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Souhrn

Tato bakalářská práce se zabývá oplozenı́m matky včely medonosné (Apis mellifera)

a odhadem počtu trubců, kteřı́ se spářili s matkou.

V teoretické části bakalářské práce jsem charakterizovala řád blanokřı́dlı́, čeled’ vče-

lovitı́, rod včela a zařadila jsem včelu medonosnou do taxonomického systému. Po-

psala jsem život ve včelstvu, základnı́ anatomické a morfologické znaky včely medo-

nosné s důrazem na pohlavnı́ ústrojı́ matky a trubce. Zaměřila jsem se na pářenı́ matky

a trubců a věnovala se haplodiploidnı́mu určenı́ pohlavı́ u včely medonosné. Dále násle-

duje obecná charakteristika mikrosatelitů a popsánı́ mikrosatelitů izolovaných pro včelu

medonosnou.

V praktické části jsem izolovala genomovou DNA 12 matek včely medonosné, od

každého jedince dva vzorky. Prvnı́ vzorek byl z hlavy a hrudi, druhý vzorek ze zadečku,

kde je uložený semenný váček se spermiemi trubců. Optimalizovala jsem podmı́nky pro

PCR u 15 mikrosatelitů a vybrala jsem z nich 11 polymorfnı́ch.

Při testovánı́ vzorků poskytly všechny mikrosatelity PCR produkt, ale ani v jenom

z přı́padů se nepodařilo zı́skat produkt s DNA ze zadečku odlišný od PCR produktů

s DNA izolované z hlavy a hrudi. Celkem jsem u 11 mikrosatelitů 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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4 Výsledky 31

5 Diskuze 36

6 Závěr 40
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1 Úvod

Mikrosatelity jsou krátké úseky DNA tvořené tandemovými repeticemi dlouhými ma-

ximálně do deseti nukleotidů, dı́ky vysoké variabilitě jsou mikrosatelity použı́vány jako

genetické markery napřı́klad v populačnı́ genetice pro určovánı́ paternity a struktury po-

pulacı́. Jejich význam je i v genetickém mapovánı́. Pro jejich amplifikaci se využı́vá

polymerázová řetězová reakce a následná separace vzniklých produktů.

Včela medonosná (Apis mellifera) je sociálnı́ hmyz, který žije v koloniı́ch desı́tek

tisı́c jedinců. Tyto kolonie se nazývajı́ včelstva a obvykle se skládajı́ ze třı́ kast: z matky,

z trubců a z dělnic. Matka je od počátku určena velikostı́ buňky, do které je vajı́čko

nakladeno a také tı́m, že v rané fázi vývoje larvy je krmena mateřı́ kašičkou. Dospělá

matka klade oplozená i neoplozená vajı́čka. Většinu včel ve včelstvu tvořı́ dělnice, které

se lı́hnou z oplozených vajı́ček a plnı́ po dobu svého života různé úkoly pro růst a fun-

govánı́ včelstva. Z neoplozených vajı́ček se lı́hnou trubci. Tento způsob určovánı́ pohlavı́

je nazýván haplodiploidnı́. Trubci se při snubnı́m letu spářı́ s matku na mı́stě, které se

nazývá trubčı́ shromaždiště. Matka po spářenı́ klade vajı́čka přibližně 4–5 let.

V této bakalářské práci bych chtěla na základě analýzy mikrosatelitů určit počet

trubců, pářı́cı́ch se s matkou při snubnı́m letu.
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Cı́le práce

1. Vypracovánı́ rešerše na téma bakalářské práce (včela medonosná, oplozenı́ u včel,

haplodiploidnı́ systém kódovánı́ pohlavı́ u blanokřı́dlého hmyzu, polymorfnı́ mik-

rosatelity známé u včely medonosné).

2. Shromážděnı́ dostupných literárnı́ch zdrojů.

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

odhad počtu trubců, se kterými se pářily.
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2 Literárnı́ přehled

2.1 Řád blanokřı́dlı́

Blanokřı́dlı́ (Hymenoptera) jsou řádem hmyzu obsahujı́cı́m vı́ce než 150 000 po-

psaných druhů a zahrnujı́ mnoho druhů včel, vos, lumků a mravenců (Everson, 2014).

Dělı́ se na dva podřády: štı́hlopası́ (Apocrita) a širopası́ (Symphyta). Širopası́ se vyznačujı́

tı́m, že jejich zadeček nasedá v celé šı́ři na hrud’ a patřı́ mezi ně napřı́klad jehlatkovitı́,

pilořitkovitı́ nebo ploskohřbetkovitı́. Štı́hlopası́ majı́ oddělený zadeček od hrudi stop-

kou, aby ho mohli při vpichovánı́ kladélka do hostitele snáze ohnout (Žd’árek, 2015).

Podřád štı́hlopası́ zahrnuje naprostou většinu zástupců blanokřı́dlých, mezi kterými jsou

i sršňovitı́, mravencovitı́ a včelovitı́. Blanokřı́dlı́ jsou ekologicky velmi významnı́ z dů-

vodu velké škály rolı́ v ekosystému – napřı́klad dravci, paraziti, opylovači apod. (Pe-

ters, 2017) a vyskytujı́ se ve všech oblastech kromě polárnı́ch, nejhojněji jsou však za-

stoupeni v tropech a subtropech. Blanokřı́dlı́ patřı́ mezi holometabolický hmyz a vy-

značujı́ se přeměnou dokonalou, tedy se vyvı́jejı́ ve čtyřech stádiı́ch – vajı́čko, larva,

kukla a dospělec. Pohlavı́ jedinců je určováno tı́m, zda je vajı́čko oplozeno nebo ne.

Z oplozených vajı́ček se stávajı́ samice a z neoplozených se lı́hnou samci. Mezi oběma

pohlavı́mi často existuje extrémnı́ pohlavnı́ dimorfismus (Lindauer, 2016).

2.2 Čeled’ včelovitı́

Čeled’ včelovitı́ (Apidae) zahrnuje včely, které jsou eusociálnı́, ale nejvı́ce včel v této

čeledi je samotářských (Gillott, 2005). V České republice se vyskytuje přibližně 600

druhů samotářských včel, podle ústrojı́ pro sběr pylu se rozdělujı́ na včely nohosběrné

(Podilegae) a břichosběrné (Gastrilegae). Tyto včely nežijı́ ve společenstvech a nemajı́

dělnice, vyskytujı́ se jen v dokonalých pohlavnı́ch formách – samci a samice (Veselý,

2003). Samice spářené se samci kladou vajı́čka do buněk, které si samy vytvořily a záso-

bujı́ je potravou pro larvy, většinou se nedožı́vajı́ dalšı́ generace. Samice vytvářejı́ buňky

různým způsobem v různých materiálech a dle toho byly pojmenovány některé rody,

např. pı́skorypka (Andrena), drvodělka (Xylocopa), zednice (Osmia), čalounice (Mega-

chile). Dalšı́ včely samotářky se jmenujı́ podle vzhledu nebo dle rostlin, které opylujı́

– šedosrstka (Rhophitoides), pelonoska (Anthophora), ploskočelka (Halictus), olejnice

(Macropis) a mnohé dalšı́ (Švamberk, 2000). Eusociálnı́ včelovitı́ se vyznačujı́ tı́m, že

sbı́rajı́ nektar a pyl nejen pro sebe, ale i pro larvy, které se tı́m potom také kontinuálně

živı́ po celou dobu jejich vývoje. Mezi eusociálnı́ včelovité se řadı́ i rod včela.
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2.3 Rod včela

Předpokládá se, že rod včela (Apis) existuje na této planetě v dnešnı́ morfologické po-

době nejméně 63 milionů let – podle morfologicky přı́buzné včely (Cretotrigona prisca)

zalité v jantaru. Někteřı́ autoři se domnı́vajı́, že rod včela se vyvinul v tropické Eurasii

(Ruttner, 1988), někteřı́ že na střednı́m východě (Garnery, 1992) a poté se stěhoval na

sever a západ. Nejnovějšı́ poznatky ukazujı́, že včela původně pocházı́ z Afriky (Whit-

field et al., 2006). Nicméně Evropy včela dosáhla do konce pleistocénu přibližně před

15 tisı́ci lety (Weinstock et Robinson, 2006). Ve Španělsku v Pavoučı́ jeskyni byly nale-

zeny kresby staré 12 tisı́c let, které zobrazujı́ vztah člověka a včel (výjev dvou postav při

sběru medu) (Švamberk, 2003). Dı́ky klimatickým podmı́nkám a rozmanitým druhům

včelı́ pastvy se rod včela adaptoval a rozdělil do devı́ti druhů (Přidal et al., 2008):

◦ Apis mellifera Linnaeus, 1758 – včela medonosná,

◦ A. florea Fabricius, 1787 – v. květná,

◦ A. cerana Fabricius, 1793 – v. východnı́,

◦ A. dorsata Fabricius, 1793 – v. obrovská,

◦ A. andreniformis Smith, 1858 – v. trpasličı́,

◦ A. nigricincta Smith, 1861 – v. celebeská,

◦ A. laboriosa Smith, 1871 – v. skalnı́,

◦ A. koschevnikovi Enderlein, 1906 – v. sundská,

◦ A. nuluensis Tingek, Koeniger et Koeniger, 1996 – v. sabašská.

Tyto druhy se také rozdělujı́ na podrody podle velikosti. A. dorsata a A. laboriosa

patřı́ do podrodu Megapis. Druhy A. florea a A. andreniformis do podrodu Micrapis.

Ostatnı́ druhy jsou střednı́ velikosti a patřı́ do podrodu Apis (Přidal et al., 2008).

2.4 Druh včela medonosná

Včela medonosná (Apis mellifera) je jeden z nejznámějšı́ch sociálně žijı́cı́ch zástupců

blanokřı́dlého hmyzu a vyskytuje se v mnoha ekosystémech s výjimkou polárnı́ch oblastı́

a pouštı́ (Winston, 1991). Včela medonosná má dı́ky opylovánı́ kulturnı́ch a jiných planě

rostoucı́ch hmyzosnubných rostlin velmi významný vliv na udržovánı́ rovnováhy mezi

hmyzosnubnými a větrosnubnými rostlinami, která má velký význam v utvářenı́ charak-

teru krajiny (Švamberk, 2015). Pokud nejsou na daném územı́ v dostatečné mı́ře zastou-

peni opylovači, předevšı́m včela medonosná, může dojı́t k převaze rostlin větrosnubných.

Včela má vliv na hospodářstvı́, a to produkcı́ medu, vosku, propolisu, pylu (pergy), mateřı́

kašičky, včelı́ho jedu, ale hlavně opylovacı́ činnostı́ (Žd’árek, 2015).
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Druh včela medonosná se dle Pokorného et Šifnera (2004) taxonomicky řadı́ do:

řı́še živočišné (Animalia),

kmene členovci (Arthropoda),

podkmene vzdušnicovci (Tracheata),

třı́dy hmyz (Insecta),

podtřı́dy křı́dlatı́ (Pterygota),

řádu blanokřı́dlı́ (Hymenoptera),

podřádu štı́hlopası́ (Apokrita),

nadčeledi včely (Apoidea),

čeledi včelovitı́ (Apidae),

rodu včela (Apis),

druhu včela medonosná (Apis mellifera).

Včela medonosná se rozděluje do mnoha poddruhů, kterých je nynı́ uznáno přibližně

třicet. V rámci těchto poddruhů se rozeznávajı́ i jejich ekotypy a chovná plemena, která

jsou důležitá pro praktiky a udrženı́ genetické struktury chovů (Oleksa et Tofilski, 2015).

V rámci plemen mohou vzniknout i několikanásobnı́ křı́ženci. Podruhy včely medonosné

se rozdělujı́ podle mı́sta, kde se přirozeně vyskytujı́ na poddruhy severozápadnı́ Ev-

ropy, jihovýchodnı́ Evropy, Blı́zkého východu a Afriky (Weinstock et Robinson, 2006).

Zástupci poddruhů Blı́zkého východu jsou napřı́klad včela medonosná kyperská (A. m.

cypria), v. m. kavkavzská (A. m. caucasica) nebo v. m. anatolská (A. m. anatoliaca).

