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Abstrakt

V ramci této diplomové prace byly izolovany mikroorganismy z plastového pylu véel
a dva byly vybrany k analyze jejich biologické aktivity. Literarni reSerSe se zaméiuje
na funkci véelich kast a vyvoj véeliho spoleCenstvi. Dale popisuje potravu vcel
a s ni souvisejici mikrobiom a tlové mikroorganismy. Prakticka ¢ast prace je zamétena
na vlastni kultivaci mikroorganismu, jejich uréeni pomoci 16S rRNA a izolaci
biologicky aktivnich latek produkovanych analyzovanymi mikroorganismy. Zjisténé
vysledky z molekularné biologickych metod potvrdily shodu se dvéma druhy hub rodu
Penicillium, a to konkrétné P. corylophilum a P. citrinum. Extrakty ziskané
z kultivacnich médii neprokazaly zadné baktericidni ani fungicidni Gi¢inky. V extraktu

pochazejicim z Penicililum citrinum byl potvrzen vyskyt latek lovastatin a citrinin.

Kli¢ova slova: véela medonosna (Apis mellifera), mikroorganismy, plastovy pyl, PCR

metoda, Penicillium



Abstract

As part of this thesis, microorganisms from honeycomb pollen of bees were isolated
and two were selected to analyze their biological activity. Literary research focuses on
the function of bee castes and the development of the bee community. It also describes
the food of bees microbiome and hive microorganisms associated with it. The practical
part of the thesis is focused on the self-cultivation of microorganisms, their
determination by 16S rRNA and isolation of biologically active substances produced
by the analyzed microorganisms. The results obtained from molecular biological
methods confirmed compliance with two types of fungi of the genus Penicillium,
specifically P. corylophilum and P. citrinum. Extracts obtained from culture media
showed no bactericid or fungicid effects. The presence of lovastatin and citrinin has

been confirmed in the extract originating in Penicillum citrinum.

Keywords: honey bee (Apis mellifera), microorganisms, honeycomb pollen, PCR

method, Penicillium
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Uvod

Chov v¢el lidmi je datovan jiz do starov€ku, v Evropé pak k velkému rozvoji vcelafstvi
dochazelo od stiedoveku. I ptes dlouhou interakci cloveéka a véel v soucasnosti existuje
Siroce neprobadany vztah vcel k mikroorganismiim, které se bézné v ulu vyskytuji,
at’ uz jako patogenni, komenzalni nebo symbiotické mikroorganismy. Se vzristajicim
poznanim zejména stoupa vyznam symbiotickych mikroorganism.

Aktualni vysledky vyzkumu pomérné dobte popisuji mikroorganismy (zejména
bakterie), které se vyskytuji v travici soustavé vcel a sni souvisejicimi zldzami
(zejména hltanové zlazy). Zjisténi studii tlovych mikroorganisml naznacuji, ze byt
evropska vcela medonosna (Apis mellifera) cilenou ,kultivaci mikroorganismt
(zejména hub a kvasinek) v ulu neprovadi (resp. do dnesni doby neni popsana), tak i
piesto se ve vcelich zasobach (resp. produktech vyuzitelnymi lidmi — plastovém pylu
a medu) nachazi velké mnozstvi riznorodych mikroorganismi. Detailni popis
interakce vcel s vétSinou mikroorganismti ovsem chybi.

Dle ptedpokladi vétSiny praci je dilezitd nejen zootechnickd péce o vlastni
vcelstvo, ale diraz je kladen i na podporu rozvoje nepatogennich mikroorganismii,
které se bézn¢ v ulovém prostoru nachazi. Tato podpora je vétSinou charakterizovana
jako udrzeni riznorodosti véeli pastvy (a to zejména pylu a nektaru), ale i sniZovani
vlivu vnéjSich xenobiotik (napt. fungicidy), které pochézi jak ze zemédé€lské ¢innosti,
tak 1 Cinnosti malopéstiteld. Aktualni uroven poznani pak popisuje hlavné negativni
vliv agrochemikalii jak na samotny fyziologicky stav vcelstva, tak 1 prospésné
mikroorganismy.

Cilem prace bylo provést izolaci a kultivaci vybranych mikroorganismi
nachézejicich se v plastovém pylu a provést jejich druhové uréeni pomoci molekularné

biologickych metod.




1. Literarni piehled
1.1 Vcelstvo

Stale Castéji se objevuje nazor, ze vcelstvo je komplexnim organismem. Kromé
rozdéleni na jednotlivé kasty s pfesné danymi funkcemi (Vesely et al., 2013) Ize ho
chapat jako superoganismus. Dle Tautze (2009) pravé tento superorganismus ma
specifické vlastnosti, protoze je tvofeny velkym mnozstvim mnohobunécénych
organismil (vcel), které spolu kooperuji a uhynuti jednoho jedince (dle okolnich
podminek, délnice nebo trubce) vyznamné fungovani veelstva neovlivni. Dale
zminuje, Ze superorganimus vcelstva je pfizpusobivé komplexni spolecenstvi, které se
sklada z tisict jedinct, ktefi jsou neustale aktivni a pfi svych ¢innostech reaguji na
okolni prostredi aktivity dalSich jedincii v ule.

Obdobnou myslenku charakterizovali Moritz a Fuchs (1998), kteti vcelstvo
popsali jako mnohobunéény organismus, ve kterém neplodné délnice maji
srovnatelnou funkci jako somatické bunky se slozitymi a komplexnimi interakcemi.
Tyto interakce jsou castecné kontrolovany hierarchickymi signaly (feromony)

vyuzivanymi pro celkové informovani vcelstva.

1.1.1 Kasty vcel

V¢ela medonosna (Apis mellifera) patii do skupiny eusocialniho hmyzu. Tento hmyz
se vyznacuje urCitymi vlastnostmi, které vedou k socialnimu zplsobu zivota
a spole¢nému fungovani nékolika tisic jedinct, z nichz ma kazdy (resp. kazda skupina)
ptesné specifickou tlohu. Celé spolecenstvi je stalé (nezimuje jen kralovna jako napf.
u vos), dospéli jedinci se staraji o mladsi vyvojova stadia (larvy, pupy — kukly), v ule
zije nékolik generaci vcel, jedinci ve spolecenstvi jsou rozdéleni na neplodnou
(d€lnice) a plodnou kastu (kralovna, trubei). VSichni jedinci pak pracuji na preziti
celého superorganismu ¢i kolonie a zdrovenl samotny jedinec bez ostatnich neni
schopny ptezit (Mortensen et al., 2013).

Z pohledu rozvoje vcelstva a mnozstvi jedincl, ktefi kolonii obyvaji
je nejvyznamnéjSi vcelou matka. Jednd se o pohlavné dospélou samici s plné
vyvinutymi pohlavnimi organy a pohlavnimi zlazami, které¢ produkuji vajicka,
aby vytvotila novou generaci véel. Vylucuje také feromon, ktery udrzuje véelstvo

pospolu (Gillespie, 2018).




Jeji vyvojovy cyklus trva 16 dni (3 dny vajicko, 9 dni larva a 3 dny kukla). Po cely
larvalni vyvoj je krmena mateti kasi¢kou. Ta se sklada cca z 60 % z vody, z 13 %
z bilkovin, z 11 % z jednoduchych cukrii dale z malého mnozstvi vit C a riznych
stopovych mineralll a enzymul. Rozdil mezi dé€lnici a matkou je pravé ve vyziveé
Vv larvalnim obdobi (Baer, 2018).

Dalsi a zarovenn nejpocetnéjsi kastou jsou de€lnice. Dé&lnice jsou pohlavné
nevyvinutymi samicemi. Jejich télo obsahuje vajecniky, ale oproti matce jsou piiblizné
10x mensi a zaroven jejich pohlavni ustroji neumoznuje plnohodnotné pafeni s trubci
a zaroven znemoznuje ulozeni spermii (chybéjici spermatéka). Jejich tkol v ulu
je zajist'ovat fungovani veelstva, kromé rozmnozovani (Mcgregor, 2017).

Vyvoj d€lnice trva 21 dni (3 dny vajicko, 10 dni larva a 8 dni kukla). V larvalnim
stadiu jsou krmeny mateti kasickou s ptidavkem pylu a medu. Fyziologicky jsou
uzplsobeny na praci v ulu a mimo ul. Maji delsi jazycek a velké medné vacky, na
tfetim paru koncetin pylové kose pro pienos pylu. Mohou vytvaret mateii kaSicku
Z hltanovych zlaz. Dale maji Ctyii sady voskovych zlaz, umisténé uvniti poslednich
Ctyt ventralnich segmenti bficha a maji i zihadlo. Druh prace, kterou délnice
vykonava, do zna¢né miry zavisi na jejim véku. Prvni tfi tydny jejiho dospélého zivota
je v alu a vykonava rizné funkce, po tfetim tydnu Zivota se ze veely stava tzv. 1étavka
a zajist'uje ul zevné, piinosem nektaru, vody, pylu a medovice (Adjare,1990).

D¢lnice ma povinnosti v tle, nejdiive jako uklizecka (od vykukleni do 3. dne
veku), kdy cisti plastové buiky. Dalsi funkci ma jako krmicka (od 3. do 6. dne véku)
kdy krmi starsi plod a pecuje o matku. Nasleduje funkce kojicky (od 6. do 12. dne
véku) to pecuje o matku a mladsi plod. Dale je stavitelka (od 12. do 18. dne véku) to
stavi platy. Pak je strazkyni ¢esna (od 18. do 21. dne véku) (Morrison, 2014).

Kastou, ktera zajistuje rozSifovani genetické informace vcelstva, je matka
oplodnéna diky trubctim. Jedna se o haploidni samce, tj. jedince s polovi¢ni sadou
chromozomil. KdyZ mlad4d matka ma byt oplozena, leti na tzv. snubni prolet a trubci
s ni. Po spafeni s matkou hynou, nebot’ se jejich kopula¢ni organ vytrhne. S matkou se
spafi 10 az 30 trubcti béhem proletu (Bentzien, 2008).

Vyvoj u trubcti trvéa 24 dni (3 dny vajicko, 14 dni larva a 7 dni kukla). Po vylihnuti
se zdrzuji v alu, kde jim cca 14 dni dozravaji spermie. V tlu ziji od dubna do zafi, kde

zahiivaji plod a ¢ekaji na snubni prolet mladé matky (Czekonska a Tofilski, 2020).
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1.1.2 Vyvoj vceliho spolecenstva

Veskery vyvoj véelstva zavisi na ptirodnich podminkach, nebot” v¢ely jsou odkazany
na rostliny, které jim poskytuji jejich pfirozenou potravu. Véelar tedy nemiize véelstva
osetfovat mechanicky, ¢ podle pfedem daného modelu chovu. Ridi se tedy rozkvétem
vudcich rostlin. Velatsky rok za¢ina podletim, podzimem, zimou, pfedjafim, jarem,
Casnym létem a plnym létem (Vesely et al., 2013).

Podleti — toto obdobi charakterizuji ,,Zitné Zné*, nebot’ hlavni plodinou je zito seté.
Nyni se lihnou dlouhovéké vcely, které se budou starat o prvni jarni generaci. Vcely
by mély mit zimni zasoby uz zpracované a ulozené v plastvi. Vedle cukernych zasob
maji v¢ely Vv plastu ulozeny i dostatek pylovych zasob, diky nim si vytvoii na zade¢ku
tukové téleso, které jim umozni prezit zimni obdobi. VEelar za¢ina s 1éCenim vcelstev
proti rozto¢i Varroa destructor (Sol¢ansky, 2017).

Podzim — je nejkratsi obdobi, v tuto dobu 1é¢ime véelstva proti rozto¢i Varroa
destructor. V¢elat kontroluje stav ulu, silu v¢elstva a zasoby medu, které by mély byt
minimalné 15 kg na ptezimovani (Cramp, 2016).

Zima — je obdobi, kdy je vegetacni klid. Teplota klesla dlouhodobé pod 10 °C,
listy dfevin opadaly a vcely vulu zacaly tvofit tzv. zimni chomac. Jedna se o
kompaktni masu vcel, kdy vcely vibraci svalt a kiidel zvySuji teplotu a zahtivaji plod.
V tomto obdobi by mély mit klid, nebot’ rusenim vcel se zvySuje 1 pfijem potravy
a v€ely by mohly vyhladovét (Morrison, 2014).

Predjaii — jeho pocatek se vyznacuje rozkvétem olse lepkavé. V teplejSich dnech
véely hromadné vylétaji z Glu, aby si vyprazdnily vykalovy vak. Pokud z ulu vylétaji
vCely malétné ¢i jednotlivé, mize vcelstvo byt hladové. JelikoZz se zacinaji lihnout
nove vcely, mél by vcelat v teplejSich dnech provést prohlidku veelstva. Pti prohlidce
zkontrolovat stav zasob, pfitomnost matky, celkovy stav plasti a silu v¢elstva (Vesely
etal., 2013).

Jaro — zacinaji rozkvétat tfesng, véelstvo zacina silit. Z jednoho plastu s plodem
se vylihnou mladusky a ty obsednou zhruba plochu tfi plasta. U vcel se zacCina
projevovat stavebni pud. Toho vcelat vyuziva a obnovuje vceli plasty, aby predesel
nemocem vcelstev (Gritsch, 2014).

Casné 1éto — je obdobi, kdy véelstvo rychle roste, proto vyzaduje prostor v tilu.
Pokud matka nema kam klast vajicka a délnice nemaji kam ukladat nektar, zacne v lu

panovat tzv. rojova ndlada. Vcelaf proto piidava dalsi nastavky a vytvaii dostatecny

11



prostor (Luke, 2020). Hlavni kvetouci plodinou v tomto obdobi je trnovnik akat
(Vesely et al., 2013).

PIné 1éto — zacina letnim slunovratem, ktery je 21. Cervena. Rojova nalada
ustupuje, nebot’ vykon kladeni matky je mensi. V¢elstva dosahuji nejvétsiho vrcholu
ve vyvoji, jejich pocet v tlu je mezi 20000 az 50000.V tuto dobu vcelat odebird véelam
med, nastaiva medobrani. Pro vcely je hlavni sezdéna sbéru medovice. Nektaru
je vptirodé méné a proto vCely zacCinaji slidit a loupit. Objevuje se u nich i

shromazd’ovaci pud, v tomto obdobi kvetou lipy (Bentzien, 2008).

1.2 V¢eli potrava

Véely jsou vysoce socidlni hmyz, ktery se neustile déli o potravu ve svém
spolecenstvi. Diky sbéru a pfedavani potravy jsou vcely vysoce nachylné na pienos
parazitu a patogend (Anderson et al., 2011).

Travici trakt véely slouzi k ptijimani, pfenaseni a zpracovani potravy a spole¢né
s vymé&Sovacim Ustrojim rovnéz i k odstrailovani nestravenych zbytki potravy z téla.
Jakozik jejich hromadéni v dob¢, kdy nemutize véela z ulu vylétat (Vesely etal., 2013).

Tréavici Gstroji mizeme rozdélit na tii ¢asti. Prvni Cast je tvofena hltanem, jicnem
a mednym vackem, druhou ¢ast tvoti zaludek a tfeti tenké stievo a koneénik neboli
vykalovy vak (Rada et al.,2009).

Z evoluéniho hlediska pavodni druhy blanokiidlého hmyzu nejspiSe
konzumovaly jiné druhy hmyzu, tj. potravu bohatou na bilkoviny a tuky. Evolu¢nim
vyvojem vcel pak doslo ke specializaci na rostlinné $tavy a pyl, které¢ predstavuji
pro v¢ely vyznamny zdroj energie a bilkovin (Fejkova, 2018).

Nektar a pyl sbirany vcelami se dale zpracovava a zraje v ulu prostiednictvim
¢innosti mikrobl a enzymu ziskanych od vcel (Lee et al.,2015).

Ptizplisobeni véely medonosné vychézi ze vzajemného vztahu s entomogamnimi
rostlinami (a predevsim téch, jejichz kvétenstvi je dostupné véeldm). Tomu odpovida
schopnost téchto rostlin produkovat za vhodnych vnéjSich podminek (teplota
a vlhkost) nektar, ktery slouzi jako atraktant pro hmyz, ktery nasledné provede opyleni
kvéth sbérem pylu z ty€inek a pifenosem pylu z jedné rostliny na bliznu rostliny jiné

(Hung et al., 2018).
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1.2.1 Nektar a medovice

Nektar se zacina tvorit uz v listech rostlin. Rostlina ¢erpa oxid uhli¢ity a vodu,
produkuje cukr a vyuziva ktomu energii ze slunce. Tomuto procesu se ftika
fotosyntéza. Jednoduché sacharidy protékaji rostlinou a vyzivuji ji. Kofeny, stonky,
listy a plody pouzivaji tuto zasobu cukru k ristu. Prebyteény sacharidovy roztok
se vylu€uje v nektariich kvétin, kde ji mohou pit v¢ely a dalsi opylovaci, jako jsou
motyli a kolibfici (Sartell, 2017).

Vcely sbiraji potravu (nektar, medovici, pyl) i kdyz nemaji hlad. V tzv. obdobi
kdy je sntska, vyhleddvaji potravu hlavné diky ¢ichu a v pfipad€ nektaru i pomoci
zraku, protoze entomofilni rostliny produkujici nektar maji vétSinou barevné okvétni
listky. Je-li sntiska bohata 1étavka pomoci v¢elich tane¢kt informuje o misté, kde se
snuska nachazi (Vorlova, 2002).

Nektar je produkovan sekre¢nimi zlazami kvétin zvanymi nektarii. Kvétinovy
nektar se sklada hlavné z vody s vysokou koncentraci cukrii — hlavné sacharozy,
glukozy a fruktozy. Nektar také obsahuje malé mnozstvi aminokyselin, organickych
kyselin, proteint, lipidi, antioxidantli, mineralt a enzymu. Vcely saji nektar z kvéta
svymi dlouhymi trubkovitymi jazyky. Béhem tohoto procesu jsou vcely pokryty
pylem. V¢ela sbira pouze nektar a pyl kvétin stejného druhu, této vlastnosti se fika
florokonstantnost. Je tak zajisténo, Ze shromazdény nektar bude pouze z jednoho
druhu a pyl na v¢ele opyli stejné druhy rostlin (Brown, 2015).

Medovice je cukernaty vymeések, ktery vylucuje drobny hmyz, ten se zZivi mizou
sitkovic, coZ je slozka vodivého pletiva krytosemennych rostlin. Mezi nejvyznamnéjsi
producenty medovice patii msice, Cervi a mery (Haragsim, 2005).

Véela sebere nektar ¢i medovici do Gst, na ktera navazuje hltan a jicen prochazejici
hrudi. Jicen se pak v zadecku rozsifuje v medny vacek, ktery je od zaludku oddélen
hruskovitym ventilem zvanym Ceslo. Diky nému mutze véela pouzit medny vacek jako
prepravni nadrz pro nektar ¢i medovici (Titéra, 2013).

V medném vacku se pomoci vyméska zlaz nektar nebo medovice zahustuje
v tidky med. Jedna véela ovSem neni schopna pridat dostatecné mnozstvi
vyméskovych 7laz, aby byl med dostate¢né husty. Proto v ulu nektar ¢i medovici
vyvrhne na sosak a pfedava ho dalsi vcele. Tento proces se opakuje jesté n€kolikrat,
nez je nektar ¢i medovice dostateéné husty (Vesely et al., 2013).

Nektar se pfeménuje na med procesem zrani. Nejvyznamnéj$im rysem tohoto

procesu je znacnd ztrata vody, kterd se déje ve dvou stadiich: pocatecni odparovani
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provadéné vcelou, coz snizuje obsah vody na 40 az 50 % a kone¢né odpatfovani, které

se provadi v bunice plastu, ¢imz se ziska produkt s 15 az 18% vody (Collison, 2015).

1.2.2 Pyl

Pylové zrna jsou pohlavni buiiky (samcich) kvetoucich rostlin. Ty se vytvareji
Vv kvétech v prasnicich, které jsou na konci nitkovitych tyCinek. Po dozrani prasniky
prasknou a pylova zrna se dostanou na povrch ty¢inek, odtud se pfenaseni na pestiky
sami¢ich kvéti pomoci vzduchu, vody a nejriznéjsich zivocicht, predev§im hmyzu
(Titéra, 2013).

Ke sbéru pylovych zrn v€elam slouzi hlavné nohy, které jsou vybaveny nékolika
organy — kartaCky, hiebeny, tlacitky a koSicky. V nich sebrany pyl hrudkuji na
tzv. pylovou rousku, tu pak nosi na tfetim paru nohy do ulu (Haragsim,2004).

Vcely sbiraji pyl n€kolika zpisoby, Aktivni sbér pylu, kdy vcely ucelné piijimaji
pyl ptimo z prasnikli nebo jinych kvétinovych povrchi a tvoti v kosicku tzv. pylovou
rousku. Anebo pasivni sbér, kdy vcely saji nektar a pyl se zachyti na jejich téle, které
pak ocisti. Spole¢né s pylem véely sbiraji i spory riznych hub (Parish et al., 2020).

V 1lu jsou obé pylové rousky dané do prazdné bunky, kde je dalsi délnice natlaci
hlavou a kusadly do buriky tak, aby byl vytlaéen vzduch. Zacina fermentace a vznik
bakterii mlééného kvaseni. Délnice naplnuji buiitku ze dvou tietin udusanym pylem.
Nasledn¢ bunku zakonzervuji medem a vyméskem ze svych zlaz (Titéra, 2013).

Symbionty mlécného kvaseni se =zapojuji do wudrzovani bezpecného
mikrobiologického stavu ve vcelstvu, tim Ze inhibuji rizné mykotické kontaminace
v¢eliho chlebu. V¢ely pak krmi plod takto zakonzervovanym pylem (Janashia et al.,
2018).

Na fermentaci plastového pylu se podileji také rizné plisn€, nejcastéji z rodu
Aspergillus, Penicillium, Rhizopus a Cladosporium. Diky t€émto houbam se pieménuje
plastovy pyl na tzv. véeli chléb, ten ma piiznivou potravni hodnotu pro larvy vcely
Apis mellifera (Yoder et al., 2013). Vc¢eli chléb je smés pylovych rousek, medu
a bakterii mlé¢ného kvaseni (Bakour et al., 2019).

Pyl je prakticky hlavnim zdrojem bilkovin, aminokyselin, lipidt, Skrobu, sterolt,
vitaminll a minerall. Je také dilezity na irovni vcelstva, protoze umoznuje produkci
kasicky mladymi dé€lnicemi, které ji pouzivaji jako krmivo pro larvy, matku, trubce
a star$i délnice. Pfimym disledkem nedostatku vyzivy (nedostatek pylu) je pokles

populace véelstva a pravdépodobné nedostatecné zdravi jedincd, coz by mohlo také
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ovlivnit prah rezistence vcel vici jinym stresiim jako napt.: patogeny nebo pesticidy
(Pasquale et al., 2013). Podle Annoscia et al. (2017), je pyl nezbytnou soucasti véeli

potravy v boji proti ektoparazitiim, zvlasté pak s roztocem Varroa destruktor.

1.3 V¢eli mikroorganismy

Mikroorganismus a mikrobiom je skupina nejriiznéjSich jednoduchych forem zivota,
které obecné zahrnuji bakterie, archea, fasy, houby, prvoky a viry. Nejvyznamnéjsi
skupinou mikroorganismua u vcel jsou hlavné bakterie, viry a houby, ty mohou byt
jednobunééné (kvasinky) nebo mnohobunécéné (vldknité houby). Mnohobunécné
houby tvofi bunky valcovitého tvaru, ty na sebe navazuji a tvoti vlaknita vlakna neboli
hyfy, ty mohou nést vytrusy. Jestlize se namnozi dostatek hyf vytvoii se neurcita
hmota zvana mycelium (Pelczar a Pelczar, 2020).

Ur¢ité vztahy mezi mikroorganismy lze definovat jako symbiotické, v nezuZzeném
smyslu je to oznaceni vztahti mezi organismy, v nichz jedinci urcitych druht Ziji
ve spoleCenstvi s jedinci jinych druhi. Tyto vztahy lze rozdélit z hlediska
prostorovych vztahli na ektosymbiozu (na buiikdch) a na endosymbidzu (uvnitf
bunék). Nebo z hlediska ptisobeni mikroorganismii na hostitele, ur¢ujeme tedy stupen
télesné blizkych vztahi mezi organismy, rovnovahy vyhod a miru zavislosti (Rosypal
etal, 1981).

e Neutralismus — organismy se navzajem neovliviuji,

e Komenzalismus — jeden organismus ziskava a druhy neni ovliviiovan,

e Mutualismus — oba organismy ziskavaji, oboustranné pozitivni vztah,

e Soutézni — boj o ziviny a prostor,

e Amenzalismus — metabolity jednoho organismu inhibuji rozvoj jiného

organismu,

e Parazitismus — jeden organismus cizopasi na druhém,

e Predace — jeden organismus pozira druhy (Rosypal et al., 1981).
Védcei zjistili, ze ve stfevé vcely zije symbioticka bakterie Snodgrassella alvi,
ta vCelam neskodi a ve vétsi mife pasobi negativné na rozto¢e Varroa destruckor,
ten Vv poslednich letech pusobi zna¢né ztraty vcel. Varroa destructor se zivi
hemolymfou vcel a je také pfenaseCem nejriiznéjsich virti. Nelze vSak tvrdit, Ze 1éCeni

véel pomoci S. alvi se miize G¢inné provadét plosné, protoze zalezi i na stanovisti
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véelstva a snim i spojenou rozmanitost pylu. Ten je velice dulezity z hlediska
odolnosti v¢elstva (Leonard et al., 2020).

Symbidzu mezi véelou a mikroorganismem zaevidovala také skupina entomologti
z Brazilie. Konkrétn¢ se jednalo o vztah mezi brazilskou vcelkou Scaptotrigona
depilis a houbou rodu Monascus. Tato houba pisobi pfiznivé na plod véel a mira
preziti véel v laboratornich podminkach s touto houbou je 76 %. Zatim co v¢el bez
této houby ptezilo pouze 8 %. Jelikoz houby tohoto druhu vylucuji chemikalie

s antimikrobialnimi uc¢inky (Menezes et al.,2015).

1.3.1 V¢eli mikrobiom

Ve stievé veéely medonosné Ziji symbiotické bakterie, které jsou sdileny a rozSifovany
mezi véelami a vcelstvy. Tyto bakterie nazyvame jako mikrobiom, proto mikrobiom
lze chapat jako spolecenstvi mikroorganismu, které ziji uvniti tél jinych organismt
na povrchu sliznic. Mikrobiom je dulezity z hlediska vyzivy a imunity véel. Jelikoz
véeli mikrobiom muze chranit véely pred patogenimi vlivy ¢i parazity, zkoumaji
se ruzné probiotické latky k ochrané véel (Fraindova, 2017). Podle Erbana (2020)
muze u véel dochazet také diky symbiotickym bakteriim k vzajemnému pisobeni S
riznymi pesticidy.

Mikroorganismy ve stfevé vcel zanikaji, nebot’ vcely jsou vystaveny riznym
abiotickym a biotickym stresovym faktoriim. Pouzivani antibiotik jako terapeutickych
latek je v EU zakazano, a tak se v&dci snazi aplikovat na v¢ely ,,probioticky komplex*
pro podporu jejich imunity. VétSina mikroorganisma z ,,probiotického komplexu
pochazi zkment Lactobacillus, Bifidobacterium a Bacillus. Tyto bakterie jsou
izolovany z plodin ¢i stiev veel. Piestoze celkové vysledky ukazuji ptiznivy Gc€inek
pii pouzitych mikrobialnich kment u vcel, nelze dojit k zavéru Ze tento ,,probioticky
komplex“ bude pozitivné ptsobit plosné (Alberoni et al.,2016).

Diky netradi¢nimu pfistupu a sekvenovani usekd nukleovych kyselin, metodou
NGS (Next Generation Sequencing) poptipadé celych genomt, vyrazné zlepsuje
schopnost identifikovat mikrobidlni komunity u v¢el. Dtlezité jsou ovSem i kultivacni
metody, které umoznuji izolovat sledované bakterie pro dals$i studium nebo
identifikaci gen. Podminky kultivace pro bakterie z traviciho traktu véel vyzaduji
nizky obsah kysliku a vyssi teploty (Engel et al.,2013).

Ve stteve veely Zije asi 50 miliard bakterii, kdy jejich vzajemné zastoupeni urcuje

kondici véely. Béhem vyvoje vcely (vajicko, larva, kukla, dospélec) se zastoupeni
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bakterii méni. V prvnich dnech vyvoje ve stfevé pievazuji tzv. gamaproteobakterie.
Od patého a Sest¢ho dne vyvoje dojde ke zmén¢ a u larvy se namnozi pocet laktobacili.
Kdyz se vcela zakukli, zacne se jeji travici trakt pretvaret na podobu jakou ma
dospélec. V zavislosti na této zméné se zacnou mnozit gamaproteobakterie. Kdyz se
véela prokouse z plastu ven, tak se béhem tydne v jejim traktu pomnozi opét
laktobacily a gammaproteobakteriemi v poméru pifiblizn¢ 1:9. V tomto obdobi ma
véela nejvice bakterii, které postupné zanikaji (Sekaninova, 2015).

Hlavnimi druhy bakterii zaZivaciho traktu jsou spiSe anaerobni neZz aerobni
bakterie, kde u vcely byly nalezeny koliformni bakterie, enterokoky, stafylokoky,
Bacillus sp., Pseudomonas sp., mikroskopické houby a kvasinky. Vétsinu téchto
bakterii vCela ziskava z mikroflory zazivaciho traktu, ktera se utvaii z pylu, prachu
a vzduchu, proto mikroflora gastrointestindlniho traktu je u letnich a zimnich vcel
statisticky odlisna (Kacaniova et al.,2009).

Mikroflora véel 1étavek, tedy nejstarSich vcel nosicich do Ulu pyl, nektar nebo
vodu je velmi pestra, s vysokym obsahem laktobacilt, zejména z kvétu (Havlik, 2015).

Mimotadné dulezitou funkci tvofi stfevni mikroorganismy a mikroorganismy
v plastovém pylu. Hlavnimi druhy MO ve stievé jsou Enterobacteriaceae,
Ricketsiaceae, Spiroplasmataceae a Bacillaceae. V plastovém pylu urc¢uji specificnost
MO z rodu Neisseriaceae, Flavobacteriaceae, Acetobacteraceae a Lactobacillaceae.
Pfi¢emz mezi véelim stievem a plastovym pylem je sdileno pouze 7 % skupin MO na
urovni druhi (Saraiva et al., 2015).

Kondici a zdravotni stav vcel ovliviluje mnoho enviromentalnich vlivl
(stanovisté, podnebi, sniiska), nemoci (varro6za, mor vceliho plodu a virdzy)
a Vv neposledni fadé¢ i fada lidskych aktivit (pesticidy — insekticidy, Spatné oSetieni
vcel). Veely nemaji adaptivni (ziskanou) imunitu, maji tzv. socidlni imunity a diky
riznym mechanismim (hygienické chovani, zahtivani plodu, sbér propolisu, kaleni
a uhyn v€el mimo ul) jsou schopny potlacit tlak patogenli ve spolecenstvi (Danihlik

a Petfivalsky, 2015).
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1.3.2 Ulové mikroorganismy

Stejné jako vceli mikrobiom je vyznamné i ulové mikroklima, které vely vytvare;ji,
kdyz ptfinaseji sladinu, pyl, medovici, pryskyfici, vodu a dalsi suroviny do flu,
spolecné s témito surovinami nosi 1 mikroorganismy z okoli. Proto lze ulové
mikroorganismy chépat jako roz§iteny organismus, v kterém symbioticka mikrobialni
spoleCenstvi napomahaji véelam ve vyzivé a chrani je i pred patogeny (Anderson et
al., 2011).

Mikroorganismy mohou byt do ulu i zavleCeny, tehdy se vétSinou jedna
0 patogeny. Nejcastéj$i prenaSe¢ patogent v ule je paraziticky rozto¢ Varroa
destructor. Ten saje hemolymfu véel a ptenasi viry. Jeden z prvnich znamych viri je
virus deformovanych kiidel (DWV — Deformed Wing Virus). Dale pak virus akutni
paralyzy vcel, virus pytlickovitého plodu, virus ¢ernani matecnikd, kaSmirsky virus
a dalsi. VSechny tyto viry patii dle taxonomického zatazeni do fadu Picornavirales.
Nemaji lipoproteinovy obal a proto jsou velmi citlivé k dezinfekci fyzikéalni a zvlaste
pak k chemické (HolejSovsky, 2020).

V tlu mize byt i pfitomna bakterie Paenibacillus larvae (pivodce vceliho moru),
tato bakterie napada vceli plod (vyznacuje se mezerovitosti plodu) a tak vcelstvo hyne,
nebot’ se nelihne nova generace veel. Pokud se odhali v Glu v piedklinickém stadiu,
Ize jesté veelstvo ,,vylécit vétSinou diky eliminovani negativnich vlivu (1é¢eni
na varrodzu, nové stavebni dilo) a zesileni véelstva (vyména matky). Pokud ovsem
vCelstvo uhyne, musi se neprodlen¢ odstranit veskeré materidly, které nejdou
dezinfikovat. Ty se pak pozdé&ji pali, protoze spory bakterie Paenibacillus larvae jsou

velice odolné a nakazlivé (Stipl, 2015).
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2. Cil prace
Cilem prace bylo izolovat pfitomné biologicky aktivni mikroorganismy z plastového
pylu, sledovat a vyhodnotit jejich rast a prokazat ptipadnou piitomnost biologicky
aktivnich latek (enzymt apod.) se zfetelem na moznou antimykotickou

¢1 antibakterialni aktivitu.
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3. Material a metodika

3.1 Material

Analyzované vzorky plastového pylu a medu, které byly do prace zatazeny
dle naslednych zjisténi v prubéhu provadénych analyz, se odebiraly z vybranych
véelstev v jiznich Cechach.

Vcelstva byla umisténa na okraji obce Kamenny Malikov (okres Jindfichiv
Hradec) v oteviené v¢elnici. Chovanym plemen byla v¢éela medonosna kranska (Apis
mellifera carnica) blize nespecifikovaného ekotypu.

Odbéry materialu pro kultivaci (plastovy pyl) byly provedeny v mésici dubnu
2019. Odbéry vzorkt medu byly provedeny v mésicich Cervenec, srpen a zafi. Vybér
vcelstev byl proveden dle poctu obsednutych ramki celkem z 5 véelstev (mésic duben
a nasledné odbéry).

Na sledovaném stanovisti jsou vcely chovany v nastavkovych (11 ramkové
nastavky) ulech s ramkovou mirou 39x24 cm. Dopliovani zasob probih4 po ukonceni
kvétu, pro uvedené stanovisté posledni vyznamné vcelaiské plodiny, lipy malolisté
(Tila cordata). V roce 2018 to bylo v mésici ¢ervenci. Tou dobou je véelam podavan
cukerny, sachar6zovy sirup (v prvni davce 1:1, v dalSich davkach pak 2:1) ad libitum
do celkové primérné davky na vcelstvo 15-20 kg. Po doplnéni zasob v mésici zafi
doslo k 1é¢bé veelstva a snizeni infestace roztocem Varroa destructor. Dle metodik
uvedenych v ndvodech k pouziti jednotlivych ptipravkil byla v mésici zafi provedena
kontaktni aplikace gabonovymi pasky (Gabon PF 90, G¢inna latka tau-fluvalinat),
pii poklesu dennich teplot pak byla provedena fumigace piipravku Varidol 125 mg/ml
a shodny pfipravek byl v prosinci aplikovan certifikovanym vyvijeCem aerosolu.
Z rozborl zimni mé&li pak na stanovisti byl zjiStén pramérny spad 2 klestici na jedno
véelstvo, coz nevyzadovalo zadné jarni oSetfeni.

Rozsifovani na jafe pak bylo provadéno dle kvétu vyznamnych vcelatskych
plodin. Prvni rozsifeni vCelstev celym ndstavkem bylo provedeno v prvni poloving
dubna (po odebrani vzorki), ptfed kvétem ovocnych stromil. Dalsi rozsifeni pak
nasledovalo pied kvétem fepky ozimé. Po odkvétu fepky (zacatek cervna) doslo
K prvnimu vyto¢eni medu. Druhé vytoceni bylo provedeno jen u nékterych vcelstev,

kvét lip byl omezen vnéj$imi podminkami (nedostatecné mnozstvi srazek).
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3.2 Metodika

3.2.1 Izolace a kultivace mikroorganismu
Vzorky plastového pylu a medu (ulozeného v plastech) byly odebrané sterilnimi
nastroji (Spachtle, pinzety, sterilizace 70 % ethanolem) a umistény do plastovych,
sterilnich vzorkovnic. Pfed zpracovanim byly ulozeny v chladnicce pfi teploté 4 °C
z divodu zpomaleni mnozenich moznych kontaminujicich mikroorganismd, které se
na vzorky mohly z vné&jsiho prostiedi dostat v prib&éhu odbéru.

Ke kultivaci byly pouzity nasledujici pevna média: PDA (potato-dextrose agar,
VWR 84651.0500P, navazka 39 g.I" dle vyrobce, pH 5,6), SDA (saboraoud-dextrose
agar, 40 g.I" dextrozy, 10 g.I"! bakteriologického peptonu, 20 g.I"! agaru, pH 5,6),
MY50G (ATCC 2093) (glukdza 500 g.I", yeast extract 2,5 g.It, malt extract 10 g.I™,
agar 10 g.I"t, pH 4) a modifikované médium MY50G — GLU 30 (glukéza 300 g.I7,
yeast extract 30 g.I"}, malt extract 30 g.I"}, agar 20 g.I"}, pH 4,5). K ipravé pH byl
pouzit roztok 1M NaOH a 1M HCI.

Sterilizace médii byla provadéna v parnim autokldvu po dobu 15 minut
pii 121 °C. Kultivace izolatl probihala v laboratornim inkubatoru Binder BD 56
pii teploté 28 °C. Doba kultivace se liSila dle ristové schopnosti izolatu, minimalni
doba kultivace byla 5 dni.

Vlastni prace probihala ve vertikdlnim laminarnim boxu (biohazard 2
S uzavienym obéhem vzduchu). Z odebranych plastii byly ndhodné vybrany vzorky
pylu ¢i medu pomoci mikrobiologické klicky a materidl byl inokulovan kiiZovym
roztérem (podle obrazku 1) na plochu média.

Obrazek 1- Krizovy roztér (Kopeckd a Rotkova, 2017)

Zihani klicky (3)
A

Zihani klicky (4)
jednotlivych kolonii (5
© J. Kopeckd, G. Rotkovi
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Petriho miska s mediem byla popsana (dle obrazku 2) zakladnimi udaji, pro pozdgjsi

identifikaci.

Obrdazek 2- Popis Petriho misky

Vzorky pléstového pylu byly ockovany na vSechna vyse uvedend kultiva¢ni média,
vzorky medu pouze na média MY 50G a GLU 30 z diivodu vy$si selektivity na glukozu
bohatych médii, resp. vysokého osmotického tlaku glukézy.

Z prvnich médii byla provedena izolace morfologicky odlisnych kolonii na
shodné médium, kde byl proveden prvni zachyt a kultura byla dale pfeockovavana,
dokud nedoslo k jejimu preciSténi a na celé misce rostla jedna, morfologicky shodna
kultura. Primérné bylo tieba pouZit 5 pasaZi k odstranéni dalSich kontaminantt.

Po ziskani cistych kultur byly tyto pieoCkovany na nové Petriho misky
se shodnym médiem a déale do zkumavek na Sikmé agary, ve kterych byly izolaty
ulozeny do chladnicky (4 °C) pro pozdé€jsi moznost preockovani. V této praci byly
vybréany k identifikaci a ovéfeni mozné bakteriocidni a fungicidni aktivity dva takto
piecisténé izolaty mikroorganismil, které byly izolovany ze ziskané¢ho biologického

materialu pochazejiciho ze sledovanych véelstev v roce 2019.

3.2.2 lzolace Dbiologicky aktivnich latek produkovanych izolovanymi
mikroorganismy
Metabolity produkované izolovanymi mikroorganismy byly ziskany z pevnych
kultivacnich médii uvedenych vyse. Zakladni zpracovani bylo kvantitativni pfevedeni
agaru do laboratorni lahve Duran GL45 o0 objemu 250 ml. Z pifedchozich postupt
Vv laboratoti byl k izolaci rovnou pouzit ethylacetdit (VWR Chemicals, 99 % p.a.)

v nadbytku (200 ml). Za ucelem zvySeni protonizace a zlepSeni extrakéniho procesu

22



byla smés agaru a rozpoustédla okyselena pomoci 1M HsPOs4 na pH 2. Extrakce
do organického rozpoustédla probihala po dobu 48 hodin, zpocatku za silného michani
smési, poté se lahev nechala stat v laboratofi bez ptistupu svétla. Po dvou dnech byl
supernatant pfeveden do centrifugacnich zkumavek a pevné ¢asti byly oddéleny.
Supernatant byl pfeveden do odparné banky a pomoci vakuové odparky byl extrakt
zakoncentrovan (do uplného odpaieni rozpoustédla). Extrakt byl poté resuspendovan
pomoci acetonu (VWR Chemical, HPLC grade) a pteveden do 10 ml sklenéné vialky

pro dalsi pouziti.

3.2.3 Identifikace izolovanych biologicky aktivnich latek

K identifikaci ziskanych extrakti byla pouzita HPLC (vysoce U¢inna kapalinova
chromatografie). Z hlediska identifikovanych mikroorganismu (viz ¢ast Vysledky
a diskuse) byly hledany pouze dvé latky, které by meél dany mikroorganismu
produkovat, a to citrinin a lovastatin.

Pouzitd metoda byla spolecnd pro ob¢ latky. Kolona C18, izokraticka eluce
s rychlosti pritoku 1 ml.min™ . Mobilni fize 0,01M H3PO4 a acetonitrilu v poméru
45:55 (pii poméru 30:70 je mozné metodu pouzit také, ale rozliSeni chromatogramu je
horsi). Detekce obou metaboliti byla pfi 200 nm a retencni ¢as lovastatinu byl
cca 4,5 minut, resp. 9 minut v ptipad¢ citrininu. Na pfilozeném obrazku 3 je prub¢h

chromatogramu pro standardy obou latek.

Obrazek 3- Chromatogram standardii lovastatinu (retecni cas 4,5 minuta) a citrininu (retencni cas 9 minuta)
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Prvni pik znazornuje lovastatin a druhy pik pak citrinin. Koncentrace standardi byla

0,1 mg.ml™.
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3.2.4 Ov¢éfeni biologické aktivity extrahovanych metabolit
Pro ovéfeni baktericidni a fungicidni aktivity ziskanych extrakti byla pouZzita metoda
kultivace testovacich mikroorganismi za pfitomnosti zndmého mnozstvi extraktu.
Aktivita byla testovana na gram negativni bakterii (G-) E.Coli (pouzit byl izolat
vyuzivany pro klonovani na Katedie genetiky a zemédélskych biotechnologii ZF JU),
gram pozitivni bakterii (G+) Bacillus cereus a rychle rostouci, silné sporulujici houbé
Mucor spp. (ze shodného zdroje) k ovéteni fungicidniho u¢inku.

Pro kultivaci B. cereus a E.Coli byl pouzit LB agar (10 g.I'! pepton, 5 g.I"! yeast
extract, 5 g.I"t NaCl, 12 g.I"t agar, pH 7,1), pro kultivaci Mucor spp. pak PDA.
Kultiva¢ni podminky pro E.Coli byly 36 °C a doba kultivace 48 hodin. Teplota
kultivace Mucor spp. a B. cereus byla 28 °C a hodnoceni inhibice rtistu probéhlo taktéz
béhem 48 hodin od inokulace.

Extrakty byly naneseny v mnozstvi 5, 10 a 20 pl na vyseknuté ter¢iky 0 pruméru
5 mm z filtraéniho papiru (Whatmann, no. 2). Rozpoustédlo (aceton) se nechalo
odpaftit (po naneseni se Cekalo piiblizn¢ 10 minut), a na plné¢ naoCkovanou misku
(roztérem 20 pl Cerstvé vytvorené bunécné/sporové suspenze) se umistil tercik. Po 24
hodindch (ve vyjimecnych piipadech po 48 hodindch pii pomalejSim rastu
mikroorganismu) byla zjiSténa rlstovd schopnost testovanych mikroorganismd.
Aktivita izolovanych latek z agaru by se projevila inhibi¢ni zénou v okoli umisténého

teréiku.

3.2.5 Identifikace mikroorganismu
Pro identifikaci kment vldknitych hub a kvasinek bylo kromé morfologického
hodnoceni vyuzito i molekularniho pfistupu na zaklad¢ amplifikace a sekvenovani
specifickych tisekit DNA. Pro tyto ucely jsme zvolili sekvenovani ITS regionu.
Izolace DNA z &istych kultur
Kultury hub byly pfeneseny do tekutého SDA media v 12 jamkové desti¢ce
(2ml/jamka), po 7 dnech byla steriln€ odebrana mycelia a byla pouZita na izolaci DNA,
cca 100-200 mg mycelia bylo homogenizovano v tekutém dusiku, vlastni izolace DNA
probéhla podle protokolu pro CTAB-PVP.
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Izolace DNA pomoci CTAB

Metoda CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) je zaloZena na schopnosti vytvaret
komplex s nukleovymi kyselinami, ktery je pfi vysoké koncentraci soli rozpustny,
ale pfi snizené koncentraci soli vytvaii srazeninu. CTAB zaroven pusobi jako
detergencni ¢inidlo, které uvolituje DNA z komplexu membran a proteinii. Na zakladé
rozdilné rozpustnosti CTAB v porovnani s DNA je Ize odd¢lit a ziskat dostatecné
¢istou DNA.

K500 pl roztoku (2 dily CTAB a 1 dil 1 % 2-merkaptoethanolu), ktery
predehiat na 65°C, dale se pridal vzorek, ktery byl rozdrcen v tekutém dusiku. Nechal
se 45 minut inkubovat pii 65°C. Béhem inkubace se kazdych cca 15 min. lehce
promichal. Nasledn¢ byl ptidan 500 ul smési fenol-chloroform—IAA (IAA —
izoamylalkohol, Isopentylalkohol, 3-metyl-1-butanol, 3-metyl-butan-1-ol) a 10 minut
se protiepaval tak, aby se vSe promichalo. Potom se centrifugovalo 5 minut
pii maximalni rychlosti a vV pokojové teploté.

Do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek se odpipetovala vodna faze. Piidalo
se 500 pl smési chloroform:IAA a 10 minut se tfepalo a 5 minut centrifovalo
pfi maximalni rychlosti a v pokojové teploté. Opét se prepipetovala vodni fazi
do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek. Pfidal se isopropanolu, tak 2/3 objemu
(ptiblizné 250 ul) a 2-3x lehce se vSe promichalo. Vzorek se dal na 30 minut do
mrazaku (-20 °C). Poté se vzorek centrifugoval 5 minut pti 4 °C na maximalni rychlost.

DNA se zachytila na dn¢ mikrocentrifugaéni zkumavky. Odstranil se supernatant
a pelet ususil. Pridalo se 300 pul 1x TE pufr a nechali jsme 30—60 minut inkubovat pii
37°C. Potom se piidala 1/10 objemu 3 M octanu sodného a 600 pl ledového 96 %
ethanolu vSechno jsme 2—-3x lehce promichali. Vzorky se daly do mrazaku (-20 °C)
minimalné na 20 min., maximalné na 12 hodin.

Posléze se vzorky vyndaly z mrazaku a 10 minut se centrifugovalo na maximalni
rychlost pti 4°C. DNA vytvotila pelet na dné¢ mikrocentrifuga¢ni zkumavky. Odstranil
se supernatant (opatrné pipetou). Pfidalo se 400 pul ledového 70 % ethanolu a 2 — 3x
se lehce zamichalo. Centrifugovalo se 2 minuty pfi maximalni rychlosti a v teploté
4°C. Okamzit¢ se odstranil vsechen supernatant. Vzorky se nechali dobie ususit
(cca 10 min.). Podle mnozstvi peletu (DNA) se ptidalo 20200 pl 1x TE pufru nebo
sterilni vody (CURN et al., 2019).
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Pouzité primery pro identifikaci mikroorganismu
Na identifikaci vlaknitych hub, jako je barcode se oficialn¢ schvaluje a vyuziva ITS
usek, (White et. al., 1990). K identifikaci byli pouzité primery ITS1F a ITS4.

Obrazek 4- Mapa jaderné oblasti ITS s pozicemi primeriit a sekvencemi primerii

ITS5 ITS2 TS84 LR3
ITS1F ITS1 ITS3 LROR
—_— —— —_—
18S SSU ITS1 5.88 ITS2 28S LSU

- ITSLF (or ITS5 or ITS1} - LR3
- the entire ITS and the first two domains of the LSU
~1100-1150 base pairs

- ITS1F (or ITS5 or ITS1) —ITS4
- the entire ITS region ~ 550-600 base pairs

Sequence (5'-->3')

ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Evolves very fast, so useful for lower-level (species) phylogeny,
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC and DNA barcoding marker for species identification of fungi
IT53 GCATCGATGAAGAACGCAGC

IT54 TCCTCCGCTTATTGATATGC

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

Cerné ramecky na obrazku 4, ozna¢uji ¢teci ramcee a &ary spojujici rimecky, oznaduji
nekodujici tiseky DNA.
Amplifikace vybranych useku DNA

Pouzité primery pro PCR analyzu jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1- Retézec DNA (pocdtecni misto replikace DNA)

Nazev Sekvence 5°-3° Publikovano

ITS

ITS1F CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A Gardes and Bruns, 1993
White at al. 1990

ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC Gardes and Bruns, 1993
White at al. 1990

PCR analyza
Amplifikace cilovych tisekii DNA, byla provedena pomoci PPP MasterMixu (TopBio)

za podminek uvedenych v tabulce 2:

Tabulka 2- Postup namnozeni ITS usekii

Proces Cas Teplota
Pocateéni denaturace 5 minut 95 °C
35x 30 sekund 95°C
30 sekund 55°C
1 minuta 72 °C
Konec¢na elongace 10 minut 72 °C
00 4°C
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Roztok pro PCR reakci mél nésledujici slozeni:12,5 ul MasterMixu, 0,5 pl forward
primeru (10pmol), 0,5 ul reverse primeru (10pmol), 0,2 ul BSA, 10,3 ul PCR H20,
1 ul DNA (50ng).

Produkty z PCR reakce byly separovany na 1 % agarosovém gelu (5 minut
pti 40V a 1 hodinu a 25 minut ptfi 120V).

Na obrazku 5 je znazornéna amplifikace ITS tseku u vzorka, které byly pozdéji

zaslany k osekvenovani do externi firmy SEQme, s.r.o.

Obrdzek 5- Usek namnozeného ITS viseku analyzovanych vidknityeh hub o velikosti cca 600-650 bp

Gel byl obarveny pomoci ethidium bromid a vizualizace probihala pod UV svétlem.
Vysledky byly zaznamenany pomoci programu GeneSys.

Sekvenovani amplifikovanych fragmentii

PCR reakce snamnozenymi fragmenty byla enzymaticky pfecisténa, pouzitim
Ex0SAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent, tento p¥ipravek hydrolyzuje piebyteéné
primery a nukleoidy. Piecisténé vzorky byly osekvenovany pomoci metody
dle Sangera v externi firm¢ SEQme, s.r.0.

Na zakladé¢ sekvenénich analyz byly klasifikovany kmeny vldknitych hub porovnanim

s dostupnymi sekvencemi v databazi BLAST Nucleotide (Basic Alignment Search
Tool).
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4. Vysledky a diskuse

5.1 Izolované mikroorganismy
Pomoci kiizového roztéru byl kultivovan a pozdé€ji izolovan MO, ktery byl barvy
svétlezelené a Casem odstin ménil do zelenoSedého zbarveni se svétlejSimi okraji. Tvar

kolonii byl okrouhly a profil zvySeny.

Obrdzek 6- Kultivace Penicillium corylophilum k7iZovym roztérem (vievo popis Petriho misky)

Na obrazku 6 je vyfotografovany MO, ktery byl pozd¢ji osekvenovan a identifikovan
v databazi BLAST jako Penicillium corylophilum.

Obrazek T- Morfologicka stavba Penicillium corylophilum

Na obrazku 7 je znazornéna standartni morfologicka stavba Penicillium corylophilum.
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V tabulce 3 je ITS tsek, ktery jsme ziskali metodou Sangerového sekvenovani, Usek
byl vloZen do webového rozhrani BLAST. Porovnanim s databazi byla zjisténa 100%

shoda se zaznamy odpovidajicimi Penicillium corylophilum.

Tabulka 3- ITS sisek Penicillium corylophilum

| | AAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTA
T | CCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTNCCCACCCATGTTTATTGT
ACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTCCCGGLCCGLCCGGGGGGLTTC

TGCCCTCTGGCCCGTGCCCGCCGAAGACACCATTGAACACTGTCTG

AAGATTGCAGTCTGAGCAATTAGCTAAATAAGTTAAAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTG

AACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGA
GCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTNGTGTGTTGGGCCCCGTCC
TCCTTCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGLGTC

CGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTTGTAGGCCCG

GCCGGCGCTTGCCGACAACCATCAATCTTTTTTCAGGTTGACCTCGG
ATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGC

w

A m o C

Na obrazku 8 je graficky znazornéna sekvence Penicillium corylophilum

Obrazek 8- Sekvence Penicillium corylophilum

Tento organismus se vyskytuje ve vlhkych prostfedich budov v USA, Kanadé

a zapadni Evropé. Produkuje nizké davky fungélnich metabolitii, které mohou
zpusobovat zvySené neatopické astma a onemocnéni hornich cest dychacich
(Mcmullin et al., 2017). Podle zdroje Schimmel-schimmelpilze.de (2021), tato forma
nevede k infekcim, ani neprodukuje dilezité toxické latky. Védecké studie prokazaly,
7ze kmeny Penicillium corylophilum jsou schopny S$tépit uhlovodiky z ropnych
produktl. Proto muize byt Penicillium corylophilum pouzito spolu s jinymi

mikroorganismy k sanaci kontaminovanych ptd.
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Pomoci kiizového roztéru byl kultivovan a pozdéji izolovan MO, ktery byl barvy
svétlezelené se zlutym odstinem a casem zménil barvu do olivové zelené se svétlejSimi

okraji. Tvar kolonii byl okrouhly a profil zvySeny.

Obrazek 9- Kultivace Penicillium. citrinum k#Zovym roztérem (vlevo popis Petriho misky

Na obrazku 9 je vyfotografovany MO, ktery byl pozdéji identifikovan jako Penicillium
citrinum.

Obrazek 10- Morfologicka stavba Penicillium citrinum

Na obrazku 10 je znazornéna standartni morfologicka stavba Penicillium citrinum.

V tabulce 4 je ITS usek, ktery jsme ziskali metodou Sangerového sekvenovani.
Ziskany usek byl pomoci nastroje BLAST pouzit k porovnani s jejimi zaznamy. Shoda
s tsekem odpovidajicim Penicillium citrinum byla nizsi, 88,16 %. S pfihlédnutim
k morfologii izolatu, produkci silné zlutého pigmentu, ktery vyrazné zbarvoval
kultivaéni médium a zaroven s ohledem na produkei citrininu a lovastatinu (viz dalsi
kapitola) byl mikroorganismus ve spolupraci s konzultanty diplomové prace zatazen

pravé jako Penicillium citrinum.
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Tabulka 4- ITS usek Penicillium citrinum

I | CGCTCCCCTGACCAGCCGCAACGCCCGCGAGTACCGCCAGATCAGC
GTTCCCGAGCTGACCCAGCAGATGTTCGACCCCAAGAACATGATGG
CTGCTTCTGACTTCCGTAACGGCCGTTACCTCACCTGCTCCGCTCTC
TTCCGCGGTAAGGTCTCCATGAAGGAGGTCGAGGACCAGATGCGCA
ACGTCCAGAACAAGAACCAGGCCTACTTCGTTGAGTGGATCCCCAA
CAACGTGCAGACCGCTCTCTGCTCCGTTCCCCCCCGTGGCCTCAAG

ATGTCCTCCACCTTCGTTGGCAACTCCACCTCCATCCAGGAGCTCTT
CAAGCGTGTCGGTGACCAGTTCAGTGCCATGTTCCGTCGCAAGGCT
TTCTTGCACTGGTACACTGGTGAGGGTATGGACGAGATGGAGTTCA
CTGAGGCT

Na obrazku 11 je graficky znazornéna sekvence Penicillium citrinum

v -

A m v C

Obrazek 11- Sekvence Penicillium citrinum
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Penicillium citrinum je jedna z nejcastéji vyskytujicich se forem Penicillium na Zemi
(Pitt, 1980). Podle Houbraken, J. et al. (2011) se tento druh bézn¢ vyskytuje ve vnéjsSim
prostiedi, zvlast¢ pak v (sub)tropickych pudéach, ale vyskytuje se i v mirnych

oblastech.
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5.2  Identifikace izolovanych biologicky aktivnich latek
Pomoci metody HPLC byl izolovan extrakt kultiva¢niho média mikroorganismu
Penicillium citrinum. Extrakt Penicillum corylophilum analyzovan nebyl, protoze
nevykazoval zadnou baktericidni, ani fungicidni aktivitu (viz kapitola 5.3) a zaroven
nedochézelo ani k produkci pigmentii, které by ménily barvu kultivaéniho média.
U analyzovaného extraktu byla sledovana pfitomnost dvou metabolitd, citrininu
a lovastatinu. Na obrazku 12 jsou patrné piky v retenénim case 4,5 minuty pro

lovastatin a 9 minut pro citrinin.
Obrazek 12- Vysledky HPLC analyzy

Vi

Na obrazku 12 je rizovou barvou zobrazena kiivka standardu metabolit pro citrinin
a lovastatin. Cerna kiivka predstavuje zkoumany extrakt. Z chromatogramu je patrna
produkce jak citrininu tak lovastatinu. Jednalo se pouze o kvalitativni hodnoceni (viz
metodika) a potvrzeni produkce metabolitii sledovanym mikroorganismem.

Mykotoxin citrinin, je neurotoxicky, produkuje ho nékolik druht plisni z rodu
Aspergillus, Penicillium a Monascus. Ty napadaji hlavné uskladnéné potraviny,
zejména obili (Houdkova, 2012).

Citrinin se nachazi i v jinych rostlinnych produktech, jako jsou fazole, ovoce,
ovocné a zeleninové $tavy, byliny a kofeni, ale i zkazené mlécné vyrobky. K rustu
penicilia nejcastéji dochazi pti skladovani. Optimalni teplotni rozsah pro produkci
citrininu je mezi 12 °© C a 25 ° C. Produkce je nejpravdépodobnéjsi, kdyZz obsah
vlhkosti pfesahne 16 % (Dalefield, 2017).

Lovastatin patii do skupiny tzv. pfirodnich statint. Ziskavaji se z riznych roda a

druht vlaknitych hub. Lovastatin je nejcastéji produkovan kmeny Aspergillus terreus.
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Dale je pak pfirodni statiny houbového plvodu pravastatin (odvozeny

od mevastatinu) ten produkuje Penicillium citrinum (Manzoni a Rollini, 2002).

5.3  Ov¢fteni biologicke aktivity extrahovanych metabolitil
Bakteriocidni a fungicidni u¢inek byl proveden jak z extraktu Penicillium citrinum,
tak i Penicillum corylophilum. Ani jeden z testovanych extraktti neprojevil zadnou
biologickou aktivitu — inhibici rastu (pfi aplikaci v mnozstvi 15 pl na testovaci ter¢ik)

u vSech testovanych mikroorganismu (E. coli, B cererus a Mucor spp.).

Obrazek 13- Biologickd aktivita P. citrinum na E.coli

Na obrazku 13 je zobrazeni testované biologické aktivity extraktu z kultiva¢niho
média P. citrinum (vlevo) a P. corylophylum (vpravo), na kultivaénim mediu LB
s gram negativni bakterii E.Coli. Na nao¢kovanou misku byl po inokulaci vlozen
papirovy terCik obsahujici extrakt kultivatniho média sledovanych mikroorganismd.
Ani v jednom piipadé se okolo ter¢iku nevytvofila zadna inhibi¢ni zona, a tak byla
biologicka aktivita P. citrinum i P. corylophilum vici gram negativni bakterii E. coli
nepritkazna. Shodné vysledky pak byly zjiStény pfi stejném postupu i u gram pozitivni

bakterie Bacillus cereus a to pfi shodném mnozstvi extraktu (15 pl).
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Obrazek 14- Biologicka aktivita P. citrinum na Mucor spp. a B. cererus

Na obrazku 14 je zobrazena testovana biologicka aktivita extraktu z kultiva¢niho
média P. citrinum (vlevo) a P. corylophylum (vpravo). Sledovana bakterie P. citrinum
byla na kultivaénim mediu PDA s gram pozitivni bakterii Mucor spp. Na naockovanou
misku, byl po inokulaci vlozen papirovy tercik obsahujici extrakt kultivaéniho média
sledovan¢ho mikroorganismu. Okolo ter¢iku se vSak nevytvoftila zadnd inhibi¢ni zona,
a tak byla biologicka aktivita P. citrinum vic¢i gram pozitivni bakterii Mucor spp
neprukazna. Dal§im sledovanou bakterii byl P. corylophylum na kultivaénim mediu
LB s gram pozitivni bakterii B. cererus. Na naockovanou misku, byl po inokulaci
vlozen papirovy teréik obsahujici extrakt kultivatniho média sledovaného
mikroorganismu. Okolo ter¢iku se vSak nevytvofila zddnd inhibi¢ni zéna, a tak byla
biologicka aktivita P. corylophylum vaci gram pozitivni bakterii B. cererus

neprikazna. Mnozstvi extraktu u obou bakterii byl 15 pl.
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Zaver

Z odebranych vzorki plastového pylu byla provedena izolace mikroorganismi, v praci
pak byly analyzovany dva, z takto ziskanych mikroorganismi. Opakovanou kultivaci
byly ziskany Ccisté izolaty, které byly nasledné identifikovany a byla hodnocena
biologickéa aktivita extraktli z kultivaénich médii, které by indikovaly baktericidni
nebo fungicidni ucinek.

Zékladni identifikace mikroorganismti byla provedena pomoci molekularné
biologickych metod. Zakladem byla amplifikace tisekii DNA, pomoci metody PCR
a sekvenace specifickych ITS usekit DNA. Vysledné sekvence byly pomoci nastroje
BLAST porovnany s databazi nukleotidli a zjiSténa shoda s existujicimi zdznamy.

Prvni sledovany mikroorganismus byl identifikovan jako Penicillium
corylophilum. To je bézn¢ vyskytujici se MO ve vlhkém prostiedi, ktery produkuje
fungélni metabolity, o jeho Skodlivosti se vedou spory. Databaze BLAST stanovila
tento MO se 100 % shodou pfi celkové kvalité sekvence 89 %.

Druhy sledovany mikroorganismus byl identifikovan jako Penicillium citrinum.
Coz je nejcastéji vyskytujici se druh z rodu Penicillium, je to obvykly MO nachazejici
se ve vn¢jSim prostiedi, zvlast¢ pak v (sub)tropickych ptdach, ale vyskytuje se i
v mirnych oblastech. Databaze BLAST stanovila tento MO se 88,16 % shodou pfi
celkové kvalité¢ sekvence 99,3 %. K pfesnéjsimu urceni byla pouzita morfologie
kolonii pii kultivaci na pevném médiu, produkce zlutého pigmentu a potvrzeni
produkce metabolitd citrinin a lovastatin, které dle dostupné literatury tato houba
produkuje.

Pii identifikaci izolovanych biologicky aktivnich latek byla pouZzita metoda
HPLC, pomoci ni byly zjiStény dva metabolity citrinin a lovastatin, oba metabolity
byly ziskany z Penicillium citrinum. To je bézné vyskytujici se mikroorganismus ve
vnéj$im prostredi.

Pii ovéfovani biologické aktivity extrahovanych metaboliti byly pouzity
mikroorganismy E. coli, B. cererus, Mucor spp. Ani jeden z testovanych
mikroorganismi neprodukoval extrahovatelny metabolit, ktery by m¢l baktericidni
¢1 fungicidni ucinek na vySe uvedené zkusebni MO.

Mnozstvi takto izolovanych mikroorganismt ze vcelstev miize byt obrovské,
pfitom se nemusi jednat jen o organismy vyskytujici se v plastovém pylu, ale i o

organismy, které¢ se objevuji na téle 1 uvniti tél vcel a jejich celkové mnozstvi je velice
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malé. OvSem metabolity, které mohou produkovat budou velice dulezité pro funkéni
stav vCeliho spoleCenstvi, zejména s ohledem na vyvoj v¢eliho plodu, syntézu riznych
hormonti a dalSich esencialnich latek, které vcely nejsou schopné ziskat jinym
zptisobem. Dostupné studie naznacuji siln¢€ negativni vliv aplikace fungicidnich latek
Vv okoli veelstev, pfestoze se mlze jednat o latky, které nejsou pfimo nebezpecné pro
vcely. I tak dochdzi ke snizeni pestrosti véeliho mikrobiomu, coz ve spojeni s méné
riznorodou potravni zakladnou vede ke sniZeni vitality v€elstev, sniZeni trovné jejich

zdravotniho stavu a celkové nizs$i odolnosti véelstev.
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Seznam pouZitych zkratek

PDA — Potato Dextrose Agar (Bramborovy dextr6zovy agar)

SDA — Sabouraud Dextrose Agar (Sabouraudiv dextr6zovy agar)

MY50G — Malt Yeast Extract 50 % Glucose Agar (Sladovy kvasnicovy extrakt 50%
agar s gluko6zou)

GLU 30 — Glucose 30% Agar (Glukozovy 30% agar)

NaOH — Hydroxid sodny

HCI — Kyselina chlorovodikova

H3PO4 — Kyselina fosforecna

HPLC — high performance liquid chromatography (vysoko ucinkova kapalinova
chromatografie)

LB — Lysogeny broth (Lysogenylovy bujon)

DNA — desoxyribonucleic acid (Deoxyribonukleova kyselina)

ITS — internal transcribed spacer (Interni transkribovany spacer)

CTAB-PVP — hexadecyltrimethylammonium bromide-polyvinyl pyrrolidone

UV — Ultrafialové zaieni

CTAB — hexadecyltrimethylammonium bromide

TE pufru — Tris’/EDTA pufr

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

MO — mikroorganismus

PCR — polymerase chain reaction (Polymerazova fetézova reakce)
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