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Zvapenaténi v€eliho plodu a jeho vliv na véelstvo

Abstrakt

Zvéapenaténi vceliho plodu je onemocnéni, které zplisobuje houbovy patogen
Ascophaera apis, ktery napada a hubi v¢eli larvu. Nejcastéji se vyskytuje u slabych vcelstev,
ktera maji slaby Cistici pud a tim fadn€ neodstranuji ptivodce zvéapenaténi. Idealnim feSenim je
vymeéna vceli matky, diky které se zvysi Cistici pud vcel, které pak ndkazu zcela odstrani.

Cilem mé bakalaiské prace bylo praktické zvladnuti metodiky analyzy vyskytu
Ascosphaera apis pomoci metody PCR, osvojeni si rutinnich postupti pouzivanych v laboratofi
vcetné izolace DNA a vypracovani odborné reSerSe na dané téma.

V teoretické Casti bakalatrské prace popisuji houbové onemocnéni zvapenaténi véeliho
plodu a jeho vliv na nakazené véelstvo. Dale podrobné popisuji metody, které jsou vyuzivany
pro detekci onemocnéni, jako je izolace DNA, PCR a gelova elektroforéza.

V praktické ¢asti, kterou jsem vykonala v laboratofich Biotechnologického centra, které
je soucasti katedry genetiky a rostlinné produkce na Zemédéelské fakulté JihoCeské univerzity
v Ceskych Budgjovicich, se zabyvam podrobnym popsanim piesnych postupii metod vyuZitych

pfi detekci tohoto onemocnéni a vyhodnocenim vlastnich vysledk.
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Chalkbrood desease detection in honey bees

Abstract

Chalkbrood disease is a disease caused by the fungal pathogen Ascophaera apis,
which attacks and kills bee larvae. It’s most common in weak colonies ,that have a poor
cleansing soil and don’t properly remove calcareous agents. The ideal solution is to
exchange the bee mother, which will increase the cleansing instinct of the bees, which
then completely removes the infection.

The aim of my bachelor thesis was to master the methodology of the analysis of
the occurrence of Ascosphaera apis using the PCR method, to acquire routine procedures
used in the laboratory including DNA isolation and to elaborate a professional research
on the topic.

In the theoretical part of the thesis | describe the fungal disease of chalkbrood and
its influence on the infected bee. Further, | describe in detail methods that are used for the
detection of diseases such as DNA isolation, PCR and gel electrophoresis.

In the practical part, which I did in the laboratories of the Biotechnology Center,
which is part of the Department of Genetics and Plant Production at the Faculty of
Agriculture of the University of South Bohemia in Ceské Budgjovice, I describe in detail
the exact methods used in the detection of this disease and the evaluation of my own

results.
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1. Uvod

Zvapenaténi véeliho plodu je mykotické onemocnéni, které postihuje vceli plod.
Vyskytuje se po celém svété a ani v Ceské republice neni vyjimeéné. V minulosti se
vyskytovalo pomérné Casto a dnes tomu neni v podstaté jinak. Jedna se o typické
onemocnéni véelstev, které maji $patné hygienické chovani (Cermak, 2016). Nejlepsim
zptisobem 1é€by tohoto onemocnéni je vymeéna staré matky, kterd ma Spatné hygienické
navyky, za matku novou s lepSimi genetickymi piedpoklady pro hygienické chovani.

Onemocnéni je zptisobovano mikroskopickou houbou Ascosphaera apis, ktera se
muze prenaSet infikovanou potravou nebo vytrusy. Déle se zvapenaténi véeliho plodu
muze $ifit pii koCovani s nakazenymi vcelstvy nebo infikovanymi matkami (Vesely,
2013). Také se Casto $ifi zkrmovanim pylu ziskaného od nemocnych véelstev. Napadané
vcelstvo se projevuje slabnutim, pred uly nachdzime mumifikované larvy a nebo velkym
mnozstvim napadanych zvapenatélych kukel na dné ulu (Cermak, 2016).

Spory Ascospheara apis jsou velmi odolné, ziistavaji infekéni az 15 let a zejména
dlouho vydrzi v medu, vosku a v pylu. Tato houba dokaze pfezivat i na sténach uld, na
véelafském nafadi a v ptidé pied uly. Castym faktorem pfi rozvoji onemocnéni je
oslabeni véelstev jinou nemoci, zejména virovym onemocnénim véeliho plodu. V Ceské
republice byva tato virdza zjiSt€na priblizn¢ u 30% piipadli zvapenaténi veeliho plodu
(Vesely, 2013).

Zvapenaténi vceliho plodu zptsobuje ubytek dospélych veelich jedinct a to ma
za dusledek nizsi produkci medu. Z tohoto diivodu se této nemoci po celém svété vénuje

pozornost, 1 kdyz nepatii mezi nebezpecné ndkazy.



2. ReSersni cast
2.1  Véela medonosnd

Véela medonosnd ma zajimavou a segmentovanou vngjsi stavbu téla. Télo je
tvofeno tfemi hlavnimi ¢astmi: hlavou, hrudi a zadeckem, které jsou od sebe odd€leny
tenkou stopkou, a proto se fadi mezi $tihlopasy hmyz (Ptidal, 1996).

Taxonomické zatazeni véely medonosné

- kmen ¢lenovci (Anthropoda)

- podkmen vzdus$nicovci (Tracheata)
- tfida hmyz (Insecta)

- podtiida kiidlati (Pterygota)

- fad blanoktidli (Hymenoptera)

- podrad stihlopasi (Apocrita)

- nad¢eled’ v¢ely (Apoidea)

- Celed’ vc¢eloviti (Apidea)

- rod vcela (Apis)

- druh v¢ela medonosna (Apis mellifera L.)

Stavba téla

Vnéjsi kostra t€la

Vngjsi kostra téla je tvotfena pokozkou (integumentum) a slouzi jako ochrana
vnitinich mékkych télnich organti, zabezpe€uje pevnost a staly tvar jednotlivych ¢asti
vcely.

Pokozka se sklada ze tii vrstev: kutikuly, epidermis a podstavné blany.

Vnitini kostra téla

Nejpevnéjsi vnitini kostra se nachazi v hlave veely a nazyva se tentorium. Vnitini
kostra vznikla tak, Ze se dovnitt hrudi vchlipily siln€ chitinizované Svy, které spojuji
jednotlivé hrudni ¢lanky. SlouZi k upinani létacich svall a svalli pohybujicich nohama.

Dtlezita je také tzv. mesofragma, kterd je napjata v nejzadnéj$im oddilu hrudi a
upinaji se na ni podélné 1étaci svaly, jejichz pohyb umoznuje pohyb kiidel (Vesely, 2013).

Jednotlivé Clanky zadecku vcely jsou spojeny velmi voln€, nema zadné vnitini
vyztuzeni. Svaly se upinaji pfimo k vybézktim hibetni a bfisni ¢asti zadeckovych ¢lank.

Hlava véely je zplo§téla ve sméru podélné osy téla. Ustni ustroji sméfuje dold,
kolmo k podélné ose téla. Tvar hlavy je trojuhelnikovy S zaokrouhlenim tvofenym

slozenyma ocima. Tvoii ji pevny jednolity chitinizovany krunyf, na kterém jsou oci,
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tykadla, Gstni ustroji a vétSina smyslovych organt. S hrudi je spojena uzkym hrdlem,
takze je velmi pohybliva (Peroutka, Drobnikova,1987).

Hrud’ (thorax) vcely je slozena ze tii ptivodnich hrudnich ¢lanka (pfedohrudi,
sttedohrudi a zadohrudi) a tzv. bedra, coZ je prvni ¢lanek zadecku. Pfedohrud’ (prothorax)
je uzky prouzek navazujici na hrdlo. Stfredohrud’ (mesothorax) je nejvétsi a nejnapadnéjsi
Z hrudnich ¢lankd. Zadohrud’ (metathorax) je nejmensim hrudnim ¢lankem vcely. Bedro
(propodeum) uzavira svou hibetni ¢asti hrud’ shora, bfisni ¢ast vytvaii stopecku, ktera
spojuje hrud’ se zadeckem. Prochdazi ji aorta, nervova paska, jicen a vzdusnice.

Véela ma dva pary blanitych kiidel (alae), které jsou pokryty jemnymi chloupky,
pouhym okem neviditelnymi. Jsou to vychlipeniny pokozky, do nichz ve stadiu kukly
pronikly vzdusnice a nervy a kolem nichz proudi do kiidel i hemolymfa. Vzdusnice tvoii
vyztuz kiidel a zaroven jejich typickou Zilnatinu.

Jednotlivé ¢lanky zadecku vcely jsou spojeny velmi volné, nema zadné vnitini
vyztuzeni. Svaly se upinaji ptfimo k vybézkim hibetni a btisni ¢asti zadeckovych ¢lankt

(Vesely a kol., 2013).

Véelstvo

Véelstvo je pocetné spolecenstvo, ve kterém vcela medonosnd Zije a je to ze
sociologického hlediska rodina, ktera je tvofena oplozenou matkou a jejimi potomky —
soucinnost, jelikoZ Zadna vEela medonosna nemuiZe Zit delSi dobu sama, je odk4dzéana na
pomoc svych druzek.

Véelstvo jako spoleCenska jednotka nevzniklo nahodné, ale je vysledkem
prizptisobovani se véel zivotnim podminkam v dlouhé vyvojové dobé.

Ve vrcholném obdobi rozvoje tvoii véelstvo jedna matka,50 000 — 60 000 délnic,
300 — 600 trubct, vajicka a plod, zasoby medu a pylu a véeli dilo z vosku — plodové a
medné plasty. Matcinym ukolem je klast vajic¢ka a zjiSt'ovat riist a rozmnozovani vcelstva.
Trubci jsou vceli samci, kteti maji za ukol osemenit mladé matky. VSechny potiebné
prace ve vcelstvu konaji délnice — ptinaSeji nektar, medovici, pyl, propolis a vodu,
zpracovavaji sladinu v med, pecuji o vyzivu plodu, stavéji voskové plasty a chrani
véelstvo pred vetielci. Cinnost délnic je zaloZena na délbé prace, podminéné feromony

(Vesely a kol., 2003).



V posledni dobé byla vénovana pozornost dopadu st€éhovani vcelstev na $ifici se
choroby, jelikoz naptiklad migracni véelafstvi napomaha §ifeni nejriznéjSich patogent.
Sifeni patogenti bylo uvadéno jako jedna z hlavnich p¥i¢in prudkého poklesu populace
vcel.

Ascosphaera apis, ptivodce onemocnéni v larvach véel medonosnych, mize piezit
az jeden rok v medu a az dva roky v pylu. Tato choroba se vyskytuje po celém svété a je
obvykle bézna hlavné v obdobi jara a zplisobuje znacné Skody na popula¢nim ristu a

produktivité ve slabych koloniich prostfednictvim ubytku tvorby medu (Jara et.al.,2018).

2.2 Zvapenaténi véeliho plodu

Toto onemocnéni zpisobuje mikroskopicka houba Ascosphaera apis. Snizeny
pocet dospélych ma za nasledek nizsi produkci medu, a proto se této chorob¢ vénujena
celém svété pozornost. Zvapenaténi nepatii mezi nebezpetné nakazy vcel (Peroutka,

Drobnikova, 1987).

Vyskyt nakazy

V Evropé bylo znamo zvéapenaténi vceliho plodu uz pied 50.lety 20. stoleti a
teprve v roce 1968 bylo objeveno v Severni Americe, pozdéji v Kanadé a v Jizni Americe
(Vesely a kol.,2013). Nyni postihuje hlavné véely na severni polokouli. (Teixeira,et
al.,2018). V dnesni dobé se ale toto onemocnéni vyskytuje po celém svéte, dokonce
existuji naznaky, ze incidence zvapenaténi mize byt na vzestupu (Aronstein, Murray,
2010).

V Cesku v poslednich desetiletich pozorujeme zvy$eny vyskyt zvapenaténi
(Vesely a kol.,2013), nebot’ vyskyt onemocnéni mohou podporovat nékteré pesticidy ¢i

antibiotika (Cermak a kol., 2016).

Puvodce nakazy

Ascosphaera apis vytvaii dvé samostatna, pohlavné rozdélena mycelium, ktera
jsou ¢lankovana a pfi dotyku vytvoii sam¢i a sami¢i gametangia.

Piivodce se mlze vyskytovat ve dvou forméch, kdy na prvni nachazime mensi
plodni¢ky a na druhé plodni¢ky vétsi. V plodnicce se tvoii velké mnozstvi drobnych
ovalnych vytrusi — askospor, které jsou viditelné pouze v mikroskopu. Askospory jsou
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odolné a mohou piezivat az 15 let. Nejcastéji v medu, vosku, pylu, ale také na sténach
4ld, veelaiském nafadi a v padé pred uly (Cermék et al., 2016). Pouhym okem miZeme
pozorovat velkoplodé formy, které jsou Sedocerné a maloplodé formy jsou zelenosedé.
Nakonec plodnice prasknou, zrala viecka se sporami se vyhrnou ven, po prasknuti
viecek se uvolni vytrusy a ty infikuji vceli larvy. A. apis zabiji larvu tim, Ze ji od¢erpava

ziviny (Peroutka, Drobnikova, 1987).

Ndkazy

Ascosphaera apis se prenasi infikovanou potravou nebo vytrusy, které se dostanou
na pokozku vceli larvy. Nejndchylnéjsi jsou k ndkaze larvy staré 3-6 dnil a citlivejsi je
d€lnici plod.

Pribéh onemocnéni je rychly, nakazené larvy umiraji béhem dvou dnl po
zaviCkovani. A. apis také roste a vytvari vytrusy na uhynulych larvach, ale nemumifikuje
je. Dospélych véelam nakaza neSkodi, ale rozsifuji ji v Glu a mimo né&j. Zvapenaténi se
také muze Sifit ko¢ovanim s nakazenymi vcelstvy, infikovanymi matkami, a nebo nakazu
prenese vcelaf pfi praci ve vcelstvech. Snadnéji se nakazi vcelstvo se Spatnymi
hygienickymi navyky, které jsou na dé€lnice pfenaseny dédi¢né z matky, a nebo je krmeno
nevhodnym krmivem (Vesely a kol., 2013). V¢ely infikované larvy odstranuji a zabranuji

tak dal§imu $ifeni zvapenaténi véeliho plodu ve véelstvu (Svoboda a kol., 1968).

Klinické piiznaky

Vicka bun¢k s nakazenym plodem jsou skvrnitd a lehce propadla. Takovy plod se
Z poc¢atku méni v nazloutlou kaSovitou hmotu, pozdéji je mozné pozorovat chomacky
bélavych hyf. Pti vnéjsi infekei vidime na pokoZce larvy jemné chmyii nazloutlé barvy
(Peroutka, Drobnikova, 1987).

Plisent vykli¢i v Zaludku a proriistd az na povrch larvicek, tim vytvoii v buiikach
doslova mumie plodu. Ty se poté nachazi v plodovych buinikdch nebo na dné€ vceliho ulu.
Pokud jesté neni pliseni zrala a je tvofena vldkny, je jeji zbarveni bilé. Po dozravani se
méni jeji barva na edou az ¢ernou (Cermak et al., 2016)

Onemocnéni se projevuje slabnutim vcelstva, pred uly se objevuji vynesené
mumifikované larvy, ty se mohou objevovat i na dné 0lu, a v plodisti se nachdzi

zavickované nebo nezavickované bunky s mumiemi. Uhynulé larvy ve stadiu
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vzptimeného Cerva jsou ve formé bilych mumii a pfipominaji kousky uschlého vapna

(Cermak et al., 2016).

Mikroskopicka a kultivacni diagnostika

Prikaz onemocnéni se stanovuje predevsim na zaklad¢ klinickych piiznakt a
patologickych zmén. Pti stanoveni je nutné zvapenaténi odlisit od jinych chorob plodu,
jako je napiiklad zkamenéni véeliho plodu (Cermak et al., 2016).

Diagnostika u tohoto onemocnéni je pomérné snadnd. V mikroskopickém
preparatu jsou vidét z tmavych mumii plodnice S charakteristicky se oteviracimi viecky
s vytrusy. Na vySetfeni jsou odesilany mumifikované zbytky mrtvych larev a také vzorek

plastu s podezielym plodem.

Obrazek 1: Ascosphaera apis, piivodce zvapenaténi (Peroutka, Drobnikova,1987).

Opatieni

Vcelstva, ve kterych byla zjisténa nakaza je potfeba co nejvice zuzit. V silné
napadeném vcelstvu je minimalni odolnost véelstva a maji maly cistici pud, ktery
nedokaze zabranit §ifeni ndkazy (Svancer, 1977). V infikovaném véelstvu je potieba
mumifikované larvy, postizenou &ast plastu nebo plasty odstranit a spalit. Ul se
vydezinfikuje béznymi dezinfekénimi prosttedky. Stejnym zplisobem se dezinfikuji ruce,

pracovni odév a naradi (Peroutka, Drobnikova, 1987).

12



Terapie

Proti zvépenaténi vceliho plodu se suspéchem pouzivaji odparné desky
s kyselinou mraven¢i — Formidol (Vesely a kol., 2013). Tento 1ék ni¢i spory houby A.
apis, usmrcuje nemocné larvy a stimuluje ¢istici pud véel. Pouziva se také pii 1é¢bé
varroazy a nosemodzy. Tento piipravek se nepouziva, kdyz je ve vcelstvu zraly med
pfipraveny na vytoceni (http://www.beedol.cz/leceni/leky/).

Zkouselo se také pouzivat riizné fungicidy nebo antibiotika s fungicidnimi u€inky
(naptiklad kyselina sorbova), ale bohuzel jejich pouziti bylo bez patficného uc¢inku, a
nebo hrozilo nebezpeci rezidui ve véelich produktech.

Dal$im moznym feSenim je odstranéni a spaleni postizeného plodu vcetné
plodovych plastl, ptelozeni vcelstva do cistého Ulu nebo dezinfekce ulil, plésti a
podlozek. Dilezitd je hlavné vyména matky s genetickymi piedpoklady lepSiho
hygienického chovani.

Jako je prevence se doporucuje nepouzit staré plasty a nedavat véelam produkty
nezndmého piivodu, a také odchov matek od véelstev s dobrymi genetickymi pfedpoklady
lepsiho hygienického chovani (Cermak et al., 2016). Hygienické chovani je skupinova
obrana, pfi které se vylucuji mrtvi nebo nemocni jedinci. U vcel se hygienické chovani
tyka odlupovani a odstraiiovani mrtvych nebo nemocnych larev a kukel z uzavienych
plodovych bunck. Pokud mé vcelstvo vysoké hygienické navyky, nakaZzené plody

odstrani jesté predtim, nez se stanou infekénimi (Al Toufialia et al., 2018).

2.3 lzolace DNA

Zvoleni vhodné metody izolace DNA zavisi na tom, pro co ji chceme dale
pouzivat. Nékdy staci 1 DNA horsi kvality a nizké koncentrace, a v nejhorsich ptipadech
1ze pouzit buniky zlyzované, ale samoziejmée se pracuje 1épe s kvalitn€ izolovanou DNA.

Ve vétsin¢ piipadi izolujeme DNA nachazejici se v nitrobunééném obsahu.
Jestlize je ve vzorku pfitomno vice druhii bun€k, je mozné tyto druhy od sebe odd¢lit
napiiklad pomoci centrifugace, poté Ize izolovat DNA pouze urcitého druhu
(Anzenbacher, Kovar, 1986). Pokud chceme izolovat DNA obsaZenou v ur€ité bunécné
organele, musime nejprve separovat z bunééného obsahu dané organely. K uvolnéni
obsahu bunék musime pouzit detergenty rozrusujici membrany, které mohou byt bud’to
iontové povahy nebo neionogenni (nenabité). Jinou moznosti mize byt pouziti riznych

fyzikalnich nebo fyzikalné-chemickych postupti, jako je naptiklad rozruseni membran
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ultrazvukem. Poté je potieba oddélit izolovanou latku z roztoku bunééného obsahu,

pomoci doc¢asné denaturace.

Tkadné vhodné k izolaci DNA

Izolovat DNA muzeme z kazdé zivociSné tkané obsahujici zivé buiiky. U velmi
malych organismi muzeme klidn€¢ pouzit 1 celého jedince, ale je zde vétsi
pravdépodobnost, ze by mohlo dojit ke kontaminaci napiiklad rlznymi parazity,
symbionty a nebo ¢asteckami potravy. U obojzivelnikli a malych ptakd mizeme DNA
izolovat z krve, tato izolace je vhodna také u savci, kde ale potfebujeme vétsi mnozstvi
krve. K izolaci je mozné pouzit i napiiklad chlup nebo trus, ale na to je potieba specialni

vvvvvv

za velice specifickych podminek , které zamezuji kontaminaci (Zima,et al., 2004)

Jednoduché izolacni metody

Vsolovani a vysolovani

Tato metoda izolace DNA se fadi mezi jednu z nejjednodussich, je snadna, rychla,
bezpecna, levnd a poskytuje ndm vysoce kvalitni DNA. Princip spo€ivd na zméné
rozpustnosti molekul DNA, u kterych se zméni koncentrace iontl v roztoku tak, ze
s rostouci koncentraci iontl roste nejprve rozpustnost a DNA je do roztoku vsolovéno.
Kdyz se dosahne maxima, zacne rozpustnost molekuly klesat a DNA se tim z roztoku
vysoluje.

Pro tuto metodu se nejcastéji pouziva siran amonny, ktery ma velkou rozpustnost

a ta se pfili§ neméni s teplotou (K4S et al.,2005).

Srazeni organickymi rozpoustédly

Tato metoda je poméerné stard a v dnesni dobé se uz piili§ nepouziva, je
nahrazovana metodami moderné¢jSimi.

Pti srazeni organickymi rozpoustédly se pouzivaji nepolarni, vodou misitelna
organickd rozpoustédla, ktera snizuji dielektrickou konstantu prostfedi a tim snizuji

rozpustnost a pfispivaji k vysraZzeni biopolymeru.
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Nejcastéji se vyuziva srazeni koncentrovanym ethanolem, tzv. ethanolové
srazeni, jeho vyhodou je, ze uz neni potieba provadét dialyzu. Ethanol mtize byt nahrazen
isopropanolem, propanolem, methanolem nebo diethyletherem. Srazeni by m¢lo probihat
za nizkych teplot, kolem 0°C, jinak by mohlo dojit k denaturaci vysrazenych proteinti

(Kas et al.)

Moderni metody

Fenol-chloroformova extrakce

Klasickd metoda odstranéni proteini z bunéénych lyzata s vyuzitim organickych
rozpoustédel (Penka, 2011). Nejprve se smés fenolu a chloroformu dikladné promicha
s vzorkem DNA v mikrocentrifuga¢ni zkumavce a pomoci centrifugace se smés rozdeli
do dvou fazi - na lehkou vodnou, t€z§i organickou a mezi nimi vznikne prstenec
vysrazenych proteini. DNA se nachazi ve vodné fazi. Horni vrstva se opatrn¢ pfenese do
nové zkumavky. Tento supernatant se pak podrobi dalsim dvéma extrakcim za Gcelem
odstranéni zbytkového fenolu (Stock, 2009).

Nasledné se DNA precipituje z vodného roztoku okyselenim a ptidanim 96%
etanolu. Precipitace probihd cca 30 minut pii teplotach -20 az -80° C. Poté se sediment
DNA purifikuje s 70% vodnym roztokem etanolu a ziskany pelet se susi na vzduchu. Dale
se rozpusti v TE pufru nebo v demineralizované vodé. Tento cely proces trva nékolik
hodin.

Dtlezita je také pfitomnost chelatacnich Cinidel (nejpouzivanéjsi je EDTA —
kyselina ethylendiamintetraoctovd), jejichz ukolem je z roztoku vychytat dvojmocné
ionty, které jsou nezbytné pro Cinnost DNaz, ktré se bézné vyskytuji v buiice kvuli
nutnym Upravdm DNA (Raska, 2006).

Vyhodou této extrakéni metody je velmi Cisty extrakt a velky vytézek DNA. Ale
nachdzi se zde i nevyhody v podob¢ zdravotniho a bezpecnostniho rizika pro laboratorni

personal pii praci s fenolem a chloroformem (Beranek, 2016).

Chelex
Chelex je pryskyfice, ktera se sklada z divinylbenzen kopolyméru (coz je

makromolekularni latka, ktera ma molekuly tvofeny nejméné dvéma riznymi monomery)
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a z parovych iminodiacetatovych iontii. Tyto ionty vazou polykovalentni kovové ionty.
Chelex za alkalickych podminek zvySuje afinitu ke kationtim tézkych kovi (Hirak,
2018). Tato skute¢nost ma velky vyznam pii extrakci DNA, protoZe tyto ionty mohou pii
vysokych teplotach poskodit DNA.

Izolace DNA pomoci Chelexu je pomérné rychla a jeji velkou vyhodou je
minimalni riziko kontaminace vzorku, jelikoz cely proces probihd v jedné zkumavce.

Principem izolace u této metody je fyzickd homogenizace, nasledna destrukce a
degradace bunécnych membran, proteinti a denaturace DNA za vysokych teplot. Déle se
provadi centrifugace kviili oddéleni pryskytice a zbytkti bunéénych ¢asti od supernatantu,
ktery obsahuje DNA (Capkova Frydrychova, 2013).

I1zolace pomoci magnetickych castic

Magnetické castice jsou kulovité utvary, jejich jadro je tvofeno nejcastéji
magnetitem nebo maghemitem a maji specialné upraveny povrch pro navdzani DNA.
DNA se specificky vaze na magnetické Castice a vzniknou komplexy, které jsou
zachyceny magnetem. Nukleové kyseliny jsou uvolnény pomoci pridani spravného pufru
a odebrany do sbérné zkumavky (Penka, 2011).

Postup pro izolaci DNA zaloZeny za pouziti magnetickych ¢astic je dobrym
feSenim, jak pomérné lehce ziskat DNA, ktera neni kontaminovana RNA nebo proteiny,
a obsahuje minimalni mnozstvi inhibitort PCR. Pfi této izola¢ni metodé se nevyuzivaji
7zadna zdravi Skodliva organickd rozpoustédla. I kdyZ neni zdlouhavd, pro rutinni
pouzivani v modernich laboratofich se vyuZiva jeji automatizace. [ pfestoze

automatizované nebo poloautomatizované systémy poskytuji nizsi vytézek a samoziejmé

wevr

Silika kolonky

Tato metoda je pomérné stard, ale pomérné rychld a jednoducha a vyuziva se v ni
absorpce na silikatovy povrch. Diive se pouzivalo ptirodnich materidlti jako naptiklad
kfemelina, ale dnes se pouziva synteticky piipraveny silikagel. Metoda je zaloZzena na
membranovém principu.

Silikagel se uz i1 diive pouzival k separaci riiznych latek — jedovaté latky, kovové
ionty, proteiny nebo nukleové kyseliny. M4 silné polarni charakter, a proto absorbuje i
polarni slouceniny. Na silikagel se také mzou pfipojit chelata¢ni skupiny, to se hlavné
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vyuziva pfi separaci proteinti. Mezi hlavni vyhody silikagelu patii jeho vlastnosti. Neni
toxicky, hotlavy a je stabilni a nereaktivni.
Postup

Tato izolace pomoci silikagelové membrany je zalozena na jednoduchém procesu
vazby, promyti a uvolnéni.

Nejprve se k bunikam, ze kterych chceme DNA izolovat, pfidame extrakéni pufr,
aby uvolnil bunécny obsah. Chaotropni soli potom denaturuji DNA pomoci rozruSeni
intramolekularnich vodikovych vazeb, potom DNA adheruje na povrch membrany. Po
centrifugaci roztok obsahujici kontaminujici slozky, ptejde pifes membranu a DNA
zUstava navazéna na silikagelové membrané. Dale DNA promyvame opakovanym
pfiddvanim promyvaciho roztoku a odstfed'ovanim. Poté pieneseme kolonku na novou
zkumavku. Nyni se bude DNA muze uvoliiovat z membrany pfidanim roztoku, ktery ma
nizky nebo zadny obsah soli. Po centrifugaci se DNA nachézi v roztoku, ktery piesel pies
membranu, a je pfipravena k dal§imu pouziti.

V soucasnosti je tato metoda soucasti automatizovanych pfistrojii a modernich
kith, které obsahuji pfedem pfipravené roztoky. Ale slozeni jednotlivych roztokli se miize

ménit, proto je nutné postupovat vzdy podle postupt konkrétniho vyrobce.

Shrnuti

Tato metoda izolace DNA pomoci silika kolonek je pohodlna a ekonomicky
pomérné vyhodna. Je Casoveé nenaro¢na diky jednoduchému zakladnimu principu vazby,
promyti a uvolnéni. Také nevyzaduje zdlouhavé kroky, jako je napiiklad extrakce
organickymi rozpoustédly, ani sraZeni ethanolem nebo polyethylenglykolem. Cistota
ziskané DNA je pomérné vysokd, mozné je znecisténi slouCeninami, které se nachazi

V samotném systému a to je nevyhoda oproti metodam zaloZenym na iontové vymené.

Meéieni koncentrace DNA

Pted tim, nez budeme s DNA dale pracovat, je vhodné zméfit koncentraci a istotu
izolatu nukleovych kyselin. Nejjednodu$si metodou pro toto stanoveni je meéteni
absorbance v ultrafialové oblasti, jelikoz nukleové kyseliny absorbuji maximum zafeni
pfi vinové délce 260 nm. A také pii této vinové délce odpovidd mira absorbance
koncentraci DNA v méteném vzorku (Kocarek,2007; Slaby, 2015). Tato metoda se také

pouziva pro stanoveni miry kontaminace izolované DNA proteiny, které¢ maji absorpcni
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maximum pii vinové délce 280 nm. Mira znecisténi vzorku se zjisti stanovenim poméru
obou absorbanci a hodnota poméru by se méla pohybovat v rozmezi 1,8-2.0. Pokud jsou
hodnoty nizsi nez 1,75, jedna se o vysoké znecisténi vzorku a proto je vhodné izolovanou
DNA znovu purifikovat (Kocarek,2007).

Bézné se v laboratofich pouzivaji dvé metody k méfeni nukleovych kyselin a
jejich pouziti je zavislé na predpokladané koncentraci a Cistoté (Kocarek,2007). Je to
spektrofotometrickd metoda, kterd vyuziva piimé stanoveni v oblasti UV-zafeni, a
fluorimetricka metoda, kdy se do vzorku ptidava fluorescencni barvivo, nejcastéji se
vyuziva ethidiumbromid, ktery se vaze na DNA a koncentrace se pak stanovuje z
intenzity fluorescence emitované barvivem (Kocarek, 2007).

Spektrofotometry, které se vyuZivaji k méteni koncentrace DNA, generuji veskeré
hodnoty automaticky. Nejnovéjsi piistroje nanaseji malé mnozstvi vzorku piimo do mista
k vyusténi optického vlakna analyzatoru a diky tomu odpada pouziti kyvet a ptedchozi

fedéni vzorku (Slaby, 2015)

2.4 Polymerazova retézova reakce

Principem polymerazové fetézové reakce (Polymerase chain reaction, PCR) je
enzymaticka amplifikace DNA in vitro syntézou mnoha kopii vybrané sekvence DNA
Vv cyklické reakci o tfech teplotnich fazich (Bartinkova, Paulik, 2011). DNA se nejprve
musi vyizolovat a poté ji mizeme pouzit v této technice. Amplifikaci jedné molekuly
ziskame az miliardu stejnych kopii (Ishamael, 2008).

Vychozim materidlem pro PCR mize byt DNA z riznych zdrojd, naptiklad
z tkani , parafinovaného materialu nebo ze starych archeologickych vzorki. PCR lze také
pouzit k amplifikaci RNA, kterd musi byt nejprve prevedena na cDNA enzymovou
reverzni transkriptazou (RT-PCR) (Theophilus, Rapley, 2002).

Hlavnim vyznamem PCR je schopnost poskytnout velké mnozstvi genovych usekil o

specifické sekvenci, které miizeme déale analyzovat. Jednozna¢né vymezeni konkrétni

oblasti genu zajiSt'uji primery (Kuciel a Urban, 2016).

Historie
Polymerazova tetézova reakce se stala od svého vyvoje zakladnim nastrojem

v molekularnim vyzkumu a v klinické diagnostice.
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Pted PCR byly molekularni metody vicestupiiové, pracné a ¢asoveé naro¢né. Pro
namnozeni DNA bylo nutné klonovat do plazmida, plazmidy vlozit do bakterie, bakterie
pestovat v kultufe, plazmidy izolovat z bakterii a DNA inzerty oddélit od plazmidové
DNA. Pied PCR bylo jedinou moznosti Southern blot, ktery vyzadoval n¢kolik krokt
Stépeni restrikénim enzymem, elektroforézu, blotovani na membrany, hybridizaci
s radioaktivné znacenymi oligonukleotidovymi sondami a vyvoj na rentgenovém filmu.
Tyto techniky vyzadovali velké mnozstvi DNA a silné odborné znalosti pro spravné
vysledky.

Mnoho komponentt potiebnych pro PCR bylo k dispozici jiz pted vynalezenim
roku 1980 Karym Mullisem a jeho kolegy z Cetus Corporation. Syntéza DNA
oligonukleotidii byla zdokonalena a probihaly kroky K jeji automatizaci.

Sangerova metoda sekvenovani, kterd byla ocenéna Nobelovou cenou v roce
1980, prokazala prodluzovani DNA polymerazy jednotlivych oligonukleotidovych
primeri vazanych na jejich komplementarni fetézce.

Kary Mullis ziskal v roce 1993 Nobelovu cenu za zlepSeni polymerazové fetézové

reakce (Kennedy, Oswald, 2011).

Princip metody PCR

PCR je metoda pro mnohonasobné zmnozeni specifického tiseku DNA in vitro
zaloZena na principu replikace (Theophilus, Rapley, 2002). Tato reakce je zalozena na
schopnosti DNA denaturovat pii vysoké teploté a zase zpatky renaturovat po jejim
sniZzeni. Pfitom jsou zachovana pravidla komplementarity bazi (Bartinkova, Paulik,
2011). K opakujici se enzymové syntéze komplementarnich fetézci vybranych Gseku
dvoufetézcové DNA dochazi, kdyz se ptipoji dva primery, které se vazou na protilehlé
fetézce DNA tak, Ze jejich 3'-OH-konce sméfuji proti sobé. PCR umoziuje ziskat
pozadovanou specifickou sekvenci bez jakéhokoliv klonovani (Theophilus, Rapley,
2002).

Pribéh PCR reakce:
1. Pocatecni denaturace PCR
Postacuje zahtati smési na 95°C po dobu 2 az 5 minut, dilezita je

kompletni denaturace templatu. Pokud dojde jen k ¢aste¢né denaturaci, molekuly
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DNA se velice rychle renaturuji a to mize vést k nespecifické vazbé primerti a
moznym faleSnym vysledkim.
Vlastni fetézova reakce:
2. Denaturaéni krok
Dochazi k separaci fetézct. Smes se zahiiva na 94- 95°C po dobu 10 az 45
sekund, zalezi na objemu reakce a nebo tloustce stén zkumavek. Pokud je DNA
nedostatecn¢ denaturovana, neumoziiuje pfistup primerim. Naopak pokud je

denaturace pftili§ dlouha, snizuje aktivitu DNA polymerazy.

3. Pfipojeni primert

Smés se ochlazuje na teplotu 55-65°C po dobu 15 az 90 sekund. Teplota urcuje
specifi¢nost a zavisi na teploté pfipojeni primeru a templatu. Pro oba primery by se
méla teplota pfipojeni podobat a optimalizuje se v teplotnim gradientu nebo se

stanovuje empiricky.

4. Polymeracni reakce
Primery se prodluzuji. Tato reakce probihd obvykle pfi teploté 72°C po
dobu 15 az 90 sekund. DNA se syntetizuje pomoci Taqg DNA polymerazy pfi této
teploté rychlosti 60 bazi za sekundu. Retézce, které se nové syntetizuji, slouzi jako

templaty pro dalsi cyklus.

Kroky 2 — 4 se cyklicky stiidaji pfiblizné 30 — 40x, kvili dostatecnému namnozeni DNA.
Cyklické sttidani teplot zajiStuje prub¢h PCR reakce.

5. Zavéretna extenze se obvykle provadi po poslednim cyklu , kdy je smés zahtata
na 72°C po dobu 5 minut, a slouzi k dokonceni syntézy a renaturaci

jednotetézcovych produkti (Panticek, 2016).

Po kazdém cyklu dochézi k zdvojnasobeni poctu kopii tiseku mezi nasedlymi primery
(Bartlinkova, Paulik, 2011). Cely tento proces PCR reakce probihd v pfistrojich, kterym

se fika thermocyclery a dokdzi velmi rychle a pfesné ménit pozadované teploty.
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Obrazek 2: Priibeh amplifikace DNA pomoci PCR metody (Otova a Mihalova, 2012)

PCR reakce obsahuje n€kolik souc¢asti, které jsou potfebné pro pribéh reakce:

vzorek, ve kterém je obsazen zkoumany usek;

primery (syntetické oligonukleotidy), které slouzi jako zaklad pro syntézu
novych vlaken, obvykle jsou dlouhé 18-30 nukleotidii a musi Se syntetizovat
tak, aby byly schopny hybridizace s komplementarnimi sekvencemi na
dvojvldknové DNA;

smes Ctyt deoxynukleotidtrifosfat

Mg? ionty

Taq polymerazu

PCR pufr, ktery obsahuje Tris-HCI, KCI a MgCl> (Bartunkova, Paulik, 2011)
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Vybér primerii

Bohuzel vybér Géinnych a specifickych primert zdstava ponékud empiricky.
Neexistuje zadna sada pravidel, kterd by zajistila syntézu ucinného primerového paru.
Piesto kvuli primerim nejéastéji dochazi k selhani amplifika¢ni reakce(Theophilus,

Rapley, 2002). Nasledujici pokyny pomohou pii spravném vybéru:

1. Pokud je to mozné, vybereme primery snahodnou zakladni distribuci a
s obsahem GC, ktery je podobny obsahu amplifikovaného fragmentu.
Snazime se vyhnout primerim s useky polypurinl, polypyrimidinii nebo
jinych neobvyklych sekvenci.

2. Vyhneme se sekvencim s vyznamnou strukturou.

3. Zkontrolujeme vzajemné dopliiovani primert proti sobé navzajem.

Tato pravidla pouze zvysuji Sanci, Zze n€kterd dand dvojice oligonukleotidli spravné
funguje, nejsou to absolutni pozadavky (Erlich, 1989).

Primery se v PCR reakci nachazeji ve velké koncentraci na rozdil dlouhych
fetézcl analyzované DNA, které v této fazi zistavaji oddéleny. Jako zaklad pro syntézu
novych vlaken slouzi hybridizované primery. Syntéza novych vldken je katalyzovana
termostabilni DNA polymerdzou — Taq polymeréaza - tento enzym prodluzuje vlakna
DNA smérem od obou primerd, ve smeru od 5'konce ke 3’konci pfi teploté 72°C, a
zlstava aktivnii po zahrati na 95°C nutnych k denaturaci (Bartinkova, Paulik, 2011).

Sekvence, které nejsou komplementarni k templatiim, mohou byt piidany do 5°-
konce primerd. Tyto exogenni sekvence jsou zaclenény do dvouvldknového PCR
produktu a poskytuji prostiedky pro zavedeni restrikénich mist nebo regulaénich prvkl
(promotory) na konci amplifikované cilové sekvence. Pokud je to pozadovano mohou byt
pouzity krat$i primery nebo degenerované primery

,,Primer dimer” je amplifikacni artefakt, ktery se Casto pozoruje v produktu PCR,
zvlasté kdyz se provadi mnoho cykli amplifikace na vzorku obsahujicim velmi malo

pocatecnich kopii Sablony (Erlich,1989).

Reakcni prostitedi pro PCR
Polymerazovou fetézovou reakci 1ze provést napiiklad v plastovych zkumavkach,
mikrotitracni desti¢ce, mikrofluidni kart€, sklenéné kapilafe nebo na podloznim sklicku,

ale také v kapce emulze -emulzni PCR.
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Vytézek zavisi na tom, z ¢eho se sklada reakéni smés, na teplotnim profilu a poctu
cykli PCR. Efektivita reakce je dulezita hlavné tam, kde se pozaduje vysoka citlivost
reakce, zejména tedy pii praci s DNA o nizké koncentraci v extraktu nebo pii analyze
s velkym podilem degradované DNA. Existuji také systémy o velké robustnosti, které
maji piijatelnou G€innost PCR i v piipadé velkého podilu GC sekvenci v DNA a
v reakénich smésich, které obsahuji zbytky ethanolu, soli, SDS nebo interkala¢nich latek

(Beranek, 2016).

Termocyklery

Od vzniku PCR bylo navrZeno a vyrobeno mnoho typli a modelii termocyklert.
Na zacatku se jako termocycler pouZzival ohfivac spojeny s chladicim systémem pro
kapalné¢ komprese. S potfebou navrhnout rychlejsi termocyclery byly zavedeny
Peltierovy tepelné cykly a staly se nejbéznéjsim typem. Princip spociva v tom, zZe se bud’
ohtiva nebo ochlazuje v zavislosti na tom, jak je aplikovan elektricky proud na prvek.

Termocyklery jsou navrzeny tak, aby udrzovaly definovanou stalou teplotu po
urcity ¢as, poté ménily teplotu a znovu udrzovaly stalou teplotu béhem daného casu
(Nolan et al., 2013). Maji programovatelny teplotni profil v rozsahu 4-100 °C a udrzuji
dosazené teploty s presnosti na desetiny °C. Jje mozné také zavérecné chlazeni vzorku,
pokud by PCR probihala napftiklad ptes noc.

K detekci amplikonl se pouzivaji elektoforetické metody, sekvenacni techniky,
chromatografické kolony, hybridizace nebo se provadi analyza PCR v realném case (real-

time PCR) (Beranek, 2016).

Real time PCR (gPCR, RT-PCR)

Tato metoda je modifikace konvencni PCR a je vysoce citliva i velmi specificka
(Kubista, 2006). Tato technika je zalozena na pouziti fluorescen¢né znacenych sond a
detek¢éniho systému, ktery je schopen méfit intenzitu fluorescence a ta je Umérna
mnozstvi PCR produktu. Pomoci standartni kfivky, kterd je sestrojena pii pouZiti
znamych mnozstvi cilové DNA, je mozné piesné kvantifikovat mnozstvi cilové DNA ve
vzorku (Paulik,2005).

Pfi RT-PCR se mnozstvi vzniklého produktu monitoruje v pribéhu reakce

sledovanim fluorescence barviv nebo sond zavedenych do reakce, kterd je umérna
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mnozstvi vytvorené¢ho produktu a poctu amplifikacnich cykli potifebnych k ziskani
ur¢itého mnozstvi molekul DNA. S vysoce u¢innymi detekénimi chemickymi latkami,
citlivymi pfistroji a optimalizovanymi testy, které jsou dnes k dispozici, mize byt pocet
molekul DNA urcité sekvence v komplexnim vzorku stanoven s piesnosti a citlivosti
postacujici k detekci jedné molekuly.

Typické pouziti RT-PCR zahrnuje detekci patogentl, analyzu genové expres,
analyzu jednonukleotidového polymorfismu, analyzu chromozomovych aberaci a

Vv posledni dobé také detekcei proteinu pomoci imunoRT-PCR(Kubista, 2006).

Elektroforéza PCR produktii

Elektroforéza se pouziva jako zdkladni metoda pro separaci PCR produktii a jejich
dalsich rozstépenych fragment. Tato separace probihd na zékladé rozdilné velikosti
analyzovanych molekul a na pohyblivosti (mobilit¢) DNA fragmentt v elektrickém poli
(Kuciel a Urban, 2016).

Elektroforéza vyuzivd nabitych ¢astic, které jsou schopny pohybovat se
Vv elektrickém poli. Toto elektrické pole se tvoii vlozenim konstantniho stejnosmérného
napéti mezi dvé elektrody, kdy na nabitou ¢astici o nédboji Q pusobi v elektrickém poli o
intenzité E dvé sily - elektrostatickd sila F1, ktera ji uvadi do pohybu a odpor viskdézniho
prosttedi F2, ktery ji brzdi. Rozdil mezi elektrostatickou silou F1 a odporem prostiedi F2
je hnaci silou pohybu castice. Na zacatku je rychlost nulova a cCastice je uvedena do
pohybu elektrostatickou silou. S rostouci rychlosti roste i sila odporu prostiedi tak dlouho,
dokud se obé¢ sily ptisobici na ¢astici nevyrovnaji a poté nastane stacionarni stav (F1=F2).
Elektrickou energii dodava napajeci zdroj, ktery umozZnuje provoz v podminkich
konstantniho proudu, napéti nebo vykonu kter¢ jsou nastavitelné (Gottwaldova, 2016).

Elektoforetické metody rozdélujeme na volnou elektroforézu, ktera se provadi na
vodnych roztocich, kde ¢astice putuji k elektrodé s opacnou polaritou. Déle rozdélujeme
na zénovou elektroforézu na nosicich, kdy jsou nosice hydrofilni (ve vodé nerozpustné)
porézni, Sco nejmensi absorpéni schopnosti. Prvnimi nosi¢i byl neklizeny
(chromatograficky) papir, acetat celulozy, skrob a celuldza. V soucasné dobé se jako
nosice pouzivaji hlavné gely — a to gel agar6zovy (AGE) a polyakrylamidovy (PAGE).
Pti ptipravé gelu mulzeme ovliviiovat stupen polymerace, tedy velikost port

(Gottwaldova, 2016).
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V roce 1948 ziskal Svédsky chemik Arne Tiselius Nobelovu cenu. Ve 30.letech
minulého stoleti postavil aparaturu separujici proteiny krevniho séra na zaklad¢ jejich

elektroforetickych mobilit.

Gelova elektroforéza

Tato metoda se fadi mezi nejpraktictéjsi a nejvykonnéjsi metody pouzivané pro
déleni makromolekul. Separace jednotlivych molekul je zalozena -elektroforetické
pohyblivosti délenych latek a na gelové filtraci.

Gely, které se pouzivaji pro separaci nukleovych kyselin nebo bilkovin, se
nejcastéji tvoti z polyakrylamidu nebo agardzy. Ty vytvareji slozitou sitovou strukturu
polymernich molekul s pdry a jejich velikost mizeme ovliviiovat sloZenim roztoku a
koncentraci polymeru. Agar6zové gely jsou vhodné pro separaci molekul DNA a RNA o
velikosti nékolika set bp az po zhruba po 50 bp. Polyakrylamidové gely se pouzivaji
k separaci mensich molekul (Rosypal a Doskat, 2005).

Elektroforéza na agarozovém gelu (AGE)

Elektroforéza na agarézovém gelu se pouziva k separaci sérovych proteinli
v rutinni klinické analyze. Tato metoda se vyznacuje dobrou reprodukovatelnosti jak pro
kvantitativni, tak pro kvalitativni analyzu a lze ji povazovat za nejjednodussi.

Rychlost migrace zavisi na riznych faktorech, jako je napiiklad naboj castic,
teplota a povaha suspendovaného média. Gelova elektroforéza je technika, pfi které jsou
makromolekuly, jako jsou nukleové kyseliny a proteiny, nuceny prochazet pres pory
zelatinového média pomoci elektrického proudu. Makromolekuly jsou separovany pies
gel na zaklad¢ velikosti elektrického naboje a dalSich fyzikalnich vlastnosti (Srivastava,
2017).

Agar6zovy gel pfipravujeme o rizné hustoté. Agardza se rozpousti v pufru, ktery
se také nachazi v elektrolytické vané jako elektrolyt.

Vzorky se nanaseji do jamek v gelu, které se vytvotily pomoci tzv. hfebinku. DNA
se zatizi pomoci tzv. nanaseciho pufru, ktery je tmavé zabarveny a je tak umozZnéna
kontrola vloZeni PCR produktu do pfislusné jamky. Tento pufr také zajistuje migraci

DNA v gelu.
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Aby se snadno odhadla velikost pozorovanych fragmentti DNA, nanasi se do
jedné jamky gelu velikostni marker (DNA ladder), ktery ma definovanouvelikost
jednotlivych fragmentt (napt. 100 bp ladder) (Beranek,2016).

Kdyz probéhne elektroforéza je potieba zviditelnit separované DNA fragmenty.
Pro jejich vizualizaci se pouziva znaceni barvivem, které se vaze na DNA. Barvivem
mize byt naptiklad ethidiumbromid (EtBr), ktery se povazuje za mutagen, a dal§im
barvivem muze byt SYBR Green , ktery se spiSe pouziva pii elektroforéze na
polyakrylamidovém gelu. Cim vét$i mnozstvi DNA se v prouzku nachazi, tim vice se
ethidiumbromid véze a tim je intenzita fluorescence vétsi. Ethidiumbromid se vclenuje
mezi sousedici baze DNA a po ozateni UV svétlem fluoreskuje. EtBrs emtze ptidat piimo

do gelu pfti jeho ptipravé a nebo se gel barvi az po elektroforetické separaci.

Agarozovy gel

Agardza je piirodni koloid extrahovany z moiskych fas. Jednad se o linedrni
polysacharid, ktery je tvofen zdkladnim opakovatelnym jednotkovym agarobiosem a ten
je tvofen alternativnimi jednotkami galaktézy a 3,6-anhydrogalaktosy. Agardza se
obvykle pouziva v gelu v koncentraci mezi 0,7 — 3 %, coz urcuje velikost pora. Nizsi
koncentrace maji za nasledek vétsi pory, zatimco vyssi koncentrace maji za nésledek
mensi velikosti port. Agarozové gely se obecné pouzivaji K oddéleni vétsich molekul,
jako jsou napiiklad nukleové kyseliny DNA a RNA, protoze velikosti pértt jsou
dostate¢né velke, aby tyto molekuly mohly prochazet gelem. Vlastnosti gelovaténi jsou
pfisuzovany jak mezilehlé, tak i intramolekularni vodikové vazb€ uvniti a mezi dlouhymi
fetézci agardzy. Tato zesiténd struktura poskytuje gelu dobré protikonvekéni vlastnosti

(Srivastava, 2017).

Pufry elektroforézy na agarozovém gelu

Typ pouZitého elektroforetického pufru mize také ovlivnit rozliSeni separace
DNA. Pouzivaji se dva pufry. Jeden je TAE pufr (Tris-acetat-EDTA), ktery poskytuje
lepsi rozliseni fragmentd vétsich nez 4 kb. A druhy je TBE pufr (Tris-borat-EDTA) a ten
poskytuje lepsi rozliseni fragmentti o velikosti 0,1- 3 kb. Pufry TBE mohou byt nékolikrat

znovu pouzity, neZz budou nahrazeny a také ma silnéjSi pufrovaci kapacitu pfi
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elektroforézach, které trvaji delsi dobu a nebo pfi elektroforézach bézicich pii vysokém

napéti (Pelt-Vertikuil et.al., 2008).

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Polyarylamidova gelova elektroforéza (PAGE) je klicovym postupem pfi
charakterizaci proteinu v tom smyslu, Ze analytické reakce zkoumajici strukturu a slozeni
cilového proteinu jsou provadény pied a po separaci komplexni smési makromolekul
pomoci PAGE. Tato metoda ndm umoznuje ziskat mnozstvi informaci, napiiklad
stanoveni molekulové hmotnosti, Cistotu proteind, posttranslacni modifikace, strukturu
podjednotek, enzymovou aktivitu, zpracovani proteini nebo aminokyselinovou sekvenci
(Rosenberg, 2005).

Pouziti PAGE geli mélo velky vliv na nasi schopnost rozliSovat proteiny
v komplexnich smésich, odhadovat jejich velikost a uréovat nékteré jejich vlastnosti. Je
to jedna ze standartnich metod v biomedicin€, PAGE gely jsou tak univerzalni.

PAGE gely jsou pozoruhodné univerzalni pro provadéni separace proteinil a
nukleovych kyselin s vysokym rozliSenim (napf. pro $tépeni DNA ladderd v DNA
sekvencnich reakcich nebo pro testy na ochranu RNazy). V ptipadé proteinii mohou byt
PAGE gely pouzity k jejich oddéleni podle velikosti nebo naboje v zavislosti na jinych

vlastnostech gelové matrice.

Polyakrylamidovy gel

Polyakrylamidovy gel (PAG) vznikd polymeraci akrylamidu a bisakrylamidu za
pritomnosti persulfatu, ktery je zdrojem volnych radikald, a tetramethylandiaminu, ktery
ma ulohu stabilizatoru radikélové reakce. Separace mize probihat bud’to vertikalné nebo
horizontalné¢. PAG jsou schopny rozlisit 1 fragmenty nukleovych kyselin, které se
vzajemné lisi v délce tieba 1 o jediny nukleotid pfi velikosti separovanych fetézct do 500
nukleotidd.

Pti elektroforetické separaci jednotetézcovych molekul DNA byva soucasti gelu
denaturacni ¢inidlo, kterym je napfiklad mocovina nebo formamid - vznikne tzv.
denatura¢ni gel. Pfi denaturaci dvoufetézctli, napiiklad pfi analyze bodovych mutaci,
muZeme pouzit variantu PAG s rostoucim gradientem denaturac¢niho ¢inidla ve sméru

separace nukleovych kyselin (Beranek, 2016).
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Kromé¢ chemického gradientu miizeme také pouzit gradient tepelny, kterého
dosdhneme vlozenim gelu na kovovou desku, jejiz segmenty jsou zahiaty na riznou
nastavenou teplotu. Stoupajici vliv denaturacnich sil vede v prub&éhu separace
k oddélovani dvouretézci a sniZeni rychlosti jejich pohybu. Pokud ma nukleova kyselina
krats$i vzdalenost od startu nez DNA obsahujici béznou alelu, svéd¢i to o pfitomnosti
mutace (Beranek, 2016).

Nevyhodou této metody je pouze toxicita monomeru, ze kterého se gel pfipravuje.
Vzhledem k tomu vétSina pracovist’ upiednostiiuje jiz hotové komeréné vyrobené gely,

které jsou sice drazsi, ale bez zdravotniho rizika (Bartinkova, Paulik, 2011)

SDS-PAGE

SDS (dodecylsulfat sodny; laurylsulfat sodny) - PAGE je jednou
Z nejpouzivangjSich metod pro analyzu proteind. Je kvantitativni a oddéluje proteiny
podle jejich velikosti. Proto je SDS-PAGE Siroce pouZzivana pro stanoveni molekulové
hmotnosti protein (i kdyZ v nékterych ptipadech miize byt nepiesnd), pro sledovani
Cistoty proteintl a ve spojeni s analyzou Western blot pro identifikaci ptitomnosti proteinti
v komplexnich smésich

VeétSina SDS-PAGE geli se piipravuje s izkym stohovacim gelem nad primarnim
separa¢nim gelem. Stohovaci gel je polyakrylamid s nizkym procentem. Kdyz proteiny
migruji pies stohovaci gel a narazi na S§té€pici gel, vytvoii to ,co bylo oznacovéano jako
,dopravni zacpa®, takze vSechny proteiny vstupuji do Stépiciho gelu v podstaté ve stejnou

dobu, coz zlepsuje rozliseni a reprodukovatelnost (Corley, 2004).
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3. Cil prace

Cilem mé bakalatské prace bylo:

e Optimalizace metody izolace DNA z mrtvych vcelich délnic a plodu pro
naslednou PCR analyzu.

e Optimalizace PCR metody pro detekci Ascosphaera apis.

e Sbér a vySetfeni vzork vcel ve vybranych vcelstvech na pfitomnost

houbového patogena Ascosphaera apis.
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4. Material a metody

Praktickou c¢ast ke své bakalarské praci jsem vykondvala v laboratofich
Zemédglské fakulty JihoGeské univerzity v Ceskych Budgjovicich pod vedenim a
odbornym dohledem pani Ing. Ireny Hostickové.

Detekce Ascophaera apis zahrnovala nejprve izolaci DNA z mrtvych vcelich
d€lnic, poté jeji optimalizaci pomoci metody PCR a nésledné zobrazeni pomoci gelové
agardzove elektroforézy.

Pro detekci Zvapenaténi vceliho plodu pomoci metody PCR jsme pouzily celkem
20 vzorku véel od odlisnych véelait a véelstev. Vzorek €. 21 je Cista kultura Ascosphaera

apis, ktera nam slouzila jako pozitivni kontrola.

Tabulka 1: Vzorky odebrané od jednotlivych véelarii

véelstvo véelar

1 Jifi Brabenec

Jifi Brabenec

3 Jifi Brabenec

4 Jifi Brabenec

5 Jifi Brabenec

6 Jifi Brabenec

7 Jifi Brabenec

8 Jiti Brabenec

9 Jiti Brabenec
10 Jiti Brabenec
11 Irena Hostickova
12 Irena Hostickova
13 Jan Kulik

14 Jan Kulik

15 Jan Kulik

16 Jan Kulik

17 Jan Kulik

18 Jan Kulik

19 Jan Kulik
20 Jan Kulik

4.1  lzolace DNA
Vzorky pro izolaci DNA byly odebrany z 20 v¢elstev. Nejprve musime jednotlivé

vzorky (vCely) homogenizovat. Do jednotlivych mikrozkumavek rozdélime vcely, ke
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kazdé pridame pfiblizn¢ 3-4 sklenéné kulicky. VSechny mikrozkumavky umistime do
stojanku, priklopime vikem a umistime do homogenizatoru. Stojanek dikladné upevnime
do drzédku a zajistime zamkem. Homogenizator zapneme a pifiblizné po 4 minutich

vzorky vyjmeme.

Obrazek 3: Homogenizdtor

Izolace DNA pomoci kitu E.Z.N.A.

Tento produkt mé inovativni systém, ktery radikalné zjednoduSuje extrakci a
¢isténi nukleovych kyselin z rznych zdroji. Klicem k tomuto systému je nova matice
HiBind, ktera specificky ale reverzibilné za urcitych optimalnich podminek vaze DNA
nebo RNA, coZ umoziuje odstranéni proteinti a dal§ich kontaminantd. Nukleové kyseliny
se snadno eluuji deionizovanou vodou nebo pufrem s nizkym obsahem soli.

Souprava poskytuje snadnou a rychlou metodu izolace genomové DNA pro
konzistentni metodu PCR nebo Southern. Umoziiuje také jednordzové nebo vicenasobné
soucasné zpracovani vzorkl. Purifikovanda DNA muze byt pfimo pouZita pro vétSinu
aplikaci jako je PCR, Southern blotting a Sté€peni restrikénim enzymem.

Tato metoda je vhodna pro izolaci DNA az z 30 mg tkané. Vytézky se lisi

Vv zavislosti na zdroji.

Materidly a vybaveni:
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Tabulka 2: Materidly a vybaveni

Stolni centrifuga schopna 14000 x g e 2ml zkumavky
Vodni lazn¢, tepelné bloky nebo inkubatory, e OB Protease Solution

které jsou schopné zahtivat na 55° -70° C

Vortex e TL Buffer

100 % ethanol e HBC Buffer

100 % isopropanol e DNA Wash Buffer
Automatické pipety e Elution Buffer
mikrokolonky e BL Buffer

Pred zacatkem si nastavime vodni 14zn¢, teplné bloky nebo inkubatory na 55°C ana 70°C.
Ptipravime si DNA Wash BUffer a HBC Buffer podle navodu. Dame si zahtivat do
inkubétoru Elution Buffer na 70°C.

Postup:

1.

Navazime si 30 mg tkané od kazdého vzorku a pfeneseme ji do 1,5 mL
mikrozkumavek.

Ptidame 200ul TL Buffer. Pro rychlejsi 1yzu, rozmélnime tkan na malé kousky.
Dale ptfidame 25 pl OB Protease Solution a pomoci vortexu dikladné
promichame.

Nechéame inkubovat po dobu 90-ti minut pi1 55° C.

Pokud nemame k dispozici tfepaci vodni lazen, vortexujeme vzorky kazdych 20-
30 minut. Doba lyzy zavisi na mnoZstvi a typu pouzité tkané.

Nechame vzorky centrifugovat po dobu 5 minut pii 14000 x g otakach
Preneseme supernatant do sterilni mikrocentrifuga¢ni mikrokolonky o objemu 1,5
ml, opatrné bez jakychkoliv usazenin.

Ptidame 220 ul BL Buffer. Upravime si objem BL Bufferu na zédkladé mnoZstvi

vychoziho materidlu. A pomoci vortexu dikladné promichame.

Poznamka: Po pfidani BL Bufferu se mtize vytvofit srazenina, to neinterferuje

s obnovou DNA.

8.

Vzorky dale inkubujeme po dobu 10-ti minut pti 70°C.
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10.
11.

12.

13.
14.

15.
16.
17.
18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Ptidame 220pu1 100% ethanolu. Objem potfebného ethanolu si miizeme upravit na
zaklad€ mnozstvi materialu. Opét dikladng zvortexujeme.

Vlozime HiBind DNA minikolonku do 2ml zkumavky.

Pteneseme cely vzorekz kroku 9 do minikolony HiBind DNA, vcetné vSech
vzniklych precipitatl, které se vytvorily.

Opét nechame vSechny vzorky centrifugovat na maximum (14000 x g) po dobu 1
minuty.

Odstranime filtrat a znovu pouzijeme zkumavky.

Do zkumavek ptidame 500ul HBC Buffer. HCB Buffer musi byt pied pouzitim
nafedény 100% isopropanolem podle navodu.

Centrifugujeme pii maximalni rychlosti (14000 x g) po dobu 30-ti sekund.

Po vyjmuti z centrifugy odstranime filtrat i se zkumavkou.

Vlozime mikrokolonku do nové 2ml odbérové zkumavky.

Ptidame 700 pul DNA Wash Buffer.

Poznédmka: DNA Wash Buffer musi byt pfed pouzitim natedén 100% ethanolem.
Opét centrifugujeme pii maximalni rychlosti po dobu 30 sekund.

Poté odstranime filtrat a znovu pouZijeme zkumavky

Opakujeme korky 18-20 pro druhy promyvaci krok pomoci DNA Wash Buffer.
Zcentrifugujeme prazdné mikrokolonky s odbérovymi zkumavkami maximalni
rychlosti po dobu 2 minut, aby se kolonka vysuSila. Tento krok je dulezity pro
odstranéni stopového ethanolu, ktery by mohl rusit nasledné aplikace.

Pteneseme mikrokolonky do prdzdnych mikrocentrifugacnich zkumavek bez
nukleédzy.

Pfidame 100 pl Elution Buffer, ktery je zahtaty na 70°C. Nechame temperovat pfi
pokojové teploté po dobu 2 minut.

Nakonec centrifugujeme pii maximalni rychlosti po dobu 1 minuty.
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Obrazek 4: Pribeh izolace DNA; inkubdtor pro izolaci DNA

Cistotu a mnozstvi vyizolované DNA zméfime na piistroji BioSpec-nano a nameétené

hodnoty zaznamename.

Obrazek 5: Pristroj pro méreni koncentraci DNA BioSpec-Nano

42 PCR

Tato metoda slouzi k rychlému a snadnému zmnozeni useku DNA a je zaloZena
na principu replikace nukleovych kyselin. Useky DNA, které chceme amplifikovat, musi
byt na zacatku a na konci ohraniceny primery, coz jsou kratké oligonukleotidy DNA.
K syntéze nového vldkna potifebujeme termostabilni Taq polymerazu.
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Polymerazova fetézova rekce probihd v pfistrojich zvanych termocykler. Toto

zafizeni dokaze béhem nékolika sekund zvysit nebo snizit teplotu o nékolik desitek

stupnii Celsia.

Vysledkem je obrovské mnozstvi kopii ptivodni sekvence DNA. Metoda je velice

citliva, jelikoz dokaze odhalit i jedinou molekulu DNA ve vzorku. Pfi praci musime byt

velice peclivi a opatrni, aby nedoslo ke kontaminaci.

Reakéni slozky:
Tabulka 3: Reakcni slozky
Master mix 5ul
H20 3ul
Forward primer 0,5 ul
Reverse primer 0,5 ul
Vzorek DNA 1 ul
Tabulka 4: Pouzité primery
primer sekvence velikost | zdroj
AscosFOR | TGTGTCTGTGCGGCTAGGTG 136 bp Garrido-Bailn et al., 2013
AscosREV | GCTAGCCAGGGGGGAACTAA
Ame actin
F _ TGCCAACACTGTCCTTTCTG 236 bp Calla et al., 2018
Ame actin
R AGAATTGACCCACCAATCCA
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Priiprava reakcéni smési:

Vsechny reakéni slozky jsou ulozeny v mrazéku, proto je musime pied
pipetovanim rozmrazit. Pfipravime si a fadné¢ oznacime mikrozkumavky, do kterych
budeme reakéni smés pipetovat.

Pro pfesngjsi praci si nejprve piipravime smés pro vSechny vzorky a po
rozpipetovani presnych objemu piidame jako posledni 1 pl DNA, aby se snizilo riziko

kontaminace. Sm¢s piipravime pro 21 vzorkl a jednu negativni kontrolu.

Tabulka 5: Pouzité reagencie pro pripravu reagencni smési

Reagencie pro 1 vzorek pro 22 vzorki
Master mix S5ul 110 pl

H20 3ul 66 ul

Forward primer 0,5 ul 11 ul

Reverse primer 0,5 ul 11 pl

Do kazdé mikrozkumavky pipetujeme 9 pl pfipravené reakéni smési a 1ul DNA

a jako negativni kontrolu mame pouze reakéni smés bez DNA.

PCR reakce

Ihned po namichani reakéni smési vloZime vzorky do termocykleru a fadné
utahneme viko. Poté nastavime potiebné teploty a Casy.

95 °C /5 minut

95 °C /10 sekund

60 °C / 30 sekund

72 °C / 1 minuty

72 °C /10 minut

4°C
Kroky 2 — 4 opakujeme 35x
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Obrazek 6: Termocyklér pro PCR

4.3  Gelova elektroforéza

Piiprava agarozového gelu:

Nejprve si navazime na analytickych vahach 1,5 g agardzy a kvantitativné
pfevedeme do banky. Déle si naméfime v odmérném valci 120 ml TBE pufru, ktery
obsahuje Tris kyselinu boritou a EDTA, a smichame s pfipravenou agardézou. Vse
dikladné promichame.

Po promichani vloZime baiku do mikrovinné trouby a zahtivame, dokud se roztok
nezacne vafit (cca 4 minuty) a nebude obsahovat zadné kousky. Pribézné roztokem
michame.

Kdyz je roztok bez jakychkoliv ¢astic, mikrovinnou troubu vypneme a banku
ochladime pod tekouci vodou pfiblizné na 60°C.

Po ochlazeni na danou teplotu banku pieneseme do digestofe a automatickou
pipetou do roztoku ptidame 6 pl ethidium bromidu pro obarveni a pro vizualizaci DNA
pod UV svétlem. Opét roztok dikladné promichame.

Déle roztok ptelijeme do pfedem piipravené vanicky, ve které jsou umistény
hiebinky, které vytvoti v gelu jamky pro naneseni vzorkt. Odstranime ptipadné bubliny,
které se nam vytvofily. Gel nechdme cca 10 minut ztuhnout.

Kdyz nam gel ztuhne, odstranime hiebinky a gel pfeneseme velmi opatrné do
elektrofororetické vany, kterd je napliena TBE pufrem. Gel ve vané¢ musi byt zcela

prekryt timto elektrodovym pufrem.
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Naneseni vzorkit na gel:

Nejprve je nutné zkontrolovat spravnou orientaci jamek viici elektrodam. Vzorky
budeme nanéset vzdy smérem ke katode¢.

Do prvni jamky naneseme pomoci automatické pipety 9 ul DNA standardu
(DNA ladder, neboli velikostni marker), podle kterého mizeme odhadnout velikost
fragmentti vzorkti DNA. Druhou jamku naplnime analyzovanym vzorkem DNA.
Nasledujicich dvacet jamek naplnime nasimi vzorky, do dalsi jamky naneseme

negativni kontrolu a do posledni opét DNA standard.

Priubéh separace:

Po naneseni vzorki do jamek v gelu, opatrné a spravné nasadime viko
elektroforetické vany a elektrody zapojime do zdroje napéti. Déleni vzorkt probiha pfti
120 V po dobu 45 minut. Po chvili zkontrolujeme, zda-1i nam dé€leni probiha spravnym

smeérem.

Obrazek T: Elektroforeticka vana

Po ukonceni elektroforetické separace odpojime zdroj napéti a z vany sejmeme
viko. Agardzovy gel opatrné vyjmeme z elektroforetické vany a pomoci plastové

nadoby pfeneseme gel do transiluminatoru, kde dojde k vizualizaci fragmenti DNA.
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5. Vysledky

Byla vyizolovana DNA z 20 véelstev a ¢isté kultury houby Ascosphaera apis,
ktery slouzil jako pozitivni vzorek. U vSech vzorki DNA byla zméfena koncentrace
DNA. Dale byla provedena PCR reakce nejprve na pritomnost DNA véely, za pouziti
specifickych primerta pro gen Actin, a poté PCR na pfitomnost puvodce onemocnéni
zvapenaténi v¢eliho plodu ve veelstvech za pouZiti primert specifickych pro Ascosphaera

apis.

Koncentrace ziskané DNA

Tabulka 6: Namérena koncentrace DNA

véelstvo koncentrace DNA (ng/nl)
1 30,96
54,53
3 46,48
4 70,1
) 72,03
6 223,4
7 29,33
8 69,89
9 55,67
10 122,35
11 55,57
12 90,74
13 45,84
14 44,69
15 137,15
16 32,85
17 18,1
18 28,85
19 122,81
20 30,77
A. apis -0,65

V tabulce ¢. 6 jsou uvedeny namétené koncentrace vyizolované DNA. Nejvyssi

cv w7
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vzorkll se ndm podafilo ziskat velmi ¢istou DNA a u nékterych méné Cistou. Koncentrace

u jednotlivych vzorkl se pomérné lisi, neni stabilni

Vlastni PCR detekce Ascosphaera apisu

Pro detekci onemocnéni a v€eli DNA pomoci PCR jsme pouzili primery, které
Jsou zobrazeny s ptesnou velikosti a sekvencemi Vv tabulce €. 4.

Na obr. ¢. 8 je vyobrazen elektroforeogram PCR detekce PCR detekce DNA
véely. U vétSiny vzorku je detekovana piitomnost PCR fragmentu, ktera odpovida
ocekavané velikosti (136 bp), coz ukazuje dostate¢né mnozstvi DNA pro uspésny prubéh
PCR reakce. Pouze u vcelstva ¢.16 je vysledek negativni, jelikoz zde pravdépodobné
doslo k chybé pti izolaci DNA.

Obrazek 8: Elektroforeogram fragmentu ziskanych PCR reakci pri pouziti primeri specifickych pro DNA
véely. Pozice vzorkii v hornim radku zleva: velikostni marker, véelstvo ¢. 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
pozice vzorkii ve spodnim radku zleva:

Obrazek 9: Elektroforeogram fragmentu ziskanych PCR reakci pri pouZiti primerit specifickych pro
Ascosphaera apis. Pozice vzorkii v hornim radku zleva: velikostni marker, véelstvo ¢. 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, pozice vzorkii ve spodnim radku
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Na elektroforeogramu (obrazek ¢. 9) jsou zobrazeny fragmenty ziskané PCR
reakci pii pouziti primera specifickych pro Ascosphaera apis. Na elektroforeogramu jsou
také zobrazeny DNA laddery (100 bp), které se nachazi na prvni a posledni pozici. Dale
se na 23. pozici nachazi negativni kontrola, ktera nam vysla spravné negativné. A na 22.
pozici se nachazi vySetfovana houba Ascosphaera apis, které vysla také spravné
pozitivné. Do ostatnich jamek byli umistény vzorky vcelstev pro vySetfeni na pfitomnost
A. apis. Muzeme vidét, ze vysledkem jsou piiblizné 140 bp , coz by piiblizné odpovidalo

velikosti pouzitych primera (136 bp).
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Tabulka 7: Souhrn vysledkii vySetieni véelstev u jednotlivych véelari na pritomnost piivodce zvapenatént
véeliho plodu A. apis

véelstvo vielai vyskyt A. apis
1 Jifi Brabenec -
2 Jifi Brabenec -
3 Jifi Brabenec +
4 Jifi Brabenec +
5 Jifi Brabenec +
6 Jifi Brabenec +
7 Jifi Brabenec +
8 Jifi Brabenec -
9 Jifi Brabenec +
10 Jifi Brabenec +
11 Irena Hostickova +
12 Irena Hostickova -
13 Jan Kulik
14 Jan Kulik -
15 Jan Kulik -
16 Jan Kulik -
17 Jan Kulik -
18 Jan Kulik -
19 Jan Kulik -
20 Jan Kulik -
A. apis +

Vyskyt zvapenaténi véeliho plodu u
vCelstev

m pozitini = negativni

Graf 1: Grafické zndzornéni vyskytu A.apis u vysetrovanych véelstev
Celkem nam pfi vySettovani vyslo 8 vcelstev pozitivnich (40%) a 12 vcelstev negativnich
(60%).
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6. Diskuze

Zvapenaténi vceliho plodu je invazivni mykotické onemocnéni, které napada
véely medonosné (Apis mellifera) a je zpusobovano mikroskopickou houbou
Ascosphaera apis (Borum, Ulgen, 2015). Toto onemocnéni se tyka vyhradné vceliho
plodu, ale pravdépodobné jsou spory pienaSeny na télech délnic. Obvykle neznici celé
vcelstvo, muze vSak zpusobit znacné ztraty, pokud jde o pocet vcel a jejich produktivitu
(Aaronstein, Murray, 2010). Patogeny mohou byt pfitomny také ve v¢elich produktech,
jako je med, pyl nebo matefi kasicka (Teixeira, 2018). Vnéjsi nebo vnitini faktory mohou
ovlivnit pieziti mikroorganismt v téchto produktech (Franco,1996). Zvapenaténi se
vyskytuje ve véelstvech po celém svété a existuji naznaky toho, Ze se vyskyt zvySuje
(Aronstein, Murray, 2010). Larvy ptijimaji pti krmeni spory houby, coz dovoluje vyvinuti
onemocnéni uvnitt larev. Nakazené larvy jsou zabity, pozdé&ji uschnou a zanechavaji
mumifikované mrtvoly, které pfipominaji maly kousek kiidy (Jensenet al., 2015). Navic
toto onemocnéni vyzaduje predispozi¢ni stav v nachylném plodu, aby se mohl vyvijet.
Larvy jsou n€kolik hodin po zapeceténi nejvice citlivé na mozny stres, ktery vyvolava
onemocnéni (Flores et al.,2005). Kviili nedostatku 1écebnych piipravki a potiebé, aby se
zachovaly zdravé a pfirozené vlastnosti vCelafskych produktli, musi byt vyvinuty
alternativni metody pro kontrolu zvapenaténi (Maxfield-Taylor, 2015). Pro urceni
nejlepSich kontrolnich opatteni je dilezité védét vice o tom, jak je nemoc piendSena a o
moznych predispozi¢nich podminkach, které vyvolavaji onemocnéni. Byly vyvinuty
techniky, které umoznily experimentalni vyjadieni klinickych symptomt kontrolovanym
zpusobem pfii zachovani pfirozenych podminek (Flores et al., 2005).

Zvapenaténi veeliho plodu lze vySetfovat vice zplsoby. Jednim ze zplisobli miize
naptiklad byt vySetfovani pomoci metody PCR, které je pouzito v této bakalarské prace
a dale ho také vyuzil Garrido-Bailon (2013), Hornitzky (2001) nebo Rehner a Evans
(2009). Dalsim zpisobem miize byt napiiklad mikroskopické vySetteni, které pouzili
veédci z Kanady (Gohnauer, Hughes, 2012).

Rychla detekce a identifikace Ascosphaera apis mize byt provadéna pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR). Podle Reynaldiho (2015) je pti identifikaci
onemocnéni pomoci PCR dilezitd kompatibilita primeru, peclivy navrh primeru a
kontrola reak¢nich podminek.

V této praci jsem pouzila specifické primery pro A. apis (Garrido- Bailon et al.,
2013), pomoci kterych jsem tspésné amplifikovala fragmenty o¢ekavané velikosti, které
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byly snadno rozliseny elektroforézou na agarozovém gelu. . Pro detekci véeli DNA jsem
pouzila primery pro v¢eli Actin s o¢ekavanou délkou amplifikovaného fragmentu 136 bp
a (Calla et al., 2018). Ziskana délka fragmenti tomu odpovidala.

Celkem jsem vysetiovala 20 vzorkt od tii riznych vcelafi a jejich vcelstev. Jako
21 vzorek byla Cistd kultura mikroskopické houby Ascosphaera apis, ktera slouzila jako
pozitivni kontrola. Pro izolaci DNA z této kultury jsem pouzila stejnou metodu, jako pro
izolaci DNA z ostatnich vzorkii véel. To ovSem nebyl dobry zpusob, jelikoz se
vyizolovalo velmi malé mnozstvi DNA. Pro piisti izolaci bych pouzila jinou metodu,
kterou napftiklad pouzil Reynaldi et al. (2015).

Z mych vysledkt vyplyva, ze z celkem 20 zkoumanych vcelstev bylo 8 (40%)
pozitivnich na Ascosphaera apis. Garrido-Bailon et al., (2013), ktery se zabyval mimo
jiné i vyskytem zvapenaténi ve véelstvech, zaznamenal vyskyt A. apis u méné nez 5%
zkoumanych vcelstev. Dalsi vyzkum probihal naptiklad v Jizni Africe, kde Strauss et al.,
(2013) zaznamenal vyskyt zvapenaténi u 46 % zkoumanych véelstev v pribéhu jednoho
roku. Zmych vysledki a vysledki ve zminénych publikacich vyplyva, ze vyskyt
nakaZenych vcelstev mliZze byt pomérné vysoky. Vzhledem k tomu, Ze toto onemocnéni
muze mit za nasledek snizeni produkce medu o 5 - 37 % (Aaronstein, Murray, 2010) a
celkové oslabeni vcelstev, je toto zjiSténi podle mého nazoru alarmujici. Ve své praci
jsem testovala vzorky pouze ze 3 véelnic, pro ovéfeni nakazové situace v CR bude v

budoucnu potieba analyzovat vice vzorkil z vétsiho uzemi.
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7. Zavér

V této bakalaiské praci jsem se zabyvala piedev§im popisem houbového
onemocnéni zvapenaténi véeliho plodu a jeho vlivem na nakazené véelstvo. Celkem jsem
vySetfovala 20 vzorkl od tfi riznych chovatelii. Od pana vcelaie Jiftho Brabence jsem
méla celkem 10 vzorkd, z toho vysly 3 véelstva (30%) pozitivné a 7 vcelstev (70%)
negativné na Ascosphaera apis. U vzorka od pani v¢elaiky Ireny Hostickové vySel 1
vzorek negativné (50%) a jeden pozitivné (50%) a u pana Jana Kulika vySla vSechna
véelstva negativné (100%). Celkové procento nakaZenosti u mnou vySetiovanych
vcelstev je 40%.

Z mych vysledkl vyplyva, ze vyskyt nakazenych vcelstev je pomérné vysoky.
Vzhledem k tomu, Ze toto onemocnéni miize mit za nasledek sniZeni produkce medu az
témer o polovinu a celkové oslabeni vcelstev, je toto zjisténi podle mého nézoru
alarmujici. Ve své praci jsem testovala vzorky pouze ze 3 vcelnic, pro ovéieni ndkazové

situace v CR bude v budoucnu potieba analyzovat vice vzorki z vét§iho izemi.
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