Africké včely jsou napřı́klad v. m. středoafrická (A. m. scutellata), v. m. tellská (A. m.

intermissa) nebo v. m. egyptská (A. m. lamarckii). Nejznámějšı́ poddruhy včely medo-

nosné ze severozápadnı́ Evropy jsou v. m. tmavá (A. m. mellifera), a v. m. iberská (A. m.

iberiensis). V. m. kraňská (A. m. carnica) a v. m. vlašská (A. m. ligustica) jsou poddruhy

ze skupiny jihovýchodnı́ Evropy (Winston, 1991) viz obrázek č.1.

V obdobı́ po poslednı́ době ledové osı́dlily naše územı́ dva poddruhy: včela medo-

nosná tmavá (A. m. mellifera) a včela medonosná kraňská (A. m. carnica) (Přidal, 2005).

O jejich přesném rozšı́řenı́ na územı́ ČR se vedou spory. Z důvodu měnı́cı́ho se prostředı́

a migrace nenı́ zcela známé původnı́ rozmı́stěnı́ poddruhů v ČR. Prvnı́ spolehlivá pozo-

rovánı́ máme z 19. stoletı́, kdy včela medonosná tmavá žije v Čechách a na severnı́ Mo-

ravě a včela medonosná kraňská žije na jihovýchodnı́ Moravě. Nejrozšı́řenějšı́ včela byla

u nás včela medonosná tmavá, která byla v polovině minulého stoletı́ křı́žena s ostatnı́mi

přiváženými poddruhy, a tı́mto došlo k nekontrolovatelnému křı́ženı́ a k zániku včely me-

donosné tmavé v původnı́ čisté formě. Návrat k této původnı́ čisté formě se nepodařilo

realizovat a nynı́ se od roku 2001 na územı́ České republiky smı́ podle zákona cho-
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vat jen včela medonosná kraňská (Přidal et al., 2008). Pro zjištěnı́ vlivu jiného pod-

druhu se využı́vá loketnı́ho indexu, který spolehlivě odlišı́ tři poddruhy včely medonosné

a to včelu medonosnou tmavou, v. m. kraňskou a v. m. kavkavzskou (Čermák et Kašpar,

2008). Pro určovánı́ poddruhů je dále použı́váno mnoho jiných morfologických znaků

napřı́klad pigmentace (Ruttner et al., 1978). I samotná buňka křı́dla může pomoci v iden-

tifikaci poddruhu (Francoy et al., 2006). Nejnověji jsou využı́vány molekulárně biolo-

gické metody (Bouga et al., 2011).

Obr. 1: Geografické a fylogenetické vztahy vybraných poddruhů včely medonosné

v Evropě, Africe a na Blı́zkém východě (Weinstock et Robinson, 2006).

2.5 Život včelstva

Včela medonosná je blanokřı́dlý hmyz, který žije ve společenstvech zvaných včelstva.

Ta jsou složená z jedné spářené matky, z trubců a z dělnic. Matka je zpravidla jediná ve

včelstvu (viz obrázek č. 2) a dožı́vá se dvou až čtyř let (Prýmas, 2017). Jejı́mi úkoly jsou

zajištěnı́ soudržnosti včelstva a jeho základnı́ch funkcı́ (obranyschopnost, rozmnožovacı́,

shromažd’ovacı́ pudy a dalšı́ funkce – pomocı́ vylučovaných feromonů). Dalšı́ funkce

je kladenı́ vajı́ček, a to až 2 000 vajı́ček za den (Grozinger et al., 2007). Matka se

po nakladenı́ vajı́ček nestará o jejich ošetřovanı́ (Winston, 1991). To je úkolem dělnic,

kterých je ve včelstvu od obdobı́ klidu do obdobı́ vrcholného rozvoje 20–80 tisı́c. Délka

života včely dělnice se podle fyzického zatı́ženı́ dá ohraničit 6 týdny (letnı́ generace) až 6

měsı́ci (zimnı́ generace). Včela dělnice je nedokonalá samička se zakrnělými pohlavnı́mi
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orgány, neschopná spářenı́, ale může za určité situace klást neoplozená vajı́čka (viz dále),

ze kterých se lı́hnou pouze trubci, a proto se tyto kladoucı́ včely dělnice nazývajı́ trubčice.

Dělnice procházejı́ za svůj život určitými funkčnı́mi stádii, která zajišt’ujı́ chod včelstva

(Fahrbach et Robinson, 1995). Tyto funkce na sebe navazujı́ a většinou se aktivujı́ podle

vývoje některých žláz:

1. uklı́zečka (1.–3. den) kusadlová žláza,

2. kojička (4.–12. den) hltanová žláza,

3. stavitelka (12.–18. den) vosková žláza,

4. strážkyně (18.–21. den) jedové žlázy,

5. létavka (21.–úhyn) potřebné žlázy se vyvinuly již v průběhu předchozı́ch stádiı́

života.

Pracujı́cı́ členové společenstva projevujı́ různé odchylky v druhu behaviorálnı́ch úkolů,

které provádějı́. Tyto úkoly jsou často spojeny se změnami ve fyziologii, které kore-

lujı́ s věkem, stejně jako rozdı́ly v morfologii. Tato úroveň společenské organizace je

považována za přı́činu enormnı́ho ekologického a evolučnı́ho úspěchu společenských

druhů, včetně pokročilých skupin mravenců, vos a termitů (Oster et Wilson, 1978).

Trubec se lı́hne z neoplozeného vajı́čka. Ve včelstvu se trubci vyskytujı́ jen od dubna

do srpna a jejich hlavnı́ funkcı́ je spářenı́ se s matkou (Veselý et al., 2003).

Obr. 2: Matka včely medonosné kraňské ve včelstvu s dělnicemi.

Foto: Petr Sapák
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2.6 Anatomie a morfologie včely medonosné

Vnějšı́ kostru těla včely medonosné tvořı́ kutikula, jejı́ž základnı́ látkou je chitin.

Kutikula je pokryta trichomy, brvami, senzilami, trny a šupinami. Tyto struktury majı́

za úkol plnit různé funkce, napřı́klad krycı́, termoregulačnı́, smyslové nebo mechanické.

Tělo včely se skládá ze třı́ hlavnı́ch částı́ a to hlavy (caput), hrudi (thorax) a zadečku

(abdomen). Tyto části vznikly srůstem několika článků. (Schönfeld, 1955)

Obr. 3: Průřez tělem dělnice včely medonosné s popsanými vnitřnı́mi orgány (podle

Prýmas et al., 2017).

1. hltanová žláza; 2. mozek; 3. podjı́cnové ganglium; 4. hrudnı́ pysková žláza; 5. jı́cen;

6. spirálnı́ část aorty; 7. medné volátko; 8. česlo; 9. intersegmentálnı́ membrána; 10. me-

zenteron (žaludek); 11. srdce; 12. Malpighiho trubice; 13. výkalový váček; 14. Naso-

novova žláza; 15. žihadlo; 16. žláza výkalového váčku; 17. jedový váček; 18. tenké

střevo; 19. jedová žláza; 20. zakrnělý vaječnı́k; 21. vosková žláza; 22. zadečkové gang-

lium; 23. hrudnı́ ganglium; 24. sosák; 25. vyústěnı́ pyskové žlázy; 26. hltanová destička;

27. ústa; 28. hltan; 29. kusadlová žláza.
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Hlava

Hlavu včely tvořı́ v přednı́ části čelnı́ štı́tek (clypeus), který sloužı́ k pěchovánı́ pylu

do buněk. Na čelnı́m štı́tku jsou posazená článkovaná tykadla, která jsou velmi důležitá

pro smyslové vnı́manı́ včely. Po stranách jsou uložena kusadla (mandibulae), použı́vaná

pro sběr pylu a propolisu, při úklidu a při obraně. Vertikálně od týlnı́ho otvoru je složený

sosák (proboscis) tvořený lı́zavě sacı́m ústrojı́m. Na temenu hlavy jsou dvě složené oči

a mezi nimi jsou tři jednoduchá očka. Hlava je s hrudı́ spojená stopkou. (Schönfeld, 1955)

Hrud’

Hrud’ včely se rozlišuje na předohrud’, středohrud’, zadohrud’ a bedra. Hrud’ nese tři

páry nohou a dva páry křı́del, která vznikla jako vychlı́peniny kutikuly. Hrud’ a zadeček

jsou spojeny stopkou pro lepšı́ pohyblivost. (Schönfeld, 1955)

Zadeček

Zadeček je typický viditelným článkovánı́m. Kutikula zadečku je tvořena pevnými

sklerity, které se na hřbetnı́ straně nazývajı́ tergity a na břišnı́ straně sternity. Sklerity jsou

spojené pružnými membránami, které umožňujı́ roztažnost zadečku. Na konci zadečku

vznikl přeměnou kladélka žihadlový aparát, který je u matky, dělnic i trubců různě pře-

měněn a použı́ván na jiné účely. (Schönfeld, 1955)

Trávicı́ soustava

Trávicı́ trubice je rozdělena na tři části. Prvnı́ je přednı́ (stomodeum), kterou tvořı́ hl-

tan, medné volátko a česlo. Druhá část se nazývá střednı́ (mezenteron), v nı́ docházı́ ke

vstřebávánı́ potravy a třetı́ je zadnı́ část (procotodeum), zde se nacházı́ střevo a výkalový

váček. K trávicı́ soustavě neodlučitelně patřı́ i žlázy. Největšı́ žlázy v těle včely me-

donosné jsou kusadlová, pysková a hltanová. Ty jsou uloženy v hlavové části a sloužı́

k úpravě potravy pro larvy, k úpravě nektaru a k tvorbě a formovánı́ pylových rousek.

(Schönfeld, 1955)

Nervová soustava

Nervová soustava včely medonosné je gangliová. Přes celé tělo probı́há nervová

páska, která v každém článku tvořı́ zauzliny tzv. ganglia. Z nich vycházejı́ nervy. V hlavě

jsou ganglia, která vytvořila mozek. Nı́že splynutı́m několika gangliı́ vzniklo podjı́cnové
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ganglium a hrudnı́ ganglium. V zadečku je dalšı́ch pět gangliı́ a poslednı́ z nich se při vy-

sunutı́ žihadla odtrhne a zajišt’uje pulzaci žihadla i po jeho oddělenı́. (Schönfeld, 1955)

Dýchacı́ soustava

Dýchacı́ plyny jsou po těle rozváděny pomocı́ vzdušnic. Ty jsou na povrchu těla

vyústěny v průduchy, které pokračujı́ do dýchacı́ch vaků a větvenı́m do trubic se dostávajı́

do blı́zkosti buněk, kde docházı́ k výměně plynů. (Schönfeld, 1955)

Oběhová soustava

Oběhová soustava včely se skládá ze srdce, které je složeno z pěti komor a je uloženo

pod tergity v zadečku. Dále se oběhová soustava skládá z aorty v hrudnı́ části těla a cév,

které jsou slepě zakončené. Oběhová soustava včely je otevřená a proudı́ v nı́ hemolymfa,

která po těle rozvádı́ živiny a produkty metabolismu. Hemolymfa se po těle pohybuje

pomocı́ podpůrných systémů, svalových blanek bránice a pulzačnı́ch váčků. (Schönfeld,

1955)

Vylučovacı́ soustava

Vylučovacı́ soustava se skládá z přibližně 150 Malpighických trubic, které jsou na

jedné straně slepě zakončené a na druhé ústı́ do tenkého střeva. Odpadnı́ látky poté včela

vyloučı́ s výkaly z výkalového váčku. Včela také vylučuje dusı́katé látky ve formě kyse-

liny močové, podobně jako ptáci a plazi. Do vylučovacı́ soustavy také patřı́ Nasonovova

a vosková žláza. (Schönfeld, 1955)

Pohlavnı́ soustava

Reprodukčnı́ orgány včel jsou umı́stěny v zadečku, spolu s několika dalšı́mi orgány

zajišt’ujı́cı́mi jiné tělesné funkce, jako je trávenı́ a dýchánı́ (Mackensen, 1948).

a) Samičı́ pohlavnı́ orgány

Samičı́ pohlavnı́ orgány jsou vyvinuty u matky a u dělnic jsou rudimentárnı́. U ma-

tek je pohlavnı́ ústrojı́ tvořeno pohlavnı́mi žlázami a vývody, na které navazujı́ přı́datné

žlázy. Celé ústrojı́ je zakončeno kopulačnı́m orgánem. Pohlavnı́ orgány matky se skládajı́

z vaječnı́ků, vejcovodů, pochvy, pohlavnı́ho vývodu, semenného váčku a kladélka. Va-

ječnı́ky (ovaria) jsou párové žlázy uložené v zadečku. Skládajı́ se z vaječných rourek
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(ovariolae), kterých je v každém vaječnı́ku asi 150–200. Vaječnı́ky zabı́rajı́ značnou část

zadečku a jejich objem se měnı́ podle mı́ry kladenı́ a tvorby vajı́ček. Ve vaječných rour-

kách se vyvı́jejı́ vajı́čka (ova) a tyto vaječné rourky ústı́ do vejcovodu (oviductus). Vejco-

vody se spojujı́ do jednoho vývodu – pochvy (vagina). Po bocı́ch pochvy jsou předsı́ňky,

které se rozšiřujı́ a vytvářejı́ žihadlovou komoru. V zadnı́ části do pochvy vyúst’uje se-

menný váček (receptaculum seminis), ve kterém jsou uloženy spermie po dobu 4–5 let.

