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Abstrakt

Mikroskopicka houba Pseudogymnoascus destructans (Ascomycota:
Pseudeurotiaceae) zpusobuje nemoc zvanou syndrom bilého nosu (WNS) putisobici tthyn
netopyrt béhem hibernace. Nemoc se vyskytuje v Severni Americe a v Evropé. Houba je
charakterictickd asymetricky zakfivenymi konidiemi, pomalym rdstem a rdstem v nizkych
teplotach (pod 20 °C).

Cilem této studie je vytipovat vlastnosti zodpovédné za unikatni ekologii
Pseudogymnoascus  destructans  pomoci  srovnani s ekologicky  pfibuznymi
¢i nepiibuznymi patogennimi i nepatogennimi druhy hub. Tato c¢ast zahrnuje studium
tolerance k neptfiznivym podminkdm a poznani spektra utilizovanych Zivin (slouceniny
uhliku, dusiku, fosforu, siry a nutricni elementy). Testovani k nepfiznivym podminkdm také
ma pomoci odhadnout potencial houby se §ifit mimo jeskyné. Poslednim cilem je vyvinuti
selektivniho izola¢niho média pro P. destructans.

Vliv nepfiznivych podminek (napi. UVA, UVA sUVB, 25°C, 30 °C, 37 °C
a nedostatek vzdusné vlhkosti) byl testovan fluorescencnim znacenim propidium jodid (PI)
prostiednictvim pratokové cytometrie. Spory P. destructans a tii izolat hub z podzemnich
nebyly Zivotaschopné po 3 tydnech uchovavani v 37 °C. Dalsi nepfiznivé podminky
nezpusobovaly vyrazny pokles Zivotaschopnosti nebo zplsobily vyrazngj$i pokles
zivotaschopnosti jen u nékterého izolatu.

Vyvoj selektivniho média pro P. destructans mél nékolik krokiu (napf. nalezeni
srovnavaciho média, vhodné kultivacni teploty, testovani antimykotik atd.). Selektivni
médium také pomohl vyvinout systém Biolog pro testovani utilizace uhliku, dusiku, fosforu,
siry a nutri¢nich dopliki. Systém Biolog ukazal, Ze izolaty Pseudogymnoascus destructans se
1181 v utilizaci uhliku, dusiku, fosforu, siry a nutri¢nich doplikl od dalSich testovanych kment
hub.

kli¢ova slova: houby, Pseudogymnoascus, fyziologie, utilizace, Zivotaschopnost



Abstract

A microscopic  fungus  Pseudogymnoascus  destructans  (Ascomycota:
Pseudeurotiaceae) causes illness known as white-nose syndrome (WNS) causing death of
bats during hibernation. The illness occurs in the North America and in Europe. The fungus is
characteristic by asymmetrically curved conidia, by slow growth and growth at low
temperatures (below 20 °C).

The aim of this study is to clarify properties responsible for unique ecelogy of
Pseudogymnoascus destructans by comparison with ecological related or unrelated
pathogenic or nonpathogenic fungi. This part includes study of tolerance to physiological
stresses and recognition of spectrum of utilizating nutrients (compounds of carbon, nitrogen,
phosphorus, sulphur and nutrient supplements). Testing to physiological stresses should help
to estimate a potentiality of fungus to spread out of caves. The last aim is to develop a
selective isolation medium for P. destructans.

Influence of several types of physiological stress (e.g. UVA, UVA with UVB, 25 °C,
30 °C, 37 °C and dryness) was investigated with fluorescent stain propidium iodide (PI) by
flow cytometry. The spores of Pseudogymnoascus destructans and three fungi from
underground spaces were not viable after 3 weeks at 37 °C. Other stresses did not cause a
decreasing of viability or some stresses caused a decreasing of viability only in some strains
of fungi.

The development of the selective isolation medium for P. destructans had several
steps (e.g. finding a control medium, finding suitable cultivation temperature, testing
antimycotics etc.). The selective medium was also developed through Biolog MicroPlate for
testing of utilization carbon, nitrogen, phosphorus, sulphur and nutrient supplements. System
Biolog showed, that isolates of Pseudogymnoascus destructans differ in utilization of sources

of carbon, nitrogen, phosphorus, sulphur and nutrient supplements from other testing fungi.

