Mikrobiota traviciho traktu
vcel a pribuzného hmyzu

[ X 4

a faktory ovlivnujici jeji slozeni

Autoreferat doktorské disertacni prace

Ing. Zuzana Hroncova

Praha 2016

Fakulta agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdrojt

Ceska zemédélska univerzita
v Praze

Kamycka 129

165 21, Praha 6 - Suchdol

0 T
—

Ceska zemédélska univerzita v Praze

Fakulta agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdroj(




CESKA ZEMEDELSKA UNIVERZITA V PRAZE
Fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroju

Ing. Zuzana Hroncova

Katedra mikrobiologie, vyzivy a dietetiky

Mikrobiota traviciho traktu véel a pribuzného hmyzu a faktory
ovliviaujici jeji slozeni

Microbiota of the digestive tract of bees and related insects and
the influencing factors

autoreferat doktorské disertacni prace

Studijni program: Zootechnika
Studijni obor: Obecna zootechnika

Skolitel: doc. Ing. Jaroslav Havlik, Ph.D.

Katedra mikrobiologie, vyzivy a dietetiky

Konzultant Ing. Jifi Killer, Ph.D. )
Ustav zZivoCisSné fyziologie a genetiky AV CR, v. v. i.

Oponenti: RNDr. Jana Prodélalova, Ph.D. (VUVel, Brno)doc. Ing.
Luka$ Kalous, Ph.D. (KZR, FAPPZ, CZU v Praze)
Mgr. Jifi Danihlik, Ph.D. (PfF, UPOL, Olomouc)

Obhajoba doktorské disertatni prace se kona dne: 25.11.2016
v 10:00 hod. na: Fakulté agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroja CZU
v Praze. S doktorskou disertaéni praci je mozno se seznamit na dékanaté
FAPPZ CZU v Praze.

Praha 2016



Summary

This thesis consists of six research chapters, out of which, five have already been
published in research journals, 1 is in the process of submission and the last chapter
presents original unpublished confidential data in the process of manuscript
preparation.

The research presented in this thesis concerns the complex mechanisms of bees and
wasps immune system focused on microbiota as component of immunity. As shown in
the introduction, highly social and managed species of bees like honey bees and
bumble bees, play key roles in natural and agricultural ecosystems worldwide. Recent
losses of bees have been attributed to pesticide exposure, poor nutrition, increased
parasite loads and habitat degradation. Over the past several years, governments,
beekeepers, and the general public worldwide have become concerned by increased
losses of honey bee colonies, calling for more research on how to keep colonies
healthy. Our main aim was to explore the complex mechanisms of bees and related
species gut bacterial populations, their links to insect immunity and investigate the
opportunities for an intervention. Part of our aim was to characterise the bumble bee
and wasp gut microbiota using 16S RNA sequencing in a search for potentially novel
bacterial species.

We have explained how microbiome interacts with the host and showed that major
members of these communities appear to benefit the host. Also we have demonstrated
effect of ontogenetic stage and age of bees on the development of microbiota. On the
other hand geographic location does not have impact on bacterial diversity. The simple
gut communities of social bees present ideal model systems to investigate the
underlying evolutionary and genetic processes of such interactions. Information based
on our results may help in the design of proper probiotic supplementation strategies

with respect to physiological conditions in the honey bee gut.
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1 LITERARNI RESERSE

Populace dulezitych opylovaci, jako jsou vcely a ¢melaci, zaznamenaly v
celosvétovém méfitku pokles a musi celit vyraznému tlaku mikrobidlnich a
parazitickych epidemii, jako je mor a hniloba vceliho plodu, nosematosa ¢i varoaza.
Intenzifikace zemédé€lstvi a ztrata divoce rostoucich rostlinnych zdroji se fadi mezi
hlavni pfispivajici faktory. V oblastech s intenzivnim zemédé&lstvim byla prikazné
snizena pestrost potencidlnich zdroji potravy pro opylovace a tim byl zaznamenan
pokles aktivity fady enzymi. Byl prokazan vliv subletdlnich davek pesticidi na
imunitu véel (Wu et al., 2011). Intenzivni zemédé&lstvi je na opylovacich zavislé do
velké miry, protoZze zajiStuji 12 % celkové evropské zemédélské vyroby potravin a
jejich ptipadné ubytky vedou k vyraznym ekonomickym ztratam (Gallai et al., 2009).
Vyse uvedené poklesy mohou byt zpusobeny poruchou imunity. Vrozena imunita
hmyzu se liSi od imunity obratlovci. Hmyz nema lymfocyty nebo jinou protildtku na
bazi humordalniho imunitniho systému. M& vSak jiné obranné systémy, jako jsou
antimikrobidlni peptidy nebo socialni imunita - vzorce chovani v kolonii, ziizené za
ucelem zamezeni pusobeni chorob.