Spermie se dávkujı́ tzv. semennou pumpičkou, což jsou tři párové podélné svaly a tři

párové kruhové svaly, upı́najı́cı́ se k vývodu semenného váčku. Vlastnı́ pohlavnı́ vývod

(gonopor) se nacházı́ mezi žihadlem a poslednı́m sternitem zadečku (Veselý et al., 2003).

Pohlavnı́ ústrojı́ matky je vyobrazeno na obrázku č. 4.

Obr. 4: Pohlavnı́ ústrojı́ matky v průřezu zadečkem (Prýmas et al., 2017).

1. semenná pumpička; 2. žláza semenného váčku; 3. semenný váček; 4. výkalový

váček; 5. poslednı́ tergit; 6. řitnı́ otvor; 7. žihadlová pochva; 8. žihadlo; 9. pochva; 10. pá-

řicı́ schrána; 11. poševnı́ chlopeň; 12. společný vejcovod; 13. párový vejcovod; 14. ná-

levka vejcovodu; 15. sternit; 16. vaječnı́k.

Vaječnı́ky dělnic ležı́ po stranách zadečku a majı́ jen 1–20 ovariol. V obdobı́, kdy

je ve včelstvu přı́tomna matka, se při vývoji včely dělnice vyvinou i hypofaryngeálnı́

žlázy, které ve fázi kojičky vytvářejı́ produkt bohatý na bı́lkoviny, kterým dělnice krmı́

larvy. Pokud ve včelstvu matka chybı́, tak tuto látku nepodávajı́ larvám, a proto tyto

dělnice nazývané trubčice vyrůstajı́ s rozšı́řenými vaječnı́ky a redukujı́ se u nich tyto

hypofaryngeálnı́ žlázy (Woyciechowski et Kuszewska, 2012). Poté tyto trubčice kladou

pouze neoplozená vajı́čka, ze kterých se lı́hnou trubci. V době opětovné přı́tomnosti
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matky se pomocı́ jejı́ch feromonů potlačuje vývoj vaječnı́ků dělnic a dělnice poté ob-

vykle odstraňujı́ tato nakladená vajı́čka (Kocher et Grozinger, 2011). Přı́tomnost matky

spolu s dělnicemi úspěšně potlačuje reprodukci dělnic, protože pouze 0,01–0,1 % dělnic

v dobře fungujı́cı́ kolonii má aktivnı́ vaječnı́ky. Situace se změnı́, jestliže matka zemře

a jejı́ kolonie nemá šanci vytvořit novou matku, protože pak začne 5 až 24 % dělnic klást

neoplozená vajı́čka (Ratnieks, 1993).

b) Samčı́ pohlavnı́ orgány

Samčı́ pohlavnı́ orgány se nacházejı́ v zadečku trubců. Tvořı́ je pohlavnı́ žlázy, vývody,

přı́datné žlázy a vlastnı́ kopulačnı́ orgán. Pohlavnı́ orgány trubce tvořı́ pohlavnı́ a hlenové

žlázy, chámovod, chámojem, chámomet a kopulačnı́ orgán. Varlata (testes) se nacházejı́

v zadečku a majı́ ledvinovitý tvar. Skládajı́ se asi z 200 semenných rourek (folliculi). Ty

ústı́ do nálevkovitě rozšı́řeného chámovodu (vas deferens). Chámovody vytvářejı́ několik

závitů, zvaných chámojem (vesica seminalis). Chámojemy se před zakončenı́m zužujı́

a připojujı́ se k hlenové žláze (glandula mucosa). Vývody hlenových žláz se spojujı́

a pokračujı́ společným chámometem (ductus ejaculatorius), na který navazuje vlastnı́

kopulačnı́ orgán (penis), který se po částech vyhrnuje z pohlavnı́ho otvoru pod análnı́m

otvorem. Z varlat odcházejı́ spermie do chámojemu, kde jsou až do ejakulace. (Veselý et

al., 2003)

2.7 Rozmnožovánı́ včely medonosné

Matka včely medonosné se obvykle pářı́ s vı́ce trubci na mı́stě zvaném trubčı́ shromaž-

diště při snubnı́m letu (Veselý et al., 2003).

2.7.1 Shromaždiště trubců

Je to stálé ohraničené územı́ v přı́rodě, kde se v době snubnı́ho proletu trubci pářı́

s matkami ze širokého okolı́. Pokud se v blı́zkosti nacházı́ vı́ce shromaždišt’, trubci

z určitého stanoviště zůstávajı́ věrni jen jednomu (Schlüns et al., 2005). Dı́ky shromaždišti

trubců se matka stihne, ve velmi krátkém časovém úseku 15–20 minut, spářit až s de-

seti trubci. Největšı́ zájem o matku trubci projevujı́ ve 14 až 22 m nad zemı́. Trubčı́

shromaždiště jsou obvykle pozorována ve vzdálenosti 0,5 až 5 km od včelstva (Ruttner,

1976). Rej trubců sledujı́cı́ch matku čı́tá 300 až 500 jedinců a lze jej tedy snadno sle-

dovat. Rej se rychle rozptylı́ a opět zformuje. Formace trvá jen zlomek sekundy a jedná

se o pravidelné řady se špičkou vpředu (Veselý et al., 2003). Zdá se, že se trubci na
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různých shromaždištı́ch koncentrujı́ náhodně a hledajı́ přı́ležitost k pářenı́. Tı́m se snižuje

pravděpodobnost přı́buzenského křı́ženı́, inbreedingu (Dos Santos et al., 2016).

2.7.2 Pářenı́ včelı́ch matek s trubci

Včelı́ matka může před snubnı́m letem vyletět na několik orientačnı́ch letů. Několik

dnı́ před snubnı́m letem majı́ dělnice o matku velký zájem, napřı́klad ohmatávajı́ matčin

zadeček tykadly. V den pářenı́ se včely shromažd’ujı́ na česnu a pomocı́ vonných žláz

matku donutı́ opustit úl (Veselý et al., 2003). Matky včely medonosné se s trubci pářı́

za letu ve volném prostoru. Při vlastnı́ kopulaci trubec k matce přilétá zezadu a od-

spodu. Asi 10–30 metrů nad zemı́ je trubec nad matkou a objı́má nohama jejı́ zadeček.

Důležitý popud k vlastnı́mu pářenı́ je otevřenı́ žihadlové komory matky. Trubčı́ kopu-

lace probı́há v několika fázı́ch, jen několik málo vteřin. Prvně se pomocı́ stahů hrudnı́ch

a břišnı́ch svalů v zadečku trubce částečně obrátı́ kopulačnı́ orgán – penis, který se naplnı́

vzduchem a hemolymfou a následně vyhřezne. Sperma se v této fázi přemist’uje z hle-

nových žláz a ze semenných váčků do cibulky penisu. Penis se zasouvá do kopulačnı́ho

orgánu matky a v dalšı́ fázi docházı́ k ejakulaci. Pomocı́ tlaku v penisu a dokončenı́m

vychlı́penı́ se sperma a hlen dostávajı́ na povrch penisu. Trubec je s matkou spojen dı́ky

lepivým růžkům umı́stěným na penisu. Růžky se zakotvı́ v žihadlové komoře matky. Poté

probı́há ejakulace v pořadı́ sperma a hlen. Při otevřenı́ žihadlové komory matka zároveň

otevı́rá i poševnı́ chlopeň a tı́mto způsobem se sperma dostává do obou matčiných vejco-

vodů. Každý trubec matce předá asi 6 milionů spermiı́ do vejcovodů (Kerr et al., 1962).

Předposlednı́ fáze kopulace zahrnuje stupňujı́cı́ se tlak v penisu, až praskne jeho stěna

a ztrátou pevnosti se matka s trubcem oddělı́. Ve čtvrté poslednı́ fázi trubec padá k zemi

a hyne. Po vychlı́penı́ penisu naplněného hemolymfou trubec hyne bez ohledu na to,

zdali se pářil nebo ne. V matčině žihadlové komoře zůstává zbytek trubčı́ho kopulačnı́ho

orgánu, ale to nebránı́ dalšı́ kopulaci, protože se většinou přilepı́ na penis dalšı́ho kopu-

lujı́cı́ho trubce. (Veselý et al., 2003)

2.7.3 Včelı́ matka po pářenı́

Po spářenı́ a přı́letu ze snubnı́ho letu, má matka ve vejcovodech přibližně 80–90

milionů spermiı́ (Woyke, 1962) a na zadečku snubnı́ znaménko. To tvořı́ zaschlý hlen

a sperma, které vytékajı́ z přeplněných vejcovodů. Během 48 hodin se z vejcovodů

sperma přečerpá do semenného váčku a zbytek spermatu je vypuzen z těla ven. Dělnice

pomáhajı́ matce k přečerpánı́ spermatu do semenného váčku mačkánı́m matky mezi se-

13



bou. Dělnice se snažı́ přebytečné sperma ze zadečku vypudit a pokud dělnice nespolu-

pracujı́, sperma může ve vejcovodech i zatvrdnout (Veselý et al., 2003). Dohromady se

z vejcovodů do semenného váčku přečerpá pouze 4–7 milionů spermiı́ (Laidlaw et Page,

1984). Matka může letět na dalšı́ snubnı́ let druhý den, pokud nenı́ semenný váček do-

statečně zaplněn.

Nejdřı́ve se myslelo, že sperma jednoho trubce se v semenném váčku držı́ pospolu

a nemı́chá se se spermiemi ostatnı́ch trubců (Taber, 1955). Později bylo zjištěno, že se

sperma v semenném váčku od různých trubců společně smı́chá (Page et Metcalf, 1982)

a je rovnoměrně zastoupeno při oplozenı́ vajı́ček dělnic (Laidlaw et Page, 1984).

2.8 Genom včely medonosné

Vzhledem k velkému významu včely medonosné pro člověka a životnı́ prostředı́, byl

v roce 2006 genom včely medonosné vybrán na sekvenovánı́ týmem National Human

Genome Research Institute a National Institutes of Health. Genom včely medonosné byl

sekvenován s použitı́m DNA z několika trubců, pocházejı́cı́ch z jediné matky. (Weinstock

et al., 2006)

Genom včely medonosné má asi 15 000 genů. Matka a dělnice jsou diploidnı́ or-

ganismy s 32 chromozomy. 16 chromozomů pocházı́ od samice a 16 chromozomů od

samce. Trubec se lı́hne z neoplozeného vajı́čka. Je haploidnı́ a má 16 chromozomů, které

jsou pouze od matky, bez ohledu na to, s kolika trubci se matka pářila (Beye et al., 2003).