Key words: Fungi, Pseudogymnoascus, physiology, utlization, viability



1. Uvod

1.1. Charakteristika houby Pseudogymnoascus destructans

1.1.1. Taxonomické zarazeni, fyziologie a genetika

Houba byla poprvé zaznamenana v jeskyni ve staté New York v roce 2006 (Blehert et
al., 2009) a nasledné popsana roku 2009 jako Geomyces destructans, Obr. 1 (Gargas et al.,
2009). Nemoc, kterou zptsobuje, byla nazvana syndrom bilého nosu (white-nose syndrome,
Blehert et al. 2009) a pozdé&ji geomykdza (Chaturvedi a Chaturvedi, 2011). V roce 2013
provedli Minnis et Lindner (2013) na zakladé¢ nové fylogenetické analyzy novou
nomenklatorickou kombinaci a houbu zatadili do druhu Pseudogymnoascus destructans v
ramci Celedi Pseudeurotiaceae (Ascomycota), Obr. 2. Porovnanim mnoha variabilnich
genomickych usekil bylo zjisténo, Ze onemocnéni WNS v USA zpiisobil pouze jeden klonalni
genotyp (Rajkumar et al., 2011; Ren et al., 2012). P. destructans patii mezi heterothalické
houby. Severoamericky klon patifi pouze jednomu parovacimu typu MATI-1, zatimco
v Evropé¢ se nachazi oba péarovaci typy (MAT1-1, MAT1-2) (Palmer et al. 2014). Komplexni
fytogeograficka studie zaloZena na materilu z celého aredlu neni zatim k dispozici. V Evropé
se nachazi ITS rDNA haplotypy identické s USklonem a navic haplotyp unikétni (1 bp
odliSnost od US klonu) (Puechmaile et al., 2011, Martinkova et al. 2010).

~ FJ231098 Geomyces destructans T "W

r :2’? —— ABD15T78 Pseudogymnoascus roseus Gaomyces (anamarph) &
gg —— AY129548 Geomyces pannonm Paaudogymnoascus (teleomorph}
00| ABDISTES Geomyces pannarm
&2 100 m— ABDIB1TY Geomyces pannorum
o6 L ABNB173 Geomyces aspenilatus
100
&4 100 AJA06241 Hyphozyma variabilis Helotiales outgroup taxa
100 100 AY¥242194 Thalehaius stercareus
1o 7?; ) S AFD10590 Ascozonus woalhopensis
51 100 AYSd4729 Conula caliciformis
100 — AF2092091 Holwaya mucica
gg — AJ224352 Bulgania nguinans
100 B8 —— AF315623 Pssudophacidium leal
3 — DOT0S97 Potebniamyces oy
100 — L37534 Leolla lubrica
100 78 ———— AFN 3715 Lectia viscosa
i U4E031 Microglossum vinde
AF113718 Geogiassim nigritum
5 changes

Obr.1: Fylogeneticky strom znazornujici pfibuzenské vztahy P. destructans s dal§imi druhy
druhy. Ke konstrukci stromu byla pouzita ITS rRNA (pfevzato z Gargas et al., 2009).
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Obr. 2: Fylogeneticka analyza znazoriiujici postaveni P. destructans (linie F) v ramci rodu

Pseudogymnoascus. Ke stromu byly pouzity geny ITS , LSU MCM?7, RBP2 a TEF1 (pievzato

z Minnis et Lindner, 2013).

P. destructans je psychrofilni houba. Roste v teplotnim rozmezi cca 3-19 °C.

Nejrychlejsi rist byl zaznamenan pfi teplotach od 10-12 °C do 14 °C. Pti -10 °C a naopak pfi

20 °C a vyssi teploté jiz neroste (Gargas et al., 2009; Chaturvedi et al., 2010; Verant et al.,

2012).
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Houba je charakteristickd svymi rohli¢kovité zakiivenymi konidiemi (Obr. 3), kterymi
se lisi od ostatnich druht rodu Pseudogymnoascus. Konidie jsou 2 az 3,5 um Siroké a 5 az 12
pum dlouhé (Gargas et al., 2009). Vyrustaji jednotlivé nebo v kratkych fetizcich na
rozvétvenych konidioforech. Kolonie jsou na svrchni strané bélavé az Sedozelené, na spodni
strané bélavé az Sedavé ¢i hnédé (Kubatova et al., 2011) v zavislosti na typu kultivaéniho
média.