V posledni dob¢ se zvazuje moznost, Zze jednim z dilezitych mechanismt, které mizou
hrat roli v imunitnim systému, jsou symbiotické bakterie nachédzejici se v zaZivacim
traktu. Zatimco vcely a ¢melaci maji odliSnou bakterialni skladbu, ktera zavisi na
zpusobu zivota a zdroji vyzivy (Edwards, 1980, Harris, 1991), vosy nemaji
charakteristicky stfevni bakterialni profil, coz poukazuje na Siroké spektrum
bakteridlnich profild (Reeson et al., 2003).

Naopak ¢melaci hosti velmi specifickou mikrobiotu, ktera je velmi podobna té vceli.
Zatimco vétSina dikazi naznaCuje, Ze stfevni bakteridlni spoleCenstvi ¢melaki je
vysoce konzervativni s relativné nizkou rozmanitosti (Martinson et al., 2011, Koch and
Schmid-Hempel, 2011), bylo také prokazano, Ze mulze dojit ke zmén€ a vyssi
variabilit¢ jako reakci na infek¢ni tlak (Cariveau et al.,, 2014, Koch et al., 2012).
Rozmanitost a slozeni bakteridlniho spektra je u ¢meldkt také ovlivnéno nutri¢nim
stavem (Dillon et al., 2010) a vékem hostitele (Koch et al., 2012).

Je znamo, ze také vcely zachovavaji v téle stereotypni populace bakterii a jinych
mikrobii (Moran et al., 2012). Evropska v&ela, Apis mellifera, obsahuje az 10°
bakterialnich bun¢k, sklddajici se z 8 hlavnich bakteridlnich skupin, které tvofi az 95
% celkového poctubakterii (Moran et al., 2012). Jednd se o skupiny druhtt Gilliamella
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apicola a Frischella perrara patficich do gammaproteobakterii (Kwong and Moran,
2013, Mohr and Tebbe, 2006), a skupinu betaproteobakterii s nejcastéji se vyskytujici
bakterii Snodgrassella alvi (Martinson et al., 2012, Engel and Moran, 2013a, Corby-
Harris et al., 2014a, Kwong and Moran, 2013, Moran et al., 2012, Koch et al., 2013,
Engel et al.,, 2014). Alphaproteobakterie se déli na dvé skupiny Alphal and Alpha2
(Babendreier et al., 2007). Pfitomnost a variabilita laktobacilii je nejvice zkouméana a
patii mezi nejcastéji se vyskytujici skupinu, pozlstavajici z Firm 4 a 5 (Mohr and
Tebbe, 2006, Ahn et al.,, 2012). Posledni skupinu bakterii tvofi bifidobakterie
(Bottacini et al., 2012). Na rozdil od obratlovci, jsou u vcel tyto bakterie povazovany
za potencialni probiotika, kterym se pfi podavani v dostatecném mnozstvi, pfipisuje
zdravotni ptfinos pro hostitele (Forsgren et al., 2010). Nejnovéjsi studie zaméfené na
mikrobiotu travicitho traktu opylovact zjistily, ze objasnéni ulohy symbiotickych
bakterii u vcel, které nejsou ohrozené vcelatskymi postupy, ndm mohou poskytnout
detailn¢j$i pohled na evoluci mikrobidlnich druhG a jejich hostitele. Ptiznivy vliv
téchto bakterii potvrzuji i fakta, ze vykazuji antibakteridlni aktivitu u hmyzu, ¢imz
zlepSuji odolnost vii¢i nemocem dospélych veel a larev (Forsgren et al., 2010, Vasquez
et al., 2012).