Všechny buňky trubce jsou haploidnı́ a trubčı́ spermie nevznikajı́ meiózou, ale mitó-

zou. Trubec je tedy jen nástrojem pro přenos gamet, jehož genom je identický s genomem

vajı́čka, ze kterého se vyvinul (Prýmas et al., 2017). Na rozdı́l od trubce, je každá sa-

mice včely jedinečná kvůli rekombinaci matčiných chromozómů během tvorby vajı́ček,

tedy každý jedinec má jedinečný genotyp, žádné dvě včely nejsou stejné. Rekombinace

je zdrojem variability a ta je důležitá pro adaptaci a vlastnı́ genetická strategie včel je

vytvářet a udržovat extrémně vysoký stupeň této genetické variability. Protože trubec má

pouze jednu sadu chromozomů, jeho všech 10 milionů spermiı́ jsou klony a všechny ob-

sahujı́ pouze jednu identickou sadu chromozomů. Naopak vajı́čka se mezi sebou značně

geneticky lišı́. (Tucker et Laidlaw, 1966)

2.9 Haplodiploidnı́ systém kódovánı́ pohlavı́ u blanokřı́dlého hmyzu

Všichni blanokřı́dlı́ majı́ haplodiploidnı́ systém určovánı́ pohlavı́; samci jsou ha-

ploidnı́ a samice jsou diploidnı́. Studie ukázala, že nejméně 20 % živočišných druhů

14



je haplodiploidnı́ch (Bull, 1983). Předpokládalo se, že jediné mı́sto ke stanovenı́ pohlavı́

u blanokřı́dlých je sl-csd (Single locus complementary sex determination), který ležı́ na

třetı́m chromozomu. Gen csd má nejméně 19 alelických forem (sex-alely). Pohlavı́ je-

dince tedy závisı́ na tomto alelickém složenı́ v jediném lokusu. Haploidnı́ (hemizygotnı́)

jedinci jsou samci a diploidnı́ (heterozygotnı́) jedinci jsou samice. Gen csd je umı́stěný

uvnitř 36kb genomové oblasti, která je u samic včely medonosné vždy heterozygotnı́.

Předpokládaná aminokyselinová sekvence z přepisu csd je složena převážně z opako-

vaného asparaginu a tyrosinu. Analýza transkriptu genu csd také předpovı́dá doménovou

oblast, bohatou na arginin a serin. Gen csd byl klonován a sekvenován ze včely medo-

nosné (Beye et al., 2003) a od doby, kdy byl gen csd objeven, se nalezl u vı́ce než 60

druhů blanokřı́dlých (Heimpel et de Boer, 2008).

V roce 2008 vědci objevili nový gen pro určenı́ pohlavı́ u včely medonosné, tento gen

je nazýván sl-fem. Gen fem je konzervativnı́ předchůdce genu, ze kterého vznikl gen csd

a také kóduje protein zahrnujı́cı́ doménu bohatou na arginin a serin. Varianta genu pro

trubce obsahuje předčasný stop kodon a varianta genu pro samici kóduje funkčnı́ protein.

Srovnávacı́ analýza genu fem a csd ukázala původ genu csd u včely medonosné z předka

fem a poskytuje důkaz pro pozitivnı́ selekci genu csd doprovázenou selekcı́ genu fem.

(Hasselmann et al., 2008)

Pokud se matka pářı́ s trubcem, který má stejnou pohlavně určujı́cı́ alelu jako vajı́čko,

polovina z jejı́ch diploidnı́ch genů bude homozygotnı́ a z vajı́čka se vyvine larva di-

ploidnı́ho trubce. To je znázorněno na obrázku č. 5. S velkou pravděpodobnostı́ tento jev

nastává dı́ky inbreedingu (Dos Santos et al., 2016). V přı́rodě bývajı́ diploidnı́ trubci za-

biti dělnicemi již ve stádiu larvy. Dělnice likvidujı́ diploidnı́ homozygotnı́ larvy trubců,

které rozpoznajı́ čichem, a to dı́ky jinému složenı́ feromonů v porovnánı́ s tı́m, který

produkujı́ diploidnı́ samičı́ larvy (Přidal, 2007).

Diploidnı́ trubce včely medonosné se podařilo odchovat i ve včelstvu, ale nejčastěji

bývajı́ produkováni pro výzkum v laboratornı́ch podmı́nkách a to za pomoci umělé in-

seminace matek. Při jejich vývoji ve včelstvu záležı́ na velikosti včelstva a na ročnı́m

obdobı́ (Polaczek et al., 2000). V podzimnı́m obdobı́ bylo možné ve včelstvu sledo-

vat diploidnı́ trubce až do stádia dospělosti, přestože je produkce diploidnı́ch trubců

pro včelstvo velmi energeticky náročná (Zayed, 2009). Diploidnı́ trubci jsou v přı́rodě

produkováni jen zřı́dka a poté nejsou životaschopnı́, nebo jsou sterilnı́. Majı́ degrado-

vaná varlata (Hugh et al., 1974) se snı́ženým množstvı́m diploidnı́ch spermiı́, což vede

k triploidnı́mu (sterilnı́mu) potomstvu. V mnoha přı́padech mohou být diploidnı́ trubci

morfologicky odlišeni velikostı́ nebo hmotnostı́ (van Wilgenburg et al., 2006).
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Obr. 5: Schéma pářenı́ matek a trubců při panmiktickém (vlevo) a inbrednı́m (vpravo)

vztahu s ohledem na gen csd (podle Prýmas et al., 2017).

2.10 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou sekvence repetitivnı́ DNA, které zahrnujı́ proměnlivý počet (do

100) tandemových opakovánı́. Podle některých zdrojů jsou tato opakovánı́ dlouhá 1–5

bp (Primmer et al., 1997). V odlišných zdrojı́ch je uvedeno, že mohou být dlouhá až

10 bp (Baker, 2000). Mikrosatelity se také označujı́ jako STRs (Short Tandem Repeats)

nebo SSRs (Simple Sequence Repeats). Mikrosatelity jsou všudypřı́tomné a vyskytujı́ se

tedy v prokaryotických i eukaryotických genomech, v kódujı́cı́ch i nekódujı́cı́ch oblas-

tech DNA (Tóth et al., 2000).

Mikrosatelity se podle nejzákladnějšı́ho rozdělenı́ dělı́ podle délky repetice a struktury

repetitivnı́ sekvence. Dle délky repetice se můžeme setkat s mono-, di-, tri, tetra- až de-

kanukleotidovými mikrosatelity (Baker, 2000). Dále se mikrosatelity dělı́ dle struktury

sekvence na dokonalé, nedokonalé, přerušené a složené. Dokonalé mikrosatelity nejsou

přerušeny žádnou bázı́, která nepatřı́ do opakujı́cı́ho se motivu. Nedokonalé mikrosatelity

obsahujı́ ve svém motivu bázi, která do tohoto opakujı́cı́ho se motivu nepatřı́. Přerušené

mikrosatelity obsahujı́ ve svém motivu sekvenci z několika bázı́. Složené mikrosatelity

obsahujı́ dvě a vı́ce jednotek repetice (Bhargava et Fuentes, 2010).

Studium mikrosatelitů je založeno na amplifikaci jejich repetitivnı́ oblasti pomocı́ po-

lymerázové řetězové reakce (PCR) a následné separaci amplifikovaných produktů (Cha-

puis et Estoup, 2007). PCR je založena na replikaci DNA a jejı́ podstatou je cyklicky se

opakujı́cı́ termostabilnı́ enzymová syntéza nových řetězců vybraných úseků dvouřetěz-
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cové DNA ve směru 5‘→3‘ pomocı́ DNA polymerázy. Tento vybraný úsek je ohraničen

dvojicı́ primerů, které se navážı́ na protilehlé řetězce DNA, aby jejich 3‘ konce směřovaly

naproti sobě. DNA polymeráza a nukleotidy začı́najı́ syntetizovat nová vlákna proti-

směrně na obou matricı́ch. Pro PCR se použı́vajı́ termostabilnı́ polymerázy, izolované

z různých organismů, které odolávajı́ vysokým teplotám, napřı́klad z bakterie Thermus

aquaticus. Produkty PCR jsou vizualizovány za denaturujı́cı́ch podmı́nek v polyakryl-

amidových gelech, agarozových gelech, kapilárnı́ elektroforézou nebo fragmentačnı́ analý-

zou pomocı́ sekvenátoru. Údaje zı́skané z analýzy mikrosatelitů jsou vhodné pro stano-

venı́ původu druhů (Evans, 1993), pro populačnı́ charakteristiku, přı́buzenstvı́ (Estoup

et al., 1993) a pro mapovánı́ genomu (Solignac et al., 2003). Pro včelu medonosnou se

mikrosatelity využı́vajı́ v oblasti studia molekulárnı́ evoluce, k vytvořenı́ teoretických

modelů mutacı́, pro pochopenı́ jejı́ho reprodukčnı́ho a sociálně biologického chovánı́

(Franck et al., 1998a).

2.11 Mikrosatelity včely medonosné

Včela medonosná má velký ekonomický a ekologický význam, a proto je u nı́ velký

zájem o molekulárnı́ markery. Po dlouhou řadu let byla morfometrie jedinou možnostı́ jak

poddruhy včely medonosné taxonomicky rozdělit. Ačkoliv byla tato pozorovánı́ velmi

důležitá pro rozlišenı́ poddruhů, pro celkové rozdělenı́ byla nedostatečná. Morfomet-

rii nahradilo studium allozymů, jehož genetický výklad je jednoznačný, ale allozymy

přinesly jen málo informacı́. Hlavnı́m důvodem byla nı́zká hladina polymorfnı́ch allo-

zymů u včely stejně jako u dalšı́ch blanokřı́dlých (Estoup et al., 1995). Významné po-

kroky poté byly dosaženy až se zavedenı́m DNA technologiı́. Prvnı́ studie molekulárnı́ch

technik se vı́ce věnovaly mitochondriálnı́ DNA a až poté se s rozvojem sekvenačnı́ch

technik využı́valo různých jaderných markerů. Přı́kladem molekulárnı́ch technik může

být náhodná amplifikace polymorfnı́ DNA (RAPD), DNA fingerprinting nebo studium

mikrosatelitů (Baudry et al., 1998). V poslednı́ch 30 letech se molekulárnı́ metody stávajı́

stále důležitějšı́ při identifikaci poddruhů včely medonosné (Bouga et al., 2011; Meixner

et al., 2013). Tyto molekulárnı́ metody jsou často založené na studiu mikrosatelitových

markerů (Bodur et al., 2007).

Estoup et al. (1993) popsali vůbec prvnı́ mikrosatelity pro včelu medonosnou. V ge-

nomu včely medonosné a čmeláka zemnı́ho hledali opakujı́cı́ se (CT)n a (GT)n sekvence.

(GT)n opakovánı́ jsou nejhojnějšı́mi mikrosatelity u vyššı́ch obratlovců a objevujı́ se

v průměru každých 30 kb u lidı́, 21 kb u krys a 18 kb u myšı́. U včel se mikrosate-
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lity s repeticı́ (CT)n vyskytujı́ v průměru každých 15 kb a (GT)n repetice přibližně 34 kb.

(CT)n opakovánı́ je také bohatá skupina mikrosatelitů u savců. Avšak o izolaci mikro-

satelitů hmyzu a jiných obratlovců než savců, se vědělo jen velmi málo. Fragmentárnı́

znalost mikrosatelitů u bezobratlých vedla ve studii k charakterizaci (CT)n a (GT)n opa-

kujı́cı́ch se sekvencı́ u dvou druhů blanokřı́dlých (včely medonosné a čmeláka zemnı́ho).

Ve studii byly částečné genomové knihovny včely medonosné konstruovány v plazmi-

dech a prohledávány pomocı́ značených (CT)n a (GT)n syntetických oligonukleotidů.

Použili celkovou DNA 12 dělnic včely medonosné z jednoho úlu. DNA byla kompletně

rozštěpena pomocı́ restrikčnı́ endonukleázy Sau3A. Restrikčnı́ fragmenty mezi 200–600

bp byly extrahované z gelu a byly transformovány do kompetentnı́ch buněk. Průměrná

velikost klonovaných inzertů od včely medonosné byla stanovena na 360 bp a z jejı́ DNA

bylo izováno celkem 75 mikrosatelitů – 52 (CT)n a 23 (GT)n. Mikrosatelity izolované

v roce 1993 byly využity a pojmenovány v pozdějšı́ch publikacı́ch.

Estoup et al. (1994) vybrali 10 mikrosatelitů ze 75 publikovaných (Estoup et al.,

1993), pojmenovali je a použili jako základ pro pochopenı́ genetického vztahu členů

včelstva mezi sebou, sociálnı́ho chovánı́ a pro zlepšenı́ chovu včel. Pro studii použili

DNA z několika desı́tek vzorků larev dělnic včely medonosné (od 47 až 94). DNA byla

extrahována dle Garnery et al. (1990). Pro analýzu bylo použito 10 mikrosatelitů A7,

A14, A28, A29, A35, A43, A76, A79, A107 a B124. Průměrná hetorozygotnost byla

vypočı́tána z alelických frekvencı́ populace (Nei, 1978). Ve vzorcı́ch bylo zjištěno 12

odlišných otcovských genotypů. Jak se předpokládalo, rozdı́l mezi lokusy byl velmi vy-

soký.

Estoup et al. (1995) pokračovali ve výzkumu mikrosatelitů u včel pro určenı́ mi-

krosatelitové variace a pro zjištěnı́ genetické struktury. Pro studium včely medonosné

použili 12 mikrosatelitů, vybrali nové mikrosatelity od Estoup et al. (1993) a pojme-

novali je A113, A24 a A88, také použili dalšı́ již publikované mikrosatelity A7, A14,

A28, A29, A35, A43, A76, A107 a B124 (Estoup et al., 1994). Vzorky DNA z devı́ti

populacı́ (afrických a evropských poddruhů) včely medonosné byly vyizolovány (Gar-

nery et al., 1990) a amplifikovány pomocı́ PCR a rozděleny v polyakrylamidovém gelu.

Výsledky byly testovány, zda jsou v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnováhou, a gene-

tická struktura populace byla určena pomocı́ programu GENEPOP verze 1.2. Průměrná

heterozygotnost a průměrný počet alel byly významně vyššı́ u afrických poddruhů než

u evropských. Mikrosatelitové analýzy také potvrdily, že druh včela medonosná se během

evoluce rozdělil do třı́ odlišných a hluboce diferencovaných liniı́.

Rowe et al. (1997) prezentovali primerové sekvence pro 18 mikrosatelitů včely medo-
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nosné. DNA extrahovali ze třı́ včel medonosných iberských z jednoho včelstva v Austrálii.

Mikrosatelity identifikovali pomocı́ sondy (GA)10. Primery byly navrženy pro 16 po-

tenciálnı́ch mikrosatelitů a jen u osmi byl zjištěný polymorfismus a ty pojmenovali B7,

ED-R, FE1, FE2, FM-F, GH-F, GJ a HC.

Franck et al. (1998b) izolovali nový mikrosatelit. V publikaci použili mikrosatelity

pro zkoumánı́ původu poddruhů včel západnı́ Evropy (Apis mellifera). Bylo použito

přes 500 vzorků dělnic včely medonosné ze 17 populacı́ a také byly použity mikrosa-

telitové lokusy publikované již dřı́ve A7, A24, A28, A43, A88, A113 a B124 (Estoup

et al., 1995), poslednı́ nově izolovaný lokus nazvali A8. Výsledky byly posouzeny po-

mocı́ Hardy-Weinbergovi rovnováhy, a vypočı́tány programem GENEPOP verze 1.2. Ve

stejném roce pokračovali ve výzkumu a izolovali navı́c i nové mikrosatelity Ap33, Ap36

a Ap43 (Franck et al., 1998a).

Baudry et al. (1998) zachytili 142 trubců při snubnı́m letu a pomocı́ dvaceti vysoce

polymorfnı́ch mikrosatelitů studovali genetickou rozmanitost skupiny. Testované mikro-

satelity byly A7, A14, A29, A76, A79, A107 a B124 (Estoup et al., 1994), A113 (Estoup

et al., 1995), A8 (Franck et al., 1998b) a Ap33, Ap36 a Ap43 (Franck et al., 1998a). Dalšı́

mikrosatelity od Estoup et al. (1993) pojmenovali Ap1, Ap12, Ap14, Ap16, Ap19, Ap34,

Ap37 a Ap55. Studie ukázaly, že zachycenı́ trubci vytvořili jednu skupinu čtyř bratrů,

šest skupin po třech bratrech, 20 skupin dvou bratrů a 80 samostatných trubců. Tyto hod-

noty jsou velmi blı́zko Poissonovy distribuce a zároveň ukazujı́ nı́zkou pravděpodobnost

inbreedingu.

Neumann et al. (1999) pokračovali ve výzkumu a využili mikrosatelity pro testovánı́

maternity u včely medonosné. Pro testovánı́ byly použity včelı́ matky a dělnice, ze kterých

se izolovala DNA fenol-chloroformovou metodou a ta poté byla genotypována pomocı́

mikrosatelitů A43, A76, A107 a B124 (Estoup et al., 1994).

Franck et al. (2001) zkoumali genetickou diverzitu včely medonosné v Africe. Použili

osm afrických populacı́ včely medonosné a šest mikrosatelitů, které byly izolované již

dřı́ve – A24, A28, A43, A88, A113 a B124 (Estoup et al., 1995).

Chaline et al. (2002) využili 17 mikrosatelitů pro genetickou analýzu trubců. Tyto

mikrosatelity pomohly rozlišit trubce, které produkovaly dělnice od trubců, kteřı́ byli

vyprodukováni matkou v době, kdy matka ve včelstvu stále byla. Mikrosatelity byly již

dřı́ve popsané A7, A14, A28, A29, A35, A43, A76, A107 a B124 (Estoup et al., 1994),

A24, A88 a A113 (Estoup et al., 1995) a Ap14, Ap16, Ap19, Ap33 a Ap37 (Baudry et

al., 1998). V tomto výzkumu zjistili, že převážné množstvı́ trubců pocházelo od trubčic.

Solignac et al. (2003) učinili pokrok a prezentovali strukturu jaderných sekvencı́ 552
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mikrosatelitů, společně se sekvencemi primerů a délkou sekvenovaných alel. Všech 552

mikrosatelitů je polymorfnı́ch u včely medonosné. Byla využita genomová DNA jedinců

včely medonosné klonovaná z BAC knihovny (nepublikované) čtyř poddruhů. DNA byla

zpracována jako u Estoup et al. (1993). Primery byly navrženy pomocı́ programu Oligo

Primer Analysis Software (National Biosciences). Bylo testováno 552 mikrosatelitů, ale

jen 36 jich bylo podrobně popsaných a publikovaných v tomto článku.Tyto mikrosate-

lity byly využity pro studii celého genomu včely medonosné (Weinstock, 2006) a pro

konstrukci genetické mapy včely medonosné (Solignac et al., 2004).

Previtali et al. (2008) pozorovali využitı́ spermiı́ v přirozeně spářených matkách po

dobu dvou let. Původně byly analyzovány čtyři mikrosatelitové markery A7, A24, A76

a B124. Lokus A76 byl dostatečně variabilnı́ a stačil k rozlišenı́ genotypu matek a ot-

covských liniı́ v šesti koloniı́ch.

Delaney et al. (2009) zjišt’ovali úroveň genetické rozmanitosti uvnitř a mezi dvěma

komerčnı́mi rozmnožovacı́mi oblastmi matek USA. Použili deset variabilnı́ch mikrosa-

telitů již dřı́ve popsaných A7, A24, A28, A88, A113 a B124 (Estoup et al., 1995), Ap43

(Baundry et al., 1998) a Ap55, Ap66 a Ap81 (Solignac et al., 2003). Ve srovnánı́ těchto

dvou oblastı́ byla genová a genotypová diferenciace u všech lokusů významná.

Muňoz et al. (2009) zkoumali genetickou strukturu a populačnı́ rozmanitost chor-

vatské včely medonosné kraňské (Apis mellifera carnica) pomocı́ pěti mikrosatelitů A7,

Ap43, Ap55, A113 a B124 (Estoup et al., 1995). Chorvatská populace byla rozdělena

na severnı́ a jižnı́ subpopulaci. Tyto subpopulace vykazovaly různé úrovně vlivu italské

populace, zatı́mco vlivu řecké populace bylo jen velmi málo.

Cánovas et al. (2011) studovali genetickou strukturu včely medonosné iberské (Apis

mellifera iberiensis) analýzou 10 mikrosatelitnı́ch lokusů A7, A24, A28, Ap43, Ap55,

Ap66, Ap81, A88, A107 a A113 (Solignac et al., 2003). Celkem bylo zjištěno 124 alel

a téměř všechny lokusy byly polymorfnı́, průměrný počet alel v každé populaci včely

medonosné iberské se pohyboval mezi 5 a 7,5.

Alburaki et al. (2013) ve studii zkoumali genetickou rozmanitost včely medonosné

ze Sýrie, Libanonu a Iráku. Využili 14 mikrosatelitů, deset z nich bylo již známých A7,

A28, A43, A88 a A113 (Estoup et al., 1995) a Ap43, Ap55, Ap81, B24 a B124 (Solignac

et al., 2003), zatı́mco čtyři dalšı́ byly nově objevené a určené z genomu včely medonosné

(Weinstock, 2006) a testované na polymorfismus. Jednalo se o mikrosatelity A8, Ap33,

Ap36 a Ap66. Tito vědci zjistili, že včela medonosná syrská se vyskytuje jak v Sýrii, tak

v Libanonu bez významné genetické variability mezi přı́slušnými populacemi. Syrské

populace včel nejsou spojeny s orientálnı́ liniı́ Blı́zkého východu, s výjimkou sporadické
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introgrese některých populacı́ v blı́zkosti tureckých a iráckých hranic.

Rahimi et al. (2014) využili pět již známých a popsaných mikrosatelitů A7, A28,

A43, A113 a B124 (Estoup et al., 1995) pro studium genetické rozmanitosti třı́ iránských

populacı́ včel (Apis mellifera meda). Zı́skaná data byla použita ke konstrukci fylogene-

tického stromu a rozdělenı́ iránských populacı́ včel do různých fylogenetických větvı́.

Techer et al. (2015) studovali jadernou variabilitu včely medonosné pomocı́ mikro-

satelitů na ostrově Rodrigues v Indickém oceánu. Na výzkum použili 18 mikrosatelitů

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 obtı́žně hodnotitelné

kvůli vysoké frekvenci nulových alel. Z těchto důvodů byly odstraněny z této analýzy.

Ostatnı́ mikrosatelity byly úspěšně genotypové s alespoň deseti amplifikovanými alelami.

Oleksa et Tofilski (2015) použili pro určenı́ poddruhů dělnic v kolonii ze smı́šené

populace včely medonosné tmavé (Apis mellifera mellifera) a včely medonosné kraňské

A. m. carnica 17 mikrosatelitů, měřenı́ pomocı́ morfometrie a použili mikrosatelity A7,

A24, A88 a A113 (Estoup et al., 1995), Ap43 (Franck et al., 1998a) a A25, Ac11, Ap28,

Ap55, Ap66, Ap90, Ap103, Ap226, Ap238, Ap243, Ap249 a Ap256 (Solignac et al.

2003). Vı́ce než tři čtvrtiny koloniı́ byly zařazeny do stejného poddruhu oběma způsoby.

Pro vývoj a mapovánı́ genomu je obecně nutno velké množstvı́ reprezentativnı́ch mar-

kerů. Proto se v poslednı́ch letech rozmáhá hledánı́ mikrosatelitů in silico, které spočı́vá

v hledánı́ markerů pomocı́ počı́tačů z DNA knihoven, které jsou uložené v databázı́ch

pomocı́ speciálnı́ch softwarů. Včela medonosná je dobrým organismem pro studium he-

terogennı́ch distribucı́ mikrosatelitů v genomu. Tento druh má 16 chromozomů o celkové

velikosti genomu 262 Mbp a má zvláště vysokou mı́ru rekombinace (20krát vyššı́ než

u lidı́) (Martin et al., 2010).

Včela medonosná je klı́čový model pro sociálnı́ chovánı́. V roce 2006 byl genom

včely medonosné sekvenován a porovnán s ostatnı́mi již známı́mi genomy hmyzu např.

octomilkou (Drosophila melanogaster) nebo molem (Tineola bisselliella). Ve srovnánı́

s jinými sekvenovanými genotypy hmyzu, má genom včely mednosné vysoký obsah

A + T (adenin, thymin) bázı́ a postrádá velké rodiny transpozonů. Dále byly přeloženy

geny pro interferenci RNA a DNA methylačnı́ geny. Včela medonosná má méně genů pro

vrozenou imunitu, detoxifikačnı́ enzymy, kutikuly-vytvářejı́cı́ proteiny a chut’ové recep-

tory. Naopak má vı́ce genů pro odorantnı́ receptory a nové geny oproti hmyzu jsou pro

využitı́ nektaru a pylu. Dı́ky osekvenovánı́ včelı́ho genomu, se podařilo podpořit africký

původ včely medonosné.
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3 Materiál a metody

3.1 Biologický materiál

Pro analýzu jsem využila genomickou DNA dvanácti matek a šesti dělnic včely

medonosné kraňské (Apis mellifera carnica). Pro optimalizaci podmı́nek PCR reakce

a základnı́ charakteristiku mikrosatelitů jsem použila DNA šesti dělnic a DNA dvanácti

matek byla použita k vlastnı́mu studiu oplozenı́. Matky byly přirozeně oplozené a ode-

brané při výměně matek v roce 2016. Pocházely z jedné oplozovacı́ stanice a byly ode-

brané z vı́ce stanovišt’ z chovu pana Svatopluka Sapáka v obci Hrušovany nad Jevišovkou

(Znojemsko). Matky i dělnice byly usmrceny zmáčknutı́m hlavy a uchovávány zmrazené

při -15 ◦C. K izolaci DNA jsme společně s vedoucı́m bakalářské práce využili komerčně

dodávaný kit – Exgene Tissue SV plus (GeneAll), který je mimo jiné vhodný též pro

izolaci DNA z hmyzu.

3.2 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 – Na2EDTA (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)

- N, N´-methylenbisakrylamid (Applichem)

- N, N, N´, N´-tetramethylethylendiamin – TEMED (Applichem)
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- Peroxodisı́ran amonný (Lachner)

- Rain-off – tekuté stěrače (Sheran)

- Thiosı́ran sodný (Lachner)

- Trishydroxymethylaminomethan – Tris (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

3.3 Roztoky

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

Dusičnan střı́brný, 0,1% roztok:

- 0,8 g dusičnan střı́brný

- 800 ml deionizovaná voda

- 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

- deionizovaná voda 1 l

Kyselina dusičná, 1% roztok:

- 12 ml 65% kyselina dusičná

- 800 ml deionizovaná voda
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Molekulárnı́ lepidlo:

- 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 8ml 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´- tetramethylethylendiamin

Reakčnı́ pufr, 10x

- 200 ml deionizovaná voda

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

- pH upravit na hodnotu 9 pomocı́ HCl

- 9,325 g KCl

- 2,5 ml triton X-100

- po rozpuštnı́ domplit na 250 ml

TBE pufr, 10x zásobnı́ roztok:

- 55 g kyselina boritá (H3BO3)

- 108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)

- 40 ml roztoku Na2EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- 1 l deionizovaná voda

Vývojka:

- 24 g uhličitan sodný

- 800 ml deionizovaná voda

- 1,2 ml formaldehyd

- 160 µl roztok thiosı́ranu sodného
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3.4 Vybavenı́ laboratoře

- Elektroforetický zdroj EV232 (Consort)

- Chladnička kombinovaná (Whirlpool)

- Laboratornı́ váhy Mark S622 (BEL Engineering)

- Magnetická mı́chačka MR Hei-Combi (Heidolph)

- Mikropipety Finnpipette 0,5–10 µl a 0,3 µl–1 ml (ThermoLabsystems)

- Mikropipety Nichipet EX 0,5 µl–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)

3.5 Izolace DNA

Genomická DNA byla izolována pomocı́ kitu Exgene Tissue SV plus, který je vhodný

i pro izolaci DNA hmyzu (GeneAll). Komerčně dodávaný kit obsahoval potřebné pufry

i kolony s tubami. Protože jsme s tı́mto kitem dosud v laboratoři neměli zkušenosti, izo-

lovala jsem nejdřı́ve DNA z včelı́ch dělnic. Tak jsem si zažila postup izolace a mohla po-

soudit kvalitu vyizolované DNA. Teprve poté, co jsem zjistila, že vyizolovaná DNA má

dostatečnou koncentraci a kvalitu pro PCR reakci, jsem přistoupila na izolaci DNA z ma-

tek. Izolace DNA proběhla stejným způsobem u matek i u dělnic. Nejdřı́ve se včela skal-

pelem rozřı́zla ve stopce a rozdělila na dvě časti. Část prvnı́ se skládala z hlavy a hrudi.

Druhá část obsahovala zadeček, ve kterém je v přı́padě matek uložen semenný váček se

spermiemi trubců. Tyto dvě části byly izolovány zvlášt’.
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1. Včely rozřı́znout skalpelem ve stopce na dvě části. Prvnı́ část vložit do 1,5ml

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

2. Do každé mikrozkumavky napipetovat 200 µl TL pufru a v mikrozkumavce ma-

teriál zhomogenizovat pomocı́ Potter-Elvehjemova homogenizátoru.

3. Připipetovat 20 µl roztoku proteinázy K (20 mg/ml). Promı́chat a inkubovat 1 ho-

dinu a 15 minut v termobloku při teplotě 56 ◦C.

4. Po inkubaci, mikrozkumavky pomocı́ centrifugy zcentrifugovat a supernatant pře-

nést do nové mikrozkumavky. Připipetovat 400 µl TB pufru a poté celkový roz-

tok aplikovat na fritu kolony a kolonu se speciálnı́ mikrozkumavkou centrifugovat

1 minutu při 6 000 G.

5. Po centrifugaci vyměnit speciálnı́ mikroszkumavku za čistou a na membránu ko-

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

6. Vyměnit speciálnı́ mikrozkumavku a aplikovat na fritu 700 µl TW pufru. Centri-

fugovat 30 sekund při 6 000 G. Odpad vylı́t a pro odstraněnı́ zbytkového pufru

centrifugovat 1 minutu při 13 000 G.

7. Kolonu s fitou přesunout do čisté 1,5ml mikrozkumavky a aplikovat na membránu

100 µl AE pufru. Kolonu nechat 2 minuty stát při pokojové teplotě. Poté centrifu-

govat 1 minutu 13 000 G.

8. Na fritu kolony opět aplikovat 100 µl AE pufru a centrifugovat 1 minutu 13 000 G.

9. Koncentraci DNA změřit pomocı́ spektrofotometru NanoDrop.

10. Vzorky zamrazit a pro následnou PCR amplifikaci už dále neředit.

3.6 Amplifikované mikrosatelity u včely medonosné kraňské

Ve své bakalářské práci jsem pro PCR amplifikaci využila 15 mikrosatelitů uve-

dených v tabulce č. 1. Tyto mikrosatelity v publikovaných článcı́ch vykazovaly poly-

morfismus.
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Tabulka č. 1: Seznam patnácti mikrosatelitových lokusů testovaných v rámci ba-

kalářské práce s uvedenı́m sekvence primerů a literárnı́ho zdroje.

Název lokusu Sekvence primerů (5’→ 3’) Literárnı́ zdroj
A7 F: GTTAGTGCCCTCCTCTTGC

R: CCCTTCCTCTTTCATCTTCC
Estoup et al., 1994

A8 F: CGAAGGTAAGGTAAATGGAAC
R: GGCGGTTAAAGTTCTGG

Franck et al., 1998b

A28 F: GAAGAGCGTTGGGTTGCAGG
R: GCCGTTCATGGTTACCACG

Estoup et al., 1994

A29 F: AAACAGTACATTTGTGACCC
R: CAACTTCAACTGAAATCCG

Estoup et al., 1994

A43 F: CACCGAAACAAGATGCAAG
R: CCGCTCATTAAGATACTCCG

Estoup et al., 1994

A88 F: CGAATTAACCGATTTGTCG
R: GATCGCAATTATTGAAGGAG

Estoup et al., 1995

A113 F: GCAACAGGCGGGTTAGAG
R: CAGGATAGGGTAGGTAAGAG

Estoup et al., 1995

Ap33 F: TTTCTTTTTGTGGACAGCG
R: AAATAAGGCGAAACGTGTG

Franck et al., 1998a

Ap36 F: CTACGCGCTTACAGGGCA
R: GCCGAAATTCAACGCTCA

Franck et al., 1998a

Ap43 F: GGCGTGCACAGCTTATTCC
R: CGAAGGTGGTTTCAGGCC

Franck et al., 1998a

Ap55 F: GATCACTTCGTTTCAACCGT
R: CATTCGGTATGGTACGACCT

Solignac et al., 2003

Ap66 F: TTGCATTCGGTCTCCAGC
R: ACTTGCCGCGGTATCTGA

Solignac et al., 2003

Ap81 F: GCATCGTCGAGGCGTTGA
R: GAAAAGTATTCCGCCGAGCA

Solignac et al., 2003

B24 F: CACAAGTTCCAACAATGC
R: CACATTGAGGATGAGCG

Solignac et al., 2003

B124 F: GCAACAGGCGGGTTAGAG
R: CAGGATAGGGTAGGTAAGAG

Estoup et al., 1995

3.7 Polymerázová řetězová reakce

Polymerázová řetězová reakce byla dělána pro 24 vzorků. Jeden vzorek se skládal

z 1 µl DNA z hlavy a hrudi, přı́padně ze zadečku a z 9 µl PCR směsi.

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

dené v tabulce č. 2.
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Tabulka č. 2: Složenı́ PCR reakčnı́ směsi pro 24 vzorků.

Složky PCR směsi Objem (µl)

Deionizovaná voda 177,6

Reakčnı́ pufr 10x 26,8

Roztok MgCl2 (25 mmol/l) 16,0

Roztok dNTPs (20 mmol/l) 2,8

Primer F (10 mmol/l) 13,2

Primer R (10 mmol/l) 13,2

aTaq DNA polymeráza (5U/µl) 4,0

2. Po napipetovánı́ složek PCR, zkumavku zvortexovat a zcentrifugovat.

3. Do 0,2ml PCR mikrozkumavek napipetovat 1 µl genomické DNA včely medo-

nosné. PCR směs připipetovat do každé mikrozkumavky po 9 µl.

4. Mikrozkumavky vložit do termocykleru, kde proběhne PCR reakce s podmı́nkami

uvedenými v tabulce č. 3.

Tabulka č. 3: Podmı́nky PCR reakce.

Reakčnı́ krok Počet cyklů Teplota (◦C) Čas

Počátečnı́ denaturace DNA 1 94 5 min

Denaturace DNA 35 94 30 s

Annealing 35 50 30 s

Elongace 35 72 30 s

Závěrečné prodlouženı́ 1 72 7 min

5. Po vyjmutı́ z termocykleru uložit a skladovat mikrozkumavky v chladničce.

3.8 Elektroforetická separace PCR produktů

Elektoroforetickou separaci DNA jsem provedla za denaturujı́cı́ch podmı́nek, s pou-

žitı́m 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.
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Přı́prava polyakrylamidového gelu

1. Malé i velké sklo umýt vodou a saponátem pomocı́ kartáčku. Následně plochy skel,

které přijdou do styku s gelem, opláchnout deionizovanou vodou, osušit, dvakrát

opláchnout 96% ethanolem a poté osušit papı́rovou utěrkou.

2. Plochu velkého skla, která bude v kontaktu s gelem, ošetřit přı́pravkem Rain-off.

Ten rozetřı́t papı́rovou utěrkou a po zaschnutı́ 2x opláchnout deionizovanou vodou

a sklo osušit papı́rovou utěrkou.

3. Plochu malého skla, která bude v kontaktu s gelem, ošetřit 1 ml molekulárnı́ho

lepidla. Tento roztok rozetřı́t papı́rovou utěrkou a po zaschnutı́ čtyřikrát opláchnout

96% ethanolem. Po každém opláchnutı́ sklo osušit papı́rovou utěrkou.

4. Velké sklo přemı́stit do digestoře ošetřenou plochou vzhůru, na bočnı́, podélné

okraje přiložit spacery, na každou stranu jeden a přiklopit ošetřenou plochou men-

šı́ho skla. Skla přichytit na obou stranách dvěma klipsy.

5. Do kádinky připravit 6% polyakrylamidový gel. Tı́mto roztokem vyplnit prostor

mezi skly a mezi skla vsunout v mı́stě naplňovánı́ hřebı́nek asi 0,5 cm hluboko.

V mı́stě vloženı́ hřebı́nku sepnout čtyřmi klipsy. Gel nechat alespoň 1 hodinu po-

lymerizovat.

Elektroforetická separace PCR produktů

1. Ztuhlý polyakrylamidový gel z obou stran očistit kartáčkem a deionizovanou vodou

a osušit papı́rovým ručnı́kem.

2. Vložit do elektroforetické komůrky a uchytit šroubovacı́mi úchyty. Do komůrky

nalı́t TBE pufr a vytáhnout hřebı́nek.

3. Zapojit elektroforetickou komůrku ke zdroji, nastavit 90 W, napětı́ na 3000 V

a proud na 150 mA a zapnout na 30 minut.

4. Do vzorků nanést po 5 µl nanášecı́ho pufru a vložit do termobloku na 3 minuty při

94 ◦C na denaturaci.

5. Po nahřátı́ gelu vypnout zdroj a odstranit zbytky gelu a bubliny, vložit hřebı́nek

a nanést 2 µl vzorku.

6. Zapojit elektroforetickou komůrku ke zdroji, nastavit 70 W, napětı́ na 3000 V

a proud na 150 mA a zapnout na 1 hodinu 30 minut.
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7. Do Erlenmeyerových baněk připravit roztoky na vizualizaci: 1. fix/stop roztok,

2. roztok 1% HNO3, 3. vývojku.

Vizualizace PCR produktů po elektroforetické separaci

1. Odpojit zdroj od elektroforetické komůrky a vyjmout skla. Vysunout spacery a no-

žem oddělit skla od sebe. Malé sklo s přilepeným gelem vložit do misky na třepačce

a zalı́t fix/stop roztokem na 20 minut.

2. Fix/stop roztok slı́t zpět do baňky. 3x opláchnout deionizovanou vodou.

3. Dále na 4 minuty zalı́t sklo 1% HNO3. 4x opláchnout deionizovanou vodou.

4. Na 30 minut vložit malé sklo s gelem do roztoku AgNO3 s 1,2 ml formaldehydu.

Namočit do vody a rychle vložit do fotomisky s vývojkou s 1,2 ml formalde-

hydu a 160 µl Na2S2O3.

5. Po dostatečné vizualizaci produktů do vývojky přilı́t fix/stop roztok, který zastavı́

reakci.

6. Poté namočit sklo na 2 minuty do deionizované vody a vložit do předehřáté sušárny

na 60 ◦C, kde se gel vysušı́.

7. Vysušený gel je možné hodnotit na negatoskopu.

8. Vyhodnocený gel se sklem ponořit na několik hodin do roztoku NaOH. Sklo po od-

lepenı́ gelu omýt kartáčkem a saponátem, opláchnout deionizovanou vodou a usušit.

Poté je opět připraveno pro dalšı́ použitı́.
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4 Výsledky

V této bakalářské práci bylo mým úkolem zjistit, s kolika trubci se matka během

snubnı́ho letu spářila. Za pomoci polymorfnı́ch mikrosatelitů a jejich PCR amplifikace

jsem zjišt’ovala, kolik alel od každého trubce je v produktech PCR reakce s DNA vyizo-

lovanou ze zadečku matky, v němž se nacházı́ semenný váček se spermiemi trubců. Pro

dosaženı́ nı́že uvedených výsledků se moje laboratornı́ práce skládala z několika kroků:

◦ Odběr materiálu pro izolaci DNA (podrobně popsáno v kapitole Materiály a metody –

v podkapitole Biologický materiál).

◦ Optimalizace podmı́nek izolace DNA pomocı́ kitu Exgene Tissue SV plus (GenAll) na

dělnicı́ch včely medonosné.

◦ Izolace DNA z matek včely medonosné pro vlastnı́ experiment.

◦ Optimalizace podmı́nek PCR pro jednotlivé páry primerů a zjištěnı́ variability jednot-

livých mikrosatelitů.

◦ Amplifikace 24 vzroků DNA z dvanácti matek pomocı́ 11 polymorfnı́ch mikrosatelitů.

Izolace genomové DNA ze včely medonosné kraňské

Izolaci DNA jsem zkušebně provedla na dělnicı́ch včely medonosné kraňské podle

varianty návodu, která je speciálně vypracovaná pro izolaci DNA z hmyzu. Po izolaci

jsem změřila koncentraci DNA na spektrofotometru nanodrop a otestovala jsem, že DNA

lze pomocı́ PCR úspěšně amplifikovat. Koncentrace vyizolované DNA z jednotlivých

částı́ včel nabývala velmi rozdı́lných hodnot, v řádu jednotek až desı́tek µg/ml. Nejlepšı́

výsledek byl 57,3 µg/ml. Podrobné výsledky koncentrace DNA u matek jsou uvedeny

v tabulce č. 4. V některých přı́padech, i po několika opakovánı́ch, vycházely záporné

čı́selné hodnoty koncentrace. I s takovými vzorky jsem provedla PCR reakci, která po-

skytla produkt.
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Tabulka č. 4: Koncentrace DNA ze vzorků dvanácti matek včely medonosné kraňské.

Koncentrace DNA (µg/ml)
Vzorek Hlava a hrud’ Zadeček

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 podmı́nek PCR pro jednotlivé páry primerů

Dále bylo mým úkolem zoptimalizovat podmı́nky PCR reakce pro 15 mikrosatelitů.

Na to jsem využila DNA šesti dělnic. Pro všechny mikrosatelity jsem na začátku použila

stejné složenı́ PCR mixu a stejný program termocykleru. Základnı́ teplotu annealigu jsem

zvolila 50 ◦C. Poté jsem dle vyhodnocenı́ elektroforetogramu teplotu annealigu upravo-

vala, aby bylo možné provést genotypizaci. Pokud se PCR produkt v polyakrylamidovém

gelu jevil slabě, tak jsem teplotu annealigu postupně snižovala. Nejnižšı́ dosažená teplota

pro amplifikaci u studovaných mikrosatelitů byla u mikrosatelitu A43 při teplotě 44 ◦C.

Pokud PCR produkt nebylo možné vyhodnotit, protože se v gelu jevil jako přı́liš inten-

zivnı́, teplotu annealigu jsem zvyšovala. Nejvyššı́ teplota pro amplifikaci u studovaných

mikrosatelitů byla 66 ◦C, a to u mikrosatelitů Ap55 a Ap81. Pokud zvýšenı́ teploty ne-

vedlo k požadované kvalitě výsledku, přistoupila jsem na snı́ženı́ koncentrace MgCl2

v PCR reakčnı́ směsi z 1,6 nmol/l na 0,8 nmol/l. Toto jsem provedla u mikrosatelitu A7.

Čas separace v polyakrylamidovém gelu byl ve všech přı́padech 90 minut.

Všechny mikrosatelity nakonec poskytly PCR produkty. Mikrosatelity A43 a Ap81

poskytovaly monomorfnı́ produkt a na základě toho, jsem je vyřadila z dalšı́ práce. Mik-

rosatelity A113 a Ap55 poskytovaly polymorfnı́ produkty, ale byly velmi problematicky

hodnotitelné a proto jsem je z dalšı́ch analýz také vyřadila.
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Amplifikace vzorků DNA z dvanácti matek pomocı́ 11 polymorfnı́ch mikrosatelitů

Pro amplifikaci jsem měla připravených dvanáct matek (dvacet čtyři vzorků). Vzorky

byly od každé matky dva. Prvnı́ vzorek obsahoval DNA z hrudi a hlavy. Druhý vzorek

obsahoval DNA ze zadečku. Těchto 24 vzorků jsem podrobila polymerázové řetězové

reakci na vybraných 11 polymorfnı́ch mikrosatelitech a zı́skala jsem od 2 do 12 alel na

lokus. Pouze 5 mikrosatelitů mělo nad 5 alel na lokus. Byly tedy nejvhodnějšı́, protože

poskytovaly nejvı́ce informacı́ o variabilitě. Pokud se stalo, že v rámci PCR jeden ze

vzorků od jednoho jedince nevyšel, tak jsem znovu v dalšı́ reakci zopakovala oba dva

vzorky společně ve stejném gelu, aby se zabránilo přı́padným problémům při hodnocenı́.

Teploty annealigu a počty alel uvádı́m v tabulce č. 5.

Tabulka č. 5: Charakteristika 15 mikrosatelitů, testovaných na 24 vzorcı́ch (12 mat-

kách) včely medonosné kraňské (Apis mellifera carnica).

Lokus Teplota annealigu (◦C) Počet alel

A7 52 4

A8 54 6

A28 65 2

A29 53 12

A43 44 Monomorfnı́

A88 61 5

A113 52 Polymorfnı́, nehodnotitelné

Ap33 60 5

Ap36 63 6

Ap43 65 3

Ap55 66 Polymorfnı́, nehodnotitelné

Ap66 50 3

Ap81 67 Monomorfnı́

B24 56 3

B124 51 2

Na následujı́cı́ch fotografiı́ch jsou zobrazeny výsledky elektroforetické separace vy-

braných mikrosatelitů po PCR amplifikaci u dvanácti matek včely medonosné kraňské.

Jedná se o lokusy A8, Ap66 a A88, u kterých bylo detekováno vı́ce alel.
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Obr. 6: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu A8, u kterého bylo detekováno 6

alel při teplotě 54 ◦C. Alely jsou označeny jako Alela 1 až Alela 6 a jedinci jsou označeni

1H, 1Z až 12H, 12Z (čı́slo označuje jedince, H = DNA z hlavy a hrudi, Z = DNA ze

zadečku).

Obr. 7: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu Ap66, u kterého byly detekovány

3 alely při teplotě 50 ◦C. Alely jsou označeny jako Alela 1 až Alela 3 a jedinci jsou

označeni 1H, 1Z až 12H, 12Z (čı́slo označuje jedince, H = DNA z hlavy a hrudi, Z =

DNA ze zadečku).
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Obr. 8: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu A88, u kterého bylo detekováno

5 alel při teplotě 61 ◦C. Alely jsou označeny jako Alela 1 až Alela 5 a jedinci jsou

označeni 1H, 1Z až 12H, 12Z (čı́slo označuje jedince, H = DNA z hlavy a hrudi, Z =

DNA ze zadečku).

Poslednı́ cı́l praktické části bakalářské práce nebyl naplněn, protože v rámci všech

mikrosatelitů a všech dvanácti matek (vždy jeden vzorek z hlavy a hrudi, druhý ze

zadečku), poskytla PCR naprosto stejný výsledek. Ve všech přı́padech jsem zı́skala v rám-

ci těchto dvou vzorků homo- nebo heterozygotnı́ konstituci alel. V přı́padě mikrosate-

litů se dvěma alelami je možné takový výsledek zı́skat, ale u polymorfnı́ho mikrosate-

litu s dvanácti alelami, by byl takový výsledek velmi nepravděpodobný. Ani v jednom

přı́padě se tedy nepodařilo zı́skat ze vzorku DNA ze zadečku dalšı́, jinou alelu, která by

nebyla v PCR produktu DNA z hlavy a hrudi. A ani v jednom přı́padě se tedy nepodařilo

prokázat amplifikaci DNA z trubčı́ch spermiı́.
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5 Diskuze

V této bakalářské práci jsem se snažila zjistit počet trubců, kteřı́ se spářili s mat-

kou. Toho jsem chtěla dosáhnout pomocı́ PCR amplifikace na celkem 15 mikrosateli-

tových lokusech a dvanácti matkách včely medonosné kraňské (Apis mellifera carnica).

Pro izolaci DNA jsem musela ověřit vhodnost použitého kitu a osvojit si izolaci DNA

pomocı́ něj na šesti dělnicı́ch včely medonosné kraňské a poté jsem tuto DNA využila

k optimalizaci podmı́nek PCR mikrosatelitů a zjištěnı́ jejich vlastnostı́. Zjistila jsem, že

dva z patnácti mikrosatelitů poskytujı́ monomorfnı́ produkt a dalšı́ dva mikrosatelity po-

skytujı́ polymorfnı́ produkt, ale jsou problematicky hodnotitelné, proto jsem je vyřadila

z dalšı́ho testovánı́. Zbylých 11 mikrosatelitů poskytovalo polymorfnı́ produkty a byly

studovány na matkách. Vybrala jsem polymorfnı́, dobře hodnotitelné mikrosatelity, které

jsem použila pro amplifikaci s DNA z matek včely medonosné kraňské. Z každé matky

byly dva vzorky, prvnı́ obsahoval DNA z hlavy a hrudi a druhý DNA ze zadečku, kde

se nacházı́ i semenný váček se spermiemi trubců. Dı́lčı́ kroky teoretické části bakalářské

práce se povedly. Bohužel, ve všech produktech PCR reakce ze zadečku se nenacházely

jiné alely, než alely, které byly i v produktu PCR reakce z hlavy a hrudi. PCR produkty

zı́skané amplifikacı́ dvojic vzorků z matek dávaly stejný výsledek a nepodařilo se mi

dosáhnout cı́le a zjistit s kolika trubci se matka při snubnı́m letu spářı́.

Při optimalizaci PCR reakce jsem vyřadila mikrosatelity A43 a Ap81 z důvodu po-

skytnutı́ pouze monomorfnı́ho produktu. Mikrosatelit A43 byl testován Estoupem et al.

(1994) a výsledný produkt mikrosatelitu byl polymorfnı́, nalezli 6 alel na 26 jedincı́ch,

jako teplotu annealingu zvolili 55 ◦C. Při mém pokusu byla teplota annealingu 44 ◦C.

Mikrosatelit Ap81 použili Dalaney et al. (2009) a amplifikovali ho při teplotě annealingu

54 ◦C a produkt PCR reakce byl polymorfnı́, nalezli v jedné populaci vı́ce než 15 alel.

Teplota, kterou jsem při pokusu zvolila já, byla 67 ◦C.

Dále jsem z pokusu vyřadila mikrosatelity A113 a Ap55 z důvodu obtı́žného hodno-

cenı́. Estoup et al. (1995) testovali mikrosatelit A113 s teplotou annealingu 60 ◦C, nalezli

v jedné populaci až 11 alel na 36 jedincı́ch. Problém s hodnocenı́m nebyl popsán. Tento

mikrosatelit byl použit i dále v dalšı́ch publikacı́ch Franc et al. (1998b) nebo Rahimi et

al. (2014). Já jsem použila teplotu annealingu 52 ◦C. Dalaney et al. (2009) amplifikovali

mikrosatelit Ap55 s teplotou annealingu 54 ◦C, v jedné populaci nalezli 13 alel a nebyl

zmı́něn žádný problém, teplota použitá v tomto pokusu byla 66 ◦C.

V pokusu jsem zı́skala produkty PCR reakce ze zadečku matky, ve všech přı́padech

totožné s produkty z hlavy a hrudi. Předpoklad byl, že produkty ze zadečku budou ob-
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sahovat u polymorfnı́ch mikrosatelitů i alely, které patřı́ DNA trubců. Důvody, které by

mohly za negativnı́ výsledky pokusu, zmiňuji v dalšı́m textu:

a) Dvouleté matky včely medonosné nemajı́ v semenném váčku spermie

Matky použité pro studium oplozenı́ byly odebrané při výměně matek v roce 2016,

tyto matky byly dvouleté. Možnost vykladenı́ matek po dvou letech je velice neprav-

děpodobná a to je potvrzeno pozorovánı́m matky ve včelstvu (Sapák, osobnı́ sdělenı́).

Matka na začátku svého kladenı́ má v semenném váčku okolo 5 milionů spermiı́ (Mac-

kensen, 1948; Page, 1986). Matka, obvykle jedna na kolonii, má desetinásobek délky

života dělnic (Weinstock et al., 2006) a v komerčnı́m včelstvu žije průměrně 2 roky,

klade až 2 000 vajı́ček denně se sezonnı́mi přestávkami a sperma uchovává roky bez

ztráty životaschopnosti. Sperma je v semenném váčku udržováno nehybně při konstatnı́

teplotě a přežı́vá i desetiletı́ (Taber et al., 1960; Boomsmaet al., 2005).

b) V zadečku matky včely medonosné jsou látky inhibujı́cı́ PCR reakci

Potencionálnı́ inhibitory PCR reakce mohou pocházet ze zdroje tkáně pro izolaci

DNA, nebo také z purifikačnı́ch metod použitých při přı́pravě vzorku. Purifikačnı́ me-

tody použité při izolaci, mnou zpracovaných vzorcı́ch, byly v pořádku, protože izolace

provedena na dělnicı́ch i na matkách byla stejná (jak u izolace DNA z hlavy a hrudi, tak

i izolace DNA ze zadečku). Nenı́ tedy pravděpodobné, že by látky v zadečku matky ne-

gativně ovlivňovaly PCR amplifikaci. Produkty PCR poskytovaly hodnotitelné výsledky.

Dalšı́ přı́klady inhibitorů jsou inhibitory pocházejı́cı́ch z buňky, které zahrnujı́ napřı́klad

hem (Akane et al., 1994) a některé dalšı́ proteiny (DeFranchis et al., 1998). U včely me-

donosné je jako negativnı́ PCR inhibitor popsán pouze pigment z očı́ (Boncristiani et al.,

2011). Dalšı́ studie ukazujı́cı́ na inhibici PCR u včely medonosné nejsou známé.

c) Špatné uchovánı́ vzorků včel

Včely dělnice i matky poskytnuté pro studium oplozenı́ byly zabity zmáčknutı́m

hlavičky a poté uchovány v mrazicı́m boxu při -15 ◦C. Tyto vzorky byly z mrazicı́ho boxu

vyjmuty pouze pro izolaci DNA. Je nepravděpodobné, že by vzorky pro izolaci DNA byly

špatně uchovány a DNA trubců v semenném váčku byla poškozena, protože PCR reakce

poskytla produkty s DNA matky. Tedy pokud by byly vzorky špatně uchovány, nevyšel

by žádný produkt PCR reakce.

d) Sperma ze semenného váčku je pro PCR reakci málo

Matka se pářı́ s vı́ce než deseti trubci (Ruttner, 1976) a každý trubec matce předá

přibližně 6 milionů spermiı́ (Kerr et al., 1962). Po spářenı́ se matka vracı́ do úlu s průměrně
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80–90 miliony spermiı́ ve vejcovodech (Koeniger, 1986) a poté je přes 5 milionů spermiı́

pomocı́ jejich motility a kontrakcı́ svalů matky převedeno do semenného váčku. Matka

klade denně až 2 000 vajı́ček (Grozinger et al., 2007). Matky, odebrané při výměně, byly

pouze dva roky staré. Reakci PCR lze provést i s DNA z jedné buňky, a tak tedy nenı́

pravděpodobné, že za neúspěchem stálo malé množstvı́ spermiı́ v semenném váčku.

e) Populace je silně inbrednı́

Sperma v semenném váčku matky je mixováno a různě agregováno (Franck et al.,

1999). Pořadı́, ve kterém matka použı́vá spermie od různých trubců pro oplozenı́, má

velký význam, protože mnohonásobné spářenı́ u matky snižuje možnost genetického

vztahu mezi členy koloniı́ a přispı́vá k redukci přı́buznosti mezi matkou a trubci (Ha-

milton, 1964). Baudry et al. (1998) studovali trubce, kteřı́ byli odebráni při snubnı́m letu

a zjišt’ovali rozmanitost skupiny. Zjistili, že genetická rozmanitost této skupiny je velmi

blı́zká Poissonově distribuci a hodnoty ukazujı́ velmi nı́zkou pravděpodobnost inbree-

dingu. Je nepravděpodobné, že by matky, použité pro studium byly oplozené trubci, kteřı́

jsou geneticky tak uniformnı́, že by produkt PCR ze zadečku neposkytl žádnou alelu

odlišnou od alel z hlavy a hrudi. Je tedy nepravděpodobné, že by v přı́padě mnou zpra-

covaných dvanácti matek z volného pářenı́, byla na lokalitě tak obrovská mı́ra genetické

uniformity trubců, vzhledem k tomu, že v přı́padě mikrosatelitu A29 jsem v genotypech

12 matek nalezla 12 alel.

Závěrem diskuze navrhuji několik možnostı́, které by mohly vést k naplněnı́ cı́le

práce:

Dı́ky vysokému počtu alel, by bylo vhodné, použı́t mikrosatelit A76 (Estoup et al.,

1994), který byl ve studiu otcovských liniı́ včely medonosné mnohokrát využit. Autoři

nalezli 17 alel na 30 jedincı́ch. Tento mikrosatelit je podle různých zdrojů vysoce po-

lymorfnı́ a užitečný pro detekci otcovských liniı́ – až dvanáct otcovkých liniı́ může být

zjištěno pomocı́ tohoto mikrosatelitu (Previtali et al., 2008). Dále bych doporučila použitı́

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

Dalšı́ možnostı́ by bylo odebı́rat směsný vzorek na izolaci DNA z několika trubců,

kteřı́ jsou z neoplozených vajı́ček. PCR amplifikacı́ je tak možné zjistit, jakou alelo-

vou konstituci na daném mikrosatelitovém lokusu matka nese. Odchytem dělnic, jako

v přı́padě Previtali et al. (2008), izolacı́ DNA a PCR amplifikacı́ mikrosatelitů je možné

zjistit, jaké alely jsou trubců, protože každá dělnice nese jednu alelu od matky a druhou

alelu od otce (trubce).
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Třetı́ možnostı́ je změnit postup izolace DNA. Semenný váček je tvořen DNA matky

a spermie jsou tvořené DNA trubců. Pro zı́skánı́ trubčı́ch spermiı́ na izolaci DNA je

možné vypitvat ze zadečku matky semenný váček. Izolace DNA ze spermiı́ přı́mo ze

semenného váčku matky by mohla přispět k zı́skánı́ vyššı́ koncentrace DNA pro poly-

merázovou řetězovou reakci, zlepšenı́ jejı́ kvality a čistoty, a tedy snı́ženı́ koncentrace

přı́padných inhibitorů PCR.
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6 Závěr

Ve své bakalářské práci jsem se snažila zjistit počet trubců, kteřı́ se při snubı́m letu

spářili s matkou. Cı́le jsem chtěla dosahnout PCR amplifikacı́ polymorfnı́ch mikrosate-

litů, určených pro včelu medonosnou (Apis mellifera). Chtěla jsem porovnat výsledky

PCR amplifikace s DNA včelı́ matky, vyizolované z hlavy a hrudi, se vzorky DNA matky

vyizolované ze zadečku, kde kromě DNA matky jsou i v semenném váčku spermie všech

trubců, se kterými se matka spářila.

V bakalářské práci jsem testovala celkem 15 mikrosatelitových lokusů, z nichž jsem

vybrala 11 polymorfnı́ch pro vlastnı́ pokus. Dále jsem při optimalizaci zjistila, že dva

mikrosatelity poskytujı́ monomorfnı́ produkt a dalšı́ dva mikrosatelity poskytujı́ poly-

morfnı́ produkt, ale jsou problematicky hodnotitelné, proto jsem je při optimalizaci vy-

řadila. S použitı́m 11 polymorfnı́ch mikrosatelitů jsem zı́skala celkem od 2 do 12 alel na

lokus. Pouze 5 mikrosatelitů mělo vı́ce než 5 alel na lokus a tedy tyto mikrosatelity měly

největšı́ vypovı́dajı́cı́ hodnotu.

Dı́lčı́ kroky bakalářské práce byly úspěšné. Bohužel, PCR amplifikacı́ s DNA zı́skanou

izolacı́ ze zadečku matek, se mi ve všech přı́padech podařilo zı́skat pouze PCR produkt,

který obsahoval stejné produkty, jako PCR z hlavy a hrudi. Ani v jednom přı́padě, neob-

sahoval dalšı́ alely, které by pocházely od trubců s nimiž se matka spářila.
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3.1.2018.

Mackensen O., Roberts W.C. (1948) A manual for the artificial insemination of queen

bees, ET-250. United States Bureau of Entomology and Plant Quarantine, Washington,

D. C.
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Tóth G., Gáspári Z., Jurka J. (2000) Microsatellites in different eukaryotic genomes: sur-

vey and analysis. Genome Research, 10, 967–981.

Tucker K.W., Laidlaw H.H. (1966) The potential for multiplying a clone of honey bee

sperm by androgenesis. Journal of Heredity, 57, 213–214.

Van Wilgenburg E., Driessen G., Beukeboom L. (2006) Single locus complementary sex

determination in Hymenoptera: an “unintelligent” design? Frontiers in Zoology, 3, 1–15.

Veselý V. (2003) Včelařstvı́. Brázda, Praha.

Weinstock G.M., Robinson G.E. (2006) Insights into social insects from the genome of

the honeybee Apis mellifera. Nature, 443, 931–949.

Whitfield C. W. et al. (2006) Thrice Out of Africa: Ancient and Recent Expansions of

the Honey Bee, Apis mellifera. Science, 314, 642–645.

Winston M. L. (1991) The biology of the honey bee. Harvard University Press, Cambridge.

Woyke J. (1962) Natural and artificial insemination of queen honeybees. Bee Word, 43,

183–275.

Woyciechowski M., Kuszewska K. (2012) Swarming generates rebel workers in honey-

bees. Current Biology, 22, 707–711.

Zayed A. (2009) Bee genetics and conservation, Apidologie, 3, 237–262.
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