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Abstrakt

V¢elafstvi je jednim z nejstarSich obori lidské ¢innosti. Kli¢ovou roli v tomto oboru
predstavuje vcela medonosna (Apis mellifera), ktera je i vyznamnym opylovatelem
zemédélskych plodin a plané rostoucich rostlin. Prestoze si véely béhem dlouhého
evolu¢niho vyvoje vyvinuly obranné mechanismy proti riznorodym vnéj$im vlivam,
jejich existence je v souc¢asné dobé ohroZena fadou faktor. Zajimavym prostfedkem
pro zvySovani imunity vcelstva se zda byt vceli mikrobiota. Pravé na ni se zamétuje
tato diplomova prace, S praktickou casti zaméfenou na kvasinky rodu
Zygosaccharomyces.

Ze sttev vcelich larev, rouskil a pylu bylo na vybranych kultiva¢nich médiich
izolovéno dvacet vzorkG/kmenii kvasinek. Na zakladé sekvenovani tseku D1/D2
velké podjednotky ribozomalni DNA byly v téchto dvaceti vzorcich identifikovany
téi druhy rodu Zygosaccharomyces: Z. rouxii, Z. favi a Z. mellis.

Vystupem této prace jsou rovnéz Ctyfi pary primerd, které byly navrzeny v ramci
useku ITS a mohou byt alternativou ¢i doplnénim molekularni charakterizace
izolovanych kment kvasinek na zakladé jiného markerového tiseku DNA. Vsechny
primery byly vyhodnoceny jako specifické pro druh Z. rouxii. Pomoci jednoho
primerového paru byl amplifikovan tsek v ITS regionu i u druhu Z. mellis a tento par
by tak mohl poslouzit k identifikaci i tohoto druhu.

Posledni ¢asti této prace je stanoveni produkce ergosterolu v biomase kvasinek
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Ergosterol je produkovan
kvasinkami Zygosaccharomyces a podili se tak mimo jiné i na vyvoji véeliho plodu.
V této praci bylo zjisténo, ze hladiny ergosterolu v kvasinkach nejsou jednotné
a rovnéz nekoreluji s produkci biomasy. Nejvyssi produkce ergosterolu byla zjiSténa
u druhu Z. mellis, vzorku ziskaného z pylu.

Vystupy této prace umoziuji novy pohled na osidleni stfevni mikrobioty vcel
arovnéz nabizeji potencialni vyznam do budoucnosti, zejména v aplikaci kvasinek

jako zdroje ergosterolu pro vyvijejici se larvy.
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Vcela medonosna, mikrobiota vcel, Zygosaccharomyces, PCR, molekularni
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Abstract

Beekeeping is one of the oldest fields of human activity. A key role in this field is
played by the honey bee (Apis mellifera), which is also an important pollinator
of agricultural crops and wild plants. Although bees have evolved defense mechanisms
during their long evolution against a variety of external influences, bee’s existence is
currently threatened by several factors. An interesting way for increasing the immunity
of the bee colony seems to be the honey bee microbiome. Honey bee microbiome is
the main focus of this thesis, with a practical part focused on yeasts of the genus
Zygosaccharomyces.

Twenty samples/strains of the yeasts were isolated from the intestines of bee
larvae, pollen baskets, and pollen on selected culture media. Based on sequencing
of the D1/D2 region of the large ribosomal DNA subunit, three species of the genus
Zygosaccharomyces were identified in these twenty samples: Z. rouxii, Z. favi
and Z. mellis.

Four pairs of primers were also designed within the ITS region and can be
an alternative or complement to the molecular characterization of isolated yeast strains
based on another marker region of DNA. All primers were evaluated as specific
for Z. rouxii species. Using one pair of primers, the part of ITS region was
also amplified in the species Z. mellis. According to this, these primers could also
be used to identify this species as well.

The last part of this work is the determination of ergosterol production in yeast
biomass by HPLC. Ergosterol is produced by the Zygosaccharomyces yeasts
and it plays an important role in the development of the bee brood. It was found in this
thesis, that ergosterol levels in yeasts are not uniform and also do not correlate
with biomass production. The highest production of ergosterol was found
in the species Z. mellis, which is a sample obtained from pollen.

The outputs of this work provide a new perspective on the colonization
of the intestinal microbiota of bees and also offer potential significance for the future,

especially in the application of yeast as a source of ergosterol for developing larvae.
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Uvod

Véely medonosné (Apis melifera) jsou dulezitou soucasti biosféry. Jako opylovatelé
se podileji na opylovani mnoha planych i zemédé€lsky vyznamnych rostlin. Vyuziti
nachazeji rovnéz pti fizeném opylovani, kde se podileji az z 90 % na komercnim
opylovani.

Vyznam ekologicky je dopliovan vyznamem kulturnim, ktery je dan historii,
domestikaci vcel 1 oborem vcelafstvi. Zminéné okruhy jsou rovnéz uzce vazany
na ekonomické dopady, které hospodaieni se véelou medonosnou piFinasi.
V poslednich letech vSak dochazi k vyznamnym ubytkiim vcelstev, a to zejména kvili
pusobeni fady chorob a pesticidil. Zajimavy pohled na imunitu vcel nabizi zkoumani
vceliho mikrobiomu.

Mikrobiota je pravdépodobné pro Zivot v€ely nezbytné a v rizném sloZeni ji 1ze
najit u larev i dospé€lych vcel. Rozvoj molekularné-biologickych metod umoznil
provadét fadu studii zaméfenych na strukturu véeliho mikrobiomu. Bylo poukazano
na vyznam mikroorganismu asociovanych se v¢elami a fada studii se snazi vysvétlit,
piipadné objasnit, dosud neznamé mechanismy pasobeni a roli téchto
mikroorganism1l.

Spektrum mikroorganismil, které jsou soucasti vceli mikrobioty je Siroké
a zahrnuje bakterie i houby. Zatimco vceli mikrobiota byla pomérné dobie
prozkouména na Urovni bakterii, informace o houbach zatim nejsou srovnatelné
a nabizi se tak prostor pro jejich doplnéni.

Jednim ze zastupcl této komunity jsou kvasinky rodu Zygosaccharomyces.
Izolaci téchto kvasinek a jejich charakterizaci je v&novana praktickd cast této
diplomové prace.

Diplomova prace si klade za cil seznamit d&tenafe se symbiotickymi
mikroorganismy asociovanymi se vcelou medonosnou, které se vyskytuji v larvé
I dospélcich, jejich prostiedi a véelich produktech. Cilem prace byla rovnéz izolace
a kultivace kvasinek rodu Zygosaccharomyces z pylu, pylovych rouski a vcelich
larev. Ziskané izolaty byly charakterizovany pomoci morfologickych a molekularnich
charakteristik a rovnéz u nich byla zméfena produkce ergosterolu metodou

vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.




1. Literarni prehled

1.1.  Vcely a jejich vyznam

V¢ely patii mezi vyznamné opylovatele planych rostlin i mnoha zemédélskych plodin
a poskytuji tak nedocenitelné ekosystémové sluzby. V souc¢asné dobé¢ je znamo okolo
20 000 druhu vcel tvoricich samostatnou ¢eled” veeloviti (Hymenoptera: Apoidea),
zahrnujici druhy spoleCenské i véely samotaiské (Fitzgerald, 2013).

Celed’ véelovitych zahrnuje rody véela, émelak (Bombus) a tropické bezzihadlé
v¢ely (Meliponini). Pfestoze se jednotlivé druhy této celedi 1isi zpiisobem svého zivota
I mistem vyskytu, vSechny jsou dulezitymi zeméd€lskymi opylovateli riznorodych
plodin (Michener, 2013; McMenamin et al., 2018).

Vzhledem Kk vyznamu véel Vv oblasti zemé&délstvi i problémy spojené s jejich
vymiranim je fad¢ z nich vénovana Vv poslednim letech velka pozornost. Nicméné
nejznaméjsim druhem, nejen z hlediska fyziologie i chovani, je véela medonosna
(Apis mellifera) (Michener, 2007).

1.1.1. V<cela medonosna (Apis mellifera)

Vcely medonosné jsou spolecensky hmyz, ktery zije v trvalych koloniich a tvofi
eusocialni spoleCenstvi sestavajici z mnoha délnic, trubci a jediné kralovny.
Jedno véelstvo obvykle pieziva nekolik let, pticemz délka zivota jednotlivych vcel je
individualni dle socialniho postaveni ve v¢elstvu (Winston, 1991; Gilliam, 1997).

Pivod véely medonosné je situovan do subsaharské Afriky, Evropy, c&asti
zapadni Asie a Stfedniho vychodu. V celém rozsahu vyskytu i mezi relativné blizkymi
lokalitami vykazuje podstatné genetické a fenotypové variace jak behavioralnich,
tak morfologickych znaki. V soucasné dobé je v§ak jedinym druhem véel, ktery prosel
domestikaci (Cridland et al., 2017).

Med, vosk, propolis ¢i mateti kaSi¢ka jsou vystupnimi produkty vcelafstvi,
jednoho z nejstarSich obort lidské cinnosti. VEela medonosna hraje piedni roli
| pfifizeném opylovani. Tento druh je vyuzivan v zemédélstvi po celém svéte
a zajistuje asi 90 % komer¢niho opylovani. Zminéné aspekty, historie i domestikace
véely medonosné dokladaji jeji vyznam ekologicky, ekonomicky 1 kulturni

(Michener, 2007; Aizen et al., 2008; Meeus et al., 2017).
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1.1.2. Vyvojova stadia véely medonosné

Vcela medonosné se vyviji proménou dokonalou a jeji vyvoj Se sestava ze Ctyt fazi.
Prvnim stadiem je vajicko. Nasleduje obdobi larvy, které 1ze rozd¢€lit na 5 instari,
a které je ukonceno preménou v kuklu. Kukla se jiz méni v dosp€lého jedince (imago)
a vyvoj je tak ukoncen. Celkova délka vyvoje v dospélou véelu se 1isi podle toho,
zda se jedna o kralovnu — matku (15-17 dni), dé€lnici (19—22 dni) nebo trubce (24—
25 dni) (Sammataro a Avitabile, 1998).

Za normalnich okolnosti jsou vSechna vajicka v hnizd¢ kladena pouze vceli
matkou. Délnice a matky se vyvijeji z oplozenych vajicek, které jsou oplozeny trubci,
trubci se naopak lihnou z vaji¢ek neoplozenych. Zatimco vajicka délnic a trubct jsou
kladena do bun¢k plastu, matky jsou odchovavany v matetich miskach. Ptesto
piitomnost vaji¢ek v matetich miskach nemusi nutné vést k vyvoji matky (Sammataro
a Avitabile, 1998).

Vajicko se po tiech dnech pfeménuje v larvu. Larvy jsou krmeny dospélymi
délnicemi a dostdvaji kaSic¢ku, kterd se tvoii Vv hypofaryngélnich Zldzéch délnic.
Zatimco larvy matek jsou kasi¢kou (royal jelly) krmeny po celou dobu tohoto obdobi,
budouci délnice a trubci dostavaji kasicku smichanou s dalsimi komponenty (worker
jelly) po prvni tfi dny vyvoje larvy. SloZeni obou kasicek je odlisné a pravdépodobné
Castecné determinuje vyvoj v matku (Sammataro a Avitabile, 1998; Wang et al., 2016).

Potrava larev se tieti den méni, a to za smés plastového pylu, medu a pylu.
Plastovy pyl (perga), neboli véeli chléb, je koneénym produktem fermentace
kvétového pylu, ktery dospélé vcely shromazduji do plodovych bunék.
Aby se zabranilo jeho znehodnoceni, ptidavaji k nému délnice malé mnozstvi medu.
V plodovych buikach nasledné pyl podléha biochemickym zménam (Gilliam, 1979;
Sammataro a Avitabile, 1998).

Stejné jako u ostatniho hmyzu, k jediné defekaci dochazi u larvy vcel az tésné
pted zakuklenim. Toto kratké obdobi je nékdy nazyvano jako piedkukla (Sammataro
a Avitabile, 1998; Mohr a Tebbe, 2006).

Kukla je posledni stadium pied preménou do dospélé véely a béhem tohoto obdobi
dochazi k rozsahlym morfologickym zménam téla (obr. 1.1). Kukla jiz nepfijima
potravu a veskerou energii pro pieménu ziskdva ze zasob, které si vytvorila béhem

predchoziho stadia (Sammataro a Avitabile, 1998; Hroncova et al., 2015).
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Vyvoj plodu v dospélou véelu ovliviiuji délnice, které o n€j pecuji, ale i matka
a pripadné trubci, se kterymi se matka pati. Zdravotni stav a reprodukéni sila matky

pusobi na vitalitu celé kolonie (Rangel et al., 2013).

Délnice krmi larvu a zavickovava plodovou
buriku po dosazeni ristového maxima larvy

Kralovna klade vajicko

- - A
S
R
-
" -
Vajicko Larva Larva Kukla Kukla Dospély jedinec
den 6 den 10 den 15 den 18 den 21

Obrazek 1.1: Vyvojova stadia véely medonosné. Prevzato a upraveno z:
https://www.britannica.com/animal/honeybee
(Britannica, The Editors of Encyclopaedia, 2013).

1.2.  Zdravi véelstev

Predpokladem pro vyuziti benefitd, které véela poskytuje rozsahlému ekosystému
Zemé i ¢loveku, je zdravi véel. V poslednich letech vSak dochazi k rozsahlym ztratam
véelstev, které od roku 2010 ¢ini kazdoroéné zhruba 31-46 % (Steinhauer
a vanEngelsdorp, 2017). Pti analyze pficin, které souviseji se ztratou véelstev, nebyl
prokazan jednozna¢ny signifikantni vliv parazitd nebo pesticidi. Vzdy Slo
0 kombinaci vice faktord, které spole¢né vedly k thynu v¢elstva (vanEngelsdorp et al.,
2009).

1.2.1. Imunita véel

Na imunitu véel mizeme pohlizet ze dvou sméra. Imunita jedince, zajisténa vlastnim
imunitnim systémem a imunita celého vcelstva, znamd jako socidlni imunita.
Oba sméry spolu uzce souvisi. Na imunité jedince se podili imunita socidlni,
humoralni, a dale fyzikalni bariéry a bunétna imunita. Soucasti socialni imunity jsou
mechanismy vyhybani, rezistence a tolerance (Danihlik a Pettivalsky, 2015; Cremer
etal., 2018).
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Jednim z faktori socidlni imunity je tzv. hygienické chovani. Hygienické chovani
pomaha snizovat infekéni tlak v tlu specifickym chovanim jednotlivych vcel, které
umi rozpoznat nemocny ¢i uhynuly plod a v¢as ho odstranit. Potlaceni hygienického
chovani byva zpusobeno napiiklad vlivem pesticidi a mtize narusit socialni imunitu
celého véelstva (Panasiuk et al., 2010; O"Neal et al., 2018).

Prestoze vyznam socidlni imunity je velky, nemensi vyznam je pfikladan stievni
mikrofloéfe jedince. Symbiotické mikroorganismy maji vliv na traveni potravy,
degradaci toxickych slozek, vyvoj imunity hostitele 1 zajiSténi obrany proti
patogeniim. Bylo potvrzeno, ze vytvofeni normalni mikrobialni komunity je zasadni
pro ochranu pied oportunnimi patogeny véel (Moran et al., 2003; Kwong a Moran,
2016).

1.2.2. Faktory s negativnim dopadem na Zivot vcel

V poslednich letech, kdy dochézi k intenzivnimu rozvoji v zemédélstvi, nabyvaji
na vyznamu pfemény ptirodnich krajin na hospodaiské pidy. To souvisi s ubytkem
kvality a pestrosti plodin, které slouzi jako strava pro véely, hor$i dostupnosti potravy
i se zvySenou expozici pesticidim (Allen-Wardell et al., 1998).

Expozice pesticidy mize vést ke zhorSenému chovani vcel ptfi hledani potravy,
sniZzeni kognitivnich funkeci 1 oslabeni imunity. Tim se vcelstva stavaji nachylnéjsi
K virim, bakteriim i dal$im patogentim (Fiinfhaus et al., 2018; O"Neal et al., 2018).

V souvislosti s onemocnénim v¢el bylo identifikovano mnoho patogend.
Ze skupiny houbovych patogenti miize byt jmenovana Nosema ceranae, zptsobujici
sttevni onemocnéni nosemoézy, z parazitt Varroa destructor neboli Klestik vceli.
jsou Paenibacillus larvae, ptivodce moru vceliho plodu a Melissococcus plutonius,
pivodce hniloby véeliho plodu. Zatimco hniloba véeliho plodu je na tuzemi Ceské
republiky spiSe sporadickd, mor zpusobuje celosvétové ztraty véel s vyznamnym
ekonomickym dopadem (Genersch, 2010; Fiinthaus et al., 2018).

V prevenci a 1écbé je dulezité zachovat vysokou uroven hygieny V chovu,
ato ze strany chovatele 1 vcel. Vyslechténé odolné linie vcel, s dobrym disticim
pudem, mohou snizit riziko nakazy. Pozitivni vysledky taktéz pfinesla vymeéna staré
matky za novou z takto vyslechténych linii (Danihlik a Petfivalsky, 2015).

Primarni prevenci v boji proti nékterym chorobam mohou byt i metody genového

inZzenyrstvi. In-Hui et al. (2020) uspésné aplikovali genovy knockout mechanismem
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RNA interference v souvislosti sonemocnénim nosemozy, které zpusobuje
parazitickd houba Nosema ceranae. Pozitivnich vysledkt bylo dosazeno aplikaci
dsRNA postizenym vcelam, které cilily na geny souvisejici s funkci mitozomu
patogena (In-Hui et al., 2020).

1.3. Symbiotické mikroorganismy béhem vyvoje véely

Zdravi vcel je pozitivné ovlivnéno stfevni mikrobiotou. Oproti savcim vcely
predstavuji lepsi védecky nastroj pro jeji pochopeni, protoze jejich kolonie jsou
pocetné obsahlé, v llu je pfitomno soucasné nekolik vyvojovych stadii a vcely sdileji
svou potravu (Evans a Lopez, 2004). To dalo podnét fadé vyzkumut vyzdvihujici
nejenom vyznam mikrobioty stfevni, ale také mikroorganismii ptitomnych

V ptirozeném prostiedi vcel, potraveé a veelich produktech.

1.3.1. Uvod do véeliho mikrobiomu

Mikroorganismy asociované Se véelou medonosnou zahrnuji bakterie, houby
a kvasinky. I kdyz by se mohlo zdat, Zze bakteriim se dostava v fadé studii vétsi
pozornosti, kvasinky i houby jsou pro vyvoj véely neméné vyznamné. Nékteré zdroje
popisovaly asociaci téchto mikroorganismii se vcelstvy nemocnymi a jinak
oslabenymi (Gilliam, 1997). V soucasné dob¢ vsak vime, ze houby (kvasinky a plisn¢)
jsou vyznamné piredev§im v obdobi raného vyvoje véel a pro larvy jsou napiiklad

dilezitym zdrojem ergosterolu, ktery si neumi samy vytvofit (Paludo et al., 2018).

Bakterie

V organismu vcely 1 mezi v¢elimi produkty je nejvice bakterii obsaZeno ve stfevech
(obr. 1.2). Tvoii tam jedine¢nou mikrofloru, ktera se dynamicky méni v prubéhu Zivota
a podili se na riznych zivotnich procesech v téle. Nékteti zastupci napiiklad stimuluji
tvorbu hormont, ktera urychluje vyvoj dospélych délnic (Bifidobacterium). Jiné druhy
(Gilliamella apicola) jsou vybaveny enzymy pro degradaci pektinu, ktery je soucasti
pylu. Protoze si véely neumi pektindzy tvofit samy, pfitomnost t€chto enzymu jim
pomaha pfi zpracovani pylu, ktery je jejich zdrojem potravy (Kwong a Moran, 2016;
Dong et al., 2020).
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Obrazek 1.2: Bakterialni mikroflora véely medonosné; medny vacek obsahuje pouze malé
mnozstvi bakterii prevazné z potravy a z prostredi ulu, stiedni strevo obsahuje malé mnozstvi
bakterii podobné bakteriim vratniku. Prevzato a upraveno z: Kwong a Moran (2016).

Stievo v¢ely medonosné je osidleno zhruba deseti druhy (fylotypy) bakterii. Jedna se
0 vysoce specializované bakterie, které 1ze najit pouze ve v¢elich utrobach nebo v tlu.
Druhy Bartonella apis, Frischella perrara, Lactobacillus kunkeei, Bombella apis
a Commensalibacter sp. se vyskytuji pouze u nékterych véel a vétsinou v populaci
chybi. Druhy Snodgrasella alvi, Gilliamella apicola, dvé skupiny Lactobacillus (klady
Firm-4 a Firm-5) a Bifidobacterium asteroides jsou vSudypfitomné a nalezneme je
u kazdé dospélé vcely po celém svété (Kwong et al., 2017; Bonilla-Rosso a Engel,
2018).

Prvni skupina bakterii zahrnuje napfti¢ literarnimi zdroji rizné bakterie
Vv zavislosti na metodice odbéru vzorkt, hloubce analyzy a definici sttevni mikrobioty.
V dusledku toho se uvadéna bohatost bakterialnich druhii v literatuie 1isi. Obecné vSak
existuje shoda vtom, Ze vc¢eli stfevni mikroflora je relativné jednoducha
a konzervovana z hlediska taxonomického slozeni (Bonilla-Rosso a Engel, 2018).

Druha skupina tvofii tzv. jadro stfevni mikroflory, jednotné pro vcely rodu Apis,
Bombus i bezzihladlé vcéely (Meliponini). Jelikoz vcela medonosna, ¢melaci

7w

i bezzihadlé veely ziji v socialnim spolecenstvi, pfenasi se konzistentni mikroflora
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napfi¢ generacemi. Jadro stfevni mikroflory vzniklo pravdépodobné jiz
pted 80 miliony lety, kdy téchto pét bakterialnich fylotypi kolonizovalo spolecného
predka. Soucasné¢ vSak doslo k rozd€leni kment, a proto se kmeny mezi riiznymi

v¢elami lisi (Kwong et al., 2017; Raymann a Moran; 2018).

Kvasinky a houby

Stfevni mikroflora véel obsahuje oproti velkému mnozstvi bakterii pouze méné nez
1% kvasinek a hub z celkového mikrobiomu. Pfestoze dfive byly povaZovany
za ukazatele stresu, objevuji se dukazy, ze jsou pro svého hostitele prospéSnymi
az nezbytnymi. Houby kolonizuji jiz ¢asna vyvojova stadia veely a jejich vyskyt
setrvava az do dospélosti. V prubéhu vyvoje se vSak méni jejich slozeni, pomér
i vyznam (Tauber et al., 2019).

Houbami asociovanymi se véelami jsou houby roda Aspergillus, Penicillium,
Monascus, Mucor, Talaromyces a dalsich. Pozitivni u¢inek na zdravi vcel i jejich
piima asociace se véelou medonosnou byla vSak zatim prokdzana pouze u nékterych
z nich. Jejich ptitomnost neni pravidlem a je nejspiSe ovlivnéna ro¢nim obdobim.
Taktéz mize byt ovlivnéna vyskytem jinych, patogennich plisni. Byl naptiklad zjistén
zvySeny vyskyt hub z fadu Mucorales v pfipadé onemocnéni zvapenaténi vceliho
plodu. Toto onemocnéni zptisobuje houbovy patogen Ascosphaera apis a zastupci
Mucorales jsou jejimi antagonisty (Gilliam et al., 1983; Sinacori et al., 2014; Barbosa
etal., 2018).

Oproti plisnim nebylo zatim izolovano mnoho kvasinek, které maji pfiznivy vliv
na zivot vcely medonosné. Mezi vybrané patii kvasinky roda Saccharomyces,
Zygosaccharomyces, Candida a Wickerhamomyces (Yun et al., 2019). Ptestoze
Gilliam et al. (1974) prvné izolovala zastupce rodu Candida béhem experimentu se
véelami krmenymi herbicidy a antibiotiky, Paludo et al. (2019) konkrétn&ji popsal
pozitivni vztah kvasinek rodu Candida k hostiteli. Pokus sice provadél s bezzihadlymi
v¢elami, ale jak je obecné piedesilano, bezzihadlé vcely, ¢melaci a véely medonosné
Casto sdileji podobnou mikrofloru (Kwong et al., 2017).

Kvasinky rodu Candida mély ve zminéné studii (Paludo et al. 2019) vliv na vyvoj
larev bezzihadlych véel produkci tékavych organickych sloucenin, zejména etanolu
aisoamyl alkoholu. Tyto latky in vitro modulovaly rast kvasinek rodu
Zygosaccharomyces, producentti ergosterolu, ktery je dale vyuzivan larvami.

Obe teékave latky jsou ptitomny v plodovych buiikach, coz naznacuje, Ze tato stimulace
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probiha i v pfirozeném prostiedi. Kvasinky rodu Zygosaccharomyces byly jiz diive
izolovany ze vSech zminénych druhi veel (Paludo et al., 2018; Paludo et al., 2019).

1.3.2.  Obdobi larvy

Prestoze se diive predpokladalo, ze vajicka, larvy ani kukly zadné mikroorganismy
neobsahuji, travici trakt larev je mikroorganismy bohaté osidlen (Hroncova et al.,
2015). Larvy ziskavaji svou pfirozenou mikrofléru z potravy. V prvnich dnech
dostavaji kasicku, kterd byla vytvorena v hypofaryngalnich zlazach délnic a posléze
jsou krmeny sm¢ési plastového pylu (véeliho chleba), kvétového pylu a medu (Mohr
a Tebbe, 2006). Skladba piirozené mikrobioty je proménliva v ramci celého vyvoje
larvy a souvisi mimo jiné i e skladbou potravy (Yun et al., 2019).

Stejné jako u ostatniho hmyzu, K jediné defekaci dochazi u larev véel az tésné pied
zakuklenim (Mohr a Tebbe, 2006). Trakt larvy je tak zbaven vSech mikroorganismt a
kontaminantii v ném ptitomnych, coz zaroven vede i k eliminaci mikroorganismi
patogennich. Pfirozena bakteridlni mikrofléra je obnovena do Sesti dni od vylihnuti
dospélé veely (Gilliam et al., 1983; Hroncova et al., 2015).

Larvy jsou stejné jako dospélé vcely osidleny bakteriemi jadra stfevni mikroflory.
V prvnim instaru je larva osidlena pouze velmi malym mnozstvi bakterii, coz je
pravdépodobné ovlivnéno piijmem kaSicky, kterda obsahuje proteiny potlacujici
bakterialni rtst. Bakteridlni mikrofléra v prib¢hu vyvoje larvy naristd a dosahuje
svého maxima 6. den, v patém instaru. V tuto chvili je mikrobialni trakt larev,
pfi poméru celkového poctu mikrobii na celkovou hmotnost traviciho traktu,
témer stejné bohaty, jako trakt dospélych véel. Nejhojnéji zastoupenymi bakteriemi
v patém instaru jsou druhy Gilliamella apicola a zastupci rodu Lactobacillus
(Hroncova et al., 2015).

Bakterie podporuji obranu proti patogenim spousténim humoralni imunitni
odpovédi a vytvorenim imunologické bariéry. U larev je z tohoto diivodu do budoucna
velky potencial v aplikaci probiotickych bakterii, zejména druhd rodt Lactobacillus
a Bifidobacterium (Hroncova et al., 2015). O pisobeni kvasinek a hub neni zatim
srovnatelné mnozstvi informaci, presto byly nckteré mechanismy plsobeni jiz
popsany.

Naptiklad larvy chované in vitro na potravé doplnéné o mycelium hub Monascus
mély mnohem vy$§i miru pfeziti ve srovnani s larvami chovanymi za béZznych

podminek. Houby rodu Monascus vykazuji totiz antibiotickou a antifungalni aktivitu,

17



ktera hraje roli pfi ochrané larev pfed pozitim kontaminované potravy. Tato houba
byla izolovana ze stavebniho materidlu plodové buiikky a jejim recyklovanim
a transportem dospélymi vcelami se prenasi do dalSich hnizd. Larva se nasledné
inokuluje pozfenim potravy, ktera se uvnitt plodové buitkky nachézi (Menezes et al.,
2015).

Paludo et al. (2019) oproti tomu prokazali inhibi¢ni uc¢inky houby Monascus ruber
na dal$i organismy izolované ze zarodeCnych bunc€k bezzihadlych vcel. Zatimco
Candida pozitivn¢ stimulovala rast Zygosaccharomyces, rast obou kvasinek byl
pusobenim Monascus ruber potlac¢en. Protoze larvy vyuzivaji Zygosaccharomyces

jako zdroj ergosterolu, je jejich piitomnost v potravé nezbytna (Paludo et al., 2019).

Hormonalni regulace metamorfozy véel

Metamorféza hmyzu je fizena fadou hormoni, které zajist'uji spravny vyvoj jedince.
Vyvoj larev je fizen ptedevsim juvenilnim hormonem a skupinou ekdysteroidl, coz
jsou steroidni hormony produkované prothorakalnimi zlazami u nezralého plodu
a pohlavnimi zlazami u dospé€lych jedincti (Adams, 2009).

Ekdysteroidy jsou kli¢ovymi hormony, zajist'ujicimi pfeménu z nezralych jedincti
na dospé€lé. ZvySeni hladiny ekdysteoridii vede K apolyze, procesu odtrzeni staré
kutikuly od epidermis, na kterou plynule navazuje proces svlékani (Adams, 2009).

Jednim z nejvyznamnéjSich ekdysteoridd, ktery reguluje svlékaci proces u hmyzu,
je 20E, znamy také pod nazvy B-ekdyson, ekdysteron nebo hmyzi svlékaci hormon.
Spektrum ekdysteroidi se vSak u ruznych druhtt hmyzu li§i, a to v zavislosti
na sterolovém substratu a jejich enzymatickém aparatu (Pavlik et al.,, 2010;
Lavrynenko et al., 2015).

Metabolicka cesta C27 20E zacina cholesterolem, ktery je metabolizovan enzymy
Vv prothorakalnich Zldzach. Nékteti zastupci hmyzu maji enzymy, které katalyzuji 24-
dealkylaci fytosteroli a fungélnich steroidti na steroly podobné cholesterolu, které
mohou byt na Cz7 ekdysteroidy metabolizovany. U v¢ely medonosné (Apis mellifera)
vsak tato katalyza neprobiha a tyto vcely vyuzivaji jako hlavni hormon Czg ekdysteroid
MaA (makisteron A), produkovany z rostlinnych steroidi. Jeho prekurzorem je
pravdépodobné kampesterol (Svoboda et al., 1983; Paludo et al., 2018).

Z vyvijejicich se plodl veely byl také izolovan 24-methylencholesterol, jiz diive
identifikovan jako hlavni sterol d€lnic a kraloven. Pro vyvoj vcely je pravdépodobné

nezbytny a vceli délnice jej mohou selektivné pfenaset z jejich endogennich zasob
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do vyvijejiciho se plodu prostiednictvim krmiva. Pfesto jsou informace o tomto sterolu
pomérné nedostatecné, a to zejména v souvislosti s jeho potencidlni pfeménou
v prekurzory makisteronu A (Feldlaufer et al., 1985).

V¢ely medonosné nejsou produkce cholesterolu schopné a v malém mnozstvi jej
ziskavaji z potravy, predevsim z pylu (Clark a Bloch, 1959). Paludo et al. (2018)
nicméné u larev bezzihladlych vcel Scaptotrigona depilis zjistili, ze produkce
ekdysteroidii mize rovnéz probihat z ergosterolu, vyznamného steroidniho hormonu
hub a kvasinek. In vitro testovani vyvoje larev S. depilis prokazalo, ze ergosterol
kvasinek Zygosaccharomyces sp. mél na pupaci larev podobnou miru u¢inku, jako
na své producenty.

Zavislost larev S. depilis na dodani sterolt kvasinkami Zygosaccharomyces sp.
ukazuje vyznam zachovani mikrobioty spojené se vcelami. Kvasinky
Zygosaccharomyces sp. byly jiz diive izolovany zjinych vcel, hlavné ¢melakd,
v¢el medonosnych a dalSich bezzihadlych vcel. Pravdépodobné budou tedy existovat
i dalsi podobné piipady symbidzy mezi houbami a dal§imi v¢elami (Paludo et al.,

2018).

1.3.3. Obdobi dospélé viely
U larvy dochazi pted zakuklenim k defekaci, ¢imz se zbavuje vesSkeré stfevni
mikroflory. JelikoZ kukla neni v pribéhu vyvoje krmena, ani nepfichazi do styku
s dospélymi véelami, riziko kontaktu s mikroorganismy je velmi minimalni. Obnoveni
piirozené mikroflory zacina Casné po vylihnuti dospélé véely (Hroncova et al., 2015).
Mezi mikrobiotou d€lnic a trubcti nebyly dle Hroncové et al. (2015) nalezeny
zadné signifikantni rozdily. Odli$né slozeni mikroflory 1ze pozorovat u matek. Jednim
z divodi je odlisna potrava ve forme& matefi kasicky, ktera je zkrmovana po cely jejich

vyvin (Tarpy et al., 2015).

Délnice a trubci
Vceli d€lnice zastdvaji ve vcelstvu rtiznorodé funkce a jejich pracovni ndpln se
Vv pribehu Zivota méni. Z hlediska védeckych publikaci se uloha vceli délnice Casto
déli pouze na dvé obdobi — délnice mladsi, zajist'ujici potravu pro larvy a matku
a délnice starsi, které vylétavaji z Gllu a staraji se o sbér pylu.

Noveé vylihnuté vcely ziskdvaji ptirozenou mikrofloru konzumaci medu,
plastového pylu, nebo specifickym pfenosem nektaru od ostatnich délnic

(trophallaxis). Martinson et al. (2012) nicméné¢ zjistili, ze plastovy fermentovany pyl
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postradal témét vSechny bakterialni fylotypy a nemohl tak byt jejich jedinym zdrojem
pro nove vylihnuté véely.

Kolonizace uréitymi fylotypy bakterii vS§ak muzZe nastat i kontaktem s povrchy
V hnizd¢ nebo pfirozenym vyskytem v plodové bunce. Zplsoby pienosu se
u jednotlivych fylotypu 1isi, a i pfes malé mnozstvi bakterii, které Gl obsahuje, muize
nékolik malo bunék ve stfevech mladé vcely vytvoftit plnou mikrobiotu (Martinson
etal., 2012).

Krom¢ bakteridlni mikrobioty stiev byly symbiotické bakterie izolovany také
z ust, hypofyzarnich 714z i povrchu téla dospélé véely (Ribiére et al., 2019). Dospélé
vcely vsak tésné po vykukleni neobsahuji téméf Zadnou stievni mikrofloru a k vyrazné
zméné dochazi hned prvni den po vylihnuti. Vyjimkou je fungélni mikrobiom, ktery
je pfitomen jiz u Cerstvé vylihnutych délnic (Yun et al., 2019).