Zajimavé je 1 zjiSténi preferencniho chovani vcel, které ¢asto vyhledavaji nektar nebo
pyl z kvétl, které jsou zdrojem latek s prokazatelnymi antimikrobidlnimi vlastnostmi.
Bylo navrZzeno né€kolik hypotéz k vysvétleni role sekundarnich metaboliti v nektaru.
Mohou odrazovat zlodéje nektaru (Johnson et al., 2006), zabranit jeho mikrobialni
degradaci (Herrera et al., 2009), zvysit efektivitu opylovach (Adler, 2000, Kessler and
Baldwin, 2007), hmyz mize vyuzivat jejich uCinky v procese tzv. samolécby (Baracchi
etal., 2015, Gherman et al., 2014), nebo dokonce vyvolat ndvykové chovani (Renwick,
2001). Vliv rostlinnych alkaloidii na kondici v¢elich kolonii byl testovan v nékolika
studiich (Manson et al., 2013, Gegear et al., 2007, Kohler et al., 2012, Reinhard et al.,
2009, Singaravelan et al., 2005) a ty naznacuji, ze alkaloidy poskytuji za urcitych
podminek zdravotni vyhody slabym koloniim. Tyto studie jsou dulezit¢ proto, Ze
strava ma vyznamny vliv na patogenni infekce a spotieba sekundarnich metabolita
mize bud’ zvysit, nebo snizit zdvaznost infekci (Manson et al., 2010). Proto je potfeba
objasnit roli potencialné probiotickych mikroorganismi a vybranych sekundarnich

metabolitd z rostlin v imunit¢ dospélych véel a larev.



2 VEDECKE HYPOTEZY A CILE PRACE

Hypotézy prace

. Socialni hmyz (vosy, vcely, ¢meldci) maji svoji charakteristickou
komensalni mikrobiotu zastoupenou m.j. zastupci bifidobakterii.

. Vceli mikrobiota se méni s vyvojovym stadiem a lokalitou kolonie a existuji
dosud nepopsané rozdily mezi jednotlivci v ramei ulu.

. Vcely preferuji nektar s malym procentem rostlinnych alkaloid?i.

. Vieli mikrobiota mize byt modulovana krmenim nativnich bakteridlnich
izolatd nebo antimikrobialnich latek, coz vede ke zméné v kondici vcelich

kolonii.

Cile prace

NasSim hlavnim cilem bylo prozkoumat vazby stfevni bakteridlni populace vcel a

ptibuznych druhi, a jejich propojeni s imunitou.

. Charakterizovat stfevni mikrobiotu ¢meldktt a vos pomoci 16S rRNA

sekvenace se zaméfenim na hledani novych druht bakterii.

. Posoudit vliv prostfedi, vyvojovych fazi v prib&hu roku, véku véel na vyvoj
mikrobioty.
. Zjistit moZnosti ovlivnéni téchto vztahl prostiednictvim suplementace.



3 MATERIAL A METODY

3.1 Identifikace a charakterizace novych bakterialnich druhi

Pfi popisu a charakterizaci novych taxonl prokaryot hraji zdsadni roli vysledky tzv.
genotypovych a fenotypovych analyz, které jsou porovnavany s nejbliz§imi
piibuznymi taxony. Jde v podstaté¢ o zjiSténi miry diference alespon ¢asti genomu
(genotypu) a souboru konkrétnich znaka a vlastnosti (fenotypu) nového a nejbliz§iho

taxonu, pifipadné nejbliz§ich piibuznych taxoni.

Nejblizsi ptibuzné taxony novych druhd jsou v prvé fizi odhaleny mirou sekvenéni
podobnosti genu pro 16S rRNA (RNA malé podjednotky ribozomu 16S) < 98,65%.
Sekvence tohoto genu nalezi mezi zdsadni a nezbytnou genotypovou charakteristiku
novych taxonl. Obdobné mezi dal§i podstatné genotypové charakteristiky nalezi
stanoveni diference alespoii dvou alternativnich genetickych markerdt v podobé
sekvenci variabilnich fragmentti vhodnych kédujicich gend. Nezbytnou genotypovou
analyzou je stanoveni, a nasledné porovnani, C + G (% zastoupeni Cytozinu a Guaninu
v genomu). Mezi fenotypové analyzy nélezi stanoveni (ne)schopnosti vyuzivat jako
zdroj energie rizné organické uhlikaté latky nejcastéji v podobé sacharidi
(monosacharidd, disacharidl, oligosacharidli apod.), (ne)schopnost syntetizovat rizné
enzymy (ob¢ skupiny analyz nalezi mezi biochemické¢), dale pak stanoveni kone¢nych
produkti metabolismu (u bakterii s fermentativnim metabolismem v podobé
organickych kyselin s kratkym ftetézcem), fyziologickych charakteristik (schopnost
kultivace za aerobnich, mikroaerofilnich ¢i anaerobnich podminek; teplotni a pH
rozmezi rustu) a morfologickych charakteristik (velikost a morfologie bunék, kolonii,
ptitomnost spor, ale také Gram-pozitivita ¢i negativita). Nezbytnd kategorie
fenotypovych analyz je reprezentovana tzv. chemotaxonomickymi metodami, kam
nalezi napt. stanoveni profilu celularnich mastnych kyselin ¢i chemické struktury

peptidoglykanu.

Vsechny vySe zminéné komparativni genotypové a fenotypové analyzy potvrdily u
bakteridlnich izolath z traviciho traktu laboratorné¢ chovanych ¢melakt a volné zijicich
vos, na zdklad¢ miry sekvenéni podobnosti 16S rRNA genu pfedbézné klasifikovanych
jako Lactobacillus sp. a Vagococcus sp., status novych druhli pojmenovanych

Lactobacillus bombi sp. nov. a Vagococcus entomophilus sp. nov.



3.2 Vliv prostiedi, vyvojovych fazi véel na vyvoj mikrobioty a sledovani

mikrobidlnich zmén mezi jednotlivci v ramci jednoho ulu

V prvnim experimentu byla porovndvdna mikrobiota ruznych stadii vc¢el (larva 1-
denni, 3-denni, 6-denni, kukla bila, kukla cernda, mladuska, Ilétavka, trubec),
odebiranych ze 4 stanovist' ve tfech opakovanich. V druhém pokusu byly sledovany
mikrobidlni zmény mezi jednotlivei ve stiddiu 6-denni larvy a cerné kukly v rdmci
jednoho tlu, kteti méli spolecnou matku i otce nebo pouze spole¢nou matku (Page et

al., 1989, Page and Laidlaw, 1988).
Elektroforéza v gradientové m denaturac¢nim gelu (DGGE) a sekvenovani

Bakterialni DNA byla izolovana ze vzork traviciho traktu véel komercénimi kity (ZR
Faecal DNA MiniPrep kit). Pomoci elektroforézy v gradientovém denatura¢nim gelu
(DGGE) s pouzitim univerzdlnich bakteridlnich primert amplifikujicich variabilni
oblast genu pro 16S rRNA (150 bp), byly izolovany hlavni bakteridlni druhy (Mrazek
et al., 2008). Gely byly srovnany pomoci BioNumerics 6.6 software (Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgium). Bandy zajmu byly vyfezany, bakterialni sekvenace
porovnany s databdzi GenBank pomoci BLASTn algoritmu a identifikovany pomoci
sekvenovani (3100 Avant Genetic Analyser). Jejich sekvence byly vlozeny do genové
banky NCBI a na zakladé maximalni vérohodnosti byly zkonstruovany fylogenetické
stromky (FigTree software), které graficky znazoriiuji ptibuzenské vztahy v rdamci

jejich druhu.
Kvantitativni PCR (qRT-PCR)

Vybrané  bakteridlni  skupiny  (Actinobacteria,  Firmicutes, Bacteroidetes,
Gammaproteobacteria) byly kvantifikovany pomoci qRT-PCR analyzy s pouzitim
specifickych primert pro vybranou skupinu (De Gregoris et al., 2011).

Statisticka analyza

Pro objasnéni vztahii mezi umisténim kolonie a vyvojovym stadiem vcel a jejich vliv
na rozmisténi bakteridlnich kment byla pouzita RDA analyza (Software CANOCO
4.5). Vysledky byly graficky zpracovany pomoci programi IBM SPSS Statistics ver.
23 (IBM, Armonk, USA) a MS Excel (Microsoft Corporation, WA, USA).



3.3 Vliv prirodniho alkaloidu a probiotickych kmenid bakterii na

Zivotaschopnost infikovanych véel

Experiment probé&hl v Cervnu 2015 ve véeliné na Kyvalce u Brna. Oddélky byly
vytvafeny z véelstev s plodnymi matkami pro ziskdni plodu ve stejném stafi, odebrany
byly vzdy tfi plodové plasty. Oddélek tvotil Cerstvé zakladeny plast, doplnény po
strandch 2 plasty s lihnoucim se plodem, zdsobni plast, pfimetené vcely z 3 dalSich
plodovych plasti, zraly matecnik ve stafi do 24 hodin pted lihnutim a izola¢ni
pfepazka; celkem tedy 4 ramky v zatepleném nastavku. Kviili eliminaci zalétavani byly
jednotlivé oddélky umistény nékolik metrti od sebe. Nasledné byla ponechdna lhiita 24
hodin na stabilizaci v¢elstva. Aplikace sangvinarinu probihala v sirupu nebo postiikem
plasti rozpraSovacem (probiotika). Aplikované latky se tedy dostaly do zasob a

cirkulovaly ve v€elstvu.
Priprava a aplikace sangvinarinu a mixu vybranych nepatogennich bakterii

V experimentu byl poddvan pifirodni antimikrobidlni alkaloid sangvinarin ve formeé
obohaceného extraktu z Macleaya cordata (40 % sangvinarinu). Tento alkaloid v
ptedchozich testech vykazoval velmi dobrou toleranci u v¢éel a antimikrobidlni aktivitu
proti vegetativnim stadiim moru vcéeliho a plodu. Extrakt ve formé prasku byl smichan
s fruktézovym sirupem a zkrmovan pokusnym vcelstviim, kde jako kontrola slouzil

roztok sachar6zy (1:1 s vodou).

Kmeny bakterii Lactobacillus apis (NCBI: KM068134), Lactobacillus melliventris
(KMO068135) a Gilliamella apicola (KM068136) izolovany z trdvicitho traktu
(Hroncova et al., 2015), puvodné charakterizovany tymy Killer et al. (2013); Kwong a
Moran (2013); Olofsson et al. (2014), byly nakultivovany v MRS. Roztok byl
aplikovan postfikem za pouziti rozpragovae na pokusné plasty (KTJ = 1,1 x 10’
bakterii Lactobacillus melliventris na ml, 2,2 x 10® Lactobacillus apis namla 1,4 x

10° Gilliamella apicola na ml).
Navozeni infekéniho tlaku

Pro experimentalni ndkazu hlisticemi byl sbirdn izolovany plod (0,155 + 0,015 g) na
vlhky filtraéni papir, zivy plod byl bezprostifedné¢ po odbéru vystaven nakaze
hlisticemi. Infekce probihala pfirozenou cestou hlistici Heterorhabditis bacteriophora

nebo Steinernema feltiae na izolovaném nesegmentovaném vcéelim plodu v davce 1-20
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infek¢nich jedinct hlistic na jednu larvu hostitele pfi teploté 25 °C na Petriho miskach.
V kazdé experimentalni skupiné bylo nasazeno 20 vcelich plodd, cely experiment byl
2x zopakovan. Ndakaza prob&hla uspéSné, u infikovanych larev doSlo ke zméné
zabarveni diky c¢ervenému pigmentu symbiotickych bakterii Photorhabdus
luminescens. Kadavery také vykazovaly bioluminiscenci (Obr. 1) zplisobenou P.
luminescens, jak bylo ovéfeno luminometrem (signal 10000 + 150 RLU po odectu

slepého vzorku).

Obr. 1. Bakterie jsou lokalizovany v travicim traktu a zptsobuji septikemii. Fotografie

zobrazuje neinfikované a infikované (Sipky) larvy, kukly a jejich vyvoj za denniho svétla (A,
C) a fluorescence (B, D).

Statisticka analyza

Mortalita vcelich larev a kukel byla statisticky vyhodnocena pomoci Statistica 12
software (StatSoft, USA). Pro vyhodnoceni ucinku testovanych probiotik a

sangvinarinu vici kontrole byl vyuzit Dunnettiv test.

3.4 Vceli preference vic¢i vybranym alkaloidim

Preference vcel byly testovany na ¢tyfech pfedem vybranych alkaloidech: nikotin,
kofein, gelsemin a senecionin (Sigma - Aldrich) se 7 koncentracemi (0—0,5-1-2-5,5—
17-50 pg/ml roztoku se sachardzou). Zdrava kolonie Apis melliferabyla ptemisténa do

izola¢niho stanu bez ptfirodniho zdroje potravy, s vyjimkou uloZené zisoby pylu a



medu. Umél¢ kvétiny byly vyrobeny z Eppendorf 1,5 ml s limcem ze Zlutého papiru o
pruméru 3 cm a byly naplnény 20% cukernym roztokem a odpovidajicim mnozZstvim
roztoku s alkaloidem, ktery byl pfipraven sériovym fedénim a tfi zkumavky slouzily
jako kontrola pouze s 20% cukernym roztokem. VSech 75 umélych kvéth bylo
umisténo na polystyrénovou desku. Tato mista byla ndhodné vybirdna pro kazdé
opakovani znovu a také byly u kazdého opakovani vyménovany "kvéty", aby bylo
mozné zabranit jakémukoli feromonovému znaceni nebo zapamatovani si mist véelami,
které by mohlo ovlivnit kone¢ny vysledek. Pfipravend polystyrenova deska s umélymi
kvétinami byla umisténa ve vzdéalenosti jednoho metru od vstupu do ulu. Kazdy z
vybranych alkaloidi byl testovan v 5 fedénich a 3 opakovanich na predkladané desce.
Jednotlivé opakovani byly ukonceny, kdyz v kvétech s kontrolnim roztokem kleslo
mnozstvi na 0,5 ml. Nasledné byla celd deska odebrana, kvétiny vybrany a zvazeny.

Data byla analyzovana IBM SPPS Statistics pomoci Dunnettova testu.



4 VYSLEDKY A DISKUSE

Nasim cilem bylo prozkoumat vazby stfevni bakteridlni populace vcel a ptibuznych
druhil, jejich propojeni s imunitou a v rdmci toho charakterizovat stfevni mikrobiotu
¢meldkli a vos pomoci 16S rRNA sekvenace se zaméfenim na hledani novych druht
bakterii. Vosa uto¢na (Vespula germanica) nema charakteristicky stievni bakteridlni
profil (Reeson et al., 2003). Krom¢ toho, srovndni s ostatnimi vosami a vcelami
naznacuje, ze zmény socidlniho zivotniho stylu mohou mit vét§i vliv na vyvoj stfevni
mikrobioty nez vyziva (Kaltenpoth, 2011). V ramci experimentu byly popsany tfi nové
kmeny bakterii izolované z vosy (Vespula vulgaris), predstavujici nové druhy rodu
Vagococcus. Vysledky dokazuji Sirokou S$kalu genotypovych, fenotypovych a
fylogenetickych analyz prokazujicich, Ze bakterialni kmeny VOSTP2T, VOSTP5 a
VOSTP6 jsou novym druhem, pro ktery byl navrhnut nazev Vagococcus entomophilus
sp. nov. Také byl izolovin a detailné charakterizovin novy zastupce rodu
Lactobacillus, vyskytujici se v travicim traktu ¢meldki. Nami zkoumani ¢meléci
(Bombus terrestris) byli chovani v laboratofich Zemédélského vyzkumu, Ltd.
(Troubsko, Ceska republika) v roce 2012. Nedavné studie ale potvrdily, Ze stievni
mikrobiota divokych a umélych chovi ¢meldkli obsahuje zakladni skupiny bakterii
(Neisseriaceae, Orbaceae, Lactobacillaceae a Bifidobacteriaceae). U divokych B.
terrestris byly objeveny i bakterie nepattici do téchto skupin (Meeus et al., 2015,
Parmentier et al., 2016). Nami nové popsané druhy (Lactobacillus bombi) jsou
zastupci rodu Lactobacillus, ktery se tfadi mezi hlavni skupiny osidlujici travici trakt

¢melaka.

Nasim dal$im cilem bylo posoudit vliv prostiedi, vyvojovych fazi v pribéhu roku,
véku vcel na vyvoj mikrobioty. Nejniz§i poCty bakterii jsme zaznamenali v travicim
traktu 1-dennich larev (Forsgren et al., 2010, Vasquez et al., 2012, Vojvodic et al.,
2013), kde mirn¢ ptevlddala skupina gammaproteobakterii (3,3 x 10° kopii genl/gram
travictho traktu) nad skupinou Firmicutes (1.3 x 10°). Zasadni rozdily v bakterialnim
slozeni v pribchu vyvoje byly odhaleny zejména u Sestidennich larev odebranych

tésné po poslednim krmeni.
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V barevném spektru (Obr. 2), které odrazi intenzitu bandii, mizeme pozorovat mensi

v

zastoupeni kmeni Snodgrassella alvi a naopak vyrazné vyssi variabilitu laktobacild a

gammaproteobakterii.
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Obr. 2. Heatmap zobrazujici relativni hustotu vybranych dominantnich bandl z gelu
denaturacni elektroforézy v barevném spektru. Vzorky jsou fazeny podle vyvojového stadia
(1,3 a6dennilarvy (L1,L3,L6),bil¢ a Cerné kukly (PW, PB), mladusky, létavky a trubce

(BY, BF, DR)) v ramci 4 stanovist.
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Vyrazna variabilita v§ech pozorovanych kmeni se objevuje aZ u létavek a trubcti. Toto
zjisténi podporuji také vysledky qPCR, coZ mizeme vidét na obrazku 3, kde do stadia
c¢erné kukly ptfevlada skupina gammaproteobakterii, kdeZto po vylihnuti se tento pomér

méni ve prospéch laktobacild.
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Obr. 3. Grafzobrazuje mnozstvi(kopie 16S rRNA genu na gram tréviciho traktu) vybranych
bakterialnich skupin celého traviciho traktu véel daného vyvojového stadia ((1, 3 a 6 denni

larvy (L1,L3, L6),bilé¢ a cerné kukly (PW, PB), mladusky, 1étavky a trubce (BY, BF, DR)).

Mizeme konstatovat, Ze mikrobiota se zdsadné méni v prib&hu vyvoje a neni zdvisla
na stanovisti (Jeyaprakash et al., 2003, Mohr and Tebbe, 2006, Cox-Foster et al.,
2007), ale je ptisn€é druhové specifickda. Stanovist€¢ ovliviiuje ziejmé zejména

bakterialni spektrum létavek, nikoliv ale kolonie jako takové.
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VSechna nami doposud zjisténd fakta o variabilité¢ bakteridlnich kmeni v pribchu stati
véely medonosné nam pomohla vybrat takové kmeny laktobacili a
gammaproteobakterii, které mohou hrat zasadni roli ve zdravi v€el. Izolaty kmeni
Lactobacillus apis, melliventris a Gilliamella apicola byly nakultivovany a nasledné
podavany v pokusu spolu s ptirodnim alkaloidem sangvinarinem. V rdmci experimentu
jsme zjiStovali moZznosti ovlivnéni bakteridlnich vztahit u vcéel prostfednictvim
suplementace. Pro posouzeni obecné¢ho vlivu podavanych latek na stav imunity jsme
20 vcelich larev a kukel z kazdé pokusné skupiny + kontroly podrobili laboratorni
nakaze entomopatogennimi hlisticemi Heterorhabditis bacteriophora a Steinernema
feltiae.Infekce prob&hla uspésné u larvalniho stadia, které je ze vSech stadii nejcastéji
napadéano patogeny (Bailey and Ball, 1991, Seeley, 1995, Vojvodic et al., 2010, Rauch
et al., 2009). Vysledky mortality po 48 hodinach od aplikace sangvinarinu nebo mixu
bakterii ukazuji na vyznamny protektivni u¢inek obou ptipravkid (Obrazek 4), kdy
dosSlo k lepSimu pfezivani po experimentalni ndkaze hlisticemi. Jednd se o prvni
experiment, kdy byla pouzitd nematobakteridlni infekce pro ovéfeni imunitniho statutu

véel.

S. feltiae
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9 |
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0 Mix bakterii

40 + S
Sangvinarin =—g—

30
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Obr. 4. Imunostimula¢nii¢inek sangvinarinu a mixu nepatogennich bakterii (Lactobacillus
apis, Lactobacillus melliventris, Gilliamella apicola) na larvy infikovany Steinernema feltiae.

(* = P <0,01, ** = P <0,05).
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Byla potvrzena hypotéza, Ze vcely preferuji nektar s malym procentem rostlinnych
alkaloidd. Véely v preferenénim pokusu s pfirodnimi alkaloidy preferovaly kofein s
koncentraci 2 pg/ml nektaru o 22 % vice nez kvéty s 20% roztokem sachardzy
(kontrola), coz je v souladu s literaturou (Singaravelan et al., 2005). U koncentraci
vysSich nez 5,5 pg/ml pulsobily vSechny zkoumané latky repelentné (P<0,05)
(Obrazek 5).

120

100

:

PFijem nektaru (%)
(o)}
?

20
I Kofein
T Gelsemin
0 Nikotin

I Senecionin

200717 T T 1T T T T T 1
O 1 2 4 8 16 32 64

Koncentrace alkaloid( (pg/ml)

Obr. 5. Primérnd spotfeba nektaru s obsahem alkaloidii na zaklad¢ jejich koncentraci (* = P

<0,05).

Kofein a nikotin byly vcelami 1épe tolerovany nez testovany gelsemin a senecionin.
Vysledky tohoto experimentu podporuji teorii, ze dlouhodoba preference viuci kofeinu
a nikotinu je zaloZena na zavislosti, spiSe nez teorii 0 netimysIné samolécbé (Baracchi
et al., 2015, Gherman et al.,, 2014). Domnivame se, Ze je to poprvé, kdy byl v

preferencnich studiich pouzit senecionin (jako volné baze).
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5 ZAVER

Noveé vysledky prezentované v této praci vedly k veétSimu porozuméni pfirozenym
vztahim mezi mikroorganismy a jejich hostitelem. Cast vyzkumu byla zaméfena na
sttevni mikrobiotu ¢melakd a vos, se zaméifenim na hleddni novych druhti bakterii.
Byly identifikovany a charakterizovany druhy Vagococcus entomophilus u vosy a

Lactobacillus bombi v travicim traktu ¢melaku.

Nejveétsi pozornost byla vénovana charakterizaci stfevni mikrobioty jako soucasti
imunitniho systému vcéel. V&ely hosti v travicim traktu pfesné¢ definované bakterialni
skupiny. V praci jsme se snazili objasnit, jak mikrobiom interaguje s hostitelem a
prokazat, Ze hlavni Cleny téchto komunit ho pozitivné ovliviluji. Byla potvrzena
hypotéza, Ze vCely maji svoji charakteristickou mikrobiotu, jejiz variabilita se méni s
vyvojovym stadiem. Naopak se nepotvrdilo, Ze bakteridlni spektrum zavisi na lokalité
kolonie. Také bylo zji§t€no, Ze existuji dosud nepopsané rozdily mezi jednotlivei v
ramci ulu. Vcely tedy mohou byt idedlnim modelem pro zkouméani evoluCnich a
genetickych vztahli a vcéeli mikrobiota mize byt modulovdna krmenim nativnich
bakteridlnich izolatd nebo antimikrobidlnich latek, jakymi jsou rostlinné alkaloidy,
které jsou do urcité koncentrace pro v€ely atraktantem. Informace zaloZené na naSich
vysledcich mohou v budoucnu pomoci ovliviiovat imunitu vcéel prostfednictvim
suplementace (pomoci dopliikkli obsahujicich potencidlné probiotické kmeny bakterii
nebo rostlinné alkaloidy). Vztah opylovacii a jejich mikroorganismii je vSak vzhledem
k jejich velkému mnozstvi a druhovému zastoupeni velmi komplikovany. Ptestoze
nékteré vysledky ukazuji pozitivni pfinos pro vcelstva, nemizeme je prozatim
povazovat za spolehlivy dikaz ucinnosti. Podani potencialn¢ probiotickych druhii v
nevhodnou dobu mize byt dokonce teoreticky Skodlivy a G€inek se obvykle projevuje
po aplikaci komplexnich preparati (mix bakterii) nez-li jednotlivych izolovanych
kmenii. Neexistuji informace o délce ucinku a o tom, zda preparaty pusobi shodné na

slabé i silné kolonie, coz bude predmétem dal§iho zkoumani.
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