncristiani et al.,

2011). Dalsi studie ukazujici na inhibici PCR u v¢ely medonosné nejsou zndmé.

¢) Spatné uchovani vzorku véel

Vcely délnice 1 matky poskytnuté pro studium oplozeni byly zabity zmacknutim
hlavicky a poté uchovany v mrazicim boxu pfi-15 °C. Tyto vzorky byly z mraziciho boxu
vyjmuty pouze pro izolaci DNA. Je nepravdépodobné, Ze by vzorky pro izolaci DNA byly
$patné€ uchovany a DNA trubct v semenném vacku byla poskozena, protoZze PCR reakce
poskytla produkty s DNA matky. Tedy pokud by byly vzorky Spatné uchovany, nevysel
by zadny produkt PCR reakce.

d) Sperma ze semenného vacku je pro PCR reakci malo

Matka se paii s vice nez deseti trubci (Ruttner, 1976) a kazdy trubec matce preda

pfiblizn€ 6 miliont spermii (Kerr et al., 1962). Po spareni se matka vraci do dlu s primérné
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80-90 miliony spermii ve vejcovodech (Koeniger, 1986) a poté je pres 5 milionil spermii
pomoci jejich motility a kontrakci svalli matky pifevedeno do semenného vacku. Matka
klade denné az 2 000 vajicek (Grozinger et al., 2007). Matky, odebrané pfi vymeéné, byly
pouze dva roky staré. Reakci PCR lze provést i s DNA z jedné buiiky, a tak tedy neni

pravdépodobné, Ze za nedspéchem stidlo malé mnozstvi spermii v semenném vacku.

¢) Populace je silné inbredni

Sperma v semenném vacku matky je mixovano a rizné agregovano (Franck et al.,
1999). Poradi, ve kterém matka pouziva spermie od ruznych trubci pro oplozeni, ma
velky vyznam, protoZze mnohondsobné spdreni u matky sniZuje mozZnost genetického
vztahu mezi ¢leny kolonii a pfispiva k redukci pfibuznosti mezi matkou a trubci (Ha-
milton, 1964). Baudry et al. (1998) studovali trubce, ktefi byli odebrani pfi snubnim letu
a zjistovali rozmanitost skupiny. Zjistili, Ze genetickd rozmanitost této skupiny je velmi
blizka Poissonové distribuci a hodnoty ukazuji velmi nizkou pravdépodobnost inbree-
dingu. Je nepravdépodobné, zZe by matky, pouzité pro studium byly oplozené trubci, ktefi
jsou geneticky tak uniformni, Ze by produkt PCR ze zadeCku neposkytl Zadnou alelu
odliSnou od alel z hlavy a hrudi. Je tedy nepravdépodobné, Ze by v pfipadé mnou zpra-
covanych dvanécti matek z volného péareni, byla na lokalité tak obrovskd mira genetické
uniformity trubct, vzhledem k tomu, Ze v pripadé mikrosatelitu A29 jsem v genotypech

12 matek nalezla 12 alel.

Zavérem diskuze navrhuji nékolik moznosti, které by mohly vést k naplnéni cile

prace:

Diky vysokému poctu alel, by bylo vhodné, pouZzit mikrosatelit A76 (Estoup et al.,
1994), ktery byl ve studiu otcovskych linii véely medonosné mnohokrit vyuZzit. Autofi
nalezli 17 alel na 30 jedincich. Tento mikrosatelit je podle riznych zdrojii vysoce po-
lymorfni a uZzitecny pro detekci otcovskych linii — az dvanact otcovkych linii miize byt
zjiSténo pomoci tohoto mikrosatelitu (Previtali et al., 2008). Dale bych doporucila pouZiti

mikrosatelitu A107, u kterého nalezli (Estoup et al., 1994) az 22 alel na 30 jedincich.

Dalsi moznosti by bylo odebirat smésny vzorek na izolaci DNA z nékolika trubcd,
ktefi jsou z neoplozenych vaji¢ek. PCR amplifikaci je tak moZné zjistit, jakou alelo-
vou konstituci na daném mikrosatelitovém lokusu matka nese. Odchytem délnic, jako
v piipadé Previtali et al. (2008), izolaci DNA a PCR amplifikaci mikrosateliti je mozZné
zjistit, jaké alely jsou trubcii, protoze kazda délnice nese jednu alelu od matky a druhou

alelu od otce (trubce).
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Tteti moznosti je zménit postup izolace DNA. Semenny vacek je tvofen DNA matky
a spermie jsou tvofené DNA trubcu. Pro ziskdni trubCich spermii na izolaci DNA je
mozné vypitvat ze zadeCku matky semenny vacek. I1zolace DNA ze spermii pfimo ze
semenného vacku matky by mohla pfispét k ziskani vyssi koncentrace DNA pro poly-
merazovou fetézovou reakci, zlepSeni jeji kvality a Cistoty, a tedy sniZeni koncentrace

piipadnych inhibitorti PCR.
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6 Zavér

Ve své bakalarské praci jsem se snaZzila zjistit poCet trubcd, ktefi se pri snubim letu
sparili s matkou. Cile jsem chtéla dosahnout PCR amplifikaci polymorfnich mikrosate-
litd, uréenych pro v¢elu medonosnou (Apis mellifera). Chtéla jsem porovnat vysledky
PCR amplifikace s DNA vceli matky, vyizolované z hlavy a hrudi, se vzorky DNA matky
vyizolované ze zadeCku, kde kromé DNA matky jsou i v semenném vacku spermie vSech
trubci, se kterymi se matka sparila.

V bakalarské praci jsem testovala celkem 15 mikrosatelitovych lokusd, z nichzZ jsem
vybrala 11 polymorfnich pro vlastni pokus. Déle jsem pii optimalizaci zjistila, Ze dva
mikrosatelity poskytuji monomorfni produkt a dalsi dva mikrosatelity poskytuji poly-
morfni produkt, ale jsou problematicky hodnotitelné, proto jsem je pfi optimalizaci vy-
fadila. S pouzitim 11 polymorfnich mikrosatelitii jsem ziskala celkem od 2 do 12 alel na
lokus. Pouze 5 mikrosateliti mélo vice nez 5 alel na lokus a tedy tyto mikrosatelity mély
nejveétsi vypovidajici hodnotu.

Dilci kroky bakalafské prace byly uspésné. Bohuzel, PCR amplifikaci s DNA ziskanou
izolaci ze zadeCku matek, se mi ve vSech pfipadech podatilo ziskat pouze PCR produkt,
ktery obsahoval stejné produkty, jako PCR z hlavy a hrudi. Ani v jednom piipadé, neob-

sahoval dalsi alely, které by pochdzely od trubct s nimiz se matka sparila.
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