Prvnimi bakteriemi, které osidluji stfevo, jsou bakterie jadra stfevni mikroflory —
bakterie rodt Frischella, Snodgrasella a Glliamella. Kolonizaci stfeva témito
bakteriemi az prvni den po vylihnuti 1ze vysvétlit tim, Ze tyto bakterie jsou pfenaseny
vyhradné socidlnim kontaktem mezi véelami a ten v ¢asném stadiu ihned po vylihnuti
jesté neprobiha. Mezi prvnim a tfetim dnem od vylihnuti dochézi také k pomalému
narustu dalich bakterii, zejména z rodd Lactobacilllus a Bifidobacterium (Powell
etal., 2014; Dong et al., 2020).

Narozdil od bakteridlni stfevni mikroflory, ktera je po cely Zivot téméf neménna,
se vyskyt houbovych mikroorganismu lisi. Mladé délnice jsou kolonizovany pievazné
kvasinkami Saccharomyces, zatimco u starSich Ize najit celé spektrum houbovych
mikroorganisma (Tauber et al., 2019; Yun et al., 2019).

Pravdépodobné to souvisi s lohou Saccharomyces pfi zpracovani pylu v kasicku,
které zajistuji mladé de€lnice. Saccharomyces se jednak podili se na detoxikaci
potencionalnich xenobiotik z rostlin, ale zaroven usnadiuji traveni pylu. Podobné
ucinky byly nalezeny taktéz u rodu Candida. Jelikoz se star$i v¢ely na tvorb¢ kasicky
jiz nepodili, je pro né tato mikrobiota zbytecna. Starsi vcely jsou na druhou stranu
mnohem vice vystaveny vnéj$im mikroorganismim pfi vylétavani z tlu, coz odpovida
SirSimu spektru izolovanych houbovych mikroorganisma (Tauber et al., 2019; Yun
etal., 2019).
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Véeli matka

Slozeni mikroflory mezi matkou a délnicemi se mirné 1isi a je ovlivnéno piijmem
matefi kaSicky. Bakterie Bombella apis byla hojné izolovana z mateti kaSic¢ky
a hypofyzarnich 7laz délnic, zatimco v jejich stfevech téméf chybéla. Casto byla
naopak izolovana ze stiev matek. Ve stievech a vajecnicich matek byl také dominantni
nalez Zygosaccharomyces, ale vyskyt Saccharomyces typicky pro d€lnice byl mirné
potlacen (Tarpy et al., 2015; Yun et al., 2019).

Vedle potravy ovliviiuje pfitomnost mikroorganismi také genova exprese,
imunita, nebo pritomnost antioxidantii. Znamé jsou antagonistické u¢inky nékterych
mikroorganismd, naptiklad bakterie Lactobacillus, ktera je antagonistou kvasinek.
Antagonisticky vztah Lactobacillus — Saccharomyces byl vsak prokazan pouze
U d€lnic, a to pravdépodobné kvili specifité hostitelského metabolismu a vlivu dalSich

mikrobti (Yun et al., 2019).

1.4, Mikroorganismy v pylu a ve véelich produktech

Schopnost mikroorganismt piezit v potravinach a dalSim prostfedi je uréena vodni
aktivitou. Aktivita vody se uvadi pod zkratkou aw a jedna se o tzv. volnou vodu, ktera
je v potraviné k dispozici a neni chemicky vazana (Tapia et al., 2007).

Vodni aktivita je definovana jako pomér rovnovazného parcidlniho tlaku vodni
pary nad danym biologickym materialem (p) k rovnovaznému parcialnimu tlaku vodni
pary nad ¢istou vodou (po) pii dané teploté. Pfi rovnovaze potraviny s okolnim
vzduchem je aktivita vody totozna jako rovnovazna relativni vlhkost vzduchu. Protoze
rovnovazna relativni vlhkost vzduchu (%eRH) dosahuje hodnot 0-100 %, odpovida
1 % hodnot¢ 0,01 vodni aktivity (Reid, 2007; Fontana, 2008).

p  %eRH
po 100

vodni aktivita (a,) =

1.4.1. Aktivita vody ve vztahu k mikroorganismum

Vodni aktivita nabyva hodnot mezi 0 a 1 a je nepfimo imérna osmotickému tlaku.
Zivotaschopnost mikroorganismii je omezena miniméalnim mnoZstvi volné vody
V potravinach a pro rtzné mikroorganismy byva odliSnd. Pro vétSinu bakterii je
minimalni hodnota aw 0,90; pro houby 0,75-0,90 a pouze malé mnozstvi je schopné
rist pfi hodnotach jesté nizSich. Obecné vSak pfevazna cast mikroorganismll neni

schopna rlstu pii aw pod 0,60 (Tapia et al., 2007).
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Mikroorganismy, které jsou schopny rtistu na substratech s vysokym osmotickym
tlakem, se oznacuji jako osmofilni. Diive uvadéné oznaceni osmotolerantni neni Gplné
chybné, ale v pomérné nedavné dobé byly oba tyto terminy od sebe oddéleny (Dakal
etal., 2014).

Zvyseni osmotického tlaku, tedy snizeni aktivity vody, je mozné dosahnout
napiiklad suSenim, proslazovanim (sirupy) nebo solenim. Primarné se jedna o zptsob
konzervace potravin Vv potravinaiském pramyslu. Ze vcelich produkti ma nizkou
aktivitu vody plastovy pyl a med. Vodni aktivita medu je 0,6 a nizsi, u plastového pylu
kolisa dle vlhkosti prostiedi. Nebyva vsak vyssi nez 0,7 (Deak, 2007; Conklin et al.,
2012).

Tyto vlastnosti souvisi s pomémé uzkym zastoupenim mikroorganismd, které
dokazou v medu ¢i plastovém pylu prezit. Jelikoz se jedna o mikroorganismy schopné
prezit VvV podminkach s vysokym obsahem cukru, jednd se c¢asto o vyznamné
kontaminanty potravin. Patii mezi né naptiklad zastupci rodu Zygosaccharomyces
(Cadez et al., 2015).

1.4.2. Pyl a plastovy fermentovany pyl

Vcely ziskavaji vSechny stavebni a nutri¢ni latky z pylu a nektaru. Pyl je zdrojem
proteint, aminokyselin, lipidd, vitamini a minerald. Hlavnim zdroje sacharidd je
nektar. Starsi dé€lnice vylétavaji z hnizda, sbiraji pyl z kvéti a transportuji ho do ulu
ve formé tzv. rouski, pylovych kosi¢ku na jejich nohach. Tento pyl je zpracovan
mlad$imi délnicemi, které ho ulozi do plodové komory a obali ho vrstvou medu, aby
se zabranilo znehodnoceni. Takto uloZeny pyl prochazi biochemickymi zménami
a koneény produkt se nazyva plastovy fermentovany pyl (véeli chléb). Veeli chléb

slouzi jako potrava pro dospé€lé véely a krmivo pro larvy (Gilliam, 1997).

Zrani vceliho chleba
Pyl a veeli chléb se biochemicky lisi. Proces zrani probiha jako mlé¢né kvaseni, které
zpusobuji bakterie a kvasinky. Z bakterii jsou hlavnimi ¢initeli fermentace zastupci
Lactobacillus, kteti produkuji nejvice kyseliny mlécné a zvysenim acidity stabilizuji
zrajici pyl (Gilliam, 1979).

Pyl, ktery by vSak prosel pouze mléEnym kvaSenim, by nebyl pro véely chutny
a nemél by dostate¢né nutricni hodnoty. Potfebné elementy jsou nejspiSe dodavany
diky kvasinkam, které zaroven podporuji chut’ v¢el ke konzumaci Cerstvého vceliho

chleba. To by odpovidalo skute¢nosti, ze mnohem vice kvasinek je izolovano
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ze vceliho chleba Cerstvého nez dlouhodobé uchovaného (Gilliam, 1979; Detry et al.,
2020).

Dalsi mikroorganismy izolované z pylu a véeliho chleba

Jak jiz bylo zminéno, nove vylihnuté vely ziskavaji pfirozenou mikrofléru konzumaci
medu, vceliho chleba, specifickym pienosem nektaru od ostatnich délnic nebo
Vv prostredi Glu. Martinson et al. (2012) nicméné zjistili, Zze veli chléb postradal témet
vSechny bakteridlni fylotypy a nemohl tak byt jejich jedinym zdrojem pro nové
vylihnuté vcely.

Naproti tomu je vceli chléb zdrojem jinych mikroorganismu, které se podili na
zivotnim cyklu véel (Paludo et al., 2019; Detry et al., 2020). Kvasinky a houby
ptevladaly v izolatech z pylu a v¢eliho chleba ve vyzkumu Gilliam (1997), kdy z pylu
bylo izolovano 55 % hub a ze v¢eliho chleba dokonce 85 % hub z celkového mnozstvi
izolovanych mikroorganismd.

Detry et al. (2020) izolovali ze v¢eliho chleba kvasinky rodu Starmerella,
Metschnikowia a Zygosaccharomyces. Zatimco druhy Starmerella byly pievazné
izolovany z Cerstvého produktu, Zygosaccharomyces dominovaly starSimu vcelimu
chlebu. Tyto kvasinky se do vceliho chleba dostanou pravdépodobné v prub&hu
skladovani pylu napftiklad z traviciho traktu vcel (Detry et al., 2020).

Dalsi houby byly izolovany z pylu, medu a hnizd bezzihadlych v¢el. Barbosa et al.
(2018) zkoumali houby rodu Penicillium a Talaromyces a vliv jejich metabolitd
na véely. Mykotoxin citrinin, produkovany témito druhy, byl popsan v pylu po celém
svete a je znam jeho negativni vliv na ¢lovéka. U vcel vSak v pribéhu experimentu
nebyl pozorovan zadny negativni dopad na zdravi. Je to pravdépodobné diky adaptaci
opylovatelti na riznorodé plodiny, ktera se vyvijela fadu let, nebo také plisobenim
synergistickych ¢i antagonistickych mikroorganismu (Barbosa et al., 2018;
Paludo et al., 2019).

1.4.3. Med

V¢ely produkuji med pro zajisténi vyzivy Vv ulu a ziskavaji z néj mnoho cennych latek.
Med je vyznamny pro své antimikrobidlni ucinky, ale i obsah symbiotickych
mikroorganismu, které z né&j veely takto ziskavaji. Nicméné pro své vlastnosti mtize
byt zdrojem 1 potencionalné Skodlivych mikroorganismi, ¢emuz se pro jeho ulohu

ve vyziveé cloveka pievazné vénuje potravinarska mikrobiologie.
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Bakterie izolované zmedu patii kdruhim Bacillus a Clostridium.
Nejvyznamnéj$im patogenem je oportunni bakterie Bacillus cereus, producent
enterotoxinu, zatimco ostatni druhy Bacillus patii mezi nepatogenni. Z bakterii
Clostridium byla izolovana v souvislosti s medem pouze Clostridium botulinum. Jedna
se 0 producenta botuloxinu, toxinu, ktery zptisobuje botulismus u lidi. Do véeliho tlu
se dostava jako kontaminant vody, nebo kontaktem produktu s infekénimi povrchy.
Piestoze nakaza zptusobena Clostridium botulinum mize byt u oslabenych lidi fatalni,
u véel tato bakterie nepiedstavuje zadné ohrozeni (Snowdon a Clive, 1996; Silva et al.,
2017).

Se véelami nebo jejich produkty jsou také asociovany houby, jejichz tloha neni
zatim dostate¢né pochopena. Sinacori et al. (2014) izolovali z medt ruzného puvodu
osm roda hub. Penicilillium a Aspergillus byly zastoupeny nejvice a spolu s rody
Cladosporium a Alternaria patii mezi bézné kontaminanty medu. Tyto houby mohou
u Cloveéka vyvolat zavazné alergické reakce, avSak souvislost s onemocnénim u véel je
prokazana pouze u nékterych z nich (Sinacori et al., 2014).

Dalsimi zastupci hub byly Talaromyces a Monascus bez negativniho vlivu
na vcelstva. Pfestoze Monascus inhibuje rist nékterych kvasinek, byl prokazan i jeho

pozitivni vliv na vyvoj larev (Barbosa et al., 2017).

1.5. Detekce a identifikace mikroorganismi

Metody slouzici ke stanoveni pfitomnosti mikroorganismii Ize obecné délit na metody
detekéni a identifika¢ni. Volba vhodné metody je mimo jiné zavisla na hloubce a cili
analyzy. V nékterych pifipadech muiZe byt dostacujici potvrzeni piitomnosti
mikroorganismu na zakladé nukleové kyseliny nebo izolace fady mikroorganismut na
kultiva¢ni pidé. Pro identifikaci jednotlivych mikroorganismt je vSak vhodnéjsi zvolit
metody presnéjsi, naptiklad detekci variabilnich tseki DNA nebo vyuziti mikroskopie
¢i specifickych kultiva¢nich médii (Hurych et al., 2020).

Diive byly kultiva¢ni metody zalozené na morfologickém urceni mikroorganismu
hojné vyuzivané jako jediny zpusob identifikace mikroorganismu. S rozvojem
molekularné biologickych metod je nicméné snazsi identifikace na zdklad¢ stanoveni
nukleové kyseliny. Protoze ale kultivace Casto pfedchdzi molekularné biologickym

metodam, v soucasné dob¢ se oba pfistupy doplnuji (Lau et al., 2015).
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1.5.1. Kultivaéni postupy

Kultivace mikroorganisma na kultivac¢nich ptdach je zakladnim zplsobem izolace
mikroorganismu. Kultiva¢ni pudy slouzi piedev§im k pomnozeni a musi spliiovat
vhodné podminky pro rust daného mikroorganismu. Hlavnimi kritérii jsou dostatek
zivin, dostatek vody a vlhkosti, optimalni teplota, pH a doba kultivace. Jiz samotné
naroky mikroorganismu na kultiva¢ni podminky mohou ptedurcit jejich taxonomické
zatazeni (Hurych et al., 2020).

Po izolaci mikroorganismu nasleduje jeho identifikace, a to biochemickymi
¢i antigennimi testy, prikazem nukleové kyseliny nebo hmotnostni spektrometrii.
| kultivace na selektivnich pudach je Casto nedostate¢na, a proto je pro urceni rodu
a druhu bakterie vhodné zvolit n€kterou ze zminénych metod piimého prikazu.
Identifikaci mikroorganismu mohou usnadnit také mikroskopické techniky nebo
stanoveni citlivosti k antibiotikim (Hurych et al., 2020).

Rist mikroorganismu je piidavky antimikrobialnich latek do kultiva¢nich médii
snadno ovlivnitelny. Naptiklad chloramphenicol je zndmé antibiotikum, které
potlacuje rist bakterii, cycloeximide a biphenyl jsou naopak latky potlacujici rust

kvasinek a hub (Sinacori et al. 2014).

Morfologicka charakterizace
Morfologické znaky mikroorganismi lze rozdélit podle pouZitych metod na znaky
makroskopické a mikroskopické.

Makroskopické znaky jsou pozorovany na vybranych kultivaénich médiich,
nejcastéji na pevné agarové pidé. Vzhled kolonii muze usnadnit identifikaci rodu,
popiipad¢ i druhu mikroorganismu (Bursova et al., 2014).

Vzhled kolonie je vyrazné ovlivnén nékolika faktory, a proto byva nezbytné spolu
s makroskopickym popisem uvadét rovnéz podminky kultivace (teplota a doba
kultivace) a pouzité kultivaéni médium. Zatimco mladSi kolonie byvaji hladsi,
ryhovani a dal§i vyrazné zmény se mohou projevovat pozdéji. Také slozeni zivné pudy
ovliviiuje vzhled kolonii. Pti popisu vzhledu jsou sledovany naptiklad barva kolonii,
konzistence, interakce s kultivaénim médiem a profil, tvar a okraje kolonie (obr. 1.3)
(Kockova-Kratochvilova, 1982; Bursova et al., 2014).
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Obrazek 1.3: Morfologické znaky kolonii (Bursovd et al., 2014, prevzato a upraveno
Z Havilova et al., 1993).

Mikroskopické znaky se popisuji za vyuziti svételného ¢i elektronového mikroskopu.
Mezi sledované znaky patii morfologie bun€k, uspofadani i vysledek pouzitého
barveni. Nativni preparaty se pouzivaji ojedinéle, Castéji jsou preparaty fixovany
a nasledn¢ barveny nékterou z metod barveni podle charakteru vzorku. Vyuzivano je
naptiklad Gramovo barveni nebo barveni bakterialnich pouzder dle Burriho (Bursova
etal., 2014).

Biochemické testy

Biochemické testy patfi mezi metody identifika¢ni. Po usp&né kultivaci
mikroorganismu lze diky biochemickym testim identifikovat jejich druh. Jedna se
nicméné o metody jejichz vyznam klesé a jsou postupné nahrazovany modernéjSimi
postupy (Hurych et al., 2020).

Principem téchto testi je vytvofit biochemicky profil konkrétniho izolatu, ktery
odrazi jeho pozitivitu €1 negativitu na vybrané chemické reakce. Provedeni testl je
rizné, nékteré reakce lze testovat v ramci komercni soupravy Vfadé zkumavek
s tekutymi médii, jiné je provedeni na pevné pud¢ ¢i piimo s kolonii na kli¢ce (Hurych
et al., 2020).

Mezi vybrané testy patii naptiklad tvorba sulfanu, $tépeni urey, stépeni sacharidd,
prikaz [-galaktosidazy, katalazovy nebo koaguldzovy test. Pozitivni reakce je
zaloZena na zméné barvy testovaciho média, které je zpiisobeno zménou ptisluSného

indikatoru (obr. 1.4) (Bursova et al., 2014; Hurych et al., 2020).
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Obrdzek 1.4: Princip biochemickych testii: zména barvy kultivacniho média. Prevzato
a upraveno z: Hurych et al. (2020).

1.5.2. Geny pro molekularni detekci
Cilem vétsiny molekularné biologickych metod, které slouzi pro detekci ¢i identifikaci
bakterii a hub, jsou nejcastéji geny kodujici ribozomalni RNA. V pfipadé prosté
detekce je mozné vyuzit smésného vzorku K prikazu nukleové kyseliny, u identifikace
je nutna piedchozi izolace €isté kultury na vhodném kultivaénim médiu (Leaw et al.,
2006; Lau et al., 2015).

Kazdy organismus mé jedine¢nou DNA, ktera se mimo jiné sklada z variabilnich
a konzervovanych oblasti. V pfipadé¢ mikroorganismu existuji oblasti konzervované,
které mohou byt spole¢né i pro nizsi taxonomické jednotky a oblasti variabilni, které

mohou byt odlisné na urovni jednotlivych druht (Clarridge, 2004).

Detekce bakterii
Pro identifikaci neznamych bakterii se nejcastéji vyuziva genu koddujiciho
16S ribozomalni RNA (zkracené 16S rDNA). 16S ribozomalni RNA je soucasti malé
podjednotky prokaryot (30S), zatimco velka podjednotka (50S) obsahuje fetézce 5S
a 23S ribozomalni RNA. Geny pro 16S a 23S jsou oddéleny usekem nekddujici
spacerové DNA, tzv. ITS oblasti (Internal Transcribed Spacer) (Lafontaine
a Tollervey, 2001).

Sekvenovani 16S rDNA se stalo stézejnim pro laboratorni diagnostiku i vyzkum
a jedna se o rychlou a piesnou metodou detekce. Vyhodou je také schopnost detekovat

bakterie z pfimych klinickych vzorkd bez pFedchoziho zisku &istych kultur,
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coz usnadnuje detekci bakterii obtizné¢ kultivovatelnych (Kim a Chun, 2014; Lau et al.,
2015).

16S rDNA obsahuje oblasti konzervované, shodné pro vSechny bakterie i tiseky
variabilni, charakteristické pro kazdy bakteridlni druh. Na zéklad¢ cile vyzkumné
prace jsou dostupné sekvence velkého mnozstvi primerd, které 1ze pro detekci zvolit.
Existuji primery specifické pro bakterie jadra stftevni mikrofléry i primery univerzalni
(Martinson et al., 2012; Lau et al., 2015).

16S rDNA obsahuje na ptiblizn¢ 1 500 bp dlouhém useku 9 hypervariabilnich
oblasti V1-V9 (obr. 1.5). Ve fylogenetickych studiich se nejcastéji pouziva analyza
oblasti V1-V2 a V6-V8 (Neefs et al., 1990; Clarridge, 2004). V nedavné dobé
Ribiére et al. (2019) potvrdili vyznam dal$iho Gseku, V3—-V4, patrné piinosnéjsiho pro

popis stfevni mikrobioty u vcel.

58
23S

Velka a mala podjednotka
prokaryotického ribozomu

16S

vl v2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 Vo
y V1-v3 5 Hypervariabilni oblasti V1-V9 v genu pro 16S rRNA a
V3-V4 nékteré oblasti pouzivané pfi fylogenetickych analyzach
V3-V5

Obrazek 1.5: Znazornéni prokaryotického ribozomu a vizualizace hypervariabilnich oblasti,
které se stridaji s useky konzervovanymi v genu 16S rDNA, a které slouzi pro identifikaci
bakterii. Prevzato a upraveno z: Sanchez-Reyes a Folch-Mallol (2019).

Detekce kvasinek a hub
Ribozomy eukaryot jsou vetsi nez prokaryotické a skladaji se z malé ribozomalni
podjednotky 40S a velké podjednotky 60S. Kazda podjednotka je tvofena proteiny
a ribozomalni RNA (rRNA). Malou podjednotku tvofi pouze jeden fetézec 18S rRNA,
zatimco velka je tvotena tfemi molekulami rRNA — 25S5/28S, 5.8S a 5S (Lafontaine
a Tollervey, 2001).

Oproti bakteriim jsou geny kodujici rRNA eukaryot oddéleny dvéma ITS tseky
(obr. 1.6). Prvni tisek ITS1 se nachazi mezi geny pro 18S rRNA a 5.8S rRNA, druhy
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usek ITS2 oddéluje geny pro 5.8S rRNA a 255/28S rRNA (Lafontaine a Tollervey,
2001).

Prokaroyta
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Obrdazek 1.6: Organizace pre-rRNA u prokaryot a eukaryot. Pro identifikaci kvasinek a hub
(eukaryota) se vyuziva usekii ITS1 a ITS2, které oddeluji geny pro 18S rRNA a 5,88 rRNA,
resp. 5,85 rRNA a 255/28S rRNA. Prevzato a upraveno z: Lafontaine a Tollervey (2001).

ITS useky se vyuzivaji pro diagnostiku houbovych mikroorganismi v fadé PCR
modifikaci, mezi néz patfi PCR-RFLP, hybridizace i sekvenovani. Variabilita
v ITS tisecich umoziuje identifikaci i relativné blizkych druhii a mnozstvi zndmych
sekvenci v genovych databazich stale nartsta (Leaw et al., 2006).

Celé ITS oblast se stala oficialnim DNA barcodem pro identifikaci hub, protoze
se jednd o nejCastéji vyuzivany marker s nejvetSsi pravdépodobnosti uspésné
identifikace Siroké Skaly druhi. PfestoZze nékdy neobsahuje dostate¢né variace pro
rozliSeni mezi vSemi druhy, existuji funkéni primery, které plisobi univerzalné
a doporucuje se tak ITS sekvenci zatadit do charakterizace kazdého nové popsaného
druhu (Snosch et al., 2012; Samson et al., 2014).

Identifikaci hub pomoci ITS usekti je mozné doplnit nebo nahradit dalSimi
markery. D1/D2 je hypervariabilni usek, ktery je soucasti genu pro 26S rRNA.
Piestoze se jedna o vhodny region pro identifikaci taxonil na vyS$$i urovni, byva
shledavan jako méné spolehlivy oproti ITS (Chen et al., 2001; Groenewald et al.,
2011).

Dal§imi moznostmi pro testovani hub jsou geny pro B-tubulin (BenA),
calmomodulin (CaM) nebo gen kodujici podjednotku RNA polymerazy II (RPB2).
RPB?2 je tézko amplifikovatelny a pouziva se spiSe jako sekundarni marker, gen BenA
je naopak amplifikovatelny snadno, ale kvuli kolisani v poctu intront nékdy vede PCR

k amplifikaci paralognich gend (Samson et al., 2014).
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1.5.3. Molekularné biologické metody

PCR

Polymerazova fetézova reakce (zkratka PCR z anglického ,,Polymerase Chain
Reaction®) je nejznaméjsi a nejvyuzivanéj$i molekularné biologickou metodou
soucasnosti, ktera umoznuje amplifikaci (zmnoZeni) urcitych usekt DNA in vitro.
PCR je aplikovatelnd v celé fadé¢ modifikaci a téméf zpravidla je vychozim krokem
pro fadu dalSich metod (Kocarek, 2007; Snusdad a Simmons, 2015).

Pro spravny pribéh reakce je nezbytné zajistit templatovou DNA, mnozstvi
deoxyribonukleotidfostatii (ANTP), termostabilni DNA polymerazu a primery, kratké
oligonukleotidové sekvence, které ohranicuji pozadovany tisek DNA. Reakce probiha
V zafizeni zvaném termocykler, ktery umoznuje variabilni zménu Casu a teploty
v naprogramovanych cyklech (Smarda et al., 2005).

PCR je tvofena tfemi cyklicky se opakujicimi fazemi. Prvni fazi je denaturace
DNA pii teploté 92-95 °C, nasleduje hybridizace primert za sniZzené teploty obvykle
v rozmezi 50-65 °C a cyklus je ukoncen syntézou nového vlakna DNA (elongace)
pfi teplot¢ 70-72 °C. Teploty a casové intervaly jednotlivych fazi se 1iSi podle
vychoziho substratu, primert i podle pouzité polymerazy (Snusnad a Simmons, 2009;
Brdicka a Didden, 2015).

Reakce probihd standardné pifi 2040 opakovanich a postupné dochézi
k exponencialnimu narustu poctu kopii DNA. Po ukonceni reakce lze produkty
vizualizovat pomoci elektroforézy v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu,
ptipadné elektroforézou kapilarni. Jedna se o jednoduchou separacni metodu, pii které
pusobenim stejnosmérného elektrického proudu dochazi k rozdéleni fragmenti

nukleovych kyselin na zakladé jejich velikosti (Brdi¢ka a Didden, 2015).

Real time PCR
Metoda real time PCR je modifikaci klasické PCR, ktera slouzi ke kvantifikaci
produktd béhem reakce. Z tohoto dGvodu se lze setkat soznacenim QPCR
(z anglického quantitative PCR) nebo PCR Vv realném ¢ase (Smarda et al., 2005).
Princip reakce je obdobny jako u klasické PCR, ale krom¢ standardniho sloZeni je
v reakci pfitomna jest¢ sonda. Sonda je bud fluorescenéné znaCena a vaze se
na amplifikované vlakno, nebo jde o barvivo, které se vmezeti mezi dvouvlaknovou
DNA. Ukolem této sondy je indukce fluorescence, ktera piimo nariista se zvysujicim

se mnozstvim PCR produktu (Hurych et al., 2020).
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Aby bylo mozné méfit intenzitu fluorescence, probiha qPCR ve specialné
upraveném termocykleru, ktery indukuje fluorescenci ozafenim excitatnim
UV zarenim. Koncentrace fluorescencniho barviva je pfimo imérna mnozstvi DNA

a vysledky lze vyhodnocovat jesté pred ukoncenim vSech cykli (Kocarek, 2007).

PCR-RFLP

PCR-RFLP je metoda kombinujici prednosti technik PCR a RFLP. Polymorfismus
délky restrik¢nich fragmentd (odtud zkratka RFLP) je jev, ktery nastava po Stépeni
DNA restrikénimi endonukleazami. Jesté predtim vSak probiha klasicka amplifikace
pozadovaného tiseku DNA pomoci PCR a teprve poté jsou amplifikované useky
vystaveny ptisobeni enzymii (Smarda et al., 2005).

Restrikéni endonukleazy jsou enzymy, které jsou schopny rozpoznat specifickou
sekvenci v molekule DNA a v konkrétnim misté ji roz$tépit. Sekvence mista je pro
kazdy enzym specificka, a tak vznikaji riizné dlouhé DNA fragmenty. Useky, které
po stépeni vzniknou, se nazyvaji restrikéni fragmenty a detekuji se pomoci gelové
elektroforézy. Vznikly profil fragmentované DNA je pro rtizné organismy jedine¢ny
v disledku mutaci, které vedou k vytvofeni ¢&i ztrat€é rozpoznavacich mist

pro restrikéni endonukledzy (Smarda et al., 2005; Snusnad a Simmons, 2009).

Sekvenovani

Sekvenovani je metoda, pomoci které zjistime piesné poradi nukleotidd v molekule
DNA. Diky jedine¢nosti DNA kazdého z organismii slouzi sekvenovani pro jejich
identifikaci a odliseni, ale naSlo uplatnéni také v fadé dalSich odvétvi, 1ékafstvi
a vyzkumech (Hurych et al., 2020).

Existuji dvé odlisné , klasické* techniky sekvenovani. Prvni je metoda Maxam-
Gilbertova, zalozena na specifické degradaci fetézcu nukleovych kyselin pomoci
chemickych sloucenin. Druhym typem je Sangerovo sekvenovani, enzymaticka
metoda, ktera je zaloZena na specifické terminaci syntézy DNA (Smarda et al., 2005).

Pro ucely molekularni diagnostiky je vyuzivan druhy postup a nasledujici
odstavce jsou vénovany pouze metod¢ Sangerove.

Sangerovo sekvenovani probiha obdobné jako PCR, syntézou komplementarniho
fetézce podle matricové DNA. Pro reakci je potfeba DNA polymeraza, matricova
DNA (produkt PCR) a nukleotidy. Kromé dNTPs je do kazdé reakce piidavan
v uréitétm poméru také po jednom z ddNTPs (dideoxyribonukleotidi). Oproti

deoxyribonukleotidiim ddNTPs na tfetim uhliku deoxyribosy chybi volna hydroxylova
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skupina a v dusledku této absence je zabranéno dalSimu prodluzovani fetézce. Oproti
PCR se reakce tcastni pouze jeden primer (Beranek, 2016).

Dftive probihalo sekvenovani ve ¢tyfech oddélenych zkumavkach. Kazda byla
uréena pro jiny dideoxynukleotid (napf. ddATPS), v dusledku ¢ehoz byly ve zkumavce
na konci reakce rizné dlouhé fragmenty zakoncené timto nukleotidem. Obsah vSech
zkumavek se ndsledné nanesl na elektroforeticky gel a po separaci bylo mozné
odecteni presné sekvence nukleotidi v DNA (Beranek, 2016).

V soucasné dobé je sekvenovani usnadnéno pouzitim automatickych sekvenatoru.
Pro reakci se pouzivaji fluorescenéné znacené dideoxyribonukleotidy, v dusledku
¢ehoz odpadd nutnost oddélenych zkumavek. Vyhodnoceni probiha na principu
kapilarni elektroforézy a vystupem je graf, jehoz jednotlivé vrcholy odpovidaji

ptislusnym nukleotidiim (Kocarek, 2007; Beranek, 2016).
1.5.4. Dalsi metody pouZzité v této diplomové praci

Molekularni klonovani

Molekularni klonovani se fadi k metodam molekularni biologie. Jeho podstatou je
ptenos fragmentu nukleové kyseliny do klonovaciho vektoru za vzniku rekombinantni
molekuly DNA a nasledné pomnozeni téchto molekul Vv hostitelské bunce (in vivo)
(Smarda et al., 2005).

Hlavnimi oblastmi vyuZiti jsou analyzy genomu organismt, izolace geni a jejich
studium. Ptinos spociva zejména V namnozeni izolovanych useki DNA a jejich
zptistupnéni ke studiu dal§imi metodami (gmarda et al., 2005; Beranek, 2016).

Vychozi molekulou pro molekuldrni klonovani je fragment nukleové kyseliny
obvykle o velikosti do nékolika kbp. Fragment (insert) je vlozen do vybraného
klonovaciho vektoru v misté oznacovaném jako mnohocetné klonovaci misto (MCS),
které obsahuje nékolik restrikénich mist pro restrikéni endonukleazy. Jako klonovaci
vektory se pouzivaji plazmidy (obr. 1.7), bakteriofagy nebo um¢lé kvasinkové c¢i
bakterialni chromozomy. Vznikla rekombinantni molekula je pifenesena do hostitelské
buiiky (transformace), kterou byva nejéast&ji Escherichia coli (Smarda et al., 2005;
Beranek, 2016).
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AmpR
Selekéni marker
MCS lacZ

/

Plazmid

Obrazek 1.7: Struktura plazmidu. AmpR — gen rezistence k ampicilinu (selekcéni marker),
MCS — mnohocetné klonovaci misto, lacZ - gen kodujici -galaktodsiddazu. Prevzato
a upraveno z: https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/blue-
white-screening.html (sigmaaldrich.com, 2021).

Po transformaci jsou buiky E. coli kultivovany na selektivnich médiich s ptidavkem
Sirokospektrych antibiotik, aby byl zajistén rust pouze kolonii, jimz poskytla rezistenci
pravé rekombinantni molekula. Selektivni médium obsahuje krom¢ antibiotik také
chromogenni substrat X-gal, jehoz rozkladem vznika produkt, ktery obarvi bakterialni
kolonie modie (Beranek, 2016).

Pro dikaz uspésného zaklonovani se pouziva nejcastéji tzv. modro-bila selekce,
ktera spociva v produkci enzymu B-galaktosidazy bakteriemi E. coli. Produkce tohoto
enzymu je fizena genem lacZ, jehoz struktura mize byt vnesenim fragmentu narusena.
Pokud je lacZ gen narusen, neni produkovana funk¢ni B-galaktosidaza. Nefunk¢ni
enzym tak neni schopen metabolizovat substrat X-gal pfitomny v médiu a kolonie,
které obsahuji vektor se zaklonovanym fragmentem, zistavaji bezbarvé (obr. 1.8)

(Padmanabham et al., 2011).

+
— ©——> © @ ———> Bilé kolonie

InzertvlacZ
@ T — e @——* Q @ |—— Modré kolonie
Cizoroda ==/
Plazmid DNA Inzert mimo lacZ

_>©__> © @ | Modré kolonie

Vektor bez inzertu

Ligace Detekce

Trasformace

Obrazek 1.8: Modro-bild selekce. Zndzornény jsou vSechny mozné vystupy, pro dalsi praci
S vektory jsou selektovany bilé kolonie, tedy kolonie, které obsahuji vektor se zaklonovanym
fragmentem. Prevzato a upraveno z: https://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/articles/biology/blue-white-screening.html (sigmaaldrich.com, 2021).
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Kolonie obsahujici vektor se zaklonovanym fragmentem jsou pieneseny do tekutého
média a kultivovany. Z kultury je nasledné izolovana plazmidova DNA, ktera
obsahuje vlozeny inzert a mize byt dale zpracovana, naptiklad pro sekvenovani

(Beranek, 2016).

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC — z anglického high-performance
liquid chromatography) je separa¢ni metodou. Jeji podstata spociva v distribuci slozek
smési mezi dvéma fazemi —mobilni a stacionarni, kdy vlastni separacni proces zavisi
na rizné mife interakce délenych latek s témito fazemi (K4s et al., 2005).

Mobilni fazi je v ptipadé HPLC rozpoustédlo, které unasi rozpustény vzorek
kolonou, stacionarni fazi tvoii polymerni sorbent, ktery je naplni chromatografické
kolony. Vzorek je pod vysokym tlakem unasen kolonou a rozdélené latky jsou
detekovany na vystupu kolony pomoci detektoru, kterym byva hmotnostni
spektrometr, detektor s diodovym polem nebo spektrofotometricky detektor (UV-VIS)
(Hirt et al., 2016; Kopecka a Svobodova, 2019).

Pro kazdy analyt je charakteristicky tzv. retencni Cas, cozZ je doba, kterou analyt
stravi v separacni kolon¢ od doby nastfiku vzorku po detekci latky na vystupu. Latka,
kterd nema afinitu ke stacionarni fazi a kolonou projde rozpusténa ve f4zi mobilni ma
tzv. mrtvy retencni ¢as (Kas et al., 2005; Kopecka a Svobodova, 2019).

Vysledkem analyzy je chromatogram, v némz kazdému analytu pfislusi jeden
chromatograficky pik v ur€itém retenc¢nim Case (osa x) S urcitou intenzitou — mnozstvi
separovan¢ latky (osa Y). Metodu lze aplikovat jako kvalitativni i kvantitativni

(Kopecka a Svobodova, 2019).
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2. Hypotézy a cile prace

2.1. Hypotézy

Na zaklad¢ studia literatury byly pro zpracovani diplomové prace postaveny tyto

hypotézy:

e Je mozné pomoci kultivacnich technik izolovat kvasinky rodu Zygosaccharomyces
z pylu, pylovych rouskt a vcelich larev?

e Lze pro identifikaci izolatd kvasinek vyuzit molekuldrni analyzu tsekd ITS

a D1/D2, Gisekt genu pro velkou podjednotku rRNA?

2.2. Cile prace

Diplomova prace je zaméfena na symbiotické mikroorganismy asociované se véelou
medonosnou. Zpracovani literdrni reSerSe si proto klade za cil podani ptehledu
0 symbiotickych mikroorganismech asociovanych se véelou medonosnou, vyskytujici

se ve vceli potrave, larvach 1 dospélcich a poukazani na jejich vyznam.

Cile diplomové prace jsou:

e lzolace a kultivace kvasinek rodu Zygosaccharomyces z pylu, pylovych rouskt
a veelich larev.

e Ziskané Cisté izolaty charakterizovat pomoci morfologickych a molekularnich
charakteristik.

e Ziskané vysledky zpracovat ve formé tabulek a zhodnotit v diskusi v konfrontaci

S literarnimi tdaji.
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3. Metodika

3.1. Soubor vzorki a jejich priprava

Soubor vzorki byl tvofen dvaceti vzorky kvasinek Zygosaccharomyces. Sedmnact
vzorkl bylo izolovano ze stiev larev, dva vzorky pochazely z rouski a jeden vzorek
z pylu. Odbér vzorka ze veelstev a izolace kvasinek byla provedena v pribéhu roku
2019 a 2020. Beéhem experimentu byly kvasinky uchovavany na Sikmych agarech
(médium 30% glukdza) v chladnicee pii 4 °C.

3.1.1. Kultiva¢ni média

V prubéhu prace bylo vyuzito n€kolik kultiva¢nich médii. Jejich seznam a pouzité

chemikalie jsou uvedeny v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1: Seznam pouZitych kultivacnich médii.
30% glukoza (30G); pH 6,0

Chemikalie Mnozstvi [g/l H20]
Glukoza 3009
Yeast extract 309
Malt extract 3049
Agar 209
YPD; pH 6,2
Peptone 209
Yeast extract 109
Glukéza 209
Agar 15¢
YMA, pH 6,2
Yeast extract 39
Malt extract 30
Glukoza 109
Peptone 59
Agar 209

Meédia byla pfipravena rozpuSténim navazky chemikalii v destilované vod¢ a upravou
pH na pozadovanou hodnotu. K tpravé pH byla pouzita 1M kyselina chlorovodikova
a 2M hydroxid sodny. Roztok byl nasledné sterilizovan v autoklavu pii 121 °C po dobu
15 minut.

Pro ptipravu kultivacni piidy na Petriho miskach bylo pouzito 20 ml média, pro
ptipravu Sikmych agart 8 ml média. Médium bylo nalévano asepticky v laminarnim
boxu do sterilniho skla, které bylo pfeden sterilizovano v susarné pii 150 °C po dobu
2 hodin.
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Tekutd média byla ptipravena ze stejnych chemikalii s vyjimkou agaru, ktery byl
pro povahu média vynechan. Na jednu Erlenmeyerovu baiku bylo pfipraveno 50 ml

média. Banky byly sterilizovany v autoklavu az po piipravé média.

3.1.2. lzolace kvasinek

Vypreparovana stteva larev véely medonosné byla homogenizovana ve fyziologickém
roztoku (0,9% NaCl) + 1% Tween 80 a rozprostfena po agarové plotné pomoci
jednorazové mikrobiologické hokejky. Jako selektivni médium pro rast
Zygosaccharomyces bylo zvoleno médium 30G (30% glukoza) a 50G (50% glukoza).
Slozeni média 50G je totozné se slozenim média 30G (tab. 3.1), pouze se zvySenou
koncentraci glukozy (500 g glukozy / 1000 ml H20).

Vzorky pylu a rouskli byly taktéZ homogenizovany v malém mnoZstvi
fyziologickém roztoku + 1% Tween 80 a rozprostieny na médiu 30G a 50G obdobnym
zpisobem. Veskera kultivaéni prace byla provadéna v laminarnim boxu. Misky
s médii byly nésledn¢ inkubovany pii 28 °C v termostatu a pravidelné sledovany
do viditelného rastu mikroorganismd.

Narostlé¢ kolonie byly nasledné pfeockovany sterilni inokulaéni kli¢kou podle
rozdila ve své morfologii na nova média 30G a opé€t inkubovana za stejnych podminek.
Takto bylo postupné ziskano dvacet kolonii, které byly dale zpracovany jako vychozi
vzorky pro morfologickou a molekularni charakterizaci.

Pro uchovani kolonii pro dalsi pouziti byly kvasinky ockovany na $ikma média
30% glukdzy v duplikatu. Malé mnozstvi kultury bylo odebrano inokulac¢ni klickou
z pevnych agarovych ploten a vinovkou naneseno do zkumavek s Sikmym agarem.
Takto naockované zkumavky byly inkubovany 5 dni pfi 28 °C v termostatu. Narostlé

kolonie byly uchovény pii 4 °C v chladnicce.

3.2. Morfologicka charakterizace
Kolonie byly rozdéleny do skupin na zakladé své makroskopické podobnosti a vybrani
zastupci byly makroskopicky popsani na médiu YMA a 30G. Schopnost diferenciace
riznych mikroorganismi na odlisnych typech médii se miize liSit podle toho, zda dany
mikroorganismus ¢erpa ziviny z média a roste, nebo podle morfologickych zvlastnosti,
které na daném typu média vykazuje.

Z tohoto divodu bylo pro popis kvasinek izolovanych ze stiev a pylu vybrano

médium YMA, na kterém byly lépe viditelné rozdily mezi vybranymi koloniemi.
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Pro popis kvasinek izolovanych ze vcelich rouskil bylo pouzito pouze médium 30G,
protoze tyto kvasinky na médiu YMA nerostly.

Média byla pfipravena standardnim postupem na Petriho misky. Vybrané kolonie
byly o¢kovany na plotnu inokula¢ni klickou z diive nao¢kovanych agarovych ploten.
Kolonie byly inkubovany pii 28 °C po dobu 5 dni, kdy byly paty den morfologicky
popsany a vyfoceny.

Vzhled popsanych kolonii byl zaznamenan snimacim zatizenim OPTIKAM B5

(4086.B5) a piislusnym softwarovym vybavenim.

3.2.1. Parametry pro morfologickou charakterizaci
Kolonie byly popsany podle doporuceni ze zakladni taxonomické prace Kurtzman

et al. (2011). Schéma popisu je uvedeno v tabulce 3.2 a vychazi z této prace.

Tabulka 3.2: Kritéria pro popis kvasinek na pevném médiu. Pievzato a upraveno z:
Kurtzman et al. (2011).

Kritérium Hodnoceni

Textura Mukoidni, tekuta, viskoézni, maslovita, droliva, membran6zni
Barva Bila az krémov4, vyrazna — zlutd, oranzova, Cervena, a dalsi
Povrch Leskly, matny, hladky, drsny, ryhovaty, celistvy

Elevace Nizka, vyklenuta, konicka

Okraj Celistvy, zvinény, lalo¢naty, nepravidelny

3.3. Molekularni charakterizace

3.3.1. lzolace DNA

Pro izolaci DNA z kvasinek byl pouzit protokol dle Harju et al. (2004), ktery navrhl
jednoduchou, rychlou a efektivni metodu izolace DNA. Tato metoda je rovnéz méné
ekonomicky naro¢nd, protoze nevyzaduje pouziti sklenénych kuli¢ek nebo specialnich

enzymu.

Postup izolace DNA dle Harju et al. (2004)
Prvnim krokem izolace byla pfiprava kvasinkové kultury, ktera slouzila jako vychozi
material pro izolaci DNA. Pro tyto ucely bylo malé mnozstvi kvasinkové kultury, ktera
byla kultivovana na bézné pouzivaném médiu, pieneseno do Eppendorf zkumavek
obsahujicich 1,5 ml YPD média. V Eppendorf zkumavkach byly kvasinky kultivovany
po dobu 20 hodin pii 30 °C za neustalého tfepani.

Pro dalsi ¢ast izolace byl mezitim pfipraven lyzac¢ni pufr [(2% Triton X-100,
1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0)]

s naslednou sterilizaci v autoklavu.
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Bunééna kultura v Eppendorf zkumavkach byla po uplynuti doby Kultivace
stoc¢ena v centrifuze pti 10 000 rpm po dobu 5 minut. Vznikly pelet byl rozpustén
v 200 pl lyza¢niho pufru a umistén na 10 minut do mrazaku pii teploté -80 °C.
Po aplném zamrznuti byl roztok ptemistén do predehiaté vodni lazné na teplotu 95 °C
na 1 minutu pro Sokové roztati. Postup byl jesté jednou zopakovan.

Nasledn¢ byly zkumavky vortexovany 30 sekund, k roztoku bylo pfidano
200 pul chloroformu a zkumavky byly opét 2 minuty vortexovany. Smés byla
centrifugovéana pti 14 000 rpm 3 minuty, aby doSlo k oddéleni jednotlivych vrstev.
Vodni vrstva byla pfenesena do novych zkumavek obsahujicich 400 ul ledového
96% etanolu a smés byla 5 minut inkubovana pii pokojové teploté. Nasledujici
centrifugace pti 14 000 rpm 5 minut zptsobila usazeni peletu DNA na dné zkumavky.

Supernatant byl ze zkumavky odstranén vylitim a pelet byl promyt 70% etanolem
v mnozstvi 0,5 ml. Zbyvajici etanol byl opét odstranén a pelet byl vysusen ve vakuové
odparce pii 60 °C po dobu 5 minut. DNA byla rozpusténa v20 ul TE pufru
[10 mM Tris, 1 mM EDTA (pH 8,0)] a uchovavana v mrazaku pfi -20 °C.

Méreni koncentrace
Koncentrace vyizolované DNA byla zméfena na piistroji BioSpec-nano (Shimadzu).
Tento pfistroj méfi na principu spektrofotometrie, kdy je pii absorbanci 260 nm
méfena koncentrace DNA a pfi absorbanci 280 nm jeji Cistota, tj. pfitomnost proteind.
Jako slepy vzorek byl pouzit identicky TE pufr, ve kterém byla DNA rozpusténa
a uchovavana. Na desticku pfistroje bylo nasledné umisténo 1,5 ul DNA a po zméfeni
piistrojem byla koncentrace vyhodnocena piidruzenym softwarovym program
(Shimadzu).
Z divodu vysokych koncentraci vyizolované DNA byla pted PCR reakci DNA

kazdého vzorku nafedéna na jednotnou koncentraci 50 ng/ul v TE pufru.

3.32. PCR

Pro sekvenovani, které slouzi k molekularni charakterizaci kvasinek v této diplomové
praci, je nezbytnym prvnim krokem PRC reakce. Pro ucely charakterizace byly
vybrany dva useky DNA v genomu kvasinek, které slouzi k jejich identifikaci. Prvnim
byl usek ITS, ktery obsahuje tseky ITS1 a ITS2 a ohrani¢uji ho primery
ITS1 (forward) a ITS 4 (reverse). Druhym vybranym usekem byl usek D1/D2, ktery
je ohrani¢en primery NL1 (forward) a NL4 (reverse). Sekvence primerd jsou uvedeny

v tabulce 3.3.
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Tabulka 3.3: Sekvence pouZitych primerii.

Oznaceni | Sekvence Zdroj

ITS1 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ White et al., 1990

ITS4 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ White et al., 1990

NL1 5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3" | Kurtzman a
Robnett, 1997

NL4 5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’ Kurtzman a
Robnett, 1997

Gradient PCR

Pro zjisténi optimalni teploty annealingu, pii které probiha nasedani primert na cilovy

usek bez vzniku dalSich, interferujicich produktt, byla provedena Gradient PCR. Tato

modifikace PCR reakce umoznuje zjistit optimalni teplotu naseddni primert tim, ze

v kazdé zkumavce probiha reakce pii jiné teploté, obvykle v rozmezi 45-65 °C

a reakce je provedena pouze s jednim vzorkem. Reakce byla provedena v celkovém

objemu 10 pl a jeji sloZeni je uvedeno v tabulce 3.4. Reakéni protokol je poté uveden

v tabulce 3.5. Soucasti ptipravy byla rovnéz negativni kontrola pfipravena za stejnych

podminek, nicméné obsahujici misto DNA ¢istou H20.

Tabulka 3.4: SloZeni PCR reakce pro Gradient PCR.

Reagencie Objem
Master mix (Gotag® Green Master Mix (Promega) | 5 ul
H20 3ul
Primer forward (10 pmol/ul) 0,5 ul
Primer reverse (10 pmol/pul) 0,5 ul
DNA (50 ng/ul) 1l
Celkem 10 pl

Tabulka 3.5: Reakéni protokol pro Gradient PCR.

Cas Teplota
1 cyklus Pocatecni denaturace 5 min 95 °C
30 cykla Denaturace 45 95 °C
Annealing 30s 45-65 °C
Extenze 1 min 72 °C
| 1 cyklus Termindlni extenze 7. min 72 °C
Chlazeni o0 4 °C

Produkty byly vizualizovany elektroforeticky na 1% agarézovém gelu (obr. 3.1 a 3.2).

Postup pfipravy pro elektroforetickou separaci je uveden v kapitole nize.
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Ladder 449°C 453°C 466°C 485°C 508°C 534°C 56,1°C 58,7 °C Ladder

Obrazek 3.1: Vizualizace Gradient PCR — optimalizace teploty annealingu primerii
pro usek ITS na 1% agarézovém gelu; rozmezi teplot v jednotlivych jamkdach 45-65 °C.

Ladder 44,9°C 453°C46,6°C 48,5°C50,8°C 534°C 56,1°C 58,7 °C 61,1°C 63,1°C64,5°C 65,1°C Ladder

Obrazek 3.2: Vizualizace Gradient PCR — optimalizace teploty annealigu primerii
pro usek D1/D2 na 1% agarozovém gelu; rozmezi teplot v jednotlivych jamkdach 45—65 °C.

PCR reakce pro vybrané useky

Po zjisténi optimalni teploty annealingu bylo pro oba pary primerti navrzeno reakéni
schéma PCR reakce. Slozeni PCR reakce je uvedeno v tabulce 3.6, reakéni protokol
pro tGsek ITS je uveden v tabulce 3.7 a reakéni schéma pro usek D1/D2 uvadi

tabulka 3.8. Soucasti obou reakci byla také negativni kontrola.

Tabulka 3.6: Slozeni PCR reakce.

Reagencie Objem
Master mix (Gotaq®™ Green Master Mix (Promega) | 10 l
H20 6 ul
Primer forward (10 pmol/ul) 1ul
Primer reverse (10 pmol/ul) 1ul
DNA (50 ng/ul) 2 ul
Celkem 20 pl
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Tabulka 3.7: Reakcéni protokol pro usek ITS.

Cas Teplota
1 cyklus Pocate¢ni denaturace 5 min 95 °C
30 cykla Denaturace 45s 95 °C
Annealing 45s 53°C
Extenze 1 min 72 °C
| 1 cyklus Terminalni extenze 7 min 72 °C
Chlazeni 00 4 °C
Tabulka 3.8: Reakéni protokol pro uisek D1/D2.
Cas Teplota
1 cyklus Pocate¢ni denaturace 3 min 94 °C
30 cykla Denaturace 1 min 94 °C
Annealing 1 min 58,5 °C
Extenze 1 min 72 °C
| 1 cyklus Terminalni extenze 5 min 72°C
Chlazeni o0 4 °C

PCR produkty byly opét vizualizovany elektroforeticky na 1%
(obr. 3.3 pro usek ITS a obr. 3.4 pro Gsek D1/D2)

agar6zovém gelu

Obrazek 3.3: PCR produkty useku ITS o velikosti cca 700 bp.
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Obrizek 3.4: PCR produkty tiseku D1/D2 o velikosti cca 600 bp.
3.3.3. Elektroforéza na gelu
K vizualizaci v8ech PCR produktli byl pouzit 1% agarézovy gel (1 g agardzy
ve 100 ml pufru TBE) s pouzitim ethidium bromidu jako interkalacniho cinidla
(7 ul ve 100 ml). Agardza byla rozpusténa v pozadovaném objemu pufru v mikrovinné
troubé, zchlazena, nésledné byl ptfidam ethidium bromid a po promichani byl roztok
nalit do elektroforetické vany s hiebinky.

Po ztuhnuti gelu bylo do kazdé kolonky napipetovano 10 pul PCR produktu
a5 pul 100 bp DNA ladderu jako velikostniho markeru. Elektroforeticka separace
probihala pii 70 V 5 minut a pfi 120 V 40 minut.

Po separaci byla pfitomnost produkti vizualizovana pod UV svétlem snimaciho
kamerového systému InGenius3 (Syngene) za vyuziti ptidruzeného programu

GeneSys (Syngene).

3.3.4. Sekvenovani

PCR produkty vzorkli uréenych k sekvenaci bylo nutné nejdiive precistit
od pozustatkit primerd a nukleotidii, které by mohly interferovat probihajici
sekvenovani. Nasledné byly vzorky sekvenovany externi firmou Seqme, s.r.o., ktera

zajistuje sekvenaci vzorki metodou podle Sangera.

Predisténi PCR produkti pomoci ExoSAP-IT™ (PCR Product Cleanup Reagent)
K 10 ul PCR produktu bylo ptidano 2 pl ExoSAP-IT™., Nasledné reakce probihala v

termocykleru podle schématu uvedeného v tabulce 3.9.

Tabulka 3.9: Protokol pro piecisténi PCR produktii pomoci ExoSAP-1T™

Teplota Cas Popis
37°C 40 min Degradace nukleotidil a primerQi
80 °C 15 min Inaktivace EX0SAP-IT™
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Piiprava vzorku pred sekvenovanim
Pred odeslanim vzorkt k sekvenovani byla nutna jejich priprava. Slozky, které tvorily

finalni produkt, jsou uvedeny v tabulce 3.10.

Tabulka 3.10: SloZeni vzorku pied sekvenovanim.

Slozka MnoZstvi
Piecistény PCR produkt 55 ul
H20 2 ul
Primer — forward nebo reverse (10 pmol/ul) | 2,5 ul
Celkem 10 pl

Pro sekvenaci tseku ITS byly pouzity primery forward i reverse, nicméné vysledky
reakce nebyly uspokojivé. Z tohoto ditvodu byly navrzeny nové primery nachéazejici
se uvniti této oblasti.

Pro sekvenaci useku DI1/D2 byly taktéz nejdiive pouzity oba primery.
Pro uspokojivé chromatogramy ziskané z obou primera byl pro identifikaci kvasinek

nasledné vybrén a pouzit pouze primer forward (NL1).

Vyhodnoceni a zpracovani sekvenci

Ziskané  sekvence  byly  zpracovany v programu  Geneious  8.1.9
(https://www.geneious.com). Po Upravé sekvence byl exportovany soubor vlozen
do nastroje BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool). BLAST® slouzi
Kk porovnani (alingmentu) neznamych sekvenci se sekvencemi ulozenymi v databazi

NCBI a umoznuje tak identifikaci sekvence vlozené uzivatelem.

3.4. Navrh primeri a optimalizace metody PCR

Sekvenace useku ITS u vybranych vzorkli vedla ke vzniku necitelnych
chromatogramil a nebylo tak mozné presné¢ identifikovat kvasinky na zékladé¢ jejich
sekvence DNA.

Z tohoto duvodu byl v prvni fadé tsek ITS zaklonovan do plazmida tak, aby
kazdy plazmid obsahoval pouze jednu kopii ITS useku a nasledné byla vyizolovana
plazmidovd DNA osekvenovéna s univerzalnimi primery. Nejenze bylo po tspéSném
zaklonovani mozné na zaklad¢ sekvence DNA identifikovat druh kvasinky, ale ziskané

sekvence nadale poslouzily k ndvrhu specifickych primera.

3.4.1. PCR Klonovani
Vychozim produktem pro klonovani byl PCR produkt ziskany podle reak¢niho
protokolu pro ITS tsek popsany v tabulkach 3.6 a 3.7.
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Elektroforéza na gelu

PCR produkty byly vizualizovany elektroforeticky na 1,5% agarézovém gelu
(1,5 g agarozy ve 100 ml TBE pufru) s pouzitim ethidium bromidu jako interkala¢niho
¢inidla (7 ul na 100 ml). Do kolonek v gelu bylo pipetovano 5 ul 100 bp DNA ladderu
a 20 ul PCR produktu. Separace probihala 5 minut pii 70 V a 1 hodinu a 20 minut
pii 120 V.

Izolace PCR produktu z gelu

Ziskané prouzky byly vyfiznuty z gelu pod UV svétlem za pouziti skalpelu a zvazeny
na predvazkach. PCR produkt byl z gelu izolovan pomoci kitu Nucleospin® gel
and PCR clean-up (Macherey-Nagel). Extrakce PCR produktu z gelu je efektivnim
zpusobem precisténi produktu od nezddoucich pfimési.

Vyfiznuty bloc¢ek gelu byl penesen do ¢isté Eppendorf zkumavky a bylo k nému
piidano 200 pl NTI pufru/100 mg gelu. Smés byla inkubovana pii 50 °C po dobu
10 minut a prubézné vortexovana do uplného rozpusténi gelu. Kolonka, ktera je
soucasti kitu, byla mezitim umisténa do sbérné zkumavky o objemu 2 ml. Nésledné
byla inkubovana smés pienesena na kolonku a centrifugovana 30 s pii 10 000 rpm.
Roztok, ktery se pfes membranu dostal do sbérmé zkumavky, byl odstranén.
Na kolonku bylo ptidano 700 ul NT3 pufru a nasledovala opét centrifugace za stejnych
podminek. Roztok ze sbérné zkumavky byl odstranén a tento krok byl jesté jednou
zopakovan.

Pro dokonalé odstranéni pufru z membrany byla provedena dalSi centrifugace
pii 10 000 rpm po dobu 1 minuty. Kolonky byly dale inkubovany pti 70 °C 5 minut
pro odstranéni piebyteéného etanolu a umistény do nové Eppendorf zkumavky.
V poslednim kroku bylo na membranu naneseno 20 ul NE pufru a finalni inkubace
trvala 1 minutu pfi pokojové teploté. Zkumavka byla centrifugovana 1 minutu
pii 10 000 rpm a kolonka byla po centrifugaci odstranéna. Ptecistény PCR produkt byl

ptipraven k dal§imu postupu v Eppendorf zkumavce.

Vlastni klonovani

Do novych Eppendorf zkumavek bylo napipetovano 2 pul precisténého PCR produktu,
0,5 pl salt solution a 0,5 pul TOPO vektoru. Zkumavky byly inkubovany 20 minut
pii pokojové teploté. Z téchto zkumavek byly odebrany 2 ul smési a vloZzeny do bunék

E. coli s néaslednou inkubaci na ledu po dobu 30 minut.
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Po inkubaci na ledu nasledovala Sokova zména teploty pii 42 °C po dobu
30 sekund a opétovné umisténi na led. Ke smési bylo ptidano 250 pul SOC media
pokojové teploty a zkumavky byly tfepany 1 hodinu pii 37 °C.

Béhem tiepani zkumavek bylo pfipraveno selektivni médium LB s pfidavkem
ampicilinu, XGal a IPTG (Invitrogen). Médium bylo pfipraveno dle pokynii vyrobce,
tedy rozpusténim v pozadovaném objemu destilované vody a zahtatim v mikrovinné
troubé. Na kazdou Petriho misku bylo nalito zhruba 20 ml média.

Po hodinové inkubaci byl obsah zkumavek rozd€len v rtiznych pomérech
na misky s médiem a rovhomérn¢ rozprostien pomoci laboratorni hokejky. Misky byly
nasledné inkubovany ptes noc pti 37 °C.

Nasledujici den byly misky umistény do lednice pii -4 °C. Po 6 hodinach byly
patrné rozdily mezi produkty, které se do vektoru zaklonovaly — bila kolonie, nebo

nikoliv — modra kolonie (obr. 3.5).

Obrazek 3.5: PCR klonovdni: modro-bila selekce, bilé kolonie nesouci plazmidy s inzertem,
modré kolonie obsahuji plazmid bez inzertu.

Bilé kolonie, které jsou pro dalsi postup zaddouci, byly vypichnuty pomoci paratka
a vlozeny do 3 ml pifedem piipraveného tekutého LB média s ptidavkem ampicilinu
(Invitrogen). Vybrano bylo nékolik kolonii z misek s riznym fedénim. Zkumavky

s obsahem média byly tfepany pii 37 °C ptes noc.
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Izolace plazmidové DNA

Pfes noc doslo k narustu biomasy. Pro naslednou izolaci plazmidové DNA bylo
vybrano deset zkumavek. Izolace bylo provedena kitem Roti® — Prep Plasmid Mini
(Roth) a pfi izolaci bylo postupovani podle navodu vyrobce.

Bunééné suspenze byla centrifugovana 20 sekund pii 10 000 rpm a nasledné byl
odstranén supernatant a zbyvajici médium. Pelet byl resuspendovan v 300 ul lyza¢niho
pufru. Ke smési bylo pfidano 300 ul neutralizaéniho pufru obsahujiciho RNAazu A
aobsah byl promichdm pievracenim zkumavek. Nasledné byly zkumavky
centrifugovany pii 10 000 rpm po dobu 5 minut.

Rotacni kolonka byla umisténa do sbérné zkumavky, na membranu kolonky bylo
naneseno 100 pl aktivaéniho pufru a zkumavka byla centrifugovana pii 9 000 rpm
po dobu 30 sekund. Roztok byl ze sbérné zkumavky odstranén.

Na kolonku byl aplikovan veskery supernatant z predchoziho kroku a nasledovala
centrifugace 30 sekund pii 9 000 rpm. Roztok byl ze sbérné zkumavky odstranén
a sbérna zkumavka byla vracena ke kolonce. Na membranu kolonky bylo aplikovano
500 pl promyvaciho pufru a zkumavka byla centrifugovana za stejnych podminek.
Promyvaci krok byl zopakovan se 700 ul promyvaciho pufru.

Pro odstranéni zbyvajiciho etanolu byly zkumavky centrifugovany znovu,
1 minutu pti 9 000 rpm. Kolonky byly nasledné¢ umistény do novych zkumavek
a na membranu bylo naneseno 30 ul elu¢niho pufru. Po inkubaci trvajici 1 minutu byly
kolonky centrifugovany 1 minutu pti 9 000 rpm a odstranény. Plazmidova DNA byla

eluovana ve zkumavkach.

Sekvenovani a vyhodnoceni

Sekvenovani bylo zajisténo externi firmou Seqme, s.r.o. Pro sekvenovani bylo zaslano
5 ul plazmidové DNA ziskané izolaci Vv pfedchozim kroku a k sekvenovani byly
pouzity univerzalni primery M13F a M13R (tabulka 3.11). Vzorky byly sekvenovany

obéma primery.

Tabulka 3.11: Sekvence univerzdlnich primerii pouZitych k sekvenovini plazmidii.

Nézev primeru Sekvence
M13F 5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’
M13R 5-CAGGAAACAGCTATGACC-3’
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Ziskané  sekvence  byly  zpracovany v programu  Geneious  8.1.9
(https://www.geneious.com). Po tpravé sekvence byl exportovany soubor vlozen do

nastroje BLAST® pro identifikaci druhu kvasinek.

3.4.2. Navrh primera

Vybrané kvalitni sekvence poslouzily jako templat pro navrh primerd. Nejprve byl
z vybranych sekvenci vytvofen alingment sekvenci v programu Geneious 8.1.9
anasledn¢ byly navrzeny &tyfi pary primerd Vv programu Primer3. Specifita
navrzenych primert byla ovéfena nastrojem Primer-BLAST. Primery byly dodany

firmou Macrogen.

3.4.3. Optimalizace metody PCR

S novymi primery byla nejdifive provedena Gradient PCR pro zjisténi optimalni
teploty annealingu primert. Postup, reakéni schéma i slozeni reakéni smési bylo
identické jako v kapitole 3.3.2. Produkty byly vizualizovany na 1% agar6zovém gelu
za stejnych podminek popsanych v kapitole 3.3.3.

Na zakladé¢ vysledku elektroforetickych gelt bylo navrzeno reakéni schéma PCR
reakce u kazdého paru primeri. PCR reakce probéhla se vSemi vzorky a podle
vysledkt byla jesté v nékterych ptipadech dodate¢né upravena.

Sekvence primert a reakéni schémata jsou uvedeny Vv kapitole vysledku. Slozeni

reakce je uvedeno vyse v tabulce 3.6 a je identické pro vSechny PCR reakce.

3.4.4. Sekvenovani
Zpracovani vzorkd pro sekvenovani s nové navrZzenymi primery 1 vyhodnoceni

sekvenci je identické jako v kapitole 3.3.4.

3.5. Méreni koncentrace ergosterolu metodou HPLC
Kvasinky jsou pro larvy pfinosnym zdrojem ergosterolu. Pro jejich vyznam bylo
stanoveni produkce ergosterolu soucasti této diplomové prace. Koncentrace
ergosterolu v kvasinkach byla zméfena pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie, ktera je u¢innou metodou pro méteni téchto metabolitd.

Soucasné s ergosterolem byla metoda navrzena také pro dal$i metabolity, 24-
methylencholesterol a cholesterol. Podrobné&jsi informace 0 vyznamu ergosterolu

a uloze téchto metabolitii v metabolické draze vcel byly uvedeny v teoretické asti této

diplomové prace.
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3.5.1. Priprava vzorku

Vzorek kvasinek byl pfipraven do podoby suché biomasy, aby bylo mozné sledované
latky lépe extrahovat. VVzorky byly nejprve piipraveny submerzni kultivaci, tedy
kultivaci kvasinek do tekutého kultiva¢niho média. Pro kultivaci bylo pouzito 50 ml
média 30G v Erlenmeyerové barice.

Do ptipravenych banék s médiem bylo naockovano malé mnozstvi kvasinek
z dfive narostlych pevnych ptid. Naockované banky byly kultivovany pii 30 °C
po dobu 48 hodin za nepietrzitého tfepani.

Po uplynuti doby kultivace byl obsah banék prenesen do zkumavek uréenych
k centrifugaci a centrifugovan 10 minut pfi 4 000 rpm. Supernatant byl odstranén
a biomasa byla pfenesena na hlinikové misky. Misky byly zvazeny na analytickych
vahéch a nasledné umistény do susarny na 6 hodin pti 105 °C.

Po vysuSeni byla suchd biomasa vcetné hlinikovych misek zvéazena, pfenesena do
novych zkumavek, jemné rozmélnéna a pielita 10 ml metanolu. Zkumavky byly
umistény do ultrazvukového sonikatoru a sonikovany 20 minut. Nasledné byly
zkumavky ponechany pies noc pti pokojové teploté a nasledujici den byl extrakt slit

a pouzit pro analyzu.

3.5.2. Priibéh analyzy
V prvni fadé€ byla pfipravena kalibracni kiivka. Standardy sledovanych metaboliti —
cholesterol, 24-methylencholesterol a ergosterol byly pfipraveny Vv koncentracich
0,01; 0,05; 0,1 a 0,5 mg/ml v metanolu. Ptipravena kalibra¢ni fada byla zméfena
HPLC analyzatorem (Shimadzu, Nexera series) za nasledujicich podminek: typ kolony
C18, 250 x 4,6 mm, 5 um; sloZeni mobilni faze a) H3POs, pH 3 b) metanol, v poméru
a:b = 1:99 izokraticky; pratok 1 ml/min; injection volume (napich) 10 pl a run time
(celkovy ¢as analyzy) 20 minut. Detekce vSech metabolitli probihala pti vinové délce
210 nm UV-VIS detektorem.

Kalibra¢ni kiivka byla vyhodnocena v programu LabSolutions (Shimadzu).

Extrakty z kvasinkové biomasy byly zméteny za stejnych podminek.
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4. Vysledky

Cilem této diplomové prace bylo izolovat a charakterizovat kvasinky druhu
Zygosaccharamyces asociovanych se véelami na zakladé morfologické a molekularni

charakterizace.

4.1. lzolace a kultivace kvasinek

Vzorky pylu, rouskii a vypreparovana stfeva larev vcely medonosné byla
homogenizovana ve fyziologickém roztoku a kultivovana na médiu 30G a 50G.
Kolonie, které na médiu vyrostly, byly pifeockovany na nova média 30G a timto
postupem bylo ziskano dvacet kmend, které byly déle zpracovany jako vychozi vzorky
pro morfologickou a molekularni charakterizaci.

Soubor ziskanych vzorka tvofilo dvacet kment kvasinek Zygosaccharomyces,
které byly druhové identifikovany na zakladé sekvenace specifickych tsektit DNA.
Vzorky byly rizného pivodu, n¢které byly izolovany ze stiev larev véely medonosné,
jiné z rouskd ¢i pylu. Shrnuti piivodu vzorkt a druh uréeny na zakladé sekvenace

useku D1/D2 je v tabulce 4.1.

Tabulka 4.1: Seznam vzorkii, jejich pitvod a druh uréeny na zdikladé molekuldarni
charakterizace.

C.vzorku | Pivod Druh C.vzorku | Pivod Druh

1 stfevo Z. rouxii 11 stfevo Z. rouxii
2 stfevo Z. rouxii 12 stfevo Z. rouxii
3 stievo Z. rouxii 13 stfevo Z. rouxii
4 stfevo Z. rouxii 14 stfevo Z. rouxii
5 stievo Z. rouxii 15 stfevo Z. rouxii
6 stfevo Z. rouxii 16 stfevo Z. rouxii
7 stfevo Z. rouxii 17 stfevo Z. rouxii
8 stievo Z. rouxii 18 rousky Z. favi

9 stfevo Z. rouxii 19 rousky Z. favi

10 stievo Z. rouxii 20 pyl Z. mellis

4.2. Morfologicka charakterizace

Pro morfologickou charakterizaci byly kvasinky rozdéleny do skupin podle charakteru
rustu na pevném médiu a také podle toho, o jaky druh kvasinky se jednalo na zaklade
molekuldrni charakterizace. U vybranych zastupcti byl popsan charakter rlstu

na pevném médiu dle doporucenych kritérii z publikace Kurztman et al. (2011).
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4.2.1. Zygosaccharomyces rouxii
Podil vzorki Z. rouxii tvofilo v ramci této diplomové prace 17 zastupct. Standardni
doporuceni pro morfologicky popis byva obvykle popis kultury staré 5 dni. Kmeny
Z. rouxii v8ak netvori na médiu 30G po 5 dnech rastu velké diferencia¢ni rozdily,
ty jsou patrné na médiu YMA. Pro popis byly vybrany dva kmeny, které se
morfologicky odlisuji, pfestoze se jednd od zastupce jednoho druhu. Ostatni kmeny se
na obou médiich chovaji obdobn¢ a nebyly proto popsany.

Prvni zastupce Z. rouxii tvoii na médiu 30G krémové az hnédé zabarvené kolonie
s lesklym, hladkym povrchem a celistvym okrajem. Vzhled kolonii na médiu YMA je

odlisny, kolonie jsou bilé, spiSe matné s délenym povrchem. Elevace je nizka a okraj

kolonii je zvinény (obr. 4.1).

Z. rouxii 30G Z. rouxii YMA
Obrazek 4.1: Kolonie Z. rouxii na médiich 30G a YMA.

Druhy zastupce Z. rouxii vykazuje za stejnych podminek na médiu 30G obdobné
charakteristiky, jako ptedchozi popsany vzorek. Vzhled kolonie se liSi opét na médiu
YMA. Kolonie jsou bilé s matnym, zvrasnénym povrchem, tvar kolonie je lalo¢naty,

okraj svrastély (obr. 4.2)

Z. rouxii 30G Z. rouxii YMA

Obrazek 4.2: Kolonie Z. rouxii na médiich 30G a YMA.
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4.2.2. Zygosaccharomyces mellis
Vzorek druhu Z. mellis pochazel z pylu. Druh Z. mellis po péti dnech nevytvofil na
médiu 30G ani YMA dostatecné velké kolonie pro morfologické hodnoceni, proto byly
zhodnoceny kolonie 14 dni staré. Druh Z. mellis nicméné na obou médiich tvori
kolonie zna¢né odlisné od ostatnich druhi — Z. rouxii a Z. favi

Na médiu 30G je vzhled kolonii zvrasnény, S tfdsnitym okrajem a hnédé barvy.
Kolonie na YMA jsou oproti tomu opét bilé, stejné jako u predchozich druhii, nicméné
se zvysSenym profilem stlacenym uprostied, hrubou strukturou a nepravidelnym

okrajem (obr. 4.3).

“

Z. mellisYMA

Obrazek 4.3: Kolonie Z. mellis na médiich 30G a YMA.

4.2.3. Zygosaccharomyces favi

Vzorek Z. favi pochazi z rouski a kultivace na jiném médiu (YMA, YPD) nebyla
za vybranych podminek tspésna. Z. favi roste nicméné dobie na médiu 30G, prestoze
rust je oproti Z. rouxii pomalejsi. Kolonie jsou bézové, barvou podobné piedchozim

druhtim. Struktura je nicméné nepravidelna, délena a s leklym povrchem (obr. 4.4).

Z. favi 30G

Obrazek 4.4: Kolonie Z. favi na médiu 30G.
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4.3. Molekularni charakterizace

Molekularni charakterizace kvasinek byla zaloZzena na sekvenovani tsekt ITS
aD1/D2. Podle tseku DI1/D2 se uspé$né podafilo wurcit druh kvasinek
Zygosaccharomyces u vSech dvaceti vzork. Vystupem jsou rovné€Z nové primery
pro usek ITS, specifické pro kvasinky rodu Zygosaccharomyces. Tyto primery byly
navrzeny na zaklad¢ sekvenci ziskanych ze zaklonovanych fragmentt ITS, které byly

osekvenovany pomoci univerzalnich primert.

4.3.1. Sekvenovani useku ITS
Vybrané vzorky byly sekvenovany primery forward a reverse. Ziskané sekvence
nicméné nebyly pro charakterizaci dostate¢né kvalitni, a to ani po piecisténi
kvasinkové kultury a upravé PCR cyklu. S pfihlédnutim ke kvalité sekvenci byly
nicméné sekvence s primerem reverse o néco kvalitnéj$i nez sekvence s primerem
forward.

Teprve po zaklonovani useku ITS do TOPO vektoru a sekvenaci zaklonovanych
fragmentll se podafilo ziskat kvalitni sekvence dostatecné pro molekuldrni

charakterizaci druhu (obr. 4.5)

T D ¢ B

TG T C G A T C T

T G

Obrazek 4.5: Porovnani ziskanych sekvenci. Prvni sekvence — cast useku ITS, primer
forward; druhda sekvence — ITS, primer reverse; treti sekvence — usek ITS zaklonovany
do plazmidu (primer forward).

4.3.2. Sekvenovani useku D1/D2
Vysledky sekvenovani useku D1/D2 byly uspokojivé u obou primert. Na zakladé
sekvenace tohoto useku se podafilo identifikovat druh kvasinek u vSech vzorku.

Jejich vycet je uveden v tabulce 4.2.

Tabulka 4.2: Druh kvasinek Zygosaccharomyces urcéeny na zdkladé sekvenace uiseku

D1/D2.
Vzorek Druh Vzorek | Druh |Vzorek | Druh | Vzorek Druh
1 Z.rouxii | 6 Z.rouxii | 11 Z. rouxii | 16 Z. rouxii
2 Z.rouxii |7 Z. rouxii | 12 Z. rouxii | 17 Z. rouxii
3 Z.rouxii | 8 Z. rouxii | 13 Z. rouxii | 18 Z. favi
4 Z.rouxii |9 Z.rouxii | 14 Z. rouxii | 19 Z. favi
5 Z. rouxii | 10 Z. rouxii | 15 Z. rouxii | 20 Z. mellis
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4.4, Navrh primeri
Na zaklad¢ analyzy sekvenci a konsensus sekvence plazmidové DNA se
zaklonovanym tsekem ITS Z. rouxii byly navrzeny &tyfi pary primer, specifické pro

tyto kvasinky. Jejich sekvence jsou uvedeny v tabulce 4.3.

Tabulka 4.3: Sekvence novych primerii.

Oznaceni primeru Sekvence

ZRxA forward 5"-GCAAGGCCTGCGCTTAATTG-3’
ZRXA reverse 5"-CCTCTTCACTTTCGCCGAGT-3’
ZRxB forward 5"-CGCATCGATGAAGAACGCAG-3’
ZRXxB reverse 5"-CCTCTTCACTTTCGCCGAGT-3’
ZRxC forward 5"-CATGCCTGTTTGAGCGTCAT-3’
ZRXC reverse 5'-CTCTTCACTTTCGCCGAGTC-3’
ZRxD forward 5"-CAAAGTGTTGGAGGGGAAGG-3’
ZRXD reverse 5'-TCGATGCGAGAACCAAGAGA-3"’

Se viemi pary primert byla nejdiive provedena Gradient PCR. Usek DNA se podafilo
uspésné naamplifikovat u vSech primerti a na zaklad¢ gelu byla navrzena optimalni
teplota annealingu pro kazdy par. Reak¢éni schéma PCR reakce bylo obdobné jako
utseku ITS a DI1/D2 (tabulka 3.7 a 3.8), pro usek ZRxXA byla pouzita teplota
annealingu 59,5 °C, pro tsek ZRxB 58,5 °C, pro ZRxC 57 °C a pro usek ZRxD 55 °C.

Podle navrzenych reakénich protokolid byla provedena PCR reakce se vSemi
vzorky. Jak bylo o¢ekavano, vzorky Z. rouxii se podatilo naamplifikovat vSechny, a to
u vSech part primerti. Vzhledem k tomu, Ze nové primery vychazely pravé ze vzorka

Z. rouxii, predpokladalo se, ze budou specifické pravé pro tento druh kvasinek.

4.41. Primery ZRXA

Uspé&sné se podaiilo naamplifikovat viechny vzorky Z. rouxii (obr. 4.6).

Obrazek 4.6: Vysledek PCR reakce s primery ZRxA, produkty o velikost cca 550 bp se
podarilo naamplifikovat u vSech vzorkii Z. rouxii.
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Na sekvenovani byly poslany tii vzorky, které byly osekvenovany primery forward
tomu bylo u tseku ITS, sekvence s primerem forward byly necitelné. Jeden vzorek se
podafrilo osekvenovat obéma primery. VSechny sekvenované vzorky byly na zaklad¢

sekvence klasifikovany jako Z. rouxii, totozn¢ jako podle tiseku D1/D2.

4.4.2. Primery ZRxB
Stejné jako u piedchoziho paru primert se podafilo usp€sné naamplifikovat vSechny

vzorky Z. rouxii (obr. 4.7).

Obrazek 4.7: Vysledek PCR reakce s primery ZRxB, produkty o velikost cca 300 bp se
podarilo naamplifikovat u vSech vzorkii Z. rouxii.

S témito primery byly sekvenovany dva vzorky. Sekvenovani i identifikace byly

uspésné u obou z nich, a to s primerem forward i reverse.

4.4.3. Primery ZRxC
Amplifikace produkti se zdafila u vSech vzorku Z. rouxii, jak bylo oc¢ekavano.

Ke slabé amplifikaci produktu rovnéz doslo u vzorka 18-19 (Z. favi) a 20 (Z. mellis)
(obr. 4.8).

Obrazek 4.8: Vysledek PCR reakce s primery ZRxC, produkty o velikost cca 250 bp se
podarilo naamplifikovat u vSech vzorkii Z. rouxii se slabou amplifikaci rovnéz u vzorki
Z. favi a Z. mellis.
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Sekvenovani probéhlo u dvou vzorkd Z. rouxii s primery forward a reverse, v obou
ptipadech uspésné. Z diivodu slabé amplifikace produkti u vzorkd 19 a 20 byla
provedena samostatna Gradient PCR pro tyto vzorky (obr. 4.9). Cilem této
Gradient PCR bylo zjistit, zda pfi jinych teplotach annealingu nevznika kvalitnéjsi
produkt.

Obrdazek 4.9: Gradient PCR vzorkit 19 (nahore) a 20 (dole) s primery ZRxC.

Na zaklad¢ vysledkii Gradient PCR pro vzorky 19 (Z. favi) a 20 (Z. mellis) byl navrzen
samostatny protokol pro tyto dva druhy Zygosaccharomyces. Reak¢ni protokol byl
obdobny jako dfive, nicméné teplota annealingu byla snizena na 55 °C.

Vzorky 19 a 20 byly po uspé$né amplifikaci (obr. 4.10) zaslany na sekvenovani

primery forward i reverse.

DNA ladder

Obrazek 4.10: Vysledek PCR produktii vzorki 18—20 s primery ZRxC.
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Vzorek 19, dle tseku D1/D2 klasifikovany jako Z. favi, byl dle vysledkt sekvenace
primery ZRXC klasifikovan jako Z. rouxii. Vzorek 20 byl nicméné ur¢en shodné
s identifikaci dle useku D1/D2, tedy jako druh Z. mellis.

4.4.4. Primery ZRxD
Amplifikace produktd probéhla u vsech vzorkd Z. rouxii, se slabou amplifikaci
u vzorka 18-20 (obr. 4.11).

Obrazek 4.11: Vysledek PCR reakce s primery ZRxD, produkty o velikost cca 250 bp se
podarilo naamplifikovat u vSech vzorkii Z. rouxii se slabou amplifikaci rovnéz u vzork
Z. favi a Z. mellis.

Amplifikace vSech produkti byla dle vizualizace ne gelu Gspésna, sekvenace se
vSak povedla pouze u jednoho ze dvou sekvenovanych vzorki. Kvalita sekvence
nicméné nebyla pfili§ Spatna, a proto by pro ziskani vysledkd i u dal$ich vzorkd
pravdépodobné postacilo upravit Cistotu produktu nebo upravit PCR cyklus.
Z ¢asovych divodi vSak dalsi apravy PCR reakce nebyly mozné.

Diky slabé amplifikaci vzorkid 1820 byla se vzorky Z. favi a Z. mellis provedena
nova Gradient PCR reakce, aby bylo mozZné zjistit, zda se pti jiné teploté annealingu
primerti neamplifikuji tyto produkty 1épe.

Vysledky Gradient PCR vSak ani u jednoho ze vzorki neprokazaly lepsi
amplifikaci, z tohoto divodu byly navrzené podminky PCR reakce pro ZRxC také
pouzity pro PCR reakci ZRxD se vzorky 18-20 (obr. 4.12)
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DNA ladder

Obrdazek 4.12: Vysledek PCR produktii vzorkit 18—20 s primery ZRxD.

Amplifikace produkti byla vSak velmi slaba a vzorek Z. favi (19) se podatilo

osekvenovat pouze se Spatnou kvalitou chromatogramu po vyzkouseni obou primerd.

4.5. Meéreni koncentrace ergosterolu pomoci HPLC
Treti casti této prace je méfeni koncentrace ergosterolu, ktery je produkovan
kvasinkami. Produkce ergosterolu metodou HPLC byla zméfena pouze u nékterych

vzorkd, jejichz rhst to za stanovenych podminek umoznil.

45.1. Zpracovani vysledki

Pokud je sledovany metabolit ve vzorku pfitomen, na vysledném chromatogramu je
Vv dobé retencniho ¢asu patrny pik. Reten¢ni ¢asy (RT) jednotlivych metaboliti byly
cca 11,8 minut pro ergosterol, cca 12,5 minut pro 24-methylencholesterol
a cca 14,2 minut pro cholesterol. Chromatogram se standardy o koncentraci 0,1 mg/ml

je na obrazku 4.13.
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Obrazek 4.13: Vysledek HPLC analyzy standardii o koncentraci 0,1 mg/ml. RuzZovy —
ergosterol s RT cca 11,8 min; modry — 24-methylencholesterol s RT cca 12,5 min, cerny —
cholesterol s RT cca 14,2 min.
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Na zaklad¢ plochy piku je pak podle kalibra¢ni kiivky vypoctena koncentrace
metabolitu. Vysledna koncentrace ergosterolu ve vzorcich byla zhodnocena podle
kalibracni fady programem LabSolutions (Shimadzu). Pro vyznam ergosterolu
Vv kvasinkach byla kvantitativné zméfena pouze koncentrace ergosterolu, koncentrace
24-methylencholesterolu dopocitana nebyla a jeho pfitomnost méla pouze informacni
charakter. Pfitomnost cholesterolu pro povahu vzorku nebyla ocekéavana.
Koncentrace ergosterolu byla vyhodnocena v piepoftu na navazku suché

biomasy, vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.4.

Tabulka 4.4: Koncentrace produkovaného ergosterolu kvasinkami

Cislo vzorku | Ergosterol [mg/g suché biomasy]
1 0,3380
2 0,3405
3 0,3581
4 0,1740
10 0,3336
12 0,1685
13 0,1501
14 0,2119
15 0,2826
16 0,1278
17 0,2634
20 0,3603

Vzorek s nejvyssi produkei ergosterolu byl vzorek €. 20, zastupce Z. mellis izolovany
z pylu. Ze zastupct Z. rouxii izolovanych ze stiev larev byl nejlep$im producentem
vzorek. ¢. 3. Porovnani vzorku ¢. 3 oproti standardim méfenych metabolitil, zZ né¢hoz

vychazi vlastni vyhodnoceni koncentrace, je znazornéno na obr. 4.14.

20 20 20 250 2%0mn

Obrazek 4.14: Chromatogram analyzy HPLC vzorku ¢. 3. Zelené piky — sledovany vzorek,
modry pik — ergosterol, cerny — 24-methylencholesterol, rizovy — cholesterol.
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Jak je z chromatogramu patrné, jedinym metabolitem, ktery byl v kvasinkach nalezen,
byl ergosterol. Cholesterol ani 24-methylencholesterol naméteny nebyly. Ostatni piky
naznacuji piitomnost jinych metabolitti, které vSak nebyly identifikovany.

Na obr. 4.15 je chromatogram se standardy méfenych metaboliti v porovnani se
hodnotami ergosterolu (vzorek ¢. 13). Z obrazku je patrné, Ze plocha piku odpovida
koncentraci metabolitu, a ze spektrum latek je mezi kvasinkovymi kmeny velmi

podobné.

Obrazek 4.15: Chromatogram analyzy HPLC vzorku ¢. 3 a vzorku ¢. 13. Zelené piky —
vzorek ¢. 13 (mensi producent), hnédé piky — vzorek ¢. 3 (vyssi producent) modry pik —
ergosterol, cerny — 24-methylencholesterol, rizovy — cholesterol.
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5. Diskuse

V literarni reSer§i byly shrnuty poznatky o vcele medonosné a jeji mikrobioté,
zalozené na tad¢ védeckych studii, které se této problematice vénuji. Pfesto, ze byva
pozornost vénovana jak mikrobioté ranych vyvojovych stadii v¢ely (Hroncova et al.,
2015) i dospélych jedincu (Raymann a Moran, 2018), fada témat zatim zdstava
neoteviena.

Tato diplomova prace byla zaméfena na kvasinky rodu Zygosaccharomyces
asociovanych se vcelami, které se podafilo izolovat ze stfev véelich larev, rousku
a pylu. Na zaklad¢ morfologickych a molekularnich charakteristik jsou tyto kvasinky
dobte popsany (Kurtzman et al., 2011), jejich funk¢ni asociace se véelami vsak zatim
minimaln¢.

Prvni ¢ast metodického zpracovani prace tvoii morfologickd charakterizace
izolovanych kvasinek. Podkladem pro tuto charakterizaci byla prace Kurtzman et al.
(2011), jehoz publikace tvoii uceleny soubor dostupnych informaci o kvasinkach,
jejich kultivaci a charakterizaci. Piestoze Kolonie kvasinek i1 dal§ich mikroorganisma
jsou na kultiva¢nim médiu popisovany podle obecného schématu (struktura, velikost,
okraje a dalsi) samotné zhodnoceni je vzdy subjektivni.

V ramci této prace byly izolovany a charakterizovany tfi druhy kvasinek
Zygosaccharomyces: Z. rouxii, Z. mellis a Z. favi. Posledni, paté vydani knihy
The Yeasts (Kurtzman et al., 2011) zahrnuje z rodu Zygosaccharomyces pouze druhy
Z. rouxii a Z. mellis. Druh Z. favi byl objeven az pozdé&ji, v roce 2014 jeho popis
publikovali Cadéz et al. (2015).

Vyskyt kvasinek rodu Zygosaccharomyces je obecné asociovan se sladkymi
napoji, ovocnymi §tavami a dal§imi obdobnymi produkty. Jmenovité jsou to hlavné
druhy Z. rouxii a Z. mellis, které tvoti samotnou podskupinu a diky své vysoké
osmotoleranci patfi mezi hlavni kontaminanty potravin. | proto se Ize setkat s jejich
vyskytem mimo jiné v medu nebo v plastovém pylu (véelim chlebu).

Vazbu téchto konkrétnich druhit Zygosaccharomyces na med a plastovy pyl lze
diky jejich vysoké osmotoleranci odtivodnit pravé tim, ze med i plastovy pyl se
vyznacuji nizkou aktivitou vody. Vzhledem kadaptaci vybranych druht
Zygosaccharomyces na prostiedi s vysokym obsahem cukru je tedy pro né toto

prostiedi optimalni (Cadez et al., 2015).
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Pomérn¢é novy druh Z. favi byl krom& medu izolovan také z plastového pylu.
Detry et al. (2020) izolovali druh Z. favi ze starsiho produktu (plastovy pyl stary vice
nez dvacet dni), zatimco CadeZ et al. (2015) staFi produktu neuvadi. V této praci byl
druh Z. favi izolovan z rouska.

Proces zrani v¢eliho chleba za¢ina u rouskového pylu, ktery je délnicemi ulozen
do plodové komory, kde nasledné¢ podléha biochemickym pochodim. lzolace Z. favi
z rousku v této diplomové praci poukazuje na pravdépodobnost, Ze tato kvasinka je
V nezralém produktu jiz od pocatku a pravdépodobné pietrvava i béhem procesu zrani
plastového pylu.

Tato hypotéza je vSak v rozporu se studii Detry et al. (2020), kde z pylovych
rouskl druh Z. favi izolovan nebyl a objevil se az béhem tietiho dne zrani plastového
pylu, pravdépodobné ptenosem od dospélych délnic. Protoze se vSak jedna o pomérné
novy druh kvasinky, mnozstvi poznatki je zatim velmi malé.

Vyskyt kvasinky druhu Z. mellis je nejcastéji ve véelim prostiedi asociovan
s medem (Liu et al., 2016; Bovo et al., 2018) a plastovym pylem (Detry et al., 2020).
Druh Z. mellis byl nicméné izolovan i z rouska (Sinpoo et al., 2017) a ovarii i stfev
véelich matek (Yun et al., 2019). Piestoze Yun et al. (2019) prokazali, ze ovariim
a stfevu v¢elich matek Zygosaccharomyces sp. dominuji, jejich vyskyt u véelich délnic
byl vyznamné nizsi. V této diplomové praci byl druh Z. mellis izolovany z pylu. Jedna
se o prvni Gspésnou izolaci Z. mellis z pylu, vyskyt Z. mellis z pylu doposud nebyl
publikovan.

Spektrum zdrojt, ze kterych byl k tomuto datu izolovan druh Z. rouxii, je Sirsi.
Druh Z. rouxii patii mezi jeden z nejstarSich izolovanych druhti tohoto rodu, jiz
v roce 1884 jeho vyskyt pod nazvem Saccharomyces rouxii publikoval Boutroux.
Siroka ekologicka valence pak miZe zdivodnit asto publikovany vyskyt tohoto
druhu.

Diky své podobnosti s druhem Z. mellis byl také druh Z. rouxii izolovan z medu
(Bovo et al., 2018) a plastového pylu (Detry et al., 2020). Dale byl druh Z. rouxii
izolovén z traviciho ustroji dospélych vcel, zejména ze zaludku (Detry et al., 2020)
a medového vacku (Batra et al., 1973). Batra et al. (1973) rovnéz popsali izolaci
z plodovych bun¢k larev.

Tato diplomova prace popisuje izolaci druhu Z. rouxii ze stfev larev.

Oproti pfedchozim zminénym druhtim Zygosaccharomyces je ve stievech larev vyskyt

62



pravé Z. rouxii patrn€ nejvice pravdépodobny, vzhledem K jeho dfivéjsi izolaci
V jinych studiich z prostiedi larev i dospélych vcel.

Larvy ziskavaji svou pfirozenou mikrofloru z potravy, ktera je s vyjimkou prvnich
nékolika dni tvofena smési plastového fermentovaného pylu, pylu a medu (Mohr
a Tebbe, 2006). Je tedy pravdépodobné, Zze i druhy Z. favi a Z. mellis se mohou
vyskytovat ve stievech larev. Tyto druhy vsak doposud nebyly izolovany z dospélych
délnic. Pokud ale pii pifenosu mikrobioty mezi dospélci a larvami hraje vétsi roli
mikrobidlni osidleni d€lnic nez potravy, kterou larvy piijimaji, tyto druhy se u larev
vyskytovat nemusi. Odpovéd’ na tyto otazky pravdépodobné neni tak jednoducha
a zadala by rozsahlejsi studii zacilenou nejen na mikrobialni osidleni larev, ale rovnéz
na problematiku pifenosu mikrobioty mezi délnicemi a larvami.

Pro molekularni charakterizaci kvasinek Zygosaccharomyces byly v této praci
pouzity dva useky DNA, tsek D1/D2 aisek ITS. V této praci se podatilo uspésné urcit
vSechny druhy Zygosaccharomyces pravé diky useku D1/D2, zatimco na zakladé
sekvenci useku ITS nebylo mozné identifikovat druh Z. rouxii vzhledem k vyskytu
nejednoznacné identifikovanych nukleotidi v sekvenovanych vzorcich. Divodem
bylo patrné vice ITS kopii, stejné jako jiz diive popsali u Zygosaccharomyces
Saksinchai et al. (2012), Solieri et al. (2013) a Cadez et al. (2015).

Leaw et al. (2006) shledali, ze pti oddéleném sekvenovani useku ITS1 a ITS2 je
vnitrodruhové divergence sekvence ITS1 vyssi nez tseku ITS2, a z tohoto diivodu je
pro identifikaci mikroorganismu ptinosnéjsi sekvenovani pouze useku ITS2.
Tyto rozdily vSak v soucCasné dob& nejsou tak vyznamné, protoze Castéji se jiz
sekvenuji oba useky najednou.

Sekvenovani oddélenych Usekll ITS1 a ITS2 se nabizi jako moZnost pro feSeni
klonality, av§ak protoze v ramci ¢asovych moznosti nebyl prostor toto tvrzeni ovéfit,
nelze ho potvrdit ani vyvratit. Souc¢asné existuje vice univerzalnich primerti pro oba
useky ITS, ¢asto shodné oznacovanych jako primery ITS1 a ITS4, které by mohly byt
ptipadné vyzkouseny (White et al., 1990).

Egli a Henick-Kling (2001) predpokladali, ze jedinym fesenim problému Klonality
je zaklonovani useku ITS do plazmidu a jeho nasledné osekvenovani. Toto feSeni
aplikovali Cadéz et al. (2015) a rovnéZ bylo vyuzito v této diplomové praci.

Klonovani se ukdzalo jako zdatilé, na zdklad¢ sekvenovani plazmidové DNA

sinzertem useku ITS se podafilo ziskat chromatogramy se zfetelnymi piky.
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Podle nich byly potom vybrané vzorky vyhodnoceny jako Z. rouxii. Dva vzorky se
sekvencemi primery forward i reverse nasledné poslouzily jako templat pro tvorbu
novych primerd.

Celkem byly navrzeny Ctyii pary primert s o znaenim ZRxA, ZRxB, ZRxC
a ZRxD. Velikost produktu ZRXA byla cca 550 bp a jednalo se tak o nejdelsi
sekvenovany tsek z novych primerd. Velikost produktu ZRxB byla cca 300 bp,
u produktit ZRxC a ZRxD pouze cca 250 bp.

Identifikace druhu se zdafila u vSech sekvenovanych vzorkti a pokryti
sekvenovaného vzorku s referen¢ni sekvenci bylo téméf vzdy stoprocentni, stejné jako
shoda mezi nimi. Primery ZRXC a ZRxD vs$ak tvoii pomérn¢ kratké fragmenty a pro
identifikaci n¢kterych vzorki by tak nemusely byt dostacujici nebo spravné.

Kratkd délka fragmentu se ukdzala jako problémova konkrétné u vzorku ¢. 19
(dle Gseku D1/D2 druh Z. favi). S 99% pokrytim se srovnavanymi sekvencemi byl
tento vzorek po sekvenovani primery ZRxC vyhodnocen jako druh Z. rouxii. Divodem
bylo umisténi primert ZRxC, které ohrani¢ovaly usek totozny mezi vzorky Z. rouxii
a Z. favi. Primerovy par ZRxC nemohu z tohoto diivodu doporugéit pro odliSeni druht
Z. favi a Z. rouxii.

U vzorku ¢. 20 (Z. mellis) tento problém nenastal a vzorek byl na zakladé
sekvenovani identifikovan jako druh Z. mellis, totozné€ jako u Giseku D1/D2. Ptestoze
sekvence primerQ byla navrzena podle matrice Z. rouxii, zda se byt tento Gsek vhodny
i pro identifikaci dalSiho druhu Zygosaccharomyces.

Ptestoze usek ITS a usek DI1/D2 patti bezesporu k nej€astéji vyuzivanym
identifika¢nim usekiim (Leaw et al., 2006), doporucuji na zakladé¢ vysledkl
molekularni charakterizace za vhodné vyuZiti vice identifika¢nich markert, které by
Vv piipadé¢ nejasnych vysledkti pomohly s doplnénim identifikace vzorku. Pouziti vice
identifika¢nich markert se jevi jako efektivni zptisob rovnéz pro ovétreni vysledki.

Piestoze ITS oblast je oficialnim DNA barcodem pro identifikaci hub
(Snosch et al., 2012) v této praci by charakterizace pouze na zakladé€ useku ITS nebyla
dostate¢na. Aby byla mozn4 identifikace vSech vzorkl pouze na zaklad¢ tohoto useku,
bylo by nezbytné nejdiive vSechny vzorky zaklonovat. Pouziti vice identifika¢nich
markerti 1 pfipadné klonovani vzorka vSak mize byt Casove, finanéné 1 piistrojove

narocné.
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Posledni ¢asti této prace bylo stanoveni ergosterolu v kvasinkach metodou HPLC.
Kvasinky rodu Zygosaccharomyces jsou vyznamnymi producenty ergosterolu, ktery
larvy metabolizuji na ekdysteroidy, hormony nezbytné pro proces svlékani
(Paludo et al., 2018).

Jak bylo ocekévano, produkce ergosterolu byla zjisténa u vSech zastupci
Zygosaccharomyces pouzitych Vv této diplomové praci. K soucasnému datu vsak
nebyla nalezena Zadna studie, ktera by se zabyvala produkci ergosterolu u kvasinek
rodu Zygosaccharomyces v souvislosti se véelami a jejiz vysledky by mohly byt
porovnany s vysledky ziskanymi Vv této praci. V této praci bylo nicmén¢ zjisténo, ze
naméfené hodnoty ergosterolu se mezi jednotlivymi kmeny vyrazné liSily. Rozdily
byly rovnéz mezi druhy Z. rouxii a Z. mellis.

V ramci této prace nebyl ergosterol zméfen pouze u druhu Z. favi,
a to pravdépodobn¢ kviili jinym podminkdm ristu na kultivaénim médium. V ptipadé
vétsSich Casovych moznosti by vSak doplnéni informace o produkci mohlo byt
zajimavym srovnanim k jiz naméfenym hodnotam.

Dalsim  metabolitem, ktery souvisi s metamorfézou vcel je 24-
methylencholesterol. Ten vSak musi v¢ely ziskavat z jiného zdroje, protoze stejné jako
cholesterol jej kvasinky netvoti (Kitson et al., 2011). Podle oc¢ekavani tedy ani tyto
metabolity pti analyze HPLC nalezeny nebyly.

Studium produkce ergosterolu kvasinkami a vliv ergosterolu na vcely opét nabizi
prostor pro fadu dalSich vyzkumi. Nabizi se moznosti srovnani produkce s dal$imi
druhy Zygosaccharomyces, popiipad¢ s dalsimi rody kvasinek, nebo jejich cilena

aplikace v¢elim larvam.
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Zavér

Symbidza mezi mikroorganismy a véelou medonosnou odkryva nejenom mnozstvi
mechanismi, jakymi se oba systémy pfirozené dopliuji, ale nabizi také moznosti,
jak knim muze byt v budoucnu pfistupovano. Tato diplomova prace dokazuje
druhovou rozmanitost kvasinek rodu Zygosaccharomyces, které souviseji se véelou
medonosnou | mnozstvi ergosterolu, ktery tyto kvasinky produkuji.

V ramci této prace bylo dosazeno vSech stanovenych cilii. Ze vzork pylu, rouska
a stiev v€elich larev se podafilo izolovat kvasinky rodu Zygosaccharomyces a byla
provedena morfologicka charakterizace ziskanych kmeni kvasinek. I pies problémy
s identifikaci kvasinek na zaklad€ sekvenovani useku ITS byla provedena molekularni
charakterizace izolovanych kment a byly navrzeny a vyzkouseny nové primery. Tyto
nové primery jsou specifické k druhu Z. rouxii a mohou byt tedy doplnénim
diagnostiky v budoucich analyzach.

Zm¢éteni produkce ergosterolu metodou HPLC vedlo k zajimavym vysledkim.
Produkce ergosterolu neni mezi druhy Z. rouxii a Z. mellis jednotna, a to ani mezi
samotnymi kmeny Z. rouxii.

Prvni hypotézu, zda je mozné pomoci kultivacnich technik izolovat kvasinky rodu
Zygosaccharomyces z pylu, pylovych rouskt a véelich larev, lze potvrdit. Pomoci
kultivacnich médii, které spliiuji pomérné specifické naroky této kvasinky, je lze
izolovat. Kvasinky Zygosaccharomyces byly kultivovany na médiich s vysokym
obsahem cukru, které jsou diky osmofilnimu charakteru téchto kvasinek pro jejich rtst
optimalni.

Druhda hypotéza, zda je mozné pro identifikaci izolatd kvasinek vyuzit
molekularni analyzu tsekt ITS a D1/D2 je pravdiva, nicméné cesta k identifikaci
podle tseku ITS vedla pies klonovani a navrh novych primeri. Tato prace vSak neni
prvni, ve které byly podobné problémy se sekvenovanim tseku ITS popsany, obzvlasté
se zastupci rodu Zygosaccharomyces.

V fadé témat jeste zlstava prostor pro piipadné doplnéni v budoucich studiich.
Konkrétn¢ se muze jednat o izolace dal$ich mikroorganismi z jinych produktt nebo
vcel, méfeni ergosterolu u dalSich zastupcti Zygosaccharomyces ¢i jinych kvasinek,

nebo zpracovani znalosti o ergosterolu do krmeni a vyzivy larev.
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Seznam zkratek
20E — p-ekdyson, ekdysteron

30G — kultivacni médium 30% glukdza
50G — kultivaéni médium 50% glukéza
AmpR — gen rezistence k ampicilinu

aw — aktivita vody (z angl. water activity)
BenA — B-tubulin

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool — nastroj pro porovnani ziskanych
sekvenci s databazi NCBI

bp / kbp — pocet part nukleovych bazi (z angl. base pair); ptipadé kilobazi
CaM — calmomodulin

ddNTP — dideoxynukleotid trifosfat

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxynukleotid trifosfat

dsRNA — dvouvlaknova RNA

HPLC — Vysokoucinna kapalinova chromatografie (z anglického high-performance

liquid chromatography)

ITS — nekddujici spacerova DNA (z angl. Internal Transcribed Spacer)
MaA — makisteron A

MCS — mnohocetné klonovaci misto (z angl. multiple cloning site)

NCBI — Narodni centrum pro biotechnologické informace (z angl. National Center for

Biotechnology Information)
PCR — polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)

PCR-RFLP — metoda kombinujici polymerazovou fetézovou reakci a polymorfismus

délky restrikénich fragmenti (z angl. restriction fragment lenght polymorphism)
gPCR — kvantitativni PCR (real-time PCR)

IDNA — ribozomalni DNA, tsek kodujici ribozomélni RNA
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RNA — ribonukleova kyselina

RPB2 — gen kédujici podjednotku RNA polymerazy 11
rpm — otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)
rRNA — ribozomalni RNA

RT —retencni Cas

sp. — zkratka z latinského ,,species®, tedy druh; uziva se jako blize neurCeny druh

urcitého rodu
UV-VIS spektrofotometrie — ultrafialovo-viditelna spektrofotometrie
YMA — kultivacni médium YMA (Yeast/Mold Agar)

YPD — kultiva¢ni médium YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose)
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