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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presents original unpublished confidential data in the process of manuscript 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 worldwid e. 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 majo r 

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 LITERÁRNÍ REŠERŠE 

 

Populace důležitých opylovačů, jako jsou včely a čmeláci, zaznamenaly v 

celosvČtovém mČřítku pokles a musí čelit výraznému tlaku mikrobiálních a 

parazitických epidemií, jako je mor a hniloba včelího plodu, nosematosa či varoáza. 

Intenzifikace zemČdČlství a ztráta divoce rostoucích rostlinných zdrojů se řadí mezi 

hlavní přispívající faktory. V oblastech s intenzivním zemČdČlstvím byla průkaznČ 

snížena pestrost potenciálních zdrojů potravy pro opylovače a tím byl zaznamenán 

pokles aktivity řady enzymů. Byl prokázán vliv subletálních dávek pesticidů na 

imunitu včel ĚWu et al., 2011ě. Intenzivní zemČdČlství je na opylovačích závislé do 

velké míry, protože zajišťují 12 % celkové evropské zemČdČlské výroby potravin a 

jejich případné úbytky vedou k výrazným ekonomickým ztrátám ĚGallai et al., 2009ě. 

Výše uvedené poklesy mohou být způsobeny poruchou imunity. Vrozená imunita 

hmyzu se liší od imunity obratlovců. Hmyz nemá lymfocyty nebo jinou protilátku na 

bázi humorálního imunitního systému. Má však jiné obranné systémy, jako jsou 

antimikrobiální peptidy nebo sociální imunita -  vzorce chování v kolonii, zřízené za 

účelem zamezení působení chorob.  

V poslední dobČ se zvažuje možnost, že jedním z důležitých mechanismů, které můžou 

hrát roli v imunitním systému, jsou symbiotické bakterie nacházející se v zažívacím 

traktu. Zatímco včely a čmeláci mají odlišnou bakteriální skladbu, která závisí na 

způsobu života a zdroji výživy ĚEdwards, 1980, Harris, 1991ě, vosy nemají 

charakteristický střevní bakteriální profil, což poukazuje na široké spektrum 

bakteriálních profilů ĚReeson et al., 2003ě.  

Naopak čmeláci hostí velmi specifickou mikrobiotu, která je velmi podobná té včelí. 

Zatímco vČtšina důkazů naznačuje, že střevní bakteriální společenství čmeláků je 

vysoce konzervativní s relativnČ nízkou rozmanitostí ĚMartinson et al., 2011, Koch and 

Schmid-Hempel, 2011ě, bylo také prokázáno, že může dojít ke zmČnČ a vyšší 

variabilitČ jako reakci na infekční tlak ĚCariveau et al., 2014, Koch et al., 2012ě. 

Rozmanitost a složení bakteriálního spektra je u čmeláků také ovlivnČno nutričním 

stavem ĚDillon et al., 2010ě a vČkem hostitele ĚKoch et  al., 2012). 

Je známo, že také včely zachovávají v tČle stereotypní populace bakterií a jiných 

mikrobů ĚMoran et al., 2012ě. Evropská včela, Apis mellifera , obsahuje až 109  

bakteriálních bunČk, skládající se z 8 hlavních bakteriálních skupin, které tvoří a ž 95 

% celkového počtu bakterií ĚMoran et al., 2012ě. Jedná se o skupiny druhů Gilliamella  
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apicola a Frischella perrara  patřících do gammaproteobakterií ĚKwong and Moran, 

2013, Mohr and Tebbe, 2006ě, a skupinu betaproteobakterií s nejčastČji se vyskytující 

bakterii Snodgrassella alv i (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., 2014ě. Alphaproteobakterie se dČlí na dvČ skupiny Alpha1 and Alpha2 

(Babendreier et al., 2007ě. Přítomnost a variabilita laktobacilů je nejvíce zkoumána a 

patří mezi nejčastČji se vyskytující skupinu, pozůstávající z Firm 4 a 5 ĚMohr and 

Tebbe, 2006, Ahn et al., 2012). Poslední skupinu bakterií tvoří bifidobakterie 

(Bottacini et al., 2012ě. Na rozdíl od obratlovců, jsou u včel tyto bakterie považovány 

za potenciální probiotika, kterým se při podávání v dostatečném množství, připisuje 

zdravotní přínos pro hostitele ĚForsgren et al., 2010ě. NejnovČjší studie zamČřené na 

mikrobiotu trávicího traktu opylovačů zjistily, že objasnČní úlohy symbiotických 

bakterií u včel, které nejsou ohrožené včelařskými postupy, nám mohou poskytnout 

detailnČjší pohled na evoluci mikrobiálních druhů a jejich hostitele. Příznivý vliv 

tČchto bakterií potvrzují i fakta, že vykazují antibakteriální aktivitu u hmyzu, čímž 

zlepšují odolnost vůči nemocem dospČlých včel a larev ĚForsgren et al., 2010, Vasquez 

et al., 2012).  

Zajímavé je i zjištČní preferenčního chování včel, které často vyhledávají nektar nebo 

pyl z kvČtů, které jsou zdrojem látek s prokazatelnými antimikrobiálními vlastnostmi. 

Bylo navrženo nČkolik hypotéz k vysvČtlení role sekundárních metabolitů v nektaru. 

Mohou odrazovat zlodČje nektaru ĚJohnson et al., 2006ě, zabránit jeho mikrobiální 

degradaci ĚHerrera et al., 2009ě, zvýšit efektivitu opylovačů ĚAdler, 2000, Kessler and 

Baldwin, 2007ě, hmyz může využívat jejich účinky v procese tzv. samoléčby ĚBaracchi 

et al., 2015, Gherman et al., 2014ě, nebo dokonce vyvolat návykové chování ĚRenwick, 

2001). Vliv rostlinných alkaloidů na kondici včelích kolonií byl testován v nČkolika 

studiích ĚManson et al., 2013, Gegear et al., 2007, Köhler et al., 2012, Reinhard et al.,  

2009, Singaravelan et al., 2005ě a ty naznačují, že alkaloidy poskytují za určitých 

podmínek zdravotní výhody slabým koloniím. Tyto studie jsou důležité proto, že 

strava má významný vliv na patogenní infekce a spotřeba sekundárních metabolitů 

může buď zvýšit, nebo snížit závažnost infekcí ĚManson et al., 2010ě. Proto je potřeba 

objasnit roli potenciálnČ probiotických mikroorganismů a vybraných sekundárních 

metabolitů z rostlin v imunitČ dospČlých včel a larev.  
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2 VċDECKÉ HYPOTÉZY A CÍLE PRÁCE 

 

Hypotézy práce  

• Sociální hmyz Ěvosy, včely, čmeláciě mají svoji charakteristickou 

komensální mikrobiotu zastoupenou m.j. zástupci bifidobakterií.  

• Včelí mikrobiota se mČní s vývojovým stádiem a lokalitou kolonie a existují 

dosud nepopsané rozdíly mezi jednotlivci v rámci úlu.  

• Včely preferují nektar s malým procentem rostlinných alkaloidů.  

• Včelí mikrobiota může být modulována krmením nativních bakteriálních 

izolátů nebo antimikrobiálních látek, což vede ke zmČnČ v kondici včelích 

kolonií. 

 

Cíle  práce   

Našim hlavním cílem bylo prozkoumat vazby střevní bakteriální populace včel a 

příbuzných druhů, a jejich propojení s imunitou.  

• Charakterizovat střevní mikrobiotu čmeláků a vos pomocí 16S rRNA 

sekvenace se zamČřením na hledání nových druhů bakterií.  

• Posoudit vliv prostředí, vývojových fází v průbČhu roku, vČku včel na vývoj 

mikrobioty. 

• Zjistit možnosti ovlivnČní tČchto vztahů prostřednictvím suplementace.  
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3 MATERIÁL A METODY 

 

3.1 Identi fi kace a charakteri zace nových bakteri ál ní ch druhů  

Při popisu a charakterizaci nových taxonů prokaryot hrají zásadní roli výsledky tzv. 

genotypových a fenotypových analýz, které jsou porovnávány s nejbližšími 

příbuznými taxony. Jde v podstatČ o zjištČní míry diference alespoň části genomu 

Ěgenotypuě a souboru konkrétních znaků a vlastností Ěfenotypuě nového a nejbližšího 

taxonu, případnČ nejbližších příbuzných taxonů.  

Nejbližší příbuzné taxony nových druhů jsou v prvé fázi odhaleny mírou sekvenční 

podobnosti genu pro 16S rRNA ĚRNA malé podjednotky ribozomu 16Sě ≤ 98,65%. 

Sekvence tohoto genu náleží mezi zásadní a nezbytnou genotypovou charakteristiku 

nových taxonů. ObdobnČ mezi další podstatné genotypové charakteristiky náleží 

stanovení diference alespoň dvou alternativních genetických markerů v podobČ 

sekvencí variabilních fragmentů vhodných kódujících genů. Nezbytnou genotypovou 

analýzou je stanovení, a  následné porovnání, C + G Ě% zastoupení Cytozinu a Guaninu 

v genomuě. Mezi fenotypové analýzy náleží stanovení Ěneěschopnosti využívat jako 

zdroj energie různé organické uhlíkaté látky nejčastČji v podobČ sacharidů 

Ěmonosacharidů, disacharidů, oligosacharidů apod.ě, Ěneěschopnost syntetizovat různé 

enzymy ĚobČ skupiny analýz náleží mezi biochemickéě, dále pak stanovení konečných 

produktů metabolismu Ěu bakterií s fermentativním metabolismem v podobČ 

organických kyselin s krátkým řetČzcemě, fyziologických charakteristik (schopnost 

kultivace za aerobních, mikroaerofilních či anaerobních podmínek; teplotní a pH 

rozmezí růstuě a morfologických charakteristik Ěvelikost a morfologie bunČk, kolonií, 

přítomnost spor, ale také Gram-pozitivita či negativitaě. Nezbytná kategorie 

fenotypových analýz je reprezentována tzv. chemotaxonomickými metodami, kam 

náleží např. stanovení profilu celulárních mastných kyselin či chemické struktury 

peptidoglykanu. 

Všechny výše zmínČné komparativní genotypové a fenotypové analýzy potvrdily u 

bakteriálních izolátů z trávicího traktu laboratornČ chovaných čmeláků a volnČ žijících 

vos, na základČ míry sekvenční podobnosti 16S rRNA genu předbČžnČ klasifikovaných 

jako Lactobacillus sp. a Vagococcus sp., status nových druhů pojmenovaných 

Lactobacillus bombi sp. nov. a Vagococcus entomophilus  sp. nov. 
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3.2 Vl i v prostĜedí , vývojových fází  včel  na vývoj mi krobi oty a sl edování  

mi krobi ál ní ch zmČn mezi  jednotl i vci  v rámci  jednoho úl u  

V prvním experimentu byla porovnávána mikrobiota  různých stádií včel Ělarva 1-

denní, 3-denní, 6-denní, kukla bílá, kukla černá, mladuška, létavka, trubecě, 

odebíraných ze 4 stanovišť ve třech opakováních. V druhém pokusu byly sledovány 

mikrobiální zmČny mezi jednotlivci ve stádiu 6 -denní larvy a černé kukly v rámci 

jednoho úlu, kteří mČli společnou matku i otce nebo pouze společnou matku ĚPage et 

al., 1989, Page and Laidlaw, 1988).  

Elektroforéza v gradientovém denaturačním ge lu ĚDGGEě a sekvenování  

Bakteriální DNA byla izolována ze vzorků trávicího traktu včel komerčními kity (ZR 

Faecal DNA MiniPrep kitě. Pomocí elektroforézy v gradientovém denaturačním gelu 

ĚDGGEě s použitím univerzálních bakteriálních primerů amplifikujících variabilní 

oblast genu pro 16S rRNA Ě150 bpě, byly izolovány hlavní bakteriální druhy ĚMrazek 

et al., 2008ě. Gely byly srovnány pomocí BioNumerics 6.6 software ĚApplied Maths, 

Sint-Martens-Latem, Belgiumě. Bandy zájmu byly vyřezány, bakteriální sekvenace 

porovnány s databází GenBank pomocí BLASTn algoritmu a identifikovány pomocí 

sekvenování Ě3100 Avant Genetic Analyserě. Jejich sekvence byly vloženy do genové 

banky NCBI a na základČ maximální vČrohodnosti byly zkonstruovány fylogenetické 

stromky ĚFigTree softwareě, které graficky znázorňují příbuzenské vztahy v rámci 

jejich druhu. 

Kvantitativní PCR (qRT-PCR) 

Vybrané bakteriální skupiny ĚActinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, 

Gammaproteobacteriaě byly kvantifikovány pomocí qRT-PCR analýzy s použitím 

specifických primerů pro vybranou skupinu ĚDe Gregoris et al., 2011ě.  

Statis tická analýza  

Pro objasnČní vztahů mezi umístČním kolonie a vývojovým stádiem včel a jejich vliv 

na rozmístČní bakteriálních kmenů byla použita RDA analýza ĚSoftware CANOCO 

4.5ě. Výsledky byly graficky zpracovány pomocí programů IBM SPSS Statistics ver. 

23 (IBM, Armonk, USA) a MS Excel (Microsoft Corporation, WA, USA).  
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3.3 Vl i v pĜí rodní ho al kal oi du a probi oti ckých kmenů bakteri í  na 

ži votaschopnost i nfi kovaných včel  

Experiment probČhl v červnu 2015 ve včelínČ na Kývalce u Brna. OddČlky byly 

vytvářeny z včelstev s plodnými matkami pro získání plodu ve stejném stáří, odebrány 

byly vždy tři plodové plásty. OddČlek tvořil čerstvČ zakladený plást, doplnČný po 

stranách 2 plásty s líhnoucím se plodem, zásobní plást, přimetené včely z 3 dalších 

plodových plástů, zralý matečník ve stáří do 24 hodin před líhnutím a izolační 

přepážka; celkem tedy 4 rámky v zatepleném nástavku. Kvůli eliminaci zalétávání byly 

jednotlivé oddČlky umístČny nČkolik metrů od sebe. NáslednČ byla ponechána lhůta 24 

hodin na stabilizaci včelstva. Aplikace sangvinarinu probíhala v sirupu nebo postřikem 

plástů rozprašovačem Ěprobiotikaě. Aplikované látky se tedy dostaly do zásob a 

cirkulovaly ve včelstvu.  

PĜíprava a aplikace  sangvinarinu a mixu vybraných nepatogenních bakterií  

V experimentu byl podáván přírodní antimikrobiální alkaloid sangvinarin ve formČ 

obohaceného extraktu z Macleaya cordata  (40 % sangvinarinu). Tento alkaloid v 

předchozích testech vykazoval velmi dobrou toleranci u včel a antimikrobiální aktivitu 

proti vegetativním stádiím moru včelího a plodu. Extrakt ve formČ prášku byl smíchán 

s fruktózovým sirupem a zkrmován pokusným včelstvům, kde jako kontrola sloužil 

roztok sacharózy Ě1:1 s vodouě.  

Kmeny bakterií Lactobacillus apis (NCBI: KM068134), Lactobacillus melliventris  

(KM068135) a Gilliamella apicola  ĚKM068136ě izolovány z trávicího traktu 

ĚHroncova et al., 2015ě, původnČ charakterizovány týmy Killer et al. Ě2013ě; Kwong a 

Moran Ě2013ě; Olofsson et al. Ě2014ě, byly nakultivovány v MRS. Roztok byl 

aplikován postřikem za použití rozprašovače na pokusné p lásty ĚKTJ = 1,1 x 107  

bakterií Lactobacillus melliventris  na ml, 2,2 x 108  Lactobacillus apis na ml a 1,4 x 

106  Gilliamella apicola  na ml). 

Navození infekčního tlaku 

Pro experimentální nákazu hlísticemi byl sbírán izolovaný plod Ě0,155  ±  0,015 g) na 

vlhký filtrační papír, živý plod byl bezprostřednČ po odbČru vystaven nákaze 

hlísticemi. Infekce probíhala přirozenou cestou hlísticí Heterorhabdit is bacteriophora  

nebo Steinernema felt iae  na izolovaném nesegmentovaném včelím plodu v dávce 1 -20 
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infekčních jedinců hlístic na jednu larvu hostitele při teplotČ 25 °C na Petriho miskách. 

V každé experimentální skupinČ bylo nasazeno 20 včelích plodů, celý experiment byl 

2x zopakován. Nákaza probČhla úspČšnČ, u infikovaných larev došlo ke zmČnČ 

zabarvení díky červenému pigmentu symbiotických bakterií Photorhabdus 

luminescens. Kadavery také vykazovaly bioluminiscenci ĚObr. 1ě způsobenou P. 

luminescens, jak bylo ovČřeno luminometrem Ěsignál 10000 ± 150 RLU po odečtu 

slepého vzorkuě.  

 

 

Obr. 1.  Bakterie jsou lokalizovány v t rávicím traktu a způsobují septikemii. Fotografie 

zobrazuje neinfikované a infikované Ěšipkyě larvy, kukly a jejich vývoj za denního svČtla ĚA, 

C) a fluorescence (B, D).  

 

Statis tická analýza  

Mortalita včelích larev a kukel byla statisticky vyhodnocena pomocí Statistica 12 

software ĚStatSoft, USAě. Pro vyhodnocení účinku testovaných probiotik a 

sangvinarinu vůči kontrole byl využit Dunnettův test.  

 

3.4 Včel í  preference vůči  vybraným al kal oi dům  

Preference včel byly testovány na čtyřech předem vybraných alkaloidech: nikotin, 

kofein, gelsemin a senecionin (Sigma -  Aldrich) se 7 koncentracemi (0–0,5–1–2–5,5–

17–50 µg/ml roztoku se sacharózouě. Zdravá kolonie Apis mellifera byla přemístČna do 

izolačního stanu bez přírodního zdroje potravy, s výjimkou uložené zásoby pylu a 
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medu. UmČlé kvČtiny byly vyrobeny z Eppendorf 1,5 ml s límcem ze žlutého papíru o 

průmČru 3 cm a byly naplnČny 20% cukerným roztokem a odpovídajícím množstvím 

roztoku s alkaloidem, k terý byl připraven sériovým ředČním a tři zkumavky sloužily 

jako kontrola pouze s 20% cukerným roztokem. Všech 75 umČlých kvČtů bylo 

umístČno na polystyrénovou desku. Tato místa byla náhodnČ vybírána pro každé 

opakování znovu a také byly u každého opakování vymČňovány "kvČty", aby bylo 

možné zabránit jakémukoli feromonovému značení nebo zapamatování si míst včelami, 

které by mohlo ovlivnit konečný výsledek. Připravená polystyrenová deska s umČlými 

kvČtinami byla umístČna ve vzdálenosti jednoho metru od vstupu do úlu. Každý z 

vybraných alkaloidů byl testován v 5 ředČních a 3 opakováních na předkládané desce. 

Jednotlivé opakování byly ukončeny, když v kvČtech s kontrolním roztokem kleslo 

množství na 0,5 ml. NáslednČ byla celá deska odebrána, kvČtiny vybrány a zváženy. 

Data byla analyzována IBM SPPS Statistics pomocí Dunnettova testu.  
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE  
 

Našim cílem bylo prozkoumat vazby střevní bakteriální populace včel a příbuzných 

druhů, jejich propojení s imunitou a v rámci toho charakterizovat střevní mikrobiotu 

čmeláků a vos pomocí 16S rRNA sekvenace se zamČřením na hledání nových druhů 

bakterií. Vosa útočná ĚVespula germanicaě nemá charakteristický střevní bakteriální 

profil ĚReeson et al., 2003ě. KromČ toho, srovnání s ostatními vosami a včelami 

naznačuje, že zmČny sociálního životního stylu mohou mít vČtší vliv na vývoj střevní 

mikrobioty než výživa ĚKaltenpoth, 2011ě. V rámci experimentu byly popsány tří nové 

kmeny bakterií izolované z vosy ĚVespula vulgarisě, představující nové druhy rodu 

Vagococcus. Výsledky dokazují širokou škálu genotypových, fenotypových a 

fylogenetických analýz prokazujících, že bakteriální kmeny VOSTP2 T , VOSTP5 a 

VOSTP6 jsou novým druhem, pro který byl navrhnut název Vagococcus entomophilus  

sp. nov. Také byl izolován a detailnČ  charakterizován nový zástupce rodu 

Lactobacillus, vyskytující se v trávicím traktu čmeláků. Námi zkoumani čmeláci 

(Bombus terrestrisě byli chováni v laboratořích ZemČdČlského výzkumu, Ltd. 

ĚTroubsko, Česká republikaě v roce 2012. Nedávné studie ale potvrd ily, že střevní 

mikrobiota divokých a umČlých chovů čmeláků obsahuje základní skupiny bakterií 

ĚNeisseriaceae, Orbaceae, Lactobacillaceae a Bifidobacteriaceaeě. U divokých B. 

terrestris byly objeveny i bakterie nepatřící do tČchto skupin ĚMeeus et al., 201 5, 

Parmentier et al., 2016ě. Námi nové popsané druhy ĚLactobacillus bombi) jsou 

zástupci rodu Lactobacillus, který se řadí mezi hlavní skupiny osidlující trávicí trakt 

čmeláků. 

Našim dalším cílem bylo posoudit vliv prostředí, vývojových fází v průbČhu roku , 

vČku včel na vývoj mikrobioty. Nejnižší počty bakterií jsme zaznamenali v trávicím 

traktu 1-denních larev ĚForsgren et al., 2010, Vasquez et al., 2012, Vojvodic et al., 

2013ě, kde mírnČ převládala skupina gammaproteobakterií Ě3,3 × 10 5  kopií genů/gram 

trávicího traktuě nad skupinou Firmicutes Ě1.3 × 10 5ě. Zásadní rozdíly v bakteriálním 

složení v průbČhu vývoje byly odhaleny zejména u šestidenních larev odebraných 

tČsnČ po posledním krmení.  
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V barevném spektru ĚObr. 2ě, které odráží intenzitu bandů, můžeme pozorovat menší 

zastoupení kmenů  Snodgrassella alv i a naopak výraznČ vyšší variabilitu laktobacilů a 

gammaproteobakterií.  

 

Obr. 2.  Heatmap zobrazující relativní hustotu vybraných dominantních bandů z gelu 

denaturační elektroforézy v barevném spektr u. Vzorky jsou řazeny podle vývojového stádia 

Ě1, 3 a 6 denní larvy ĚL1, L3, L6ě, bílé a černé kukly ĚPW, PBě, mladušky, létavky a trubce 

ĚBY, BF, DRěě v rámci 4 stanovišť.  
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Výrazná variabilita všech pozorovaných kmenů se objevuje až u létavek a trubců. Toto 

zjištČní podporují také výsledky qPCR, což můžeme vidČt na obrázku 3, kde do stádia 

černé kukly převládá skupina gammaproteobakterií, kdežto po vylíhnutí se tento pomČr 

mČní ve prospČch laktobacilů.  

 

 

Obr. 3.  Graf zobrazuje množství Ěkopie 16S rRNA genu na gram trávicího traktuě vybraných 

bakteriálních skupin celého trávicího traktu včel daného vývojového stádia ĚĚ1, 3 a 6 denní 

larvy ĚL1, L3, L6ě, bílé a černé kukly ĚPW, PBě, mladušky, létavky a trubce ĚBY, BF, DRěě.  

 

Můžeme konstatovat, že mikrobiota se zásadnČ mČní v průbČhu vývoje a není závislá 

na stanovišti ĚJeyaprakash et al., 2003, Mohr and Tebbe, 2006, Cox-Foster et al., 

2007ě, ale je přísnČ druhovČ specifická. StanovištČ ovlivňuje zřejmČ zejména 

bakteriální spektrum létavek, nikoliv ale kolonie  jako takové.  
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Všechna námi doposud zjištČná fakta o variabilitČ bakteriálních kmenů v průbČhu stáři 

včely medonosné nám pomohla vybrat takové kmeny laktobacilů a 

gammaproteobakterií, které mohou hrát zásadní roli ve zdraví včel. Izoláty kmenů 

Lactobacillus apis, melliventris a Gilliamella apicola  byly nakultivovány a následnČ 

podávány v pokusu spolu s přírodním alkaloidem sangvinarinem. V rámci experimentu 

jsme zjišťovali možnosti ovlivnČní bakteriálních vztahů u včel prostřednictvím 

suplementace. Pro posouzení obecného vlivu podávaných látek na stav imunity jsme 

20 včelích larev a kukel z každé pokusné skupiny + kontroly podrobili laboratorní 

nákaze entomopatogenními hlísticemi Heterorhabdit is bacteriophora  a Steinernema 

felt iae. Infekce probČhla úspČšnČ u larválního stádia, které je ze všech stádií nejčastČji 

napadáno patogeny ĚBailey and Ball, 1991, Seeley, 1995, Vojvodic et al., 2010, Rauch 

et al., 2009ě. Výsledky mortality po 48 hodinách od aplikace sangvinarinu nebo mixu 

bakterií ukazují na významný protektivní účinek obou přípravků ĚObrázek 4ě, kdy 

došlo k lepšímu přežívání po experimentální nákaze hlísticemi. Jedná se o první 

experiment, kdy byla použitá nematobakteriální infekce pro ovČření imunitního statutu 

včel. 

 

Obr. 4 .  Imunostimulační účinek sangvinarinu a mixu nepatogenních bakterií Ě Lactobacillus 

apis, Lactobacillus melliventris, Gilliamella apicola ě na larvy infikovány Steinernema f eltiae.  

(* = P  <0,01, ** = P  <0,05).  
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Byla potvrzena hypotéza, že včely preferují nektar s malým procentem rostlinných 

alkaloidů. Včely v preferenčním pokusu s přírodními alkaloidy preferovaly kofein s 

koncentrací 2 µg/ml nektaru o 22 % více než kvČty s 20% roztokem sacharózy 

Ěkontrolaě, což je v souladu s literaturou ĚSingaravelan et al., 2005ě. U koncentrací 

vyšších než 5,5 µg/ml působily všechny zkoumané látky repelentnČ ĚP<0,05ě 

ĚObrázek 5).  

 

Obr. 5.  PrůmČrná spotřeba nektaru s obsahem alkaloidů na základČ je jich koncentraci (* = P  

<0,05).  

Kofein a nikotin byly včelami lépe tolerovány než testovaný gelsemin a senecionin. 

Výsledky tohoto experimentu podporují teorii, že dlouhodobá preference vůči kofeinu 

a nikotinu je založena na závislosti, spíše než teorii o neúmyslné samoléčbČ ĚBaracchi 

et al., 2015, Gherman et al., 2014ě. Domníváme se, že je to poprvé, kdy byl v 

preferenčních studiích použit senecionin Ějako volné bázeě.   
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5 ZÁVċR 

 

Nové výsledky prezentované v této práci vedly k vČtšímu porozumČní přirozeným 

vztahům mezi mikroorganismy a jejich hostitelem. Část výzkumu byla zamČřena na 

střevní mikrobiotu čmeláků a vos, se zamČřením na hledání nových druhů bakterií. 

Byly identifikovány a charakterizovány druhy Vagococcus entomophilus  u vosy a 

Lactobacillus bombi v trávicím traktu čmeláků.  

NejvČtší pozornost byla vČnována charakterizaci střevní mikrobioty jako součásti 

imunitního systému včel. Včely hostí v trávicím traktu přesnČ definované bakteriální 

skupiny. V práci jsme se snažili objasnit, jak mikrobiom interaguje s hostitelem a 

prokázat, že hlavní členy tČchto komunit ho pozitivnČ ovlivňují. Byla potvrzena 

hypotéza, že včely mají svoji charakteristickou mikrobiotu, jejíž variabilita se mČní s 

vývojovým stádiem. Naopak se nepotvrdilo, že bakteriální spektrum závisí na lokalitČ 

kolonie. Také bylo zjištČno, že existují dosud nepopsané rozdíly mezi jednotlivci v 

rámci úlu. Včely tedy mohou být ideálním modelem pro zkoumání evolučních a 

genetických vztahů a včelí mikrobiota může být modulována krmením nativních 

bakteriálních izolátů nebo antimikrobiálních látek, jakými jsou rostlinné alkaloidy, 

které jsou do určité koncentrace pro včely atraktantem. Informace založené na našich 

výsledcích mohou v budoucnu pomoci ovlivňovat imunitu včel prostřednictvím 

suplementace Ěpomocí doplňků obsahujících potenciálnČ probiotické kmeny bakterií 

nebo rostlinné alkaloidyě. Vztah opylovačů a jejich mikroorganismů je však vzhledem 

k jejich velkému množství a druhovému zastoupení velmi komplikovaný. Přestože 

nČkteré výsledky ukazují pozitivní přínos pro včelstva, nemůžeme je prozatím 

považovat za spolehlivý důkaz účinnosti. Podání potenciálnČ probiotických druhů v 

nevhodnou dobu může být dokonce teoreticky škodlivý a účinek se obvykle projevuje 

po aplikaci komplexních preparátů Ěmix bakteriíě než- li jednotlivých izolovaných 

kmenů. Neexistují informace o délce účinku a o tom, zda preparáty působí shodnČ na 

slabé i silné kolonie, což bude předmČtem dalšího zkoumání.  
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