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Abstrakt

Bakterie Arsenophonus je paraziticka bakterie, ktera je prenaSena jak vertikalng, tak
horizontaln¢. Svilij pfenos posiluje manipulaci s hostitelem jevem zvanym zabijeni samct.
Vyskytuje se u hmyzu, klist'at a kiizaka obecného (Araneus diadematus).

Ulohou této diplomové prace byla detekce parazitické bakterie Arsenophonus u véely
medonosné a jejiho parazita Varroa destructor.

Zjistili jsme, ze v obou hostitelskych taxonech se nachazi bakterie Arsenophonus, jez
byla taxonomicky identifikovana jako bakterie Arsenophonus nasoniae. Nalez bakterie
Arsenophonus Vv rozto¢ich Varroa destructor je unikatnim objevem. V dvojicich rozto¢
Varroa destructor a véela medonosna odebranych z jednoho tlu jsme prokazali signifikantné
vys$i Cetnost vyskytu bakterie Arsenophonus u rozto¢u Varroa destructor oproti véelam
medonosnym.

Z nasich poznatkti miizeme usuzovat, ze rozto¢ Varroa destructor muze slouzit jako
vektor pro pienos bakterie Arsenophonus mezi vcelami medonosnymi. Vysledky této
diplomové prace by mohly vést k budoucimu vyuziti bakterie Arsenophonus Vv biologické

kontrole roztoce Varroa destructor.

Kli¢ova slova: Arsenophonus, Arsenophonus nasoniae, v¢ela medonosna, Apis mellifera,

Varroa destructor, reproduk¢ni parazit


http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro

Abstract

Arsenophonus is vertically and horizontally transmitted parasitic bacteria and
strengthens its transfer through phenomenon called son killing. Arsenophonus has been
detected in the arthropod hosts, insects, ticks and the garden spider Araneus diadematus.

The aim of this study is detection parasitic bacteria Arsenophonus in honeybees and its
parasite Varroa destructor.

We find out that bacteria Arsenophonus is present in both hosts and it is identified as
Arsenophonus nasoniae. Detection of bacteria Arsenophonus is discovered for the first time in
Varroa destructor mites. We proved that the frequency of bacteria Arsenophonus in mites
Varroa destructor is significantly higher than in honeybees.

This study shows that the mite Varroa destructor could act as a vector for transmission
parasitic bacteria Arsenophonus among honeybees. Results of this study could lead to the

future application of Arsenophonus as a biological control for the mite Varroa destructor.

Keywords: Arsenophonus, Arsenophonus nasoniae, honeybee, Apis mellifera, Varroa

destructor, reproductive parasite
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Seznam pouzitych zkratek

PCR Polymerazova fetézova reakce

Sk zabijeni synu (son Killing)

PSR  otcovsky pomér pohlavi (paternal sex ratio)

A- populace prelécena antibiotiky, tj. neinfikovana bakterii Arsenophonus

A+  populace nakazena bakterii Arsenophonus
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1. Uvod

V poslednich letech dochazi po celém svété k velkym periodickym vymiranim vcelstev
(Colony Collapse Disorder — CCD). Jednou zuvadénych pfi¢in byva rozto¢ Varroa
destructor (Martin, 2001), ktery na véelach parazituje, a tim oslabuje v¢eli kolonie, az dojde
K jejich zaniku (shrnuto v Sammataro et al., 2000). V¢ely i roztoci jsou si taxonomicky blizci,
a proto je obtizné vyvinout pesticidy s odliSnym toxickym ucinkem. Z tohoto divodu je
dalezité objevit néjakou slabinu roztocl, kterou mohou byt pravé symbiotické bakterie.
Vyzkum ,,symbiotickych® ¢i ,,parazitickych* bakterii mize mit dalezitou ulohu v biologické
kontrole skudcta (Zabalou et al., 2004; Zchori-Fein et al., 2007).

V soucasné dobé byla identifikovana symbioticka bakterie Wolbachia, ktera byla nalezena
jak u roztoCe Varroa destructor (Pattabhiramaiah et al., 2011), tak u v¢ely medonosné (Apis
mellifera) (Hoy et al., 2003; Jeyaprakash et al., 2009). Kromé této bakterie se poprvé podatilo
identifikovat bakterii Arsenophonus. Tato bakterie je maternalné i horizontalné dédéna a jeji
zpusob manipulace S reprodukci hostitele spoéiva v tzv. zabijeni samct (Skinner, 1985).
Bakterie zabiji sam¢i embrya a tim méni pomér pohlavi roztocl ve prospéch samiciho.
Vyskytuje se u hmyzu (Novakova et al., 2009), klistat (Grindle et al., 2003) a kiizaka
obecného (Araneus diadematus) Clerck, 1757 (Duron et al., 2008). Bakterie Arsenophonus
byla detekovana i u v¢el medonosnych (Novakova et al., 2009) a jeji zvySeny vyskyt byl
zaznamenan ve véelstvech postizenych CCD (Cornman et al., 2012).

Véely medonosné jsou vyznamnymi opylovaci rostlin, na jejichZ existenci je navdzana
fada dalSich organismil. V posledni dobé vSak dochézi k jejich znacnému ubytku. Rozto¢
Varroa destructor ma v tomto masivnim thynu pravdépodobné klicovou ulohu. Vysledky mé
diplomové prace mohou napomoci objasnéni vztahl bakterie Arsenophonus s rozto¢em
Varroa destructor a vést tak k jeho t€inngjsi kontrole. Pro hlubsi pochopeni vlivu

parazitickych bakterii na jejich hostitele je nezbytné popsat jejich vyskyt.
1.1. Cile

Hlavni zamér této prace byla detekce bakterie Arsenophonus Vv rozto¢i Varroa destructor
a v€ele medonosné. Za timto ti¢elem byly stanoveny nasledujici cile:

1) Jaké je taxonomické zatazeni bakterie Arsenophonus?
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2) Nachazi se bakterie Arsenophonus castéji v rozto¢ich Varroa destructor,
nebo ve véelach medonosnych?

3) Nachazi se bakterie Arsenophonus ve véelich matkach nebo v jejich doprovodu?

1.2. Taxonomie

Bakterie Arsenophonus nalezi do ¢eledi Enterobacteriaceae ttidy y - proteobakterie
(Gherna et al., 1991). Tato gramnegativni bakterie byla poprvé objevena v roce 1986
Vv parazitické vosi¢ce Nasonia vitripennis (Walker, 1836) (Hymenoptera, Pteromalidae)
nasoniae gen. nov., sp. nov. a Arsenophonus byl oznaéen za nov¢ objeveny rod (Gherna et al.,
1991). Vramci rodu evidujeme dalsi dva taxony Arsenophonus, bakterii Arsenophonus
triatominarum a bakterii Arsenophonus arthropodicus. Postaveni dalSich bakterii v ramci
rodu Arsenophonus je predmétem diskuzi, jedna se zejména o Candidatus Phlomobacter
fragariae a Candidatus Riesia pediculicola (Allen et al., 2007; Zreik et al., 1998).

Bakterie Candidatus Phlomobacter fragariae byla shledana piibuznou bakterii
Arsenophonus nasoniae s 92% podobnosti sekvenci 16S rRNA podle Zreik et al. (1998).
K zatazeni do rodu Arsenophonus se priklani i Salar et al. (2010), Sémétey et al. (2007)
a Bressan et al. (2012) na zakladé fylogenetickych studii zalozenych na 16S rRNA a genech
spoT-spoU-recG.

Ackoliv se symbiont v§i bakterie Candidatus Riesia pediculicola od bakterii rodu
Arsenophonus zna¢né¢ 1isi, napt. ve velikosti bakterii a velikosti genomu, byla u této bakterie
také zjisténa pribuznost k bakteriim rodu Arsenophonus (Allen et al., 2007). Allen et al.
(2007) identifikovali na zakladé molekularni fylogenetické analyzy 16S rRNA 89% sekvenéni
podobnost s bakterii Arsenophonus arthropodicus.

Linie bakterie Arsenophonus asociované s hostiteli klistat, rostlin, zakefnic, molic,
nékterymi druhy klost a mravencu tvoti kratké vétve s nizkou divergenci a nestalou pozici
v ramci rodu Arsenophonus, kterd se vyznacuje velkym mnozstvim polytomii (Novakova
etal., 2009). Pro symbionty vsi patfici do rodu Riesia ¢i nékteré klose jsou naopak typické
dlouhé vétve. Robustni klastry tvofi bakterie Arsenophonus vyskytujici se u zaketnic,
nékterych druht klosu a stejnokiidlych (Novakova et al., 2009). Podle Novakova et al. (2009)
neni klad Arsenophonus monofyleticky a ani jej nemizeme rozdélit do fylogeneticky

odlisnych ekologickych typa.
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Podle Dale et al. (2006) se ptekvapiveé velmi blizce ptibuzné linie rodu Arsenophonus
vyskytuji u vzdalené¢ piibuznych druht hostiteli. To mize byt pravdépodobné zplisobeno

horizontalnim pfenosem mezi vzdalen¢ piibuznymi druhy ¢lenovci.
1.3. Vyskyt

Bakterie Arsenophonus se nachazi u hmyzu (Novakova et al., 2009), klistat (Grindle
etal., 2003) a kiizaka obecného (Araneus diadematus) Clerck, 1757 (Duron et al., 2008).
Podle Duron et al. (2008) byla zatim zjisténa nakaza bakterii Arsenophonus u 5 % ¢lenovcu.

V této dobé evidujeme vyskyt bakterie Arsenophonus nasoniae u parazitickych vosicek
(Nasonia) (Gherna et al., 1991), mravkolvii (Myrmeleontidae) (Dunn & Stabb, 2005), molic
(Aleyrodidae) (Thao & Baumann, 2004), pijaku a klistat (Amblyommidae a Ixodidae) (Clay
et al., 2008; Dergousoff a Chilton, 2010; Grindle et al., 2003; Mediannikov et al., 2012).
Bakterie Arsenophonus arthropodicus byla detekovana u klost (Hippoboscidae) (Dale et al.,
2006). Bakterie Arsenophonus triatominarum byla nalezena u zakeinic (Triatoma) (Hypsa &
Dale, 1997) a msic (Aphidoidea) (Russell et al., 2003). U merovitych (Psyllidae) byly
nalezeny sekvence snejvyssi podobnosti bakterii Arsenophonus nasoniae a Arsenophonus
triatominarum (Spaulding & von Dohlen, 2001; Subandiyah et al., 2000). Bakterie
Arsenophonus sp. byla dale detekovana u klost (Streblidae) (Trowbridge et al., 2006).

U v8i (Anoplura) byla detekovana bakterie Candidatus Riesia pediculicola (Allen et al.,
2007). Bakterii Candidatus Phlomobacter fragariae detekovali u jahod (Fragaria x aranassa
Duch.) (Tanaka et al., 2006; Terlizzi et al., 2007) a v nektaru mandloné obecné (Amygdalus
comminis) a citroniku rajském (Citrus paradisi) (Aizenberg-Gershtein et al., 2013).

Vyskyt bakterie Arsenophonus nasoniae byl prokazan i u v¢ely medonosné (Novakova
etal., 2009; Babendreier et al., 2007) a zvySeny vyskyt bakterie Arsenophonus byl
zaznamenan ve veelstvech postizenych CCD (Cornman et al., 2012). Bakterie Arsenophonus
byla také nalezena ve véelami sbiraném pylu (Corby-Harris et al., 2014).

Vzhledem ke schopnosti jak vertikdlniho tak horizontalniho pfenosu bakterie
Arsenophonus bychom mohli pfedpokladat jeji masivni vyskyt, ten vSak napf. ve srovnani
s bakterii Wolbachia je pomérné nizky. Pokud porovname vyskyt bakterie Arsenophonus
a Wolbachia u taxonu Nasonia, zjistime, ze bakterie Wolbachia se nachazi u vSech zastupci
oproti bakterii Arsenophonus s nizsim vyskytem (Balas et al., 1996; Raychoudhury et al.,
2009).
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pfenosu, protoze se prendsi predevSsim maternalné (Hoffmann & Turelli, 1988). To lze
vysvétlit neGspéSnym horizontdlnim pienosem bakterie Arsenophonus, ktery nemusi
dosahovat Vv ptirozenych podminkach stejnych hodnot jako pfi vyzkumu v laboratofi (Duron
et al., 2010). Dalsi pfi¢inou mize byt i rozdilny dopad na fitness hostitele, kdy rozdilné
naklady pro hostitele mohou ovlivnit ,,ochotu® hostitele danou bakterii prenaset. Svou roli
vSak urcité hraje i dukladnéjsi vyzkum bakterie Wolbachia, ktera byla popsana o 50 let diive
nez bakterie Arsenophonus (Hertig, 1936). Z duvodu nedostatku informaci o ovlivnéni fitness

hostitele bakterii Arsenophonus Ize toto téma doporucit dal$imu studiu.
1.4. Morfologie a lokalizace

Tato tyCinkovita bakterie byla poprvé objevena a izolovana v roce 1986 tymem
Werren et al. (1986) ztkané parazitické vosicky Nasonia vitripennis (Walker, 1836)
(Hymenoptera, Pteromalidae) a hemolymfy jejiho hostitele Neobellieria bullata (Parker,
1916) (Diptera, Sarcophagidae). Jedna se 0 nepohyblivé vlaknité bakterie, jejichz Sitka ¢ini
0,40 — 0,57 pm a dosahuji délky 6,9 — 10,0 pm (Gherna et al., 1991). V koloniich vytvati
kulovité utvary. U Nasonia vitripennis byla zjisténa infekce bakterii Arsenophonus nasoniae
ve stfednim stfevé, mozku, tukovém télesu, svalech, o€ich, samic¢ich reprodukénich organech
a v hemocytech (Huger et al., 1985).

Bakterie Arsenophonus nasoniae byla lokalizovana metodou fluorescen¢ni in situ
hybridizace (FISH) u molice bavinikové Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera,
Aleyrodidae) v bakteriocytech, ve stfednim stfeve a slinnych zlazach (Rana et al., 2012).

Bakterie Arsenophonus triatominarum byla nalezena pomoci elektronové mikroskopie
Vv cytoplazmé hemocytli, ve slinnych Zl1azéach, srdci, nervovém gangliu, visceralni svaloving,
nefrocytech, vajecnicich, varlatech a dorzalnich cévach Triatoma infestans (Klug, 1834)
(Hemiptera, Reduviidae) (Hypsa & Dale, 1997).

Pomoci primera specifickych pro tkan¢ byla bakterie Arsenophonus arthropodicus
detekovana v hemocytech, tukovém télese, stfeve a reprodukénich organech v Pseudolynchia
canariensis (Macquart in Webb & Berthelot, 1839) (Diptera, Hippoboscidae) (Dale et al.,
2006).

11
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Pomoci elektronové mikroskopie nalezli Bressan et al. (2009) bakterii Candidatus
Phlomobacter fragariae ve slinnych zlazach, stfevé a samiéich reprodukénich organech
Pentastiridius leporinus (Linnaeus, 1761) (Hemiptera, Cixiidae).

Bakterii Candidatus Riesia pediculicola lokalizovali Sasaki-Fukatsu et al. (2006)
v bakteriocytech ve stfednim stifevé, vejcovodech a oocytech vsi Satni Pediculus humanus
Linnaeus, 1758 (Phthiraptera, Pediculidae) a Allen et al., (2007) v bakteriomech (autor uvadi
mycetomech) vsi détské Pediculus humanus capitis DeGeer, 1778 (Phthiraptera, Pediculidae)
pomoci metody FISH.

Pii pouziti rodové specifickych sond metodou FISH byla bakterie Arsenophonus
lokalizovana Vv bakteriocytech molicovitych Siphoninus phillyreae (Haliday, 1835) (Skaljac
et al., 2013), molice bavinikové (Gottlieb et al., 2008; Skaljac et al., 2013), molice sklenikové
Trialeurodes vaporariorum (Westwood, 1856) (Skaljac et al., 2010) a Bemisia tuberculata
Bondar, 1923 (Hemiptera, Aleyrodidae) (Marubayashi et al., 2014).

Bakterie Arsenophonus byla nejéastéji detekovana v samicich reproduk¢nich
organech, bakteriocytech, hemocytech a travicim traktu. Pfi detailn¢jsi lokalizaci byla
nachdzena i ve slinnych zldzach, tukovém télese a svaloving. Tato problematika je vSak zatim
okrajovym tématem, kdy bylo prozkoumano pouze tzké spektrum hostitelskych taxonti. Lze

jej doporucit dalsimu studiu.
1.5. Zplsob prenosu

Bakterie Arsenophonus je pienasena jak vertikalné¢ z matky na potomstvo, tak prostou
infekci (Skinner, 1985). Svij pienos posiluje manipulaci s reprodukci hostitele. Tento
fenomén se nazyva zabijeni synu (son Killing, sk). Zptisobuje mortalitu saméiho potomstva
a vychyleni poméru pohlavi ve prospéch samiciho.

Reciprokym kiizenim nakazenych a nenakazenych samic a samct Skinner (1985)
potvrdil maternalni pfenos sk znaku, kdy v piipadé kiizeni nakazené samice s nakazenym
¢i nenakazenym samcem doslo v F2 generaci ke zvySeni poc¢tu nevylihnutych vajicek. Pokud
byl kfizen nakaZeny samec s nenakazenou samici, doslo k nizké mortalité vajicek stejné jako
v piipad¢ kontrolniho kiiZeni neinfikované¢ho samce s neinfikovanou samici, coz dokazuje,
ze se nejedna o pripad paterndlniho pienosu ani o dédicny faktor chromosomaélniho

charakteru.
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V dal$im experimentu Skinner (1985) zjistil, Ze k pfenosu bakterie dojde i pfi tzv.
superparazitismu, kdy na jednom hostiteli parazituje nékolik vosi¢ek Nasonia vitripennis.
Poté co byl nakazenym samicim zpfistupnén hostitel k parazitaci, byly odebrany a stejny
hostitel byl poskytnut nenakazenym samicim. Vysledné potomstvo jak nakazenych, tak
puvodné nenakazenych samic vyvijejicich se na stejném hostiteli, vykazovalo sk znaky
projevujici  se vysokou mortalitou potomkd ve srovnani s potomstvem, kdy
se na superparazitismu podilely pouze neinfikované samice. Sk znak byl dale pifenasen
vertikalné po nékolik generaci. U 72 ze 74 vajicek piivodné nenakazenych samic vystavenych
kontaktu s nakazenymi vajicky byla zjisténa infekce bakterii Arsenophonus, coz ¢ini 97%
ucinnost prenosu bakterie. Bylo zjiSténo, Ze hostitel je infikovan pfi parazitaci a sanim
hemolymfy ze spole¢ného hostitele dojde k nakaze potomku (Skinner, 1985; Werren et al.,
1986).

Horizontalni pfenos bakterie Arsenophonus v ramci superparazitismu byl potvrzen
I v pfipadé pfenosu na nepiibuzné druhy, kdy Duron et al. (2010) zkoumali efektivnost
ptenosu bakterie Arsenophonus z parazitické vosi¢ky Nasonia vitripennis na jiné druhy
vosi¢ek c¢eledi kovovénkoviti N. giraulti Darling, 1990; N. longicornis Darling, 1990;
Muscidifurax raptorellus Kogan & Legner, 1970 (Hymenoptera, Pteromalidae) a vzdalen¢ji
piibuzny druh Melittobia acasta (Walker, 1839) (Hymenoptera, Eulophidae) (Duron et al.,
2010). Jako spolehlivy dtikaz horizontalniho pfenosu bakterie Arsenophonus byla ptitomnost
infekce u jedinch F2 generace, kterd se objevila u vSech zminénych druh ve srovnani
s nulovym vyskytem u kontrolnich neinfikovanych populaci. U infikovanych potomki byla
dale testovana schopnost vertikalniho pfenosu v dalSich generacich, ktera se projevila s 80%
ucinnosti v ptipadé potomkl F2 generace a u nejméné jedné linie kazdého druhu po dalSich
pét generaci. Prokazan byl i zpétny horizontalni pfenos z Muscidifurax raptorellus
infikovaného bakterii Arsenophonus na neinfikovaného hostitele Nasonia vitripennis.

Vertikalni a zaroven horizontalni ptenos bakterie Arsenophonus mizeme povazovat
zaunikatni, srovname-li bakterii Arsenophonus s ostatnimi bakteriemi schopnymi
manipulovat s reprodukci hostitele, jako jsou bakterie Wolbachia a Cardinium, které
vyuzivaji prevazné¢ maternalniho prenosu (Hoffmann & Turelli, 1988; Zchori-Fein et al.,
2001). Kvuli tésnému symbiotickému vztahu s hostitelem je pro né obtizné piezivat mimo

télo hostitele a pienaset se infekci (Dobson et al., 2002).
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1.6. VIiv na fenotyp
1.6.1. Son killing

Nasonia vitripennis je drobna vosicka, ktera parazituje na mouchach zejména z Celedi
bzucivkoviti (Calliphoridae), z celedi masatrkoviti (Sarcophagidae) a z ¢eledi mouchoviti
(Muscidae), sva vajicka klade do jejich kukel (shrnuto ve Whiting, 1967). Tato vosicka
vyuziva pii reprodukci tzv. arrhenotokni partenogeneze neboli haplodiploidie, kdy
se z oplozenych vaji¢ek lihnou diploidni samice a z neoplozenych haploidni samci.

Pomér pohlavi téchto vosi¢ek mohou ovliviiovat dva faktory: (i) pocet samic
na hostiteli, (ii) bakterie Arsenophonus. V ptipadé, Ze se nachazi na hostiteli pouze jedna
samice vosi¢ky Nasonia vitripennis, dochazi k pfevazujicimu sami¢imu poméru pohlavi
(Werren, 1980; Werren, 1983). S piibyvajicim poétem pfitomnych samic je pomér pohlavi
vyrovnangj$i, protoze se zvySuje kompetice mezi nepiibuznymi syny podle Hamiltonovy
teorie lokalni kompetice o partnery (Hamilton, 1967). Dale byl prokazan vliv bakterie
Arsenophonus.

Bakterie Arsenophonus dokaze manipulovat s pomérem pohlavi vosicky Nasonia
vitripennis snizovanim poc¢tu samciho potomstva, ¢ehoz dosahuje specifickym jevem
nazyvanym zabijeni synd (son killing, sk) (Skinner, 1985). Zptsobuje masivni ztraty sam¢ich
zarodki a tim umozni dominanci potomki samic¢iho pohlavi.

V experimentu Skinnera (1985) dosahovaly pocty saméich potomki infikovanych
samic pouze 0 — 5 % oproti neinfikovanym samicim s 11 — 15 % sam¢ich potomku. Pti¢inou
takto nizkého poc¢tu samc¢iho potomstva v ptipadé samic nakazenych bakterii Arsenophonus je
mortalita sam¢iho potomstva, ktera dosahovala v experimentu Skinner (1985) az 77 %.
K podobnému vysledku dospéli i Balas et al. (1996), kde mortalita sam¢iho potomstva ¢inila
68 % Vv piipadé samic nakazenych bakterii Arsenophonus. Dalsim efektem sk v experimentu
Skinner (1985) bylo zna¢né snizeni celkového poétu nakladenych vaji¢ek nakazenych samic
ve srovnani s kontrolnimi neinfikovanymi samicemi, které produkovaly az o tfetinu vice
vajicek. V pfipad¢ vaji¢ek nakazenych samic navic nedoslo u 75,9 % k vylihnuti potomki.
U vajicek nenakazenych samic se jednalo pouze o 2,6 — 2,9 % nevylihnutych vajicek.

Werren et al. (1986) v experimentu nakazili 15 jedinct parazitické vosicky Nasonia
vitripennis bakterii Arsenophonus. Veskeré jejich potomstvo vykazovalo znaky zabijeni synt
vyznacujici se dominanci sami¢iho poméru pohlavi a vysSi mortalitou samcich potomkd.
V dalsich generacich byl vsak efekt sk jiz snizen (Werren et al., 1986).
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Duron et al. (2010) porovnavali pfenos sk znaku u infikovanych a neinfikovanych
panenskych samic, které produkuji pouze haploidni samce, a u oplozenych samic
produkujicich jak dcery, tak syny. Tento srovnavaci experiment provadé¢li u riznych druht
parazitickych vosi¢ek Nasonia vitripennis, N. giraulti, N. longicornis, Muscidifurax
raptorellus a Melittobia acasta (Duron et al., 2010).

V ptipad¢ druhti Nasonia vitripennis, N. giraulti, N. longicornis a Muscidifurax
raptorellus mé¢ly panenské samice infikované bakterii Arsenophonus prokazatelné nizsi pocty
saméich potomkd oproti kontrolnimu saméimu potomstvu neinfikovanych samic (Duron
et al., 2010). Celkové snizeni potomstva z divodu mortality sam¢ich potomkid u panenskych
samic Nasonia vitripennis potvrdili i Balas et al. (1996). Vyssi mortalita syn byla naméiena
ublize pfibuznych parazitickych vosi¢ek Nasonia (81,2 - 92,5 %) nez u vzdalenéji
ptibuzného Muscidifurax raptorellus (50 %) (Duron et al., 2010). U panenskych samic
Melittobia acasta nedoslo k produkci Zzadného potomstva.

Pocty samciho potomstva infikovanych oplozenych samic dosahovaly nizsich hodnot
nez v ptipadé¢ samic nenakaZenych, coz vedlo k vychyleni poméru pohlavi ve prospéch
samic¢iho (Duron et al., 2010). V pfipadé oplozenych samic Melittobia acasta nakazenych
bakterii Arsenophonus bylo pozorovano pouze 10% sniZeni poétu samc¢iho potomstva oproti
potomstvu kontrolnich neinfikovanych samic. Nizké pocty sam¢iho potomstva jsou pro tento
druh charakteristické (shrnuto v Matthews et al., 2009), takze tento vysledek neni tfeba
zohledniovat. Oproti tomu Balas et al. (1996) nezaznamenali vyznamné rozdily v poctu
celkového potomstva nakazenych oplozenych samic u Nasonia vitripennis oproti kontrolnim
nenakazenym oplozenym samicim, coz vysvétluji béZznou dominanci samiciho potomstva
u tohoto druhu, kdy pocty samciho potomstva jsou natolik nizké, Ze jejich mortalita nebyla
statisticky zaznamenatelna.

Mechanismus, kterym bakterie Arsenophonus dokaze manipulovat s pomérem pohlavi
u vosicky Nasonia vitripennis, byl ¢aste¢né odhalen tymem Ferree et al. (2008). Bakterie
Arsenophonus je schopna zabranit vytvofeni maternalniho centrozomu, ¢imz zamezi vyvinuti
se samcich vaji¢ek v larvu a dochazi k jejich mortalité (Ferree et al., 2008). Podle Ferree et al.
(2008) bakterie Arsenophonus vypousti toxin, jenz prostoupi vitelinni a plazmatickou
membranou vajicka a zabrani vytvofeni centrozomu.

Zajimavym experimentem bylo zkiizeni samic Nasonia vitripennis nakazenych
bakterii Arsenophonus se samci, u kterych se vyskytoval tzv. ,otcovsky pomér pohlavi
(paternal sex ratio, PSR) (Ferree et al., 2008). PSR se projevuje narozenim téméf vyluéné
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sam¢iho potomstva a dochédzi k nému pfi zkiiZeni samice se samcem, jehoz spermie obsahuji
nadpocetné chromozomy (Werren et al., 1981; Werren & van den Assem, 1986; Nur et al.,
1988). Tyto chromozomy zptsobi nespravnou funkci otcovskych chromozomi v embryu,
ktera vede k jejich ztraté (Nur et al., 1988). Pti¢inou dominance sam¢ich potomka tedy neni
mortalita samiciho potomstva, ale nemoznost vyvinu samic kvili haplodiploidnimu urceni
pohlavi, které pii absenci otcovskych chromozomt umoziuje vznik pouze haploidnich samct
(Werren et al., 1981).

Pii zkiizeni samic parazitickych vosi¢ek Nasonia vitripennis infikovanych bakterii
Arsenophonus s PSR samci doslo k produkci potomstva s 90% dominanci sam¢iho pohlavi
(Ferree et al., 2008). Toto potomstvo bylo nakazeno bakterii Arsenophonus, coz by mohlo
vést k zaveru, Ze tato bakterie se nesnazi zabijet sam¢i potomstvo, ale pouze eliminovat vyvoj
jedinct z neoplozenych vajicek (Ferree et al., 2008). Jednim ze zpisobu, jak ,,vylécit®
hostitele od parazitického ucinku son killing bakterie Arsenophonus, se tedy jevi oplozeni

samic spermii obsahujici nadpocetné chromozomy PSR.
1.6.2. Dalsi vlivy bakterie Arsenophonus na fitness hostiteld

V piipadé populace molice bavinikové Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) nakazené
bakterii Arsenophonus byl zkouman vliv na fitness hostitele po pteléeni populace antibiotiky
tetracyklin (Raina et al., 2015). Vysledky prokazaly, Zze samice piclééené populace (A-)
ve srovnani s nakazenou (A+) nakladly vice vajicek, tj. A+: 69.4 = 3.91; A-: 115.2 + 6.65.
V poctu vylihlych larev nebyly zjistény vyznamné rozdily. Prekvapivé nebyly zjistény ani
vyrazné rozdily v poméru pohlavi mezi nakaZenou a prelécenou populaci, jak bychom mohli
predpokladat vzhledem k jevu son killing u Nasonia vitripennis zpusobenym bakterii
Arsenophonus. Odporuje to i tvrzeni Ferree et al.(2008), podle nichz je jev son killing tzce
spjat se specifickym haplodiploidnim uréenim pohlavi Nasonia vitripennis, to se vSak
vyskytuje i u molice sklenikové (Byrne a Devonshire, 1996).

Vysledky Raina et al. (2015) statisticky analyzovali a zjistili pfitomnost korelace
mezi plodnosti (pocet nakladenych vajic¢ek) a poctem jedinct, kteti se dozili dospélosti, a dale
korelaci mezi lihnivosti (pocet vylihlych larev) a po¢tem dospélct.

Dale pritomnost bakterie Arsenophonus ovlivnila délku vyvoje od vajicka po dospélce
a pocet jedinct uGspeésné se vyvinutych v dospélce (Raina et al., 2015). Jedinci pielécené

populace se vyvijeli pomaleji oproti jedincim kontrolni infikované populace. Také pocet
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dospélct, ktefi uspésné dokoncili svlij vyvoj, byl vyssi v preléené populaci. Necekanym
zjisténim je rozdilnd doba trvani inkubace vajicka a doba trvani 2. a 4. instaru, kterd byla
prokazatelné delsi v ptipad¢ jedinct preléCenych tetracyklinem.

Vliv bakterie Arsenophonus byl zaznamenan i v pfipadé délky zivota, kde se jak
samci, tak samice pieléCené populace dozivali vyrazné vyssiho véku (Raina et al., 2015).
V piipad¢ samci se jednalo o primérné 6,2 dni vice nez kontrolni populace a v pfipadé samic
dokonce o 11 dnii vice nez infikovana populace.

Tyto vysledky jednoznaéné prokazuji, ze pfitomnost bakterie Arsenophonus snizuje
celkovou fitness hostitele molice sklenikové projevujici se ve snizené plodnosti, lihnivosti

a kratsi délce zivota.
1.6.3. Proc¢ se udrzi son killing v hostiteli

V souCasné dobé zname tii teorie vysvétlujici udrzeni son killing v populacich:
(1) uvolnéni zdroju, (ii) zamezeni inbreedingu a (iii) teorie inokula (Balas et al., 1996). Prvni
pochazi od Skinner (1985), podle néhoz samici potomstvo samice s Sk znakem ma diky
mortalité synli vice zdrojl, ¢imz se zvysi jejich fitness a maji tak konkuren¢ni vyhodu oproti
ostatnim. Pro samotnou samici se vSak jednd o ztratu, protoze energie vynaloZena
do produkce syni mohla byt vyuZzita pro né samotné. Druha teorie uvazuje vyuziti nakazy
bakterie Arsenophonus jako zpusob, kterym sestry zabrani pafeni se svymi bratry (Werren,
1987). V ptipadé kompletniho projevu son killing dojde k mortalité¢ vSech samcich potomku,
¢imz je inbreeding znemoznén. I kdyz ptenos bakterie Arsenophonus neni uplny, je moznost
inbreedingu alespon sniZena a infikované samice jsou i1 piesto zvyhodiiovany selekci. Podle
Balas et al. (1996) je tieti hypotézou tvorba inokula bakterii Arsenophonus v usmrcenych
sam¢ich potomcich, kteti zemfeli diky son killing zptisobeném bakterii Arsenophonus. Tato
inokula slouzi pro horizontalni ptenos bakterie Arsenophonus, naopak samiéi potomstvo
slouzi pro vertikalni pfenos (Balas et al., 1996).

Prvni teorii vyvratili Balas et al. (1996), ktefi mé&fili praimér $itky hlavy infikovanych
a neinfikovanych samic vosic¢ek Nasonia vitripennis a N. longicornis pro porovnani jejich
fitness. Piekvapivym zjiSt€énim byly niz§i hodnoty priméru Sitky hlavy infikovanych samic,
coz svedci pro neplatnost teorie uvolnéni zdrojt, podle které by mély infikované samice vetsi

fitness kvili vétsi velikosti. K podobnému zavéru dosli i Raina et al. (2015), kteti zjistili nizsi
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hodnoty plodnosti, lihnivosti a krats$i délku zivota u samic molice sklenikové nakazené
bakterii Arsenophonus, coz je jasny dikaz snizeni celkové fitness hostitele.

Alternativnim vysvétlenim mutze byt uplatnéni hypotézy uvolnéni zdroji pouze
vV pifemnozené populaci, protoze pomér pohlavi N. vitripennis se méni pravé na zaklad¢
pfemnozenosti populace. S pfibyvajicim poctem samic stoupd pocet samcu, pii nizkych
pocCtech samic vyrazné pievazuji samice (Werren, 1980; Werren, 1983), a proto
se vV nepfemnozenych populacich nemtzZe uvolnit dostate¢né mnozstvi zdroju (Balas et al.,
1996). Navic podle Balas et al. (1996) staci bakterii Arsenophonus pouze 5,5 — 5,7% nartst
fitness infikovanych samic oproti neinfikovanym pro udrzeni se selekci.

Druhou teorii podporuji rovnice vytvoifené Werren (1987), které fesi otazku, zda son
killing zvysuje fitness nakazenych samic. Vyplyva z nich, ze k udrzeni son killing dochazi
I v pfipadé, kdy inbreeding neni piili§ nakladny pro fitness samic.

Balas et al. (1996) uvazuji jesté Ctvrtou teorii, jez vznikla spojenim nékolika teorii
piedchozich. Podle ni je pro udrZeni bakterie klicovy horizontalni pfenos a son killing je
pouze jeho vedlejSim efektem. Domnivaji se, Ze s ndstupem schopnosti horizontilniho
prenosu bakterie se objevila nova son killing forma bakterie, ktera konkurovala ptivodni
form¢ bakterie, ktera nezpusobovala son killing. Nova forma bakterie bylo schopna vyuzit
zabijeni syni k zvySeni fitness hostitele a tak ptivodni formu pfekonat. Zptisob ziskéani fitness
pfitom mohlo vychazet z uvolnéni zdrojli nebo zabranéni inbreedingu.

Z dosavadnich poznatkl nelze vyvodit jednoznacné zavéry, které by nam objasnily
skute¢nou pii¢inu udrzeni bakterie Arsenophonus v populacich hostiteli. Klicovou tlohu zde
vSak nepochybné hraje schopnost bakterie Arsenophonus pienaset se jak vertikalng, tak

horizontalné.

1.7. Rozto¢ Varroa destructor

Rozto¢ Varroa destructor (Anderson & Trueman, 2000) je paraziticky rozto¢ nalezici
do celedi klestikoviti (Varroidae) fadu cEmelikoved (Mesostigmata). Rozto¢ parazituje
predevsim na véelach medonosnych (Apis mellifera) Linnaeus, 1758 a na vcelach vychodnich
(Apis cerana Fabricius, 1793), kdy zpusobuje tzv. varroazu (Delfinado & Baker, 1974). Je

celosvétove rozsifeny s vyjimkou Australie (shrnuto v Rosenkranz et al., 2010).
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U roztoce Varroa destructor evidujeme pohlavni dimorfismus. Samice jsou vé&tsi,
ovalné s hnédym zbarvenim a sklerotizovanym $titem (Oudemans, 1904). Samci jsou mensi,
hruskovitého tvaru s bilym zbarvenim a nizsi sklerotizaci Stitu (Delfinado & Baker, 1974).

Zivotni cyklus rozto¢e Varroa destructor je izce spjat s jeho hostitelem a miizeme jej
rozdélit na dvé faze: reprodukeni a foretickou (Obr. 1). Jeho rozmnozovani probiha v buiikach
vceliho plodu (Sevilla, 1963, citovano podle Akratanakul, 1975).V buiikach se samice zivi
hemolymfou larvy a pii dostate¢ném nasyceni naklade prvni vajicko (Rehm & Ritter, 1989).
Rozto¢i maji haplodiploidni urceni pohlavi, kdy prvni vajicko je neoplozené a vylihne se z n¢j
haploidni samec (Rehm & Ritter, 1989). Dalsi vaji¢ka jsou jiz oplozena vedouci k produkci
samic. Celkem samice naklade kolem 5-6 vajicek, coz je determinovano velikosti bunék
véeliho plodu (Martin, 1994). Potomstvo se vylihne v larvu a Zivi se sanim hemolymfy kukly
vcel (Sevilla, 1963, citovano podle Akratanakul, 1975). Dcefiné samice se posléze paii
se samcem, tj. synem pavodni matky pokud se nenaléza v bunce vice samic (Donze et al.,
1996). Spaiené samice po vylihnuti plodu opousti buniku. Jejich dalsi vyvoj probiha foreticky
na dospélych vcelach nasledovany reprodukéni fazi opét v bunkach plodu (Sevilla, 1963,
citovano podle Akratanakul, 1975). Samec nemd dostate¢né¢ vyvinuté ustni ustroji

a zanedlouho hyne (Delfinado & Baker, 1974; Akratanakul, 1975).

Obr. 1 — Zivotni cyklus roztoée Varroa destructor pfevzato z Rosenkranz et al., 2010

adult male adult female
protonymph  deutonymph

{ . Mother mite with
"'\ two daughter mites
), leaving the worker
o brood cell
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1.8. Vcela medonosna

Vcela medonosna (Apis mellifera ) Linnaeus, 1758 je spolecensky hmyz nalezici
do Celedi v¢eloviti (Apidae) fadu blanokiidli (Hymenoptera). V¢eli spoleenstvo se vyznacuje
specialni strukturou zahrnujici véeli kralovnu neboli matku, trubce a d€lnice, které zastavaji
rizné funkce vramci vcelstva. Jednou z funkci délnic je tzv. doprovod vceli matky,
ktery se 0 v¢eli matku stard, tj. neustale ji krmi, Cisti a také predavaji feromony vceli kralovny
ostatnim v¢elam (shrnuto v Pham-Delegue et al., 1993).

V poslednich letech dochéazi po celém svété k velkym periodickym vymirani vcelstev
(Colony Collapse Disorder — CCD). Pfi¢ina vzniku neni jednoznaéné prokazana, eviduje
se kolem 60 moznych jevi, jako je Spatna vyziva vcel, pouzivani pesticidd, riizné patogenni
organismy, atd. (Evans et al., 2009). Ve v¢elstvech postizenych CCD byl prokazan vyssi
pocet patogennich mikroorganismt oproti CCD negativnim vcelstviim dle studie (Cornman
et al., 2012). Nejvétsim nebezpecim pro evropska véelstva je vSak praveé varroaza.

Napadeni vcelstva roztoCem Varroa destructor zpusobuje celkové oslabeni vceli
kolonie vedouci pfi vysokém stupni nakazy az k jejimu thynu (shrnuto v Sammataro et al.,
2000). Problém 1é¢by varroazy akaricidnimi pfipravky spociva v soucasném Skodlivém
pusobeni na zdravé véely a véeli produkty (Lodesani et al., 2008). Dalsi komplikaci je vznik
rezistence (Milani, 1994). Ide4lnim feSenim se jevi biologicky boj, ale v soucasné dob¢ nejsou
zadné metody biologické kontroly znamy. Velky potencial ma tzv. symbiont-based control
strategy, ktera vyuziva symbiotickych mikroorganismi v boji se skidci (Zchori-Fein et al.,
2007). Objasnéni vztahti bakterie Arsenophonus srozto¢em Varroa destructor a véelou

medonosnou by mohlo vést k jeho G¢inné&jsi kontrole.
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2. Material a metodika

2.1. Odbér materialu

2.1.1. Rozto¢i ze zimni méli

Odbér vzorkt zimni méli zajistil Vyzkumny tstav véelatsky v Dole, jejichz laboratof
nam vzorky poskytla. Vzorky samic rozto¢t Varroa destructor byly pomoci flotace (Ritter,
2008) odebrany ze zimni méli na 27 stanovistich Ceské republiky v prosinci 2010 a v lednu
2011 (Tab. 1). Jeden vzorek obsahoval 10 dospélych samic roztoce Varroa destructor. Zimni
m¢él byla vzdy smetena pouze zjednoho vcelina na dané lokalité. Rozto¢i byli uchovani
V 96% etanolu v mrazicim boxu (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA) o teploté
-80°C do extrakce DNA.

Tabulka 1 — Sledované lokality v Ceské republice v zimé 2010 - 2011

No. Stanovisté Okres GPS souiadnice

1 Trhanov Domazlice 49°25'7" 12°50'40"
2 Horni Bojanovice Bteclav 48°5720" 16°47'41"
3 Bulhary Bieclav 48°4922" 16°43'55"
4 Myslin Pisek 49°32'7" 14°1'36"
5 Pribice Brno - venkov 48°57'33" 16°34'40"
6 Kurd€jov Brieclav 48°57'12" 16°46'5"
7 Brod nad Dyji Bieclav 48°52'38" 16°31'38"
8 Moravska Nova Ves Bteclav 48°4826" 17°0'55"
9 Hlohovec Brieclav 48°46"21" 16°46'16"
10 Kdyné Domazlice 49°23'35" 13°3'39"
11 Omice Brno - venkov 49°11'19" 16°27'4"
12 Ceské Velenice Jindfichtiv Hradec 48°46'47" 14°56'11"
13 Radgjov Hodonin 48°51'56" 17°20'7"
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14 Hofenice Nachod 50°22'12" 15°54'48"
15 Klasterec nad Ohii Chomutov 50°24's" 13°10'53"
16 Obora Ji¢in 50°21'56" 15°30'47"
17 Hetfmanova Hut Plzen - sever 49°42'37" 13°4'39"

18 Ujezdec Jindfichtiv Hradec 49°12'16" 14°477"

19 Klenov Jindtichiv Hradec 49°11'40" 14°53122"
20 Lom u Tachova Tachov 49°49'14" 12°40'41"
21 Kruh Semily 50°33'51" 15°29'33"
22 Majdalena Jindfichiv Hradec 48°57'33" 14°51'19"
23 Pravéice Kroméfiz 49°19'33" 17°29'34"
24 Zeleznice Jicin 50°28'43" 15°22'48"
25 Kadan Chomutov 50°23'9" 13°15'16"
26 Stiele¢ Ji¢in 50°28'56" 15°15'37"
27 Kyvalka Brno - venkov 49°1124" 16°26'57"

2.1.2. Vzorky roztoc¢t Varroa destructor a vcely medonosné Apis mellifera

ziskané v témze vcelstvu

Vzorky samic rozto¢u Varroa destructor a délnic véel medonosnych byly odebrany
na7 stanovistich Ceské republiky b&hem roku 2014 a 2015 ve spolupraci s Vyzkumnym
ustavem vcelafskym v Dole (Tab. 2). Roztoci byli sbirani ze spadovych desek, které byly
ponechany na dné ulu po dobu sedmi dni od pouziti akaricidniho ptipravku. Na zaklad€ poctu
roztocu ze spadové desky byly néasledné stanoveny jednotlivé kategorie: (1) — 1-50 roztocu,
(2) — 51-100 roztocu, (3) — 101 a vice roztocu (Tab. 2). Na kazdé lokalité byli roztoci
spocitani a umisténi do sterilnich plastovych 1,5ml Eppendorfovych zkumavek (Sterile
Microcentrifuge Tube 1,5 ml, Eppendorf® Safe-Lock™, Hamburg, Germany). Pocty

odebranych roztoct a pouzité 1é¢ebné latky jsou uvedeny v Tabulce 3. Soucasné s roztoci
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bylo pomoci smetdCku odebrano 10 jedinci vcel zprvni plodové plastve a umisténo
do igelitového sacku (Tab. 3). Odebrané vzorky vcel byly pievezeny do laboratofe na ledé.
Po transportu byli roztoci i veely uloZeni do mraziciho boxu 0 teploté -80°C az do extrakce
DNA.

Tabulka 2 — Sledované lokality v Ceské republice v letech 2014/2015

Potet Napadeni
No. Stanovisté GPS souradnice Datum odbéru ? ce varroazou
vcelstev
1 2 3
1 Horni Lhota | 49°35'43" 14°5725" 26.9. 2014 1 1
2 Kyvalka 49°11724" 16°26'57" 14. 9. 2015 1 1
3 Postfizin 50°13'59" 14°23'12" 29.10. 2014 4 2 2
4 Pielovice 50°13'59" 14°23'12" 14. 9. 2015 2 2
29.10. 2014 1 1
H I Ol ’ n 1401 /4 n
> o S0°10°53 S 312, 2014 2 1 |1
6 Strele¢ 50°29'3" 15°15'14" 10. 2. 2014 3 3
StOky - o g o ’ n
7 Skiivanek 49°30'9 15°35'19 8.7.2014 13 2 11

Legenda: Kategorie napadeni varroazou; (1) — 1-50 rozto¢d, (2) — 51-100 roztoét, (3) — 101 a vice rozto¢a.

Tabulka 3 — Po¢ty odebranych jedinct a pouzité akaricidni ptipravky u jednotlivych lokalit

No. Stanovisté Véelstvo varroa Apis mellifera | Lécba
destructor
1 Horni Lhota H2 50 10 Gabon PA92
2 Kyvalka K59 41 10 Formidol 40mL
P1 50 10
P2 50 10
3 Postfizin Formidol 40mL
P3 50 10
P4 50 10
4 Prelovice Prl 50 10 Formidol 40mL
Y Pr2 50 10 Gabon PA92
S5 10 10
5 Hole S7 10 10 Formidol 40mL
S8 50 10
L Stl 30 10 .
6 Stiele¢ S0 30 10 Formidol 40mL
Z1 50 10
N o Z29 50 10
7 Stoky - Sktivanek 733 50 10 Gabon PA92
Z40 50 10
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Z41 50 10
Z705 50 10
Z706 50 10
Z707 50 10
Z708 50 10
Z713 50 10
Z714 50 10
Z717 50 10
Z74 50 10

2.1.3. Kralovny a doprovod

Odbér vzorku veely medonosné zajistil Vyzkumny tstav véelaisky v Dole, ktery nam
vzorky poskytl po vyméné matek. Vzdy jedna kralovna a jeji doprovod (10 mladusSek) bylo
odebrano z uld VUVE a zula v Horni Lhoté v roce 2015 (Tab. 4). Naslednd byly véely
umistény do plastovych transportnich klicek a ptevezeny na ledé¢ do laboratote, kde byly

uskladnény v hlubokomrazicim boxu o teploté -80°C az do extrakce DNA.

Tabulka 4 — Sledované lokality v Ceské republice v roce 2015

No. Stanovisté Okres GPS souradnice
1 Maslovice Dol Praha - vychod 50°12'14.326" 14°22'0.411"
2 Horni Lhota Benesov 49°35'43" 14°5725"

2.2. Extrakce

2.2.1. Extrakce DNA z rozto¢e Varroa destructor

Extrakce byla provedena shodnym zpusobem pro vSechny vzorky rozto¢u. Dle typu
experimentu od 10 do 50 jedinci bylo ve sterilnich plastovych 1,5ml Eppendorfovych
zkumavkach c¢isténo pro odstranéni povrchové mikroflory 5% chlornanem sodnym (Savo,
Unilever, London, UK), 96% etanolem po dobu 3 min a poté 3x oplachnuto pomoci sterilniho
fosfatového pufru s tweenem (PBST: 3,2 mM Na,HPOg; 0,5 mM KH,POg4; 1,3 mM KCI; 135
mM NaCl s 0,05% w/w detergent Tween® 20) (vSe Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA).
Dospélé samice roztoc¢i byly nasledné rozmélnény ve zkumavce s 500 pL PBST pomoci

homogenizacni tyCinky (cat No. 440613, Monrovia, CA, USA). DNA byla izolovana na
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zaklad¢ pokyni protokolu Genomic DNA Mini Kit (Tissue) Protocol (Cat. No. GT100;
Geneaid Biotech Ltd., New Taipei City, Taiwan). Vzorky byly uchovany v mrazicim boxu
0 teploté -40°C do analyzy DNA.

2.2.2. Extrakce DNA ze vzorkil véely medonosné Apis mellifera

Extrakce DNA ze vcel probihala shodné pro vSechny typy vzorkd, tj. bylo pouzito
10 dospélych d¢lnic na jeden vzorek, v pfipadé vcelich matek byly tyto matky
homogenizovany oddélen¢ od doprovodu za vzniku dvou vzorku. Véely byly ¢istény
pro odstranéni povrchové mikroflory 5% chlornanem sodnym, 2x pomoci 96% etanolu a poté
2X pomoci sterilniho fosfatového pufru stweenem. Vcely byly umistény do sklenéného
homogenizatoru (Potter-Elvehjem homogenizer, Kavalier, Sazava, CR) spolu s 6 ml PBST,
kde byl kazdy vzorek homogenizovan po dobu 2 minut. Nasledné byl homogenat umistén
do sterilnich 15ml plastovych zkumavek (Cat No. D1003; KRD, Praha, CR) a zcentrifugovan
5min/845 xg (Thermo Scientific Multispeed Centrifuge CL31R, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA USA). Vznikly supernatant byl pfemistén do sterilnich 15ml plastovych
zkumavek. Byl pouzit protokol Fenol-chloroformové extrakce DNA Vv nasledujici modifikaci:
(1) K supernatantu bylo piidano 6 ml fenol/chloroform/isopropanolu (Roti-Phenol®, Cat. No.
A156.2, Carl Roth, Karlsruhe, Némecko). Vznikla smés byla jemné protfepana a stoCena
3381 xg po dobu 5 minut; (2) Vrchni faze byla odebrana do nové zkumavky a smichana
s 6 ml fenol/chloroform/isopropanolem. Vznikla smés byla jemné protiepana a stocena;
(3) Supernatant byl promisen s 6 ml chloroform/isopropanolem (24:1), vznikla smés byla
jemné protiepana a stocena. Tento krok byl znovu opakovan; (4) 700 ul vysledného
supernatantu bylo piepipetovano do sterilnich plastovych 1,5 ml Eppendorfovych zkumavek.
Bylo pfidano 70 pl octanu sodného (Sodium acetate trihydrate, Cat. No. 6131-90-4, Sigma-
Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO USA) a500 ul isopropanolu; (5) Smés byla jemné
protfepana a umisténa do mraziciho boxu (-80°C) na 20 min; (5) Po uplynuti 20 min byla
smés centrifugovana (13 523xg, 15 min); (6) Pro ziskani pevné faze (pelet) byla odpipetovana
kapalnd ¢ast a promyta 500 pl 70% etanolem a zcentrifugovana; (7) Byl odstranén etanol
a pridan 1000 ul 70% etanolu a znovu centrifugovan; (8) Znovu byl odstranén etanol a vzorky
vysuseny (Speed Vac, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA); (9) Pelet byl
rozpustén ptidanim 100 pl ohfaté ddH,O (60 °C) a rozruSovanim pipetou; (10) DNA byla
nasledné piecisténa pomoci Geneclean® Turbo kit (Cat No. 1102-600, MP Biomedicals,

25


http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro

Santa Ana, CA, USA) a zcentrifugovana 5min/13 523xg. Do stfedu membrany kolonky bylo
napipetovano 100 pl ohtaté ddH,O (60°C), ponechano 5 min odstat a zcentrifugovano. Déle

byly vzorky uchovany v mrazicim boxu 0 teploté -40°C do analyzy DNA.

2.3. Polymerazova fetézova reakce (PCR)

2.3.1. Reakéni smés Mastermix

Do mikrozkumavky byly napipetovany vSechny slozky vuvedeném slozeni
dle Tabulky 5, v potadi: destilovana voda pro PCR, PCR pufr, smés nukleotidl, oba primery
(F a R) a nakonec enzym — termostabilni DNA Taq polymeraza (v§e Promega, Madison, W1,

USA). Celkovy reakéni objem musi byt 25 pl. VSe bylo promiseno.

Tabulka 5 — Reak¢ni smés Master Mix pro 1 vzorek s objemem 25 pl

Slozka MnozZstvi
H,0 18,875ul
Pufr 2,5ul
dNTPs 0,5ul
Forward primer lul
Reverse primer lul
Polymeraza 0,125 pl
DNA 1ul

2.3.2. Strategie vybéru vzorku

Z kazdého vzorku byla provedena PCR reakce s eubakterialnimi primery. Vzorek byl
dale zpracovavan v pifipad¢ ziskani amplikonu pfislusné velikosti (cca 1400 bp) pro tuto
reakci. V piipadé absence amplikonu za pouziti eubakterialnich primerd byla u pfislusného
vzorku opakovana izolace. Dale nasledovalo ovéfeni piitomnosti bakterie Arsenophonus.
PCR produkty pozitivni na ptitomnost bakterie Arsenophonus byly nasledné ovéfeny pomoci
klonovani a sekvenace (Kapitola 2.5.).
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2.3.3. Detek¢ni primery

Pro prokazani pritomnosti bakteridlni DNA a detekci bakterie Arsenophonus

ve vzorcich DNA byla pouzita PCR amplifikace genu pro 16S rRNA za pouziti taxonoveé

specifickych primert dle Tabulky 6. Taxonové specifické primery pro bakterii Arsenophonus

Ars, yaeT, fhaA, ftsK, zapA a aprA byly vyhledany v literature (Wilkes et al., 2011). Primery

Arsph 1 nadesignoval Ing. Jan Kopecky, Ph.D. z Vyzkumného tustavu rostlinné vyroby

(Hubert et al., 2015).

Tabulka 6 — Pouzité detekéni primery

Délk
Taxon Lokus | Nazev Primer 5°-3’ a Autor
(bp)
27F Weisburg
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1465 etal. (1991)
1492R
CGGTTACCTTGTTACGACTT
: 16S | 27Fmod www.mrdnal
Bakterie '
rRNA ab.com
AGRGTTTGATCMTGGCTCAG 300
ilI519Rmod www.mrdnal
ab.com
GTNTTACNGCGGCKGCTG
Morganella/ 16S ArsF Wilkes et al.
Arsenophonus rRNA GGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGT 804 (2011)
ArsR2
GTAGCCCTRCTCGTAAGGGCC
16S Arsph_1F Hubert et al.
(RNA TTGGGCCTCACACCTTC o7 | (2015)
Arsph_1R
AGACTCCAATCCGGACTTC
fbaA fbaAf Wilkes et al.
GCYGCYAAAGTTCRTTCTCC 659 (2011)
fbaAr CCWGAACCDCCRTGGAAAACAAAA
yaeT | yaeTt GCATACGGTTCAGACGGGTTTG 47
Arsenophonus yaeTr GCCGAAACGCCTTCAGAAAAG
fsK ftsKf GTTGTYATGGTYGATGAATTTGC 445
ftsKr GCTCTTCATCACYATCAWAACC
Z8pA | JapAf GGGTCACATACCTATTTT so4
zapAr GTAGTCGCCTGGGTGGG
WA | aoraf CATTTAATTCCAAGAAC 613
aprAr GAAAGTCTGCTTGTCCATCTCC
Vektorovy PUCM | JUC/M 13F | GTTTTCCCAGTCACGAC 240 | Vieira &
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primer

13

pUC/M 1R

ACAGGAAACAGCTATGAC

Messing
(1982)

2.3.4. Prubéh PCR reakce

Mikrozkumavky s reakéni smési Master Mix a DNA byly vlozeny do teplotniho

thermocycleru (C1000 Touch™ Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,

USA). Na thermocycleru byl spustén program s pfednastavenymi podminkami (Tab. 7).

PCR reakce probihaly s pozitivni a negativni kontrolou, kde jako pozitivni kontrola

byla pouzita DNA z jiz difive ovétenych vzorki dostupnych v laboratofi a jako negativni

kontrola byl pouzit Master Mix bez DNA.
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Tabulka 7 — Program PCR reakce s jednotlivymi primery

uIwg Uwg | uwg | Uwg | uwg | ulwQt ZL ZL ZL ) ZL A 'S
295 .
SOE UIWT| 99S¢G | 992G | 9909 | ulwlT 05 LI T ZL ZL ZL 2z ZL ) 14
(xgg) (xgg) (xgg) (xog) (xog) .
(XGg) s0s sescp | osscy | oesoy | 050y | 29809 %S 0S VA LS e 0S g
J9S
ulwT 980 | 9SO | WSOE | WSOE | o U T 6 6 6 6 6 6 Z
uIwg uwe | uwe | uweg | wweg | ulwg 6 6 6 6 6 6 T
se) (Do) mporda, Y04
MSH o MsY o
Wond Leed T ydsay Em_wﬁm _ INOoNd LoeA T ydsay Em_mﬁm I Jawiid
vade ved) H S N_M. A ARS vade vedq) 5 — N_M. Z6v1d .
vdez Sy )24 vdez S \v4 )24
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2.4. Vizualizace PCR produkt

PCR produkty byly nasledné vizualizovany pomoci elektroforézy v agarosovém gelu.
Molekuly DNA zde byly déleny podle svého néboje a velikosti. S ohledem na piedpokladané
délky amplikontt byl pouzit 1% ¢i 2% agarosovy gel v zévislosti na velikosti fragmentu
(SeaKem® LE Agarose, Lonza, Rockland, ME, USA) v pufru (Tris Acetate-EDTA
buffer, 79650, Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO USA). DNA byla vizualizovana
pomoci fluorescencniho barviva Sybr (SYBR® Safe DNA Gel Stain, Cat No.S33102,
Invitrogen,Eugene, OR USA) ve form¢ ,,prouzki®. Velikost fragmentu byla ur¢ena na zakladé
srovnani polohy prouzku DNA na gelu s migraci smési fragmentd se znamym poctem bp
v gelu, tzv. DNA ladder. Do jamek byly vlozeny 4 ul DNA, které byly obarveny pomoci
vkladaciho pufru Zipruler (DNA Loading Dye, ZipRuler™ Express DNA Ladder Set, Cat
No0.SM1373, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA), a do prvni jamky byly
naneseny 4 pl markeru DNA ladder (ZipRuler™ Express DNA Ladder 1,SM1373, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA). Gel byl umistén do elektroforetické soustavy
(ENDURO™ 300V Power Supply, E0303, Labnet International, Inc., Edison, NJ USA),
kde elektroforéza probihala pii konstantnim napéti 100 V po dobu 25 min. DNA byla
nasledné vizualizovana v UV svétle v transiluminatoru (Transilluminator, InGenius L,
Syngene, Cambridge, United Kingdom), kde byl pomoci po¢itatového programu GeneSnap
(GeneSnap from SynGene7.12.1, Syngene, Cambridge, United Kingdom) pofizen
elektronicky zdznam gelu.

V ptipadé, Ze se v agarosovém gelu nachazi prouzek prislusné velikosti a zaroven
vychézi pozitivni kontrola, dané amplikony byly povazovany za pozitivni. Pokud se vSak
amplikon o dané délce nezobrazil, ale pozitivni kontrola o ptisluSné délce se na gelu nachazi,
povazujeme dané vzorky za negativni. Absence prouzku u negativni kontroly dokazuje,
ze vdané PCR reakci nedoSlo ke kontaminaci. Potom byly PCR produkty uchovany

v mrazicim boxu 0 teploté -80°C do precisténi DNA.

2.5. Klonovani a sekvenovani

2.5.1. Piecisténi amplikont ze vzorkt

Vzorky pozitivni na pfitomnost bakterie Arsenophonus byly precistény
dle nasledujicich protokolt Wizard® SV Gel a PCR product clean-up system kit (Cat No.
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A9282, Promega, Madison, WI, USA) nebo Geneclean® Turbo kit (Cat No. 1102-600, MP
Biomedicals,Santa Ana, CA, USA). Nebyly prokazany rozdily mezi témito kity a protokoly.

2.5.2. Ligace

Precisténé vzorky byly nésledné zaligovany dle protokolu pGEM — T Vector System |
(a,b) (Cat No.A3600, Promega Corporation, Madison, WI, USA). Vzorky byly uchovany

vV mrazicim boxu 0 teploté -80°C az do klonovani vzorki.
2.5.3. Ptiprava agarovych misek

Piiprava misek probihala podle protokolu PCR Cloning Handbook (QIAGEN, 2001,
Hilden, Germany) s ur¢itymi modifikacemi, které jsou zachyceny v postupu nize:

Agarové misky byly pfipraveny z 20 g LB agaru (Luria Bertani Agar, Miller, M1151,
HIMEDIA, Brno, CR) a 0,51 dd H20. Tato smés byla nasledné rozpusténa ve sterilni
sklenéné lahvi na magnetickém michadle (MSH-300, Magnetic Stirrer with hot plate, Biosan,
Riga, Lotyssko). Poté byla smés zklavovana pfti teplot¢ 120 °C po dobu 30 min (PS 20A,
CHIRANA, BMT Medical Technology, Brno, CR). Vzapéti byla reakéni smés ponoifena
do vodni lazné (Waterbath, Memmert, Schwabach, Némecko) a zchlazena timto krokem
na 55 °C. Potom bylo do smési pfidano 1 ml Ampicilinu, 2 ml X-Gal a 0,5 ml IPTG (vse
QIAGEN, Hilden, Germany) za michani na michadle. Nasledn¢ byla smés rozlita do
sterilnich plastovych misek a ponechana do ztuhnuti (2 — 3 hodiny). Na agarové misky bylo
pipetou naneseno 100 pl smési s DNA, kterd byla po celé misce rozmisténa pomoci zahnuté
sklenéné ty¢inky. Misky se smési byly umistény do susarny s teplotou 37 °C na dobu nejméné
12 hod.

2.5.4. Klonovani

Klonovani probéhlo dle protokolu PCR Cloning Handbook (QIAGEN, 04/2001,
Hilden, Germany) s nasledujicimi modifikacemi: 1) Byla pfipravena vodni lazen s teplotou
42 °C (Waterbath, Memmert, Schwabach, Némecko); 2) SOC médium (Krypton 20 g, yeast
extrakt 5,5 g, NaCl 10 ml, KCI 2,5 ml na 1 | dd H,0) bylo umisténo do tfepacky (Shaking
Incubator NB-205, N-BIOTEK Co., Ltd, Gyeonggi-do, Korejska republika) za teploty 37 °C
a 230 rpm po dobu 30 min; 3) Byly rozpustény buiky (JM 109 Competent Cells, Promega,
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Madison, W1, USA); 4) 25 ul bun¢k bylo ptidano do liga¢ni smési, promichano 3x pipetou
acely objem ptfemistén do 15ml sterilnich plastovych zkumavek; 5) Zkumavky s reakéni
smési byly ponechany na ledu po dobu 25 min; 6) Nasledné byly zkumavky ponofeny
na 1 min do vodni 1lazn€ (42 °C) a poté vraceny zpét na led, kde byly zkumavky ponechany
2min; 7) Do smési bylo pfidano 950 ul SOC Média; 8) Reakéni smés byla vloZena
do tfepacky a tfepana pfi teploté¢ 37 °C po dobu 2 hod; 9) Po vyjmuti z tiepacky byly vzorky

uchovany v mrazicim boxu 0 teploté -80°C do PCR klonti.
2.5.5. PCR klonti DNA

Na miskach vyrostly bakterialni klony bilé a modré barvy dle selektivity umoznéné
genem LacZ. Klony nami zkoumané DNA byly barvy bilé. Byla pouzita PCR amplifikace
plazmidu, pro kterou byl vytvoien Master Mix s primery pUC/M13 (Tab. 6). K Master Mixu
bylo pfidano pomoci paratka malé mnozstvi bakterialnich bunék piimo do reak¢éni smési.
Na thermocycleru byl spustén program s piednastavenymi podminkami dle Tabulky 7.

PCR produkty byly nasledné¢ vizualizovany pomoci elektroforézy v agarosovém gelu
stejné jako u Kapitoly 2.4. Pii zjistovani velikosti fragmentu bylo nutno k dané velikosti
fragmentu nejdiive pficist velikost vektoru, tj. 240 bp, a sectenou velikost ndsledné srovnédvat
s vysledky gelu. Za pozitivni byly povazovany amplikony o pfislusné délce. PCR produkty

byly nésledn¢ uchovany v mrazicim boxu 0 teploté -80°C az do analyzy DNA.

2.6. Sekvenovani

2.6.1. Sangerovské sekvenovani klonovanych produkta

Sangerovské sekvenovéani bylo pouZito pro vzorky klond obsahujicich ¢asti genu
bakterie Arsenophonus anebo fragmentu genu 16S rRNA ziskaného pomoci eubakterialnich
primerd. V piipad¢é ovéfeni specificity primerd pro detekci bakterie Arsenophnonus bylo
od kazdé kombinace primerti vybrano 5 pozitivnich klont na 1 vzorek, které byly poslany

na osekvenovani do laboratofe Macrogen (Macrogen Korea, Soul, Korejska republika).
2.6.2. New generation sequencing

NGS bylo uplatnéno pro sekvenaci 16S rRNA genu ve vzorcich DNA z dvojic vcel
aroztocl. Vzorky DNA byly odeslany do laboratore MR DNA (http://mrdnalab.com/,
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Shallowater, TX, USA). Zde byla provedena PCR s primery 27Fmod a ill519Rmod, kdy
k Forward primeru byl pfipojen barcode (Tab. 6). PCR reakce probihala podle podminek
uvedenych v Tabulce 7 pomoci HotStarTaqPlus Master Mix kitu (QIAGEN, 2001, Hilden,
Germany) nasledovana ovéfenim vysledki na 2% agarosovém gelu. Jednotlivé PCR produkty
byly nésledn¢ smichany na zékladé jejich molekularni vahy a koncentrace DNA. Poté byly
sdruzen¢ vzorky purifikovany pomoci magnetickych kulicek Ampure XP Dbeads

(http://mrdnalab.com/, Shallowater, TX, USA). Potom byla z PCR produktti vytvofena DNA

knihovna podle protokolu Illumina TruSeq DNA library preparation protocol. Sekvenace
prob&hla na sekvenatoru Miseq v laboratoii MR DNA (http://mrdnalab.com/, Shallowater,
TX, USA).

2.7. Analyza dat

2.7.1. Bioinformaticka analyza dat

Pro Sangerovské sekvenovani byly zanalyzovany jednostranné nebo oboustranné
sekvence dle velikosti amplikonu (pod 700 bp jednostranné, nad 700 bp oboustranné). Tyto
sekvence byly upraveny pomoci programu CodonCodeAligner, verze 1.5.2 (CodonCode
Corporation, Dedham, MA, USA). Specificita primert byla ovéfena porovnanim ziskanych
sekvenci se sekvencemi v GenBanku (Bilofsky et al, 1986) pomoci nBlastu

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/,Altschul et al., (1997)). Byly vybrany sekvence nejvyssi

podobnosti. Pfed analyzou 16S rRNA genti ziskanych z eubakteridlnich primeri pomoci
sangerovského sekvenovani byly odstranény chimerické sekvence z datového souboru
pomoci programi MALLARD 1.02 (Ashelford et al., 2006) a PINTAIL 1.1 (Ashelford et al.,
2005). Nasledovala bioinformaticka analyza, kterou jsem provadéla pod vedenim Ing. Jana
Kopeckého, Ph.D. Po odstranéni chimerickych sekvenci bylo ziskano 285 sekvenci pro tvorbu
operacnich taxonomickych jednotek (OTU) definovanych na 3%  vzdélenosti
v programu mothur v. 1. 32. 0. Software (Schloss et al., 2009). Sekvence byly na zakladé
bakterialni taxonomie pfifazeny pomoci Ribosomal database project naive Bayesian Classifier
(Wang et al., 2007). Vybrané reprezentativni sekvence byly nasledné porovnany s GenBank
stejnym principem, jaky je popsan vyse.

Zpracovani NGS sekvenci probihalo pod vedenim Ing. Jana Kopeckého, Ph.D. Byly
vyuzity programy USEARCH (Edgar, 2010) a mothur, 1.35.0 software (Schloss et al., 2009)
podle standardniho postupu MiSeq (MiSeq SOP (Kozich et al., 2013). Detailni popis analyzy
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viz Hubert et al. (2016) (v tisku), zde zkracené. Sekvence byly zatazeny do kontigenci
v programu mothur, kde byly zbaveny barcodii a primert. Nasledné¢ byly klastrovany
v programu UPARSE (Edgar, 2013). Klastry byly definovany na 3% vzdalenosti za vzniku
opera¢né taxonomickych jednotek, které byly poté taxonomicky identifikovany pomoci naive
Bayesian Classifiers vyuzitim  databaze = Ribosomal  database  project RDPII
(http://rdp.cme.msu.edu) (Cole et al., 2013). Referen¢ni sekvence pro jednotlivé OTU byly

vyuzity pro vytvoreni alignmentu sekvenci dle databaze SILVA (Quast et al., 2013). V tomto
souboru byly detekovany chiméry pomoci programu UCHIME (Edgar et al., 2011).
V referencnich sekvencich byly eliminovany sekvence chloroplastii a mitochondrii. Vybrané
reprezentativni sekvence byly nasledné porovnany s GenBank stejnym principem, jaky je

popsan vyse.
2.7.2. Statisticka analyza dat

Statisticka analyza dat byla provedena pouze pro soubor dat ziskanych s NGS, analyza
byla provadéna s Mgr. Janem Hubertem, Ph.D. Z vysledki v programu UPARSE byl
vytvofen soubor pro analyzu v programu mothur. Byl zjistén nejmensi pocet sekvenci
pro vzorek, tj. 5 017 sekvenci a na tento soubor sekvenci byl vytvoten podvzorek. Pro ucely
této diplomové prace bylo z podvzorku zpracovano zastoupeni jednotlivych bakterialnich
taxond. Pro vizualizaci byly zhotoveny grafy relativnich zastoupeni bakteridlnich taxoni

v KRONA zobrazeni v programu Krona (Ondov et al., 2011). Toto zobrazeni bylo nasledné

editovano v programu INKSCAPE (https://inkscape.org). Mikrobiom v parovych vzorcich
vcel a roztocl byl porovnadn pomoci Vennovych diagramii. Ty byly vytvofeny pro parové
vzorky v programu mothur na datovém podsouboru. Vennovy diagramy charakterizuji poéty
sdilenych a unikatnich bakteridlnich taxonl parovych vzorkll v€el medonosnych a roztocu
Varroa destructor ziskanych zjednoho ulu. Dale jsme se zaméfili na vyskyt bakterie
Arsenophonus u véel medonosnych a roztoc¢ti Varroa destructor. Relativni abundance OTU
pro Arsenophonus ve vzorcich vcel a rozto¢t Varroa destructor byly porovnavany pomoci
ptikazu METASTATS (White et al., 2009) v programu mothur.

2.8. Fylogeneticka analyza
Alignment sekvenci bakterie Arsenophonusl16S rRNA byl zhotoven v programu

SILVA Incremental Aligner v.1.2.11. (Pruesse et al., 2012). Pro testovani modelu evoluce
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sekvenci byl zvolen program jModelTest v.2.1.7 (Darriba et al., 2012; Guindon & Gascuel,
2003). Vybran byl smiSeny model GTR+G+I (Generalised Time Reversible + gamma
correction + invariant sites). Rekonstrukce fylogeneze prob¢hla Bayesovskou analyzou
pomoci programu PhyloBayes-MPI, v.1.4e (Lartillot et al.,, 2009) a metodou maximalni
pravdépodobnosti (maximum-likelihood) PhyML v.3.0 (Guindon et al., 2010). Fylogramy
byly upraveny v programu MEGA 6 (Tamura et al., 2007).
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3. Vysledky

3.1. Specificita detekénich primert — ovéieni

Pro ovéfeni piitomnosti bakterialni DNA a kvality extrakce ze vzorki bylo pouzito
primert kodujicich gen 16S rRNA 27F a 1492R. Vzorky, kde byly prokazany amplikony
z eubakteridlnich primert o velikosti 1465 bp, byly povazovany za pozitivni na pfitomnost
bakterialni DNA. V nésledujicim kroku byly vzorky zimni mé¢li, u kterych byla potvrzena
pfitomnost bakterialni DNA, pouzity pro detekci bakterie Arsenophonus pomoci detek¢nich
primert ArsF a ArsR2. Za pozitivni byly v tomto ptipadé povazovany amplikony o délce
804 bp. Amplikony byly klonovany aklony sekvenovany. Porovnanim sekvenci kloni
se sekvencemi v GenBanku vSak bylo zjisténo, Ze ziskané sekvence vykazuji vysokou
podobnost k bakterii Morganella morganii (HM133591.1) (99-100% sekvenéni identita)
a tyto detekéni primery nejsou specifické pro bakterii Arsenophonus (Tab. 8). Vyjimkou byly
klony z lokality Stiele¢, které porovnanim se sekvencemi v GenBank vykazovaly pfibuznost
s bakterii Arsenophonus nasoniae (FN545282.1). Vzhledem Kk nespecifité primera ArsF
a ArsR2 v ptipadé vzorkl roztocl ze zimni méli nebylo téchto primerit vyuZzito pro detekci
bakterie Arsenophonus u v¢ely medonosné.

Pro potvrzeni ptitomnosti bakterie Arsenophonus v uvedenych lokalitach byly tedy
Vv literatufe vyhledany a pouzity dalsi specifické primery genli kodujicich protein vnéjsi
membrany yaeT (473 bp), fruktosa-bisfosfat aldolazu tiidy II fbaA (659 bp), protein déleni
bungk ftsK (445 bp) a zinek dependentni proteiny aprA (513 bp) a zapA (594 bp). Dale byly
navrzeny a testovany nové primery genu pro 16S rRNA Arpsh_1F a Arsph_1R o velikosti
1107 bp.

Klony ziskané z rozto¢u ze vzorkt zimni méli pomoci primert yaeT (473 bp) ¢i fhaA
(659 bp) vykazovaly srovnanim se sekvencemi Vv GenBank99% sekvenéni identitu
s Arsenophonus nasoniae (FN545250 a FN542641), a proto tyto primery povaZujeme
za specifické pro bakterii Arsenophonus. Pouzitim primeru ftsK (445 bp), zapA (594 bp)
aaprA (513 bp) nebylo dosazeno pozitivniho vysledku, tj. nebyl nalezen amplikon
odpovidajici velikosti.

V piipadé klona ziskanych ze vzorkd véel pomoci primeru yaeT (473 bp), fbaA
(659 bp) a ftsK (445 bp) byl ziskan amplikon odpovidajici velikosti. Za pozitivni vzorek

VvV tomto ptipad¢ povazujeme detekci bakterii Arsenophonus alespon jednim ze specifickych
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primert, tj. yaeT ¢i fbaA. Sekvence ziskané ze vzorka vcel pomoci primerid yaeT, fbaA a ftsK
vSak neodpovidaly bakterii Arsenophonus a srovnanim se sekvencemi v GenBank bylo
dosazeno nespecifického vysledku. Pouzitim primert zapA (594 bp) a aprA (513 bp) nebylo
dosazeno pozitivniho vysledku, tj. nebyl nalezen amplikon odpovidajici velikosti.

Pro identifikaci bakterie Arsenophonus byly nadesignovany a testovany nové
nadesignované primery genu pro 16S rRNA Arpsh_1F a Arsph_1R o velikosti 1107 bp.
Ziskané sekvence ze vzorkl roztocl ze zimni méli srovnanim se sekvencemi Z GenBanku jiz
vykazovaly 99% sekvenéni identitu s Arsenophonus nasoniae (NR042811), a proto tyto
primery povazujeme za specifické pro bakterii Arsenophonus. Za pozitivni vzorek v tomto
ptipad¢ povazujeme detekci bakterie Arsenophonus pomoci primert Arpsh_1. Identifikace
bakterie Arsenophonus byla potvrzena i fylogenetickym stromem (Kapitola 3.5.). Porovnanim
sekvenci ziskanych ze vzorku vcel se sekvencemi v GenBank byla u vétsiny klont zjisténa
99% sekvencni identita s bakterii Arsenophonus (DQ508172.1), v ptipadé jednoho klonu bylo
dosazeno nespecifického vysledku.

Dalsim krokem analyzy Vv pfipadé vzorku vcel bylo sekvenovani nové generace (Next-

Generation Sequencing) pomoci ptistroje Illumina MiSeq.

Tabulka 8 — Identifikace bakterialnich taxont Morganella a Arsenophonus ve vzorcich samic rozto¢u Varroa
destructor ze zimni méli pomoci primerd Ars, které byly prokazany jako nespecifické pro bakterii
Arsenophonus. Sekvence byly klasifikovany pomoci Ribosomal database project naive Bayesian rRNA classifier
a porovnany pomoci BLASTu se sekvencemi v GenBank.

RDP klasifikace Porovnani se sekvencemi v GenBank
Prirazena

Taxon id % | sekvence Acces. No. id %

Gamma- Enterobacteriales | Morganella 100 | Morganellasp. | HM133591.1 99

proteobacteria Arsenophonus 100 | Arsenophonus FN545282.1 100
nasoniae

3.2. Vyskyt bakterie Arsenophonus v kralovnach a doprovodu

Za pozitivni vzorek vtomto piipadé povazujeme detekci bakterii Arsenophonus
pomoci specifického primeru, tj. Arsph_1. Z celkového poctu 23 vzorkit doprovodu a matek,
byla bakterie Arsenophonus detekovana jak ve vzorcich z Horni Lhoty, tak v Maslovicich Dol
pomoci PCR (Tab. P1). Pritomnost bakterie Arsenophonus se podafilo prokazat celkem

u ttech doprovodti véeli matky (Tab. P1). Oproti tomu vSechny vzorky matek vysly
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na bakterii  Arsenophonus negativné. Vzhledem kmalému poc¢tu vzorki nelze vice

vyhodnotit.

3.3. Vyskyt bakterie Arsenophonus v rozto¢ich ve vzorcich zimni

meéli

Knihovna sekvenci 16S rRNA genu obsahovala 596 sekvenci, které ptredstavuji 29
OTUy;. Z toho bakterie Arsenophonus OTU 6 zaujimala 21 sekvenci. Bakterie Morganella
morganii OTU 1 byla pfitomna v 17 z 27 lokalit (Tab. 9). Oproti tomu piitomnost bakterie
Arsenophonus OTU 6 byla prokazana pouze v jediné lokalité a to v lokalité Stiele¢ (Tab. 9).
Pomoci specifickych primerta Arsph, yaeT a fbaA nebyla bakterie Arsenophonus detekovana
na jiné lokalité nez na lokalité Stielec.

Na tomto stanovisti byl ziskan amplikon za pouziti primert Arsph_1F a Arsph_1R,
klony tohoto amplikonu byly sekvenovany a ziskané sekvence jsou vysoce podobné
sekvencim Arsenophonus nasoniae (NRO042811) (sekven¢ni identita 99 %). Pii pouziti
primerd yaeT a fbaA vykazovaly sekvence taktéz 99% sekvencni identitu s bakterii
Arsenophonus nasoniae (FN545250 a FN542641).

Tabulka 9 — Pocty sekvenci kloni 16S rRNA piifazenych bakteriim na jednotlivych stanovistich a vysledky
detekce pomoci taxon specifickych primerd.

. Morganella Arsenophonus
Veelstvo morganii nasoniae
Trhanov 21*

Horni Bojanovice 21*
Bulhary 22*
Myslin 20*
Ptibice 18*
Kurdéjov 14
Brod nad Dyji 20*
Moravska Nova Ves 28*
Hlohovec 22*
Kdyné 27*
Omice 20*
Ceské Velenice 26*
Radgjov 5
Hoftenice

Klésterec nad Ohii

Obora

Hefmanova Hut

Ujezdec
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Klenov

Lom u Tachova
Kruh
Majdalena *
Pravcice

Zeleznice
Kadan *
Strele¢ 21
Kyvalka *
Legenda: * zna¢i potvrzeni piitomnosti bakterie pomoci ziskani amplikonu ze specifickych primert ArsF
a ArsR2, které jsme prokazali jako nespecifické pro Arsenophonus

3.4. Bakterie Arsenophonus v mikrobiomu populace roztoct a vcel

odebranych ze stejného tlu

Celkem bylo v ramci vyzkumu mikrobiomu Varroa destructor a vcely medonosné
analyzovano 52 parovych vzorku véelstev ze 7 vcelinti. Data byla ziskana sekvenaci V1-
V3 oblasti 16S rRNA. Ziskdno bylo 1320238 sekvenci z 16S rRNA genu, které
tvotily 132 OTUy;. Ztoho bakterie Arsenophonus OTU 2 zaujimala 127 168 sekvenci,
z ¢cehoz 586 sekvenci bylo detekovano u véely a 126 582 sekvenci u roztoce Varroa
destructor. Reprezentativni sekvence pro OTU2 vykazuje 99% podobnost s Arsenophonus
nasoniae (GenBank Access No: NR_042811).

Relativni abundance byly porovnavany pomoci METASTATS analyzy, kterad
prokazala signifikantné vyssi Cetnost vyskytu bakterie Arsenophonus u roztoce Varroa
destructor (P=0,012; pro 10 000 permutaci). Podil bakterie Arsenophonus v mikrobiomu
Varroa destructor je 216x vyssi nez v mikrobiomu v¢ely (VD: X = 0,122054; 6 = 0,062603;
AM: x = 0,000997; 6 = 0,000157). Porovnani pro jednotlivé vzorky ukazuje Obr. 2. Korelace
mezi vyskytem bakterie Arsenophonus ve vzorcich véel medonosnych a roztoc¢t Varroa
destructor vychazejici ze spocéteného Pearsonova korela¢niho koeficientu (r= 0,0002,
P =0,999) neni signifikantni.

Grafy zhotovené programem Krona vizualizuji pomérné zastoupeni dominantnich
bakterialnich OTU parovych vzorkii véel a roztoci Varroa destructor, které zaroven
znazoriuji 1 hierarchickou strukturu klasifikace. VysSich hodnot relativniho zastoupeni
bakterie Arsenophonus OTU 2 dosahla u roztoce Varroa destructor na ctyfech stanovistich
(13-99 %): Horni Lhota (H2), Posttizin (P2), Pielovice (Prl), Strele¢ (St2) (Obr. P2B, P5B,
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P8B, P14B). Na mikrobiomu vcely se bakterie Arsenophonus vyznamné nepodilela
na zadném ze stanovist’ (Obr. P2A-P27A).

Vennovy diagramy znazoriiuji pomér sdilenych a unikatnich bakteridlnich taxont
parovych vzorkt véel a rozto¢u Varroa destructor. Bakterie Arsenophonus OTU 2 byla
sdilenym taxonem na 19/26 stanovistich (Obr. P2C-P27C). Na 5/26 stanovistich se jednalo
0 unikatni bakterialni taxon roztoc¢e Varroa destructor (Obr. P9C, P12C, P13C, P20C, P22C).
V piipadé 2/26 stanovist’ byla bakterie Arsenophonus unikatnim taxonem véely medonosné
(Obr. P16C, P18C). Frekvenci spole¢ného vyskytu bakterie Arsenophonus u véely medonosné
a roztoCe Varroa destructor ukazuje Obr. 3, kde je srovnani S ostatnimi sdilenymi OTU

bakterii.
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Obr. 2 — Vyskyt bakterie Arsenophonus ve vzorcich véel medonosnych a rozto¢t Varroa destructor z jednoho
ulu na zékladé nové generace sekvenovani. Na ose x jsou vyneseny jednotlivé uly, jejich popis je uveden
v Tabulce 3. Pocty sekvenci udévaji hodnoty pro jednotlivé vzorky v podvzorku analyzovanych sekvenci.
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Obr. 3 — Podet véelstev a frekvence vyskytu jednotlivych bakterialnich taxont sdilenych jak u roztoce, tak
u véely medonosné vychazejici z Vennovych diagramu
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3.5. Fylogeneze

Pritomnost bakterie Arsenophonus ve vzorcich odchycenych rozto¢ti a roztoch
ze zimni m¢li byla potvrzena i fylogenetickou analyzou (Obr. 4). Pro analyzu byl pouzit
fragment 16S rRNA o velikosti 1107 bp. Fylogenie kloni 16STRNA bakterie Arsenophonus
probéhla Bayesovskou analyzou. Délky vétvi ziskaného fylogenetického stromu odpovidaji
posteriornim odhadim evoluc¢nich vzdalenosti s méfitkem 0 1. U jednotlivych vétvi jsou
uvedeny Bayesovské posteriorni pravdépodobnosti a hodnoty bootstrap z maximalni

pravdépodobobnosti (ML). Jako outgroup pro tento fylogram byly pouzity taxony z celedi

Enterobacteriaceae.

Obr. 4 — Fylogeneticka analyza kloni 16S rRNA bakterie Arsenophonus ze vzorka rozto¢u Varroa destructor
ze zimni mé&li s referenénimi sekvencemi dostupnymi v databazich.
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4. Diskuze
4.1. Vyskyt

Vyskyt bakteriec Arsenophonus byl do této doby zaznamenan u hmyzu (Novakova
et al., 2009), klistat (Clay et al., 2008; Dergousoff & Chilton, 2010; Grindle et al., 2003)
a kiizaka obecného (Araneus diadematus) Clerck, 1757 (Duron et al., 2008).

V této praci se podafilo nové prokazat pritomnost bakterie jak v rozto¢ich Varroa
destructor, tak ve vcelach medonosnych. Detekce této bakteric u Varroa destructor
je unikatnim objevem (Hubert et al., 2015). Potvrzeni pfitomnosti bakterie Arsenophonus
u véel medonosnych se shoduje s vysledky Novakova et al.(2009) a Gerth et al. (2015).
Vyskyt bakterie Arsenophonus byl prokazan i na povrchu téla a v travicim ustroji vcel
(Aizenberg-Gershtein et al., 2013; Babendreier et al., 2007). Dominantnim taxonem vcel
medonosnych byla bakterie Arsenophonus v ptipadé vyzkumu Aizenberg-Gershtein et al.
(2013), kde tvotily sekvence bakterie Arsenophonus 43-88 % z celkové bakterialni komunity
véel. Soucasné Aizenberg-Gershtein et al.(2013) detekovali bakterii Arsenophonus i v nektaru
rostlin mandloné obecné (Amygdalus comminis) a citroniku rajském (Citrus paradisi). Podle
Aizenberg-Gershtein et al.(2013) véely ovliviuji bakterialni slozeni nektaru, kterym se krmi,
a zaroven prijimaji bakterie spolecné s nektarem. Mohou tedy fungovat jako ptenaseci
bakterii mezi riznymi rostlinami. Bakteridlni slozeni nektaru nevystavené¢ho vcelam se
signifikantn¢ lisilo od nektaru, ktery byl v kontaktu se véelami (Aizenberg-Gershtein et al.,
2013). Oproti tomu bakterialni slozeni nektaru vystaveného vcelam se neliSilo
od bakterialniho slozeni ziskaného z povrchu a ustniho Ustroji vcel. Bakterie Arsenophonus
byla dale nalezena v pylu rostlin a v pylu z kosicku ve véeli kolonii (Corby-Harris et al.,
2014). Zvyseny vyskyt bakterii Arsenophonus byl zaznamenan v jednom piipadé vcelstev
postizenych CCD (Cornman et al., 2012).

Dosazené vysledky vyvolavaji otazku, zda bakterie Arsenophonus pochazi z roztoce
Varroa destructor, ze v¢ely medonosné nebo se jedna o spole¢ného symbionta. Moznym
vysvétlenim by byla i pfitomnost dvou odlisnych taxond bakterie Arsenophonus, coz je

analyzovano dale.
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4.2. Taxonomie

Z vysledkt této diplomové prace dale vyplyva blizsi taxonomické urceni bakterie rodu
Arsenophonus v obou studovanych hostitelskych taxonech. Diky srovnani sekvenci klona
ziskanych z roztocu ze vzorkli zimni méli pomoci Sangerovského sekvenovani se sekvencemi
v GenBank byla zjisténa vysoka sekvencni identita (99 %) s bakterii Arsenophonus nasoniae
detekovanou ve vosi¢ce Nasonia vitripennis (FN545250: Wilkes et al., 2010) a v bodavce
dobyt¢i Glossina morsitans subsp. morsitans (Wiedemann, 1850) (Diptera, Glossinidae)
(FN542641: Liu et al., 2010, nepublikovano). Tato skute¢nost byla ovéfena fylogenetickym
stromem zachycujicim vysokou miru ptibuznosti ziskanych klonti k Arsenophonus nasoniae.
Potvrzeni ptitomnosti bakterie Arsenophonus v rozto¢ich Varroa destructor a ve vcéelach
medonosnych bylo dale prokdzano i analyzou mikrobiomu parovych vzorkl roztoci a vcel
odebranych ze stejného Ulu pomoci NGS sekvenovani, které taktéz potvrdilo vysokou miru
podobnosti (98 %) k bakterii Arsenophonus nasoniae ziskané z vosicky Nasonia vitripennis
(NR_042811: (Gherna et al., 1991; Thao & Baumann, 2004)). Stejné taxonomické uréeni
bakterie Arsenophonus nasoniae ve véelach medonosnych zaznamenala i Novakova et al.
(2009). Taxonomicka identifikace bakterie Arsenophonus u Varroa destructor do této doby
nebyla popsana.

Bakterie Arsenophonus byla detekovana jak u roztoCe Varroa destructor, tak u véely
medonosné. U roztoce Varroa destructor byla prokazana ptitomnost bakterie Arsenophonus
z kloni ziskanych z rozto¢i ze vzorki zimni méli pomoci primert yaeT (473 bp), fbaA
(659 bp) a Arsph 1 (1107 bp). Nebyl vSak nalezen amplikon odpovidajici velikosti
pii pouziti ftsK (445 bp), zapA (594 bp) a aprA (513 bp) primert. U klont ziskanych
ze vzorkll véel doslo k negativnimu vysledku v ptipadé primerd zapA (594 bp) a aprA
(513 bp), kdy nebyl nalezen amplikon odpovidajici velikosti. Moznym vysvétlenim se jevi
nizka koncentrace DNA vzorkd. Podobnym problémem se zabyvali Saeed & White (2015)
a Saeed (2014). Pyrosekvenovanim prokazali vysokou prevalenci (88 %) bakterie
Arsenophonus u samotaiské vcely Lasioglossum pilosum (Smith, 1853) (Hymenoptera,
Halictidae), ale uspésnost PCR detekce pomoci taxonové specifickych primerti byla mnohem
niz8i (11 %) (Saeed & White, 2015). V piipadé dalSiho druhu samotaiské véely Halictus
ligatus Say, 1837 (Hymenoptera, Halictidae), kdy dosahovala prevalence bakterie
Arsenophonus 1 % pomoci pyrosekvenovani, nebyla primery specifickymi pro bakterii
Arsenophonus prokazana pfitomnost v zadném ze vzorkii. Pro PCR detekci bakterie
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Arsenophonus je Vv soucasné dob¢ zapotiebi vyrazn€ vyssi pocet pokusnych objekti.
Pfi nizkém poctu vzorkid hrozi, ze bakterie Arsenophonus nebude viibec detekovana (Saeed,
2014). Ve srovnani s bakterii Wolbachia, ktera u stejnych druhti samotaiskych vcel
vykazovala nizkou prevalenci (2 %) pomoci pyrosekvenovani, byla bakterie Wolbachia
detekovana se 100% uspésnosti (Saeed & White, 2015).

U klont ziskanych ze vzorka vcel pomoci primera yaeT (473 bp), fhaA (659 bp), ftsK
(445 bp) a Arsph_1 (1107 bp) byl sice =ziskan amplikon odpovidajici velikosti,
ale analyzované sekvence neodpovidaly srovnanim se sekvencemi v GenBank bakterii
Arsenophonus. Bylo dosazeno nespecifického vysledku, coz lze vysvétlit ziskem nahodného
produktu.

Pomoci Neighbor Joining metody byly porovnany sekvence bakterie naleZici do rodu
Arsenophonus ziskané z nektaru mandloné obecné (Aizenberg-Gershtein et al., 2013)
se sekvencemi bakterie Arsenophonus nasoniae z nasich vzorki véely medonosné. Sekvence
se klastrovaly odlisné a jejich identita ¢inila pouze 93 %. Proto se domnivame, Ze v piipadé
bakterie Arsenophonus nalezené v nektaru mandloné obecné se nejednd o bakterii
Arsenophonus nasoniae.

Bylo prokézano, ze bakterie ziskana pomoci taxon specifickych primert z roztoct
Varroa destructor a véel medonosnych skutecné nalezi do rodu Arsenophonus. Dale bylo
zjisténo, ze jak u rozto¢e Varroa destructor, tak u vcely medonosné, se jedna o stejny

bakterialni taxon, tj. bakterii Arsenophonus nasoniae.
4.3. Teorie pti¢iny vyskytu bakterie Arsenophonus

Bakterie Arsenophonus byla detekovana jak v roztocich Varroa destructor,
tak ve véelach medonosnych. Puvod bakterie ze vzorki DNA z homogenatu povrchoveé
¢isténych roztocl muze byt: (i) autochtonni z téla roztoce a (ii) allochtonni z hemolymfy véel.
Roztoc¢i byli oSetfeni povrchovou sterilizaci, ¢imz bylo zamezeno kontaminaci bakterii
z povrchu roztoc¢e (Kopecky et al., 2014). Kontaminaci pii PCR bylo zabranéno pouzitim
negativni kontroly (Fenollar & Raoult, 2004).

Pti srovnéni spolecného vyskytu bakterii ve vzorcich véely a roztoc¢e z jednoho ulu
bylo zjisténo, ze oba druhy sdili vysoky pocet bakteridlnich taxoni. V rdmci téchto taxonua
jsou jednak symbiotické taxony ze stieva vcely dle Moran (2015) (dale ,,stievné specifické™)

a dale taxony bakterii, o kterych se piedpoklada, ze pochazeji z okolniho prostiedi dle Corby-
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Harris et al. (2014) (dale ,environmentalni®). V téchto studiich vS$ak nebyly feseny
parazitické nebo patogenni bakterie (shrnuto v Alippi, 1999), které se u vcel vyskytuji také.
Ctvrtym nejpodetngjsim sdilenym potencionalné patogennim taxonem byla bakterie
Arsenophonus nasoniae, coz indikuje pienos bakterie Arsenophonus mezi taxony.

Vzhledem k nedostatku vzorkd matek s doprovodem nelze urcit, zda se bakterie
vyskytuje spiSe u matek nebo u doprovodu. Vysledek by mohl objasnit moznost vertikalniho
pfenosu bakterie Arsenophonus z matek na potomky. Vyhodnoceni ztéZuje i vzacnost
detekce, kdy byla bakterie Arsenophonus detekovana pouze u 3 doprovodu ze 46 vzorku,
coz koresponduje s jiz zminénou obtiznosti detekce bakterie Arsenophonus u samotaiskych
véel zkoumanou Saeed & White (2015).

Z vysledki METASTAT analyzy byl prokazan signifikantné vyssi Cetnost vyskytu
bakterie Arsenophonus u rozto¢u Varroa destructor oproti nizké Cetnosti vyskytu u vcel

medonosnych.
4.4. Horizontalni pfenos

U bakterie Arsenophonus je znam vertikalni, ale i horizontalni ptenos. Horizontalni
pienos prokazal Skinner (1985) u superparasitismu, kdy ruzné vosi¢ky Nasonia vitripennis
parazitovaly na stejném hostiteli. NakaZzenym samicim byl poskytnut hostitel, ktery byl poté
odebran a ponechdn nenakaZzenym samicim. Potomstvo plivodné nenakaZenych samic bylo
infikovano bakterii Arsenophonus, ktera se do dalSich generaci pfenasela vertikalné s 97%
ucinnosti prenosu. K infekci vosicek doslo pii parazitaci a sdnim hemolymfy ze spole¢ného
hostitele byli nakazeni i potomci (SKkinner, 1985; Werren et al., 1986).

Podobnym zpiisobem by mohl pienos probihat i v pfipadé ptfenosu této bakterie
z rozto¢e Varroa destructor na vcelu medonosnou. Tuto hypotézu podporuje i druhy
nejpocetnéj§i patogenni taxon, jenz je sdilen roztoCem Varroa destructor a vcelou
medonosnou, Spiroplasma melliferum. Tato paraziticka bakterie je pfendSena parazitickym
rozto¢em Macrocheles subbadius (Berlese, 1904) (Mesostigmata, Macrochelidae) na rizné
druhy hostiteltt Drosophila spp. (Jaenike et al., 2007). Pfi vystaveni neinfikovanych roztoct
infikované Drosophila nebulosa Sturtevant, 1916 (Diptera, Drosophilidae) doslo k nakaze
82 % rozto¢u. Nasledné byli rozto¢im poskytnuti neinfikovani hostitelé Drosophila nebulosa
a Drosophila willistoni Sturtevant, 1916. Vysledkem byla 28% tucinnost pfenosu v piipadé

Drosophila nebulosa a 21% ucinnost pfenosu v ptipadé Drosophila willistoni. Tento zptisob
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pfenosu byva oznaCovan jako ,dirty needle”, protoze pii parazitaci dochazi k nasati
hemolymfy roztoCem Macrocheles a naslednému pienosu parazitickych bakterii jako je
Spiroplasma do dalsich hostitelt (Jaenike et al., 2007).

Z davodu tzv. ,dirty needle” pienosu byla pravdépodobné detekovana bakterie
Arsenophonus jak u roztoc¢e Varroa destructor, tak u véely medonosné. V této interakci muize
rozto¢ slouzit jako vektor nebo je mozné, ze se bakterie Arsenophonus nachazi trvale
jak v rozto¢i Varroa destructor, tak ve véele medonosné.

K hypotéze horizontalniho pienosu bakterie Arsenophonus mezi roztocem Varroa
destructor a vcelou medonosnou pfispiva i teorie Dale et al.(2006), podle niz se blizce
ptibuzni symbionti rodu Arsenophonus ¢asto nachazi u vzdalené piibuznych hostitelt praveé
z diivodu horizontalniho pfenosu. Roztoc¢e Varroa destructor patiiciho do tfidy pavoukovci
a v€elu medonosnou nalezici do tfidy hmyzu rozhodné mlzeme jako vzdalené piibuzné
taxony oznacit.

Pro ujasnéni otazky horizontalniho pfenosu bakterie Arsenophonus je zapotiebi
dalsiho vyzkumu parovych dvojic vzorku roztoce Varroa destructor a véely medonosné.
Resenim by také mohla byt fluorescenéni in situ hybridizace, ktera by bakterii Arsenophonus

lokalizovala v hemolymf€ véel v nékteré z budoucich studii.
4.5. Son killing?

V soucasné dobé¢ neni dostatecné prozkouman vliv bakterie Arsenophonus na roztoce
Varroa destructor ani na véelu medonosnou. Neni znamo, jestli bakterie Arsenophonus témto
hostitelim $kodi a ani jakym zptisobem k tomu dochazi.

Rozto¢i Varroa destructor a véely medonosné maji haplodiploidni ureni pohlavi
stejné jako vosicky Nasonia. Tim vyvstava otazka, zda by nemohla bakterie Arsenophonus
manipulovat s potomstvem v¢el medonosnych ¢i rozto¢d Varroa destructor stejné jako
u vosi¢ek Nasonia. V piipadé vyzkumu molice bavinikové Bemisia tabaci (Raina et al.,
2015), ktera ma taktéz haplodiploidni urceni pohlavi, byl vSak projev jevu son Killing
vyvracen.

Bakterie Arsenophonus dale ovlivituje u molice bavinikové pocet nakladenych vajicek,
pocet vylihlych larev a délku vyvoje (Raina et al., 2015). Snizuje plodnost, lihnivost

vvvvv

na fitness s vcelou medonosnou je klicovy vyzkum bakterie Arsenophonus u vcelich kraloven.
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Vceli matka infikovana bakterii Arsenophonus, ktera by zptsobovala snizenou plodnost
a lihnivost, by mohla mit nedozirné nésledky na zivotaschopnost celého véelstva, k cemuz by
dozajisté piispéla i krats$i délka Zivota potomstva. Naopak u rozto¢e Varroa destructor by
jakykoliv negativni vliv na jejich fitness zpusobeny bakterii Arsenophonus mohl byt vyuzit
a hrat podstatnou roli v biologické kontrole. Neni vSak zatim zndmo, zda se bakterie
Arsenophonus u samct vyskytuje ¢i zda je tato bakterie pfitomna ve vajickach roztoce.
Bakterie Arsenophonus by mohla hrat klicovou tilohu u obou taxonti. Pro zjisténi vlivu
bakterie Arsenophonus na hostitele Varroa destructor a véelu medonosnou je vSak zapotiebi

dalsiho vyzkumu.
4.6. Biologicky boj

Velky potenciadl ma v soucasné dob¢ vyuziti mikroorganismti proti Skiidcim formou
biologického boje (Zchori-Fein et al., 2007). Pouziti mikroorganismi jako biologickou
kontrolu $kidct je mozné dvéma zplsoby. Jednou moznosti je odstranéni mikroorganismd,
ktefi jsou Skadci prospé$ni. Druhou variantou je infikovani Skidct parazitickymi
mikroorganismy (Douglas, 2007).

Pouziti reprodukéniho parazita bakterie Wolbachia v biologické kontrole Skidct
uvazuji Zabalou et al. (2004) a Apostolaki et al. (2011). Zabalou et al. (2004) infikovali
samce Skudce vrtule velkohlavé Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera, Tephritidae)
bakterii Wolbachia. To vedlo kindukci cytoplazmatické inkompatibility, kdy pii kiizeni
infikovaného samce s neinfikovanou samici dojde ke sniZzeni poctu potomkli doprovazeného
dominanci samcich potomku, nebo je zpusobena Uplna sterilita samice (Hoffmann et al.,
1986). Apostolaki et al. (2011) podobnym zpisobem infikovali vrtuli olivovnikovou
Bactrocera oleae(Gmelin, 1788) (Diptera, Tephritidae) bakterii Wolbachia, ktera také vedla
cytoplazmatické inkompatibilité hostitelského Skidce.

Vyzkum bakterie Arsenophonus muze mit dalezitou ulohu v biologické kontrole
Skidcti Varroa destructor. Kdyby byla bakterie Arsenophonus schopna jevu son killing
u Varroa destructor, bylo by mozné manipulovat s jeho reprodukci a omezit vyskyt tohoto
Sktidce. Usmrcovani samc¢ich embryi a zména poméru pohlavi ve prospéch samiciho by
umoznily sniZzeni vyskytu samci, coz by vedlo k nemozZnosti reprodukce daného taxonu

a omezeni vlivu varrodzy.
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5. Souhrn

Vysledky této diplomové prace mizeme shrnout do nasledujicich bodi.

1)

2)

3)

U roztoct Varroa destructora véel medonosnych byla detekovana a taxonomicky

charakterizovana bakterie Arsenophonus nasoniae pomoci analyzy genu 16S rRNA.

V dvojicich rozto¢ a v¢ela odebranych z jednoho ulu byl prokazan signifikantné vyssi
Cetnost vyskytu bakterie Arsenophonus nasoniae u roztoc¢a Varroa destructor oproti
nizké cetnosti vyskytu u vcel medonosnych. Na zdkladé¢ naSich poznatkil tedy
predpokladame autochtonni pivod bakterie Arsenophonus nasoniae z roztoc¢e Varroa
destructor, kdy se do véely medonosné bakterie Arsenophonus nasoniae dostava

horizontalnim pfenosem.

Vzhledem k nedostatku vzorku véelich matek s doprovodem nelze vyhodnotit vyskyt

bakterie Arsenophonus v matkach a jejich doprovodu.
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/. Ptilohy

Piiloha 1 — PCR detekce bakterie Arsenophonus u véelich matek a jejich doprovodu

Véelstvo Matka/Doprovod Arsenophonus
Horni Lhota 1 M
D +
Maslovice Dol 2 M
D +
3 M
D
4 M
D
5 M
D
6 M
D
7 M
D
8 M
D
9 M
D
10 M
D
11 M
D
12 M
D
13 M
D
14 M
D
15 M
D
16 M
D
17 M
D +
18 M
D
19 M
D
20 M
D
21 M
D
22 M



http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro

23

olz|o



http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro

%66 snuoydoudasiy

Bacteria

Obr. P2 - Stanovisté Horni Lhota: AB - Krona zobrazeni mikrobiomu

v parovych vzorcich v&el medonosnych (A) a roztodl Varroa destructor
(B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci Ribosomal database

project; C - Vennlv diagram podobnosti pro parové vzorky z tohoto
stanovisté
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Obr. P3 - Stanovisté Kyvalka: AB - Krona zobrazeni mikrobiomu
v parovych vzorcich véel medonosnych (A) a rozto&U Varroa destructor
(B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci Ribosomal database

project; C - Venndv diagram podobnosti pro parové vzorky z tohoto
stanovisté
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Obr. P4 - Stanovisté Postrizin 1: AB - Krona zobrazeni mikrobiomu

v parovych vzorcich véel medonosnych (A) a rozto&t Varroa destructor
(B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci Ribosomal database

project; C - Venndv diagram podobnosti pro parové vzorky z tohoto
stanovisté

eC/'//Us


http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro

Bacteria Bacteria

Obr. P5 - Stanovisté Postrizin 2: AB - Krona zobrazeni mikrobiomu
v parovych vzorcich véel medonosnych (A) a rozto¢d Varroa destructor
(B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci Ribosomal database

project; C - Venndv diagram podobnosti pro parové vzorky z tohoto
stanovisté
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Obr. P6 - Stanovisté Postrizin 3: AB - Krona zobrazeni mikrobiomu
v parovych vzorcich véel medonosnych (A) a rozto¢d Varroa destructor
(B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci Ribosomal database

project; C - Venndv diagram podobnosti pro parové vzorky z tohoto
stanovisté
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Obr. P7 - Stanovisté Postrizin 4: AB - Krona zobrazeni mikrobiomu
v parovych vzorcich véel medonosnych (A) a rozto¢d Varroa destructor
(B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci Ribosomal database

project; C - Venndv diagram podobnosti pro parové vzorky z tohoto
stanovisté
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Obr. P8 - Stanovisté Prelovice 1: AB - Krona zobrazeni mikrobiomu
v parovych vzorcich véel medonosnych (A) a rozto¢d Varroa destructor
(B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci Ribosomal database

project; C - Venndv diagram podobnosti pro parové vzorky z tohoto
stanovisté
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Obr. P9 - Stanovisté Prelovice 2: AB - Krona zobrazeni mikrobiomu
v parovych vzorcich véel medonosnych (A) a rozto¢d Varroa destructor
(B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci Ribosomal database

project; C - Venndv diagram podobnosti pro parové vzorky z tohoto
stanovisté
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Obr. P10 - Stanovisté Hole S5: AB - Krona zobrazeni mikrobiomu
v parovych vzorcich véel medonosnych (A) a rozto¢d Varroa destructor
(B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci Ribosomal database

project; C - Venndv diagram podobnosti pro parové vzorky z tohoto
stanovisté
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Obr. P11 - Stanovisté Hole S7: AB - Krona zobrazeni mikrobiomu
v parovych vzorcich véel medonosnych (A) a rozto¢d Varroa destructor
(B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci Ribosomal database

project; C - Venndv diagram podobnosti pro parové vzorky z tohoto
stanovisté
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Obr. P12 - Stanovisté Hole S8: AB - Krona zobrazeni mikrobiomu
v parovych vzorcich véel medonosnych (A) a rozto¢d Varroa destructor
(B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci Ribosomal database

project; C - Venndv diagram podobnosti pro parové vzorky z tohoto
stanovisté
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Obr. P13 - Stanovisté StreleC 1: AB - Krona zobrazeni mikrobiomu
v parovych vzorcich véel medonosnych (A) a rozto&U Varroa destructor
(B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci Ribosomal database

project; C - Vennlv diagram podobnosti pro parové vzorky z tohoto
stanovisté
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Obr. P14 - Stanovisté StreleC 2: AB - Krona zobrazeni mikrobiomu
v parovych vzorcich véel medonosnych (A) a roztoU Varroa destructor
(B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci Ribosomal database

project; C - Vennlv diagram podobnosti pro parové vzorky z tohoto
stanovisté
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Obr. P15 - Stanovisté Stoky-Skfivanek Z1: AB - Krona zobrazeni
mikrobiomu v parovych vzorcich v&el medonosnych (A) a rozto¢u
Varroa destructor (B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci
Ribosomal database project; C - Venndv diagram podobnosti

pro parové vzorky z tohoto stanovisté
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Obr. P16 - Stanovisté Stoky-Skrivanek Z29: AB - Krona zobrazeni
mikrobiomu v parovych vzorcich v&el medonosnych (A) a rozto¢u
Varroa destructor (B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci
Ribosomal database project; C - Venndv diagram podobnosti

pro parové vzorky z tohoto stanovisté
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Obr. P17 - Stanovisté Stoky-Skfivanek Z33: AB - Krona zobrazeni
mikrobiomu v parovych vzorcich v&el medonosnych (A) a rozto¢u
Varroa destructor (B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci
Ribosomal database project; C - Venndv diagram podobnosti

pro parové vzorky z tohoto stanovisté
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Obr. P18 - Stanovisté Stoky-Skrivanek Z40: AB - Krona zobrazeni
mikrobiomu v parovych vzorcich v&el medonosnych (A) a rozto¢u
Varroa destructor (B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci
Ribosomal database project; C - Venndv diagram podobnosti

pro parové vzorky z tohoto stanovisté
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Obr. P19 - Stanovisté Stoky-Skfivanek Z41: AB - Krona zobrazeni
mikrobiomu v parovych vzorcich v&el medonosnych (A) a rozto¢u
Varroa destructor (B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci
Ribosomal database project; C - Venndv diagram podobnosti

pro parové vzorky z tohoto stanovisté
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Obr. P20 - Stanovisté Stoky-Skfivanek Z74: AB - Krona zobrazeni
mikrobiomu v parovych vzorcich v&el medonosnych (A) a rozto¢u
Varroa destructor (B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci
Ribosomal database project; C - Venndv diagram podobnosti

pro parové vzorky z tohoto stanovisté
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Obr. P21 - Stanovisté Stoky-Skfivanek Z705: AB - Krona zobrazeni
mikrobiomu v parovych vzorcich v&el medonosnych (A) a rozto¢u
Varroa destructor (B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci
Ribosomal database project; C - Venndv diagram podobnosti

pro parové vzorky z tohoto stanovisté
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Obr. P22 - Stanovisté Stoky-Skfivanek Z706: AB - Krona zobrazeni
mikrobiomu v parovych vzorcich v&el medonosnych (A) a rozto¢u
Varroa destructor (B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci
Ribosomal database project; C - Venndv diagram podobnosti

pro parové vzorky z tohoto stanovisté
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Obr. P23 - Stanovisté Stoky-Skfivanek Z707: AB - Krona zobrazeni
mikrobiomu v parovych vzorcich v&el medonosnych (A) a rozto¢u
Varroa destructor (B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci
Ribosomal database project; C - Venndv diagram podobnosti

pro parové vzorky z tohoto stanovisté
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Obr. P24 - Stanovisté Stoky-Skrivanek Z708: AB - Krona zobrazeni
mikrobiomu v parovych vzorcich v&el medonosnych (A) a rozto¢u
Varroa destructor (B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci
Ribosomal database project; C - Venndv diagram podobnosti

pro parové vzorky z tohoto stanovisté
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Obr. P25 - Stanovisté Stoky-Skiivanek Z713: AB - Krona zobrazeni
mikrobiomu v parovych vzorcich véel medonosnych (A) a rozto&u
Varroa destructor (B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci
Ribosomal database project; C - VennUv diagram podobnosti

pro parové vzorky z tohoto stanovisté
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Obr. P26 - Stanovisté Stoky-Skfivanek Z714: AB - Krona zobrazeni
mikrobiomu v parovych vzorcich v&el medonosnych (A) a rozto¢u
Varroa destructor (B) pro jednotlivé taxony identifikované pomoci
Ribosomal database project; C - Venndv diagram podobnosti

pro parové vzorky z tohoto stanovisté
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Introduction

Abstract

Aims: The winter beehive debris containing bodies of honeybee parasitic mite
Varroa destructor is used for veterinary diagnostics. The Varroa sucking
honeybee haemolymph serves as a reservoir of pathogens including bacteria.
Worker bees can pick up pathogens from the debris during cleaning activities
and spread the infection to healthy bees within the colony. The aim of this
study was to detect entomopathogenic bacteria in the Varroa collected from
the winter beehive debris.

Methods and Results: Culture-independent approach was used to analyse the
mite-associated bacterial community. Total DNA was extracted from the
samples of 10 Varroa female individuals sampled from 27 different sites in
Czechia. The 16S rRNA gene was amplified using universal bacterial primers,
cloned and sequenced, resulting in a set of 596 sequences representing 29
operational taxonomic units (OTUy;). To confirm the presence of bacteria in
Varroa, histological sections of the mites were observed. Undetermined bacteria
were observed in the mite gut and fat tissue.

Conclusion: Morganella sp. was the most frequently detected taxon, followed
by Enterococcus sp., Pseudomonas sp., Rahnella sp., Erwinia sp., and
Arsenophonus sp. The honeybee putative pathogen Spiroplasma sp. was detected
at one site and Bartonella-like bacteria were found at four sites. PCR-based
analysis using genus-specific primers enabled detection of the following taxa:
Enterococcus, Bartonella-like bacteria, Arsenophonus and Spiroplasma.
Significance and Impact of the Study: We found potentially pathogenic
(Spiroplasma) and parasitic bacteria (Arsenophonus) in mites from winter
beehive debris. The mites can be reservoirs of the pathogenic bacteria in the
apicultures.

are major honeybee colony losses during this season
(Dainat et al. 2012a; van Dooremalen et al. 2012; Erban

In temperate regions, honeybee colonies produce either
short-lived summer worker bees, which have a lifespan
between 15 and 48 days, or long-lived winter worker
bees, which emerge in late summer and live up to
8 months (Fluri 1990). The maintenance of honeybee
longevity is critical for the survival of the honeybee col-
ony during winter because in the temperate regions, there

et al. 2013).

In beekeeping practice, bechive debris is the most
important matrix for surveying beehive health during win-
ter. The bottom-board in apiculture is cleaned after winter
acaricide treatment against Varroa. Thirty days after clean-
ing, the beehive debris on the bottom-board is collected.
The collected beehive debris is screened for the most
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important honeybee pathogens in veterinary laboratories
under the conditions of Czechia: The pathogens included
American foulbrood (AFB) (Paenibacillus larvae), Nosema
spp. and Varroa mites (Ritter 2008; Copley et al. 2012;
Dietemann et al. 2012; Alippi 2014). The beekeepers collect
and deliver the beehive debris samples for investigation of
the above mentioned pathogens to the accredited veteri-
nary laboratories in Czechia according the Veterinary Law
No. 166/1999.

The cosmopolitan parasitic mite Varroa destructor, pre-
viously classified as Varroa jacobsoni (Anderson and
Trueman 2000), is one of the major factors responsible
for the decline of the Western honeybee, Apis mellifera
Linnaeus 1758, during winter (Amdam ef al. 2004;
vanEngelsdorp et al. 2009; Rosenkranz et al. 2010; Diete-
mann et al. 2012). Parasitic mites decrease the fitness,
body weight, nutrient content and immunity of honey-
bees (Glinski and Jarosz 1992; Genersch and Aubert 2010;
Dainat et al. 2012a,b). Varroa reproduces in the capped
brood cells and sucks on the haemolymph of larvae,
pupae and adult bees (Amdam et al. 2004; Rosenkranz
et al. 2010). The honeybee haemolymph is composed
mainly of water, inorganic salts, carbohydrates, proteins,
hormones, lipids, free amino acids and macrophage-like
cells (haemocytes), and offers Varroa a complete food
source (Erban et al. 2014). The sucked haemolymph is
stored in the mite digestive tract, including two pairs of
caeca (De Ruijter and Kaas 1983). It has been shown that
viruses and bacteria present in the mite digestive tract
can be introduced to the honeybee haemolymph during
mite feeding (Rosenkranz et al. 2010). The Varroa-honey-
bee virus transmission has been documented (Shen et al.
2005; Zhang et al. 2007; Gisder et al. 2009; Ryabov et al.
2014), while the transmission of bacteria is believed to be
of minor importance (Rosenkranz et al. 2010).

Little is known about the bacterial community of Var-
roa. Enterobacteriaceae were found in 50-88% of the
mites from the honeybee brood and workers in Poland
(Glinski and Jarosz 1990). An unidentified Rickettsia-like
organism was found in the rectum of Varroa using trans-
mission microscopy (Liu and Ritter 1988). The cultured
micro-organism from V. destructor included Enterobacter
cloacae and Staphylococcus albus (Hrabak 2003). High
numbers of actinobacterial genes were found in the total
genomic DNA isolated from Varroa, while Enterobacteri-
ace were not detected (Cornman et al. 2010). Glinski and
Jarosz (1992) artificially inoculated Varroa mites with
Serratia marcescens and the mites were able to transmit
these bacteria into the haemolymph of drones and caused
septicaemia. The most significant pathogenic bacteria in
apiaries are P. larvae causing AFB and Melissococcus plu-
tonius causing European foulbrood (EFB) (Genersch
2010). The Varroa mites from apiaries with high AFB

Bacteria in Varroa from winter beehive debris

infections contain the spores of P. larvae (De Rycke et al.
2002). It has been proposed that mites transmit AFB
from the infected to healthy bee colonies; however, Alippi
et al. (1995) could not demonstrate the infection of the
bee colonies with P. larvae spores that were introduced
on the body surface of Varroa mites. These observations
open the question if there are entomopathogenic bacteria
in Varroa.

In this study, we screened Varroa in the winter beehive
debris for the presence of bacteria with particularly ento-
mopathogen importance. The particular aims of this study
were the following: (i) to describe the bacterial community
in mites isolated from the winter beehive wax debris by
culture-independent method; (ii) to prove the presence of
bacteria in Varroa tissues by paraffin sectioning, staining
and light microscopy; (iii) to collect evidence whether
Varroa in the winter debris on the bottom-board is a pos-
sible source of entomopathogenic bacteria.

Material and methods

Mites in beehive winter wax debris

Samples of the winter hive debris were examined by a
flotation technique in the accredited laboratory of the
Bee Research Institute at Dol according Ritter (2008).
After the examination of the samples, Varroa mites were
collected in 96% pure ethanol. Varroa mites originated
from the winter beehive wax debris collected at 27 sites
in Czechia in December 2010 and January 2011
(Table 1). Every site represents a population of Varroa
mites in one apiary.

DNA extraction from Varroa samples

Each sample contained 10 adult Varroa females. Before
DNA extraction, 96% ethanol in each sample was replaced
by phosphate buffered saline with the detergent Tween®
20 (PBST) composed of 3-2 mmoll™' Na,HPO,,
0-5 mmol 17! KH,PO,, 1-3 mmol 1! KCl, 135 mmol 17!
NaCl, 0-05% Tween® 20 (cat. No. P9416, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO). Each sample was then washed three
times with PBST and homogenized in 500 ul PBST using
the Radnoti tissue grinder (cat No. 440613, Monrovia,
CA). The total DNA was extracted with the Wizard®
Genomic DNA Purification kit (Promega, Madison, WI)
according to the manufacturer’s instructions. The
extracted DNA was stored in —20°C until further analysis.

Amplification, cloning and sequencing

PCR amplification of 16S rRNA gene fragments was used
to characterize the bacterial community (Barbieri et al.
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Table 1 Sites where the samples of Varroa destructor were taken. All samples are from Czechia from the winter 2010-2011

J. Hubert et al.

No. Site District County Coordinates
1 Trhanov Domazlice Plzensky 49°25'7" 12°50'40"
2 Horni Bojanovice Breclav Jihomoravsky 48°57'20" 16°47'41"
3 Bulhary Breclav Jihomoravsky 48°49'22" 16°43'55"
4 Myslin Pisek Jihocesky 49°32'7" 14°1'36"
5 Pribice Brno—venkov Jihomoravsky 48°57'33" 16°34'40"
6 Kurdejov Breclav Jihomoravsky 48°57'12" 16°46'5"
7 Brod nad Dyji Breclav Jihomoravsky 48°52'38" 16°31'38"
8 Moravska Nova Ves Breclav Jihomoravsky 48°48'26" 17°0'55"
9 Hlohovec Breclav Jihomoravsky 48°46'21" 16°46'16"
10 Kdyné Domazlice Plzensky 49°23'35” 13°3'39”
11 Omice Brno—venkov Jihomoravsky 49°11'19” 16°27'4"
12 Ceské Velenice Jindrichuv Hradec Jihocesky 48°46'47" 14°56'11"
13 Radejov Hodonin Jihomoravsky 48°51'56" 17°20'7"
14 Horenice Nachod Kralovehradecky 50°22'12" 15°54'48"
15 Klasterec nad Ohri Chomutov Ustecky 50°24'5" 13°10'53"
16 Obora Jicin Kralovehradecky 50°21'56" 15°30'47"
17 Hermanova Hut Plzen—sever Plzensky 49°42'37" 13°4'39"
18 Ujezdec Jindrichuv Hradec Jihocesky 49°12'16" 14°47'7"
19 Klenov Jindrichuv Hradec Jihocesky 49°11'40” 14°53'22"
20 Lom u Tachova Tachov Plzensky 49°49'14" 12°40'41"
21 Kruh Semily Liberecky 50°33'51” 15°29'33"
22 Majdalena Jindrichuv Hradec Jihocesky 48°57'33" 14°51'19"
23 Pravcice Kromeriz Zlinsky 49°19'33” 17°29'34"
24 Zeleznice Jicin Kralovehradecky 50°28'43" 15°22'48"
25 Kadan Chomutov Ustecky 50°23'9” 13°15'16"
26 Strelec Jicin Kralovehradecky 50°28'56" 15°15'37"
27 Kyvalka Brno—venkov Jihomoravsky 49°11'24" 16°26'57"
Table 2 The list of primers and reaction conditions used in the study.
Specificity Target Name Primer 53’ Tm (°C)  Lengt (bp)  Author
Bacteria 16S rRNA  UF AGAGTTTGATYMTGGC 50 1400 Romero et al. (2006)
UR GYTACCTTGTTACGACTT
Cardinium 16S rRNA  Cardé CTTAACGCTAGAACTGCGA 52 900 Kopecky et al. (2013)
Card8 TCA AGCTCTACCAACTCC
Enterococcus faecalis dll EfeF TCAAGTACAGTTAGTCTTTATTAG 54 941 Macovei and Zurek (2006)
EfeR ACGATTCAAAGCTAACTGAATCAGT
Wolbachia 16S rRNA  WpF TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT 52 900 O'Neill et al. (1992)
WpR GAATAGGTATGATTTTCATGT
Bartonella-like 16S rRNA  Bart 1F TGTCWCCGAYCCAGCCK 63 920 Kopecky et al. (2014)
Bart 2R TGT CTC CGA CCC AGC CT
Arsenophonus 16S rRNA  ArsF GGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGT 52 804 Wilkes et al. (2012)
/Morganella ArsR2 GTAGCCCTRCTCGTAAGGGCC
Arsenophonus 16S rRNA  Arsph_1F  TTGGGCCTCACACCTTC 57 1107 This study
Arsph_1R AGACTCCAATCCGGACTTC
fbaA fbaAf GCYGCYAAAGTTCRTTCTCC 52 659 Wilkes et al. (2012)
fbaAr CCWGAACCDCCRTGGAAAACAAAA
yaeT yaeTf GCATACGGTTCAGACGGGTTTG 52 473
yaeTr GCCGAAACGCCTTCAGAAAAG
Spiroplasma 16SRNA BS1 AAGTCGAACGGGGTGCTT 57 975 Meeus et al. (2012)
BS976 TGCACCACCTGTCTCAATGT
Paenibacillus larvae 16S rRNA  AFB-F CTTGTGTTTCTTTCGGGAGACGCCA 55 1106 De Graaf et al. (2013)
AFB-R TCTTAGAGTGCCCACCTCTGCG
Melissococcus plutonius ~ 16S rRNA  EFB-F GAAGAGGAGTTAAAAGGCGC 55 812 Govan et al. (1998)
EFB-R TTATCTCTAAGGCGTTCAAAGG
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2001). The presence of Cardinium, Wolbachia, Spiroplasma,
Bartonella-like bacteria, Arsenophonus, Morganella, P. lar-
vae, M. plutonius and Enterococcus faecalis was tested
using taxon-specific primers (Table 2). As a positive con-
trol, we used DNA from samples with previous positive
identification based on the 16S rRNA gene (Kopecky et al.
2013, 2014) and the DNA extracted from P. larvae and
M. plutonius obtained from the Bee Research Institute at
Dol. The negative control was the double distilled water
used for master mix preparation.

A total volume of 25-ul PCR reaction mixture con-
tained 200 umol 17" dNTPs, 3 mmol 1! MgCl,; forward
and reverse primers (100 nmol 17! each), 0-5 unit Taq
polymerase (all Promega) and 50-300 ng of the template
DNA. The primers, annealing temperature and reference
to amplification conditions are shown in Table 2. Ampli-
fications were performed using the C1000 Thermal Cycler
(Bio-Rad, Hercules, CA). The selected amplicons were
purified with the Wizard® SV Gel and PCR product
clean-up system kit (Promega). The PCR products from
universal bacterial primers were cloned using pGEM®-T
Easy Vector (Promega). Selected clones, roughly 28 per
sample, were sequenced by Macrogen (Seoul, Korea). In
addition, the products of taxon-specific primers were
sequenced for validation. The obtained forward and
reverse sequences were assembled with the copoNcopE
ALIGNER, ver. 1.5.2 (CodonCode Corporation, Dedham,
MA). The sequences were checked for chimaeras using
MALLARD 1.02 (Ashelford et al. 2006) and piNTAIL 1.1
(Ashelford et al. 2005) prior to 16S rDNA library con-
struction.

16S rRNA library

The library was formed from 596 partial 16S rRNA gene
sequences (Table 3). The sequences were analysed and
assigned the operational taxonomic units (OTU) defined
at distance level 0-03 in MoTHUR v1.32.0 software
(Schloss et al. 2009). The sequences were assigned to the
bacterial taxa using the Ribosomal database project
(RDP) naive Bayesian rRNA classifier (Wang et al.
2007). The consensus sequences of individual OTUsy,
were compared to the sequences in the GenBank using
BLAST.

Phylogenetic analysis

The phylogenetic analysis was applied to Bartonella-like,
Spiroplasma and Arsenophonus 16S rRNA sequences.
Alignments of partial 16S rRNA gene sequences were per-
formed using SILVA INCREMENTAL ALIGNER Vv.1.2.11 (Pruesse
et al. 2012). For analysis of phylogenetic relationships,
the best-fit model of nucleotide substitution was selected

Bacteria in Varroa from winter beehive debris

using JMODELTEST v.2.1.7 (Guindon and Gascuel 2003;
Darriba et al. 2012). Based on the selection, model GTR
with a proportion of invariable sites (+I), and gamma
distribution with four rate categories (+G), was employed
to infer phylogeny by Bayesian analysis using PHYLOBAYES-
mpl, v.1.4e (Lartillot et al. 2009) and maximum-likelihood
analysis in PHYML v.3.0 (Guindon et al. 2010). The result-
ing phylograms were finalized using MEGa 6 (Tamura
et al. 2007).

Microanatomical sections of Varroa

For the histological study, Varroa mites were collected
from the infested honeybee colony at the Bee Research
Institute at Dol (50°12'13"N, 14°22’1"E) in the munici-
pality of Maslovice. Mites were transferred from the
honeybee pupae by a brush into Eppendorf tubes and
fixed in the modified Bouin-Dubosque-Brazil fixation for
72 h (Smrz 1989). Mites were then transferred to paraffin
and sectioned in 4-6 um sections (Hubert ef al. 1999).
Sections were stained by (i) Masson’s stain with periodic
acid and Schiff agent (PAS) and (ii) Mann-Dominici
staining. The histological sections were observed under a
compound microscope Axioskop using AXIOVISON software
(Carl Zeiss, Jena, Germany) and a Powershot A620 digital
camera (Canon, Tokyo, Japan).

Results

Microbial community in Varroa from winter beehive
wax debris

The 16S rDNA library contained 596 sequences (GenBank
Acession Numbers KT029152-KT029747) that repre-
sented 29 OTUy;. The number of individual OTUy; ran-
ged from 1 to 7 indicating low bacterial richness
(Table 3). The sequences represented Actinobacteria: Bifi-
dobacterium; Bacteroidetes: Pedobacter; Alphaproteobacte-
ria: Bartonella-like bacteria; Firmicutes: Enterococcus;
Gammaproteo-bacteria: Morganella, Enhydrobacter, Pseu-
domonas, Arsenophonus and Erwinia; Molicutes: Spiro-
plasma. OTUy, classified as Morganella were the most
abundantly followed by Enterococcus, Pseudomonas, Rah-
nella, Erwinia and Arsenophonus. Arsenophonus was
detected at the Strelec site only (Table 3). A potential
honeybee pathogen Spiroplasma was detected solely at the
Kadan site.

PCR with the specific primers confirmed the presence
of Spiroplasma in one sample with a 99% similarity to
Spiroplasma apis (NR121708). Similarly, the cloned Spiro-
plasma 16S rDNA fragment showed a high similarity
(99%) to S. apis. It also confirmed the phylogenetic anal-
ysis of the sequences obtained in RDP (Fig. 1).
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Table 3 The identified bacterial taxa in the Varroa destructor females from the winter wax debris collected at 27 different sites in Czechia.
The sequences were identified using the Ribosomal database project (RDP) naive Bayesian rRNA classifier (Wang et al. 2007). The contingency
for operational taxonomic units (OTUs)g7 were Blasted in GenBank and the matches are presented

RDP-identification

GenBank-match

Taxon id % Matched sequences  Acces. No. id% OTUg; N 1 2
Actino-bacteria Bifidobacteriales Bifidobacterium 100 Bifidobacterium CP006018.1 99 12 7
indicum
Actinomycetales Microbacterium 100 Microbacterium KF150504.1 99 22 1
oxydans
Alphaproteo- Rhizobiales Bartonella 43-67  Bartonella-like HM108389.1 99 9 15
bacteria Methylobacterium 100 Methylobacterium AB698723.1 99 27 1
adhaesivum
Sphingomonadales  Sphingomonas 100 Sphingomonas faeni  KC987002.1 99 20 1
Bacilli Lactobacillales Enterococcus 100 Enterococcus faecalis  FJ378665.1 9 2 100
Lactobacillus 92-93  Lactobacillus sp. HM046580.1 95 18 2
Bacillales Staphylococcus 100 Staphylococcus JQ970476.1 99 29 1
nepalensis
Betaproteo- Burkholderiales Burkholderia 100 Burkholderia cepacia  AB695353.1 99 24 1
bacteria Janthinobacterium 100 Janthinobacterium EU275366.1 99 19 2
lividum
Massilia 100 Massilia sp. FM955855.1 99 17 2
Undlibacterium 100 Undibacterium NR 117348.1 99 26 1
oligocarboniphilum
Gammaproteo-  Oceanospirillales Carnimonas 100 Carnimonas NR_029342.1 98 14 4
bacteria nigrificans
Pasteurellales Haemophilus 100 Haemophilus FQ312002.1 99 25 1
parainfluenzae
Xanthomonadales  Luteibacter 100 Luteibacter sp. FR714940.1 99 11 6
Enterobacteriales Morganella 100 Morganella sp. HM133591.1 99 1 264 21*  21*
Pantoea 100 Pantoea EU047555.1 99 15 4
agglomerans
Enhydrobacter 100 Moraxella osloensis NR 104936.1 9 9 19
Pseudomonas 100 Pseudomonas sp1. AY131218.1 9 3 60
Pseudomonas AB001449.1 9 8 17
syringae
Pseudomonas lutea NR_029103.1 99 4 4
Pseudomonas sp.2 AF098465.1 95 21 1
Pseudomonas AP014622.1 99 23 1
aeruginosa
Psychrobacter 100 Psychrobacter sp. JX310264.1 99 28 1
Enterobacteriales Arsenophonus 100 Arsenophonus FN545282.1 100 6 21
nasoniae
Erwinia 90-100  Erwinia billingiae NR_102820.1 100 5 24
Serratia 69-95  Rahnella sp. GU299866.1 100 4 25
Mollicutes Entomoplasmatales  Spiroplasma 100 Spiroplasma apis NR_121708.1 99 10 6
Sphingo-bacteria  Sphingobacteriales  Pedobacter 100 Pedobacter NR_025534.1 99 13 4
cryoconitis
Total number 596 21 21

Ide, identity %.

*Indicates the confirmation of the bacterial taxa by specific primers. Detailed description of sample sites in Table 1.

Bartonella-like bacteria were confirmed at the Hlohovec
and Klenov sites but not in Ujezd site. In addition, Bar-
tonella-like amplicons were obtained at the Zeleznice and
Kyvalka sites (Table 3). Bartonella-like bacteria clustered
to those previously reported from honeybees (Fig. 2).

The Arsenophonus-specific primers ArsF and ArsR2
(Table 2) were not specific for Arsenophonus, and the 16S
rDNA sequences were highly similar (99%) to Morganella
sp. (KF754866), with the exception of the Strelec site,
where the sequences related to Arsenophonus nasoniae were
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detected. To confirm the presence of Arsenophonus, the the Strelec site, the Arsph 1F and Arsph 1R primers ampli-
new primer set (Arsph 1F and Arsph 1R), for identification fied the fragment of 16S rDNA of 1107 bp with a high sim-
based on 16S rDNA, was designed (Table 2) and tested ilarity (99%) to A. nasoniae (NR042811) as confirmed by
altogether with the primers for amplification of genes cod- the phylogenetic analysis (Fig. 3). The products of the cor-
ing for outer membrane protein (yaeT) and fructose-bis- rect size, yaeT 473 bp and fbaA 659 bp were obtained, and
phosphate aldolase class II (fbaA) (Wilkes et al. 2012). At the sequencing confirmed their high similarity (99%) to
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AGBZ01004 Spiroplasma melliferum
AY325304 Spiroplasma melliferum

JQ347516 Spiroplasma melliferum

— AM285316 Spiroplasma citri
‘l__ DQ319068 Spiroplasma kunkelii
NR

43178 Spiroplasma phoeniceum
M24483 Spiroplasma sp.
NR 44672 Spiroplasma poulsonii
NR 25705 Spiroplasma insolitum

NR 25699 Spiroplasma chrysopicola
NR 25711 Spiroplasma syrphidicola

DQ917756 Spiroplasma mirum
NR 125517 Spiroplasma eriocheiris
M24662 Spiroplasma mirum

I: AY 189125 Spiroplasma alleghenense

NR 25710 Spiroplasma sabaudiense

_|— AY 189134 Spiroplasma lampyridicola

AY 189305 Spiroplasma leptinotarsae

M24476 Spiroplasma taiwanense
AY 189128 Spiroplasma corruscae
AY189310 Spiroplasma turonicum
AY189307 Spiroplasma montanense
GU993267 Spiroplasma apis
6 Varroa destructor clones
AY189129 Spiroplasma culicicola
AY 189130 Spiroplasma diminutum
M24482 Spiroplasma sp.
NR 25703 Spiroplasma floricola

97/93

- NC 5364 Mycoplasma mycoides

L NC 6055 Mesoplasma florum

|: AY 189311 Spiroplasma velocicrescens
M24474 Spiroplasma sp.

—— AY189132 Spiroplasma helicoides

0-1

GU993266 Spiroplasma platyhelix
AJ006775 Spiroplasma sp.
GU585671 Spiroplasma ixodetis
AJ245996 Spiroplasma sp.
AJ132412 Spiroplasma sp.
AB048263 Spiroplasma sp.

Figure 1 Phylogenetic analysis of nearly full-length 16S rRNA clones of Spiroplasma from Varroa destructor females collected from the winter
beehive wax debris with the reference sequences available in databases. Phylogeny was inferred by Bayesian analysis. Branch lengths correspond
to mean posterior estimates of evolutionary distances (scale bar, 0-1). Branch labels at selected branches indicate the Bayesian posterior probabil-
ity and supporting bootstrap values from maximum-likelihood and neighbour-joining analyses. The phylograms were outgrouped using the
Anaeroplasma varium 16S rRNA gene sequence NR_044663.
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Ochrobactrum

—< Brucella

————— 4 Pseudochrobactrum

! OO/% Bartonella

100/100

Figure 2 Phylogenetic analysis of nearly full-
length 16S rRNA clones described as
Bartonella-like sequences from Varroa
destructor females from the winter wax
debris with the reference sequences available
in databases. Phylogeny was inferred by
Bayesian analysis. Branch lengths correspond
to mean posterior estimates of evolutionary
distances (scale bar, 0-1). Branch labels at
selected branches indicate the Bayesian
posterior probability and supporting bootstrap
values from maximum-likelihood and
neighbour-joining analyses. The phylograms
were outgrouped using the Escherichia coli
sequence U00096.

A
0-01

A. nasoniae FN545250 and FN542641 respectively. Arseno-
phonus was not detected on other localities by either set of
specific primers (Arsph, yaeT, fbaA).
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_|:AMO41 247 Ochrobactrum oryzae

DQ365921 Ochrobactrum pseudintermedium

clones from Nysius sp. (Matsuura et al., 2012),

< rape phyllosphere

—¢ human skin clones (Kong et al., 2012)

100/96

human skin clones
(Grice et al., 2009,
(Kong et al., 2012)

clones from stored product
mites (Kopecky et al., 2014)

41 clones Apis andreniformis, Bombus sonorus
(Martinson et al., 2011),
14 cl. Varroa destructor

100/97

100/84

23 cl. Apis dorsata (Martinson et al., 2011),

100/55 2 cl. A. mellifera capensis (Jeyaprakash et al., 2003)

The presence of Enterococcus was confirmed by specific
primers for the amplification of the fragment of p-alanine
ligase-related protein (ddl) (Macovei and Zurek 2006),

647


http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro
http://www.pdfxchange.cz/obchod/pdf-xchange-editor-pro

Bacteria in Varroa from winter beehive debris

100/95

— AF008581 Providencia stuartii
HMO038003 Providencia sneebia
AMO040495 Providencia vermicola
AMO040492 Providencia rettgeri
AMO040489 Providencia rustigianii
AJ301684 Providencia alcalifaciens
HMO038004 Providencia burhodogranariea
AMO040490 Providencia heimbachae
Morganella
= Proteus
‘|, FR733709 Proteus hauseri

1

99/-

100/66

00/81

0-1
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’_{ 25 clones

AY264669 Arsenophonus endosymbiont of Siphoninus phillyreae
Arsenophonus nasoniae

Cand. A. triatominarum,
Arsenophonus endosymbionts

JQ726818 Arsenophonus endosymbiont of Nysius sp.
JQ726817 Arsenophonus endosymbiont of Nysius sp.
AB772262 Arsenophonus endosymbiont of Philaenarcys bilineata

Arsenophonus endosymbionts,
Cand. A. arthropodicus

Xenorhabdus, Photorhabdus

Figure 3 Phylogenetic analysis of nearly full-length 16S rRNA clones of Arsenophonus from Varroa destructor females from the winter beehive
wax debris with the reference sequences available in databases. The phylogeny was inferred by Bayesian analysis of 16S rRNA gene sequence
alignment. Branch lengths correspond to mean posterior estimates of evolutionary distances (scale bar, 0-1). Branch labels indicate the Bayesian
posterior probability and supporting bootstrap values from maximum-likelihood analysis. The phylogram was outgrouped using the type strains of

the remaining Enterobacteriaceae genera.

the obtained product had high similarity (99%) to Ente-
rococcus faecalis (AB186032). Using the universal set or
specific primers, P. larvae, M. plutonius, Cardinium spp.
and Wolbachia spp. were not detected in the examined
Varroa samples.

Histological observation of Varroa females

The gut of Varroa contained the ingested haemolymph
of honeybees that formed a dark substance in the meso-
deum, including caeca (Fig. 4a—c). The substances
formed a compact mass which were utilized in the gut
(Fig. 4b). Some particles in the gut carried coccoid bac-
teria, either as single cells or in small clusters (Fig. 4d).
Some bacteria were also localized in the fat tissue
(Fig. 5a) where they formed groups of 10-50 bacterial
cells (Fig. 5b,c).

Discussion

In this study, we described the bacteria associated with
V. destructor collected from winter beehive wax debris by

the culture-independent approach. We confirmed the
presence of bacteria in the gut and fat tissue. The origin
of bacteria in Varroa can be (i) autochthonous symbi-
otic/parasitic bacteria in the fat body; (ii) autochthonous
gut bacteria; (iii) allochtonous bacteria either from
honeybee haemolymph or bee surface; (iv) contamination
from the debris and/or bottom-boards. We compared the
16S rDNA sequences obtained from Varroa in this study
to that of near full-length 16S rDNA sequences of bacte-
ria from A. mellifera available in the GenBank (2584
sequences) at 97% identity level. We obtained 86 bacte-
rial OTUs unique for A. mellifera, 16 OTUs shared
between the two species and 6 OTUs specific for Varroa
(Fig. 6). The rest of the OTUs were formed by single
sequences, i.e. 7 for Varroa and 97 for A. mellifera. This
again indicated that the bacteria in Varroa likely origi-
nated from A. mellifera. However, the used approach
with 22 clones per sample cannot cover all the bacteria
from the mite sample. To distinguish which bacterial taxa
are allochthonous or autochthonous, a further study is
necessary. The assay used here is based on the surface
sterilization and cleaning of mites. We consider the sur-
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face sterilization as efficiently removing the surface con-
tamination as previously validated for stored product
mites (Kopecky et al. 2014). The contamination of PCR
should be minimized due to the presence of negative
PCR control (Fenollar and Raoult 2004).

In this study, we found that Varroa mites were a possi-
ble reservoir of Spiroplasma and Bartonella-like bacteria.
Spiroplasma melliferum and S. apis have been considered
as the causative agents of neurological diseases of honey-
bees but also as facultative (secondary) symbionts with 33
and 54% prevalence in colonies in the USA and Brazil
respectively (Schwarz et al. 2014). Ravoet et al. (2013)
did not observe a correlation between the S. melliferum
and S. apis and winter losses of honeybees. Flowers were
suggested as the main reservoir of Spiroplasma and
honeybees get infected in the spring and summer season
(Clark 1978; Davis 1978; Mouches et al. 1984). It has

Figure 4 Digestive tract of female Varroa destructor; (a) overall view
of the young female; (b) horizontal section of the female; arrow
points to apocrine secretion in the posterior gastric caecum; (c) saggi-
tal section of the female, arrows point to secretion of the digestive
enzymes in the anterior gastric caecum; Scale (a—c) 100 um; Staining:
(b, ©) Masson triple stain and Periodic acid-Schiff (PAS); ac, anterior
caecum; f, ingested food; v, ventriculus; pc, posterior caecum; sg,
salivary gland; r, rectum.

Bacteria in Varroa from winter beehive debris

been reported that the prevalence of S. melliferum in the
samples from honeybee colony increased from 5% in
February to 68% in May and then decreased to 25% in
June and 22% in July (Zheng and Chen 2014). The
sequences obtained here were highly similar to S. apis,
but not S. melliferum. A possible participation of mites in
spreading Spiroplasma to honeybees in the spring remains
to be investigated.

Bartonella-like bacteria were detected in honeybees pre-
viously (Jeyaprakash et al. 2003; Ahn et al. 2012; Martin-
son et al. 2012). The related sequences were recently
found in the fall and spring bees and the environment
was suggested as the main source of these bacteria
(Corby-Harris et al. 2014). In our study, the sequences of
Bartonella-like bacteria from Varroa clearly clustered with
those from honeybees (Fig. 4) and these bacteria likely
originated from honeybees. The significance of Bar-
tonella-like bacteria in Varroa physiology and health

Figure 5 Identification of bacteria in the fat tissue and the digestive
tract of female Varroa destructor; (a) overall view of the fat body
with the groups of bacteria pointed by arrows; (b, ¢) detail of previ-
ous bacterial groups pointed by arrows; (d) bacteria (arrows) in the
ingested food in the ventriculus; Scale: (a, ¢, d) 25 um; (b) 10 um;
Staining: Mann-Dominici

Journal of Applied Microbiology 119, 640-654 © 2015 The Society for Applied Microbiology 649
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(Kopecky et al. 2014) as well as the role of these mites in
transmission of bacteria to bees is unknown.

In our study, we also found a high prevalence of
Ent. faecalis in the Varroa gut. Enterococci are an impor-
tant reservoir of antibiotic resistance traits and frequently
acquire antibiotic resistance genes by horizontal gene
transfer (Arias and Murray 2008). The high prevalence of
E. faecalis in Varroa may have important health implica-
tions for honeybees and people. We also detected enteric
bacteria Erwinia and Serratia, and these were also
reported from honeybees (Babendreier et al. 2007; Disay-
athanoowat et al. 2012; Aizenberg-Gershtein et al. 2013).
Enterobacteriaceae were commonly (up to 88%) detected
in V. destructor (Glinski and Jarosz 1990) as well as in
the digestive tract of honeybees (Anderson et al. 2013).

Another interesting finding in our study was the pres-
ence of Arsenophonus in mites from one site. Arsenopho-
nus is an endosymbiont of insects (Novakova et al. 2009;
Wilkes et al. 2012), but it was detected also on the body
surface and in the digestive tract of honeybees (Baben-
dreier et al. 2007; Aizenberg-Gershtein et al. 2013). In a

16
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recent study (Aizenberg-Gershtein et al. 2013), Arseno-
phonus sequences represented 43 and 88% of the total
bacterial community in the bees captured on almond
(Amygdalus communis) and grapefruit (Citrus paradisi)
flowers respectively. Arsenophonus was also found in the
crop and corbicular pollen in a honeybee colony Corby-
Harris ef al. (2014). Analyses of the microbial community
of bees with the colony collapse disorder demonstrated
increased numbers of bacteria related to Arsenophonus
(Cornman et al. 2012) but the significance of this finding
is not clear.

The most frequent sequences obtained from Varroa
were related to Morganella morganii. Morganella was
reported as most abundant in the hibernating bees (Lya-
punov et al. 2008) but also from the spring and summer
bees (Aizenberg-Gershtein et al. 2013). The mites likely
obtained M. morganii during feeding on bees, especially
during fall and winter.

Some bacteria are known to have a negative effect on
Varroa. For example, Bacillus spp. and members of
Miccrococaceae caused up to 54% mite mortality (Tsagou

86 taxa

Acetobacter Paenibacillus

Asala Pantotea

Bacillus Pedicoccus

Corynebacterium  Proteus

Frischella Snodrasella

Fructobacillus Spiroplasma sp. 2

Gilamella Streptoccocus

Streptomyces
Weissella

Zymobacter e

Goodfellowiella

Lactobacillus sp. 2

Micrococcus

Figure 6 Venn diagram showing bacterial 165 rDNA sequences cloned from Varroa destructor females from the beehive winter wax debris (596
sequences) and sequences from Apis mellifera obtained from GenBank (2584). The operational taxonomic units (OTUs) were defined at 97%
identity level. The OTUs with single sequences, 8 from V. destructor and 97 from A. mellifera, were not included in the diagram.
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et al. 2004). These two groups of acaropathogenic bacte-
ria were not detected in Varroa from winter beehive wax
debris in our study; however, we found Pseudomonas as
another putative acaropathogenic bacterium. Pseu-
domonas putida was used in the laboratory experiments
to control the spider mite Tetranychus urticae (Acari:
Tetranychidae). Spraying with bacteria resulted in
increased egg mortality and reduction in egg hatching
(Aksoy et al. 2008). Pseudomonas bacteria were also
found in the gut of fall and spring honeybees (Corby-
Harris et al. 2014). Ahn et al. (2012) detected Pseu-
domonas in adults but not in the larvae of honeybees.

Our study indicated the presence of entomopathogenic
bacteria in Varroa. Although we did not prove the trans-
mission of bacteria due to the experimental design, the
results indicated that Varroa mites are likely reservoirs of
bacteria such as Spiroplasma, Arsenophonus and Bar-
tonella-like. The demonstrated detection of ento-
mopathogenic bacteria in the mites collected from
beehive winter debris is useful to identify the ento-
mopathogens in honeybees in future. The results are rele-
vant to honeybee health, because wintering honeybees
can pick up pathogens from the beehive debris during
cleaning activities, and spread the infection to healthy
bees within the colony.
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