P. destructans ma schopnost produkovat proteolytické a hydrolyzujici enzymy, coz
by mohlo hrat urcitou roli v jeho patogenezi. Produkuje acid-fosfatazu, N-acetyl-p-
glukosaminidazu, B-glukosidazu, esterazu, esterazu lipazu, leucin arylamidazu a naphtol-AS-
B1l-fosfohydrolazu. Dale sekretuje proteinazy na médiich podporujici tuto schopnost
(Chaturverdi et al., 2010). U P. destructans nebyla prokazana keratinolyticka aktivita, ackoli
byl schopen dobie rist na azurovém médiu s a-keratinem, na médiu s -keratinem nikoli
(Raudabaugh et Miller, 2013).

Chaturvedi et al. (2011) studovali také vlastnosti spojené se schopnosti odolavat
riznym antimykotikiim. P. destructans je citlivy na amfotericin B, flukonazol, ketokonazol,
itrakonazol, posakonazol a vorikonazol. Ma schopnost tolerance k vysokym mnozstvim

echinokandini a 5-fluorocytosinu.

Obr. 3: Spory Pseudogymnoascus destructans CCF 3944, vlastni fotografie.

1.1.2. Vyskyt a rozsifeni Pseudogymnoascus destructans

P. destructans je svym vyskytem vazan témét vyluéné na téla hibernujicich netopyru.
Pouze ojedin€le byl P. destructans prokdzan i v prostiedi podzemnich prostor obyvaném
netopyry (viz dale). Poprvé byl P. destructans zaznamenan v tnoru 2006 v USA
na hibernujicich netopyrech v jeskyni Howes, blizko Albany ve stat¢ New York,

ato v souvislosti s hromadnym hynutim netopyrii, na nichz bylo pozorovdno onemocnéni
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zvané syndrom bilého nosu ("white-nose syndrome”, WNS) (Blehert et al., 2009).
Z prvotniho mista vyskytu se syndrom bilého nosu rozsifil na vychodé¢ Severni Ameriky
do mnoha statt USA (North Carolina, Tennessee, Virginia, Pennsylvania, Connecticut,
Vermont atd.) a do provincii Kanady Ontario a Quebec (Obr. 4). Bylo zjisténo, ze houba roste
dobfe pii relativni vlhkosti vzduchu pohybujici se kolem 60-90 %, cozZ je vlhkost obvykla
V zimovistich netopyri a rovnéz na povrchu téla netopyrti v obdobi hibernace (Cryan et al.,
2010).

V USA bylo nejvice postizeno 6 druht netopyri: Eptesicus fuscus (netopyr hnédy),
Myotis leybii, Myotis lucifugus (netopyr hnédavy), Myotis septentrionalis, Myotis sodalis
(netopyr spolecensky) a Perimyotis subflavus (Castle et Cryan, 2010).

V Evropé byl vyskyt P. destructans publikovan jiz vroce 2010. Tato houba se
vyskytuje ve vétSiné stath (Rakousku, Belgii, Dansku, Estonsku, Francii, Némecku,
Nizozemsku, Polsku, Rumunsku, SV}'/carsku, Slovensku, Turecku a Ukrajin€) véetné Ceské
repuliky (Puechmaille etal., 2010, Wibbelt et al., 2010, Martinkova et al., 2010,
Simonovitova et al. 2011). V Evropé houba nepiisobi imrti hostitele, a proto se zde nemluvi
ptimo o vyskytu WNS. Vyjimkou je prace Pikula et al. (2012), ktera podava histopatologicky
diikaz WNS z nasi repuliky, ale nemoc zde nepiisobi uhyn. V Ceské repulice byly nejvyssi
koncentrace zjistény ve vlhkych az sttedné vlhkych podhorskych oblastech. Naopak nizsi
vyskyt byl zaznamenan v horskych a vapencovych oblastech. V Evropé byl nemoci nejvice
poznamenan druh Myotis myotis (netopyr velky) (Martinkova et al., 2010; Puechmaille et al.,
2011), dale napf. druhy Myotis blythii, Myotis oxygnathus (netopyr ostrouchy), Myotis
mystacinus (netopyr vousaty), Myotis daubentonii (netopyr vodni) ¢i Myotis dasycneme
(netopyr pobiezni) (Puechmaille et al., 2011). V Cechach jsou nejvice postizeny druhy Myotis
myotis, Myotis daubentonii, Myotis bechsteinii, Myotis nattereri, Myotis brandtii, Myotis
emarginatus a Rhinolophus hipposideros (Zukal et al., 2014).

Vyznamnou, dosud zcela nevyjasnénou otazkou zlstava, zda a kde existuje ptirodni
rezervodr houby mimo télo netopyrii, pfipadné i jak je velky. Mohlo by to byt na sténach
jeskyni (Ci jinych podzemnich prostor) ¢i v jeskynnim nebo pidnim sedimentu. Lorch et al.
(2012a) izolovali P. destructans ze sedimentu na 3 lokalitach (celkem studovali 19 lokalit).
V dalsi praci Lorch et al. (2012b) uvadé¢ji, ze izolovali P. destructans ze sedimentu
na 7 lokalitach ze 14 zkoumanych. To je dikaz, Ze houba se v sedimentu vyskytuje a preziva

tam.
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Obr. 4: Rozsifeni syndromu bilého nosu v USA a v Kanadé do roku 2012. Plna pole
znazoriuji vyskyt potvrzeny histopatologickou analyzou a pruhovana pole vyskyt potvrzeny

PCR analyzou (Cryan et al., 2013).

1.1.3. Patogeneze syndromu bilého nosu:

Bily houbovy porost P. destructans na hibernujicich netopyrech je pozorovatelny
predevsim na ¢enichu, usich a Iétacich blanach (Obr. 5) (Blehert et al., 2009). Houbové hyfy v
zasazené pokozce pronikaji do vlasovych vacki, do tukovych a apokrinnich zlaz a pronikaji
az do pojivové tkané. Takto je hluboce zasazena pokozka a pojivova tkan kiize, na které se
mohou vytvofit 1 viditelné viedy (Meteyer et al., 2009).

Létaci blany mohou byt postizeny riznou mérou. Pro netopyra jsou velmi dilezité,
protoze kromé pohybu zajistuji termoregulaci (Thomas et Suthers, 1972), vyménu plynt
(Herreid et al., 1968) a rovnovazné hospodaieni s vodou (Kluger et Heath, 1970). Zranéni
létacich blan zplsobuje, ze létaci blany neplni zcela svou funkci. Plisiovy porost

P. destructans na létacich blanach se mize také podilet na poskozeni jejich funkce. Nejdiive

13



zpusobuje vznik skvrn, pozdé¢ji depigmentaci, nekrotizaci tkan€, vznik dér ¢i Uplnou ztratu

¢asti blany (Reichard et Kunz, 2009).

Obr. 5: Zasazeny netopyr velky (Myotis myotis) (Wibbelt et al., 2011).

Je prekvapujici, Ze u mnoha netopyrii zasazenych plisni se neobjevi zanétliva
odpovéd’. Pokud se v klizi projevy zanétu objevi, projevuje se to otoky a piitomnosti
neutrofilii v oblasti pojivové tkdné€, pfipadné mohou byt pozorovatelné abscesy uvniti tkdné
kaze (Meteyer et al., 2009).

V lokalitach, kde je syndrom bilého nosu rozsifen, bylo pozorovano nestandardni
chovani netopyrit v dobé hibernace. Velké mnoZstvi z nich ptelétavalo uvniti hibernakula do
¢asti hibernakula nachazejicich se blize vchodu nebo do neobvykle chladnych prostor. Bylo
také pozorovano, ze netopyii vylétavali v prubéhu zimy béhem dne ven z hibernakula. V
dasledku vycerpani se pak mnoho mrtvych netopyrii nachazelo uvnitt hibernakula ¢i blizko
vchodu (Castle et Cryan, 2010).

V Severni Americe je vyskyt syndromu bilého nosu spojen s hromadnym thynem
netopyra (Blehert et al., 2009). Jednou z pfi¢in muze byt, ze netopyfi v Severni Americe
prezimuji ve velkych shlucich. Velikost téchto shlukt se pohybuje od 1000 po 50000 jedinci.
Naproti tomu v Evropé netopyii hibernuji jednotlivé nebo v malych skupinach (Wibbelt et al.,
2010). Strategie pfezimovani netopyrd v Severni Americe muze hrat velkou roli v Sifeni
nakazy, jelikoz Lorch et al. (2011) zjistili, ze P. destructans se mezi netopyry $ifi pfimym

kontaktem.
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Velké thyny netopyrt jsou vyznamny ekologicky problém pro clovéka, nebot’ maji
dilezitou roli v mnoha ekosystémech, zejména v regulaci hmyzu, v regeneraci
lesa a v opylovani rostlin (Williams-Guillen et al., 2008).

Fakt, ze P. destructans je Siroce rozsifen v Evropé€, kde vSak neni jeho vyskyt spojen
s vysokou mortalitou netopyrti, mala geneticka diverzita v US a pfitomnost jen jednoho
parovaciho typu, podporuje hypotézu, ze v Evropé se houba vyskytovala jiz mnohem dfive
nez v Severni Americe (Puechmaille et al., 2011), ¢imz mohli netopyti po dlouhou dobu
koevulovat s houbou, a tudiz byt k nemoci WNS imunologicky a behavioraln¢ vice rezistentni
(Wibbelt et al., 2010).

1.2. Selektivni média pro izolaci hub a jejich vyznam

Meédia pro kultivaci hub mohou byt Sirokospektra, tak aby na nich bylo schopno rist
co nejvice druhti hub. Avsak v tadé pfipadi jsou potiebna média uréena pouze pro urcitou
ekologickou skupinu hub, rod ¢i dokonce druh houby. Tato média se oznacuji jako selektivni.
Idedlni selektivni médium by mélo svym specifickym sloZzenim omezovat rist nezddoucich
hub a co nejvice podporovat rist preferovaného druhu houby. Muze toho byt docileno tim, ze
napt. obsahuje vybrané zdroje Zivin ptipadné i o ur¢itém pomeéru, mé pH odpovidajici optimu
ristu houby, obsahuje antimykotika ¢i antibiotika, kterd nejméné omezuji rist preferovaného

druhu houby (Elad et al., 1981; Chase et al., 1986; Andrews et Pitt, 1986).

1.2.1. Zdroje uhliku a dusiku a jejich pomér v médiu

Jako zdroj uhliku a dusiku v agarovych médiich pro kultivaci hub se mohou pouZit
rizné chemické slouceniny. Zdrojem uhliku byvaji vétSinou cukry jako napft. glukdza ¢i
sachardza. Zdrojem dusiku byvaji organické latky, napf. mocovina nebo anorganické latky,
napf. dusi¢nan sodny. Optimalni zdroje Zivin jsou druhové specifické a stejné jako pomér
obsahu uhliku (C) a dusiku (N) muze zna¢né ovlivnit fenotyp a jde tedy o zakladni
charakteristiky slouZici pii vyvoji selektivniho média.

Engelkes et al. (1997) studovali vliv poméru uhliku (zdroj maltéza) a dusiku (zdroj
vinan a dusi¢nan amonny) na sporulaci houby Talaromyces flavus. Zjistili, ze pomér C a N
ma vliv na tvorbu askospor, pfi vy$§im poméru (od 5:1 do 15:1) bylo produkovano vice
askospor. Podobnou studii se zabyvali Gao et Liu (2009), ktefi zkoumali vliv poméru C:N

na sporulaci Paecilomyces lilacinus, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii

15



a Trichoderma viride. Také zjistili, Ze¢ pomér C:N (zdroj C: sacharoza, zdroj N: séjovy
pepton) ma vliv na produkei spor, u kazdého druhu houby se vSak hodnoty lisily.

Rizny pomér C:N mize ovliviiovat i schopnost ristu houby. Egli et Quayle (1986)
studovali vliv C:N na buné¢né a enzymatické slozeni kvasinky Hansenula polymorpha.
Zjistili, ze pomér C:N ovliviiuje v médiu postupné potlaceni syntézy metanolu. Lopez et al.
(2003) studovali, jak pomér C:N v médiu ovliviiuje produkci 1é¢iva lovastatinu (latka snizujei
cholesterol v krvi) produkovaného houbou Aspergillus terreus. Prokazali, ze studovany aspekt

ma na produkei 1é¢iva vliv, protoze nejvice je ho produkovano pii poméru C:N 40:1.

1.2.2. Antimykotika (antibiotika)

Antimykotika jsou chemické latky usmrcujici houby (fungicidni ucinek) nebo
potlacujici riist hub (fungistatické ptsobeni). Jejich ucinek je druhové ¢i kmenové specificky

V této casti budu pojedndvat o antimykotikach pouzitych v této praci.

Mechanismus puasobeni antimykotik muize byt rtuzny. Polyenova antimykotika
(amfotericin B, ketokonazol, mikonazol, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, nystatin,
pimaricin) interaguji s ergosterolem v bunéénych membranach hub, rozrusuji je (vznik porint
- integralni protein v cytoplazmatické membrané¢ mitochondrii), ¢imz dojde ke zvySeni
permeability pro monovalentni kationty, a to zptsobi naslednou destrukci bunky (Jedlickova,
2006; Jedlickova, 2008; Aparicio, 2000). Antimykotikum 5-fluorocytosin inhibuje syntézu
RNA a DNA pieménou na metabolit 5-fluorouracil (Vermes et al., 2000). Amfotericin B se
vaze na ergosterol v membrané mikroskopickych hub, ¢imz dochézi k rozruseni kontinuity
membrany, ke vzniku pérd, Gniku iontd a vyliti bunécného obsahu. Imidazoly klotrimazol,
bifonazol a ekonazol podobné jako polyeny inhibuji syntézu ergosterolu, ktera vede
ke strukturalnimu a funkénimu poskozeni cytoplazmatické membrany. Ciklopiroxolamin
inhibuje syntézu proteinti bunééné membrany mikroorganismt (Jedlickova, 2006). Dodine
interaguje s intra-cytoplazmatickymi organelami, méni propustnost membran a poskozuje
intracelularni membranové struktury v bunce (Somers et Pring, 1966). CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) ovliviiuje elektroforetickou mobilitu a zpiisobuje unik
malych fosforylovanych slozek, proteinli a DNA, coZ zptsobi 1yzi bunky (Vieira et Carmona-
Ribeiro, 2006).

Antibiotika jsou obecné latky, které potlacuji riist mikroorganismii nebo je usmrcuji,
at’ jde o bakterie, houby ¢i prvoky. Patii mezi né napi. bengalskd Cerven a chloramfenikol
(pouzité v mé praci pti vyvoji selektivniho média, kapitola 3.1.5.). Bengalska Cervein ma

bakteriostatické ucinky na bakterie (Ottow, 1972), coz znamend, ze omezuje rust bakterii.

16



Pisobi tak, ze narusSuje proteosyntézu, replikaci DNA a celkovy metabolismus. Navic
omezuje i rust mikroskopickych hub. Chloramfenikol ma podobné ucinky na bakterie jako

bengalska ¢erven, je bakteriostaticky, jelikoz inhibuje proteosyntézu (Lincova D. et al., 2007).

1.2.3. Dalsi mozZnosti zvySeni selektivity média

Selektivitu média mizeme déle ovlivnit zvolenim vhodného pH a kultiva¢ni teploty,
které¢ vyhovuji nejvice studovanému druhu houby.

Podle narokd na vhodnou teplotu rastu (Mueller et al., 2004) se rozliSuje nékolik
skupin hub: mezofilni, termofilni, termotolerantni, psychrofilni a psychrotolerantni.
Mezofilni houby rostou v rozmezi teplot 5 °C az 35 °C, optimum rastu maji ve 20 °C
az 30 °C. Termofilni houby rostou v rozmezi teplot 20 °C az 50 °C. Termotolerantni houby
nerostou pod mezni teplotu 20 °C, maji v§ak schopnost rust dokonce i ve 40 °C az v 50 °C.
Psychrofilni houby nedokazou rust pii teploté nad 20 °C, optimum maji kolem 15 °C a nize.
Psychrotolerantni houby vykazuji rist i okolo 0 °C, optimum rastu maji ptiblizné ve 20 °C.

Houby se dale li§i v narocich na pH prostiedi. V pfirodnich substratech se pH
pohybuje obvykle v rozmezi 4 az 9, optimum rlstu pro mnoho organismil je v tomto rozpéti.
Je obecné zndmo, Ze houby rostou a produkuji spory v mirné¢ kyselém aZ v neutrdlnim pH.
Mikroorganismy, které maji optimum ristu v pH 8 az 9 (10), jsou alkalofilni. Jde vétSinou
0 prokaryota. Jsou vSak znamy i alkalofilni houby, napf. Fusarium oxysporum, Aspergillus
oryzae.

Houby se také mohou lisit dle tolerance k obsahu NaCl v substratu. Houby,
které nejsou halofilni, toleruji maximalné mnozstvi 0,2 M NaCl (0 - 12 g/l) v substratu,
nepatrné halofilni 0,2 - 0,5 M (12 - 29 g/), mirn¢ halofilni 0,5 - 2,5 M (29 az 146 g/l)
a extrémné halofilni 2,5 - 5 M (146 - 303 g/l) (Mueller et al., 2004).

1.2.4. Metody hodnoceni rustu na médiich hub

PouZivaji se ti1 zakladni zplisoby hodnoceni riistu hub: zjistovani poctu vyklicenych
spor, méteni rychlosti radidlniho riistu nebo zjistovani biomasy.

Metoda zjiStovani poctu vyklicenych spor predpokladd, Ze se ptred inokulaci spor v
suspenzi zjisti koncentrace spor v objemové jednotce nebo se pfipravi fedici fada a po
inokulaci daného objemu suspenze spor se hodnoti pocet narostlych kolonii (Chase et al.,
1986). Pfi méfeni rychlosti radialniho rstu se méfi polomér nebo pramér kolonii (Andrews et
Pitt, 1986; Kubatova et al., 2011) ¢i se méfi celkova plocha kolonie (Verant et al., 2012).

Dalsi moznosti je zjiStovani mnozstvi biomasy (Engelkes et al., 1997).
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1.3. Studium Zivotaschopnosti spor hub

Zivotaschopnost spor hub lze studovat kultivaéné (stanovujeme % kli¢ivosti)
¢i prostfednictvim fluorescencniho znaceni sledujiciho zivotnost na zakladé urcitych
ukazatelii v bunice charakteristickych pro dané znaceni (stanovujeme % Zivotnosti).
Koncentraci analyzovanych spor v roztoku lze méfit hemocytometrem nebo v pocitaci
komiirce rtiznych typt.

Braga et al. (2002) pouzili kultiva¢ni postup u entomopatogenich hub Verticillium
lecanii a Aphanocladium album vystavenych pasobeni UV-B zafeni. Na médium vysévali
uréity objem suspenze se stanovenym poctem spor a zjiStovali procento vykli¢enych spor.
Podobné zjistovali procento vyklicenych spor Abrashev et al. (2005), kteti zkoumali reakci
houby Aspergillus niger na vystaveni teplotam 30 °C, 50 °C, 60 °C a 80 °C. Po ukonc¢eni
pusobeni vyssich teplot byly suspenze o ur¢itém objemu se stanovenym poctem spor vysety
na Petriho misky s médiem a odecitany klicici spory.

Dal$i moznosti pro studium zivotnosti spor je pouziti fluorescenniho znaceni
rozliSujiciho zivotaschopné a nezivotaschopné spory. Fluorescenéniho znaceni spor je vice

typU; lisi se od sebe principem znaceni spor.

1.3.1. Predstaveni vybranych fluorescen¢nich barviv

V nésledujicim textu jsou zminéna fluorescencni znaceni pouZzitad v této diplomové
praci.

FUN-1 je fluorescencni barvivo, které znaci mrtvé 1 metabolicky aktivni buniky. Mrtvé
buiikky s poruSenou membranou nebo s nedostatecnou metabolickou aktivitou vykazuji v
cytoplazmé difuzné rozptylenou zeleno-zlutou fluorescenci, zatimco metabolicky aktivni
buiikky jsou znaceny oranzovo-Cervenou fluorescenci pfitomnou uvnitf intravakuolarnich
struktur (CIVS) (barvivo se do nich metabolicky z cytoplazmy pieCerpa). Jako standardni
pufr pro fluorescen¢ni znaceni FUN-1 se pouziva 10mM Na-HEPES s obsahem 2% D-(+)-
glukozy, spH 7,2. Excitacni vinova délka je 480 nm, emise v zeleno-zlutém rozmezi
odpovida vinové délce 525 nm az 550 nm a v Cerveném spektru 570 nm az 598 nm (Obr. 6)
(Anonymus, 2001). Pro efektivni znaceni, zejména pro zvyraznéni intravakuolarnich struktur
v ¢erveném spektru fluorescence, je potieba ptitomnost glukozy. Glukédza je zdrojem energie
pro metabolickou aktivitu, kterd je potieba pro preCerpani barviva z cytoplazmy do
intravakuolarnich struktur (CIVS), kde vykazuje fluorescenci odpovidajici vinovym délkam

Vv ¢erveném rozmezi (Millard et al., 1997).
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V mnoha pracich se pouziva FUN-1 jako vitalni barvivo pro testovani zivotnosti spor
pfi testovani ucinnosti antimykotik. Napt. Mukherjee et al. (2003) testovali citlivost bunék
kvasinky Candida albicans z biofilmt na antimykotikum flukonazol spektrofluorimetrem. V
jiné obdobné praci testovali citlivost kvasinky C. albicans na antimykotika flukonazol a
amfotericin B prostiednictvim pratokové cytometrie (Parisi-Duchene et al., 2006).
Fluorescen¢ni znaceni FUN-1 se nepouziva jen pro kvasinky, ale i pro jiné rody hub, napf.
Balajee et al. (2002) studovali pratokovou cytometrii zivotnost spor Aspergillus fumigatus a

Aspergillus terreus po piisobeni antimykotika amfotericinu B.
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Obr. 6: Fluorescen¢ni excita¢ni a emisni spektrum FUN-1, G - "zelend" fluorescence, R -

"Cervend" fluorescence, EX - excitace (Anonymus, 2001).

Dalsi znaceni, které vSak bylo testovano v této diplomové praci jen okrajove, je
Hoechst 33258. Je to fluorescenéni znaceni, které se vaze na nukleové kyseliny. Znaceni
byva také pouzivano jako vitalni barvivo, protoze pronikd pouze do porusené bunky a vaze se
na DNA (vaze se do AT bohatych oblasti). Hoechst 33258 mé excitacni maximum ve vinové
délce 350 nm a emisni maximum ve vinové délce 450 nm (modrd) viz Obr. 7 (Anonymus,
2005). Z toho vyplyva, Ze se da pouzit spolecné s fluorescencnim zna¢enim FUN-1, nebot’ se

nekryje s jeho excitaénim a emisnim spektrem.
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Obr. 7: Fluorescenc¢ni excitacni a emisni spektrum Hoechst 33258 (Anonymus, 2005).

Fluorescen¢ni znaceni pomoci propidium jodidu (Pl) je dalsi zptsob, ktery byl
vyuzit v této praci a je pro ni stézejni. Propidium jodid se vaze do DNA a RNA. Barvivo je
aktivn¢ vypumpovavano z zivych bunék, je proto pouzivano pro znafeni mrtvych bunék.
Emisni maximum odpovida vlnové délce 540 nm a excita¢ni maximum odpovida vlnové
délce 610 nm (Obr. 8) (Anonymus, 2006).

Propidium jodid neni ve velké mife vyuZzivan jako fluorescencni znaceni pro studium
zivotnosti buné€k, jsou vSak prace, které ho k tomuto ucelu vyuzivaly. Green et al. (1999)
zkoumali U¢inky antimykotika LY303366 (semisynteticky analog echinokandinu B)
na kvasinku Candida albicans v koncentraci PI.

Propidium jodid je pomérné spolehlivy indikéator k uréeni mnoZstvi Zivotaschopnych
spor, coz potvrzuje prace Ramani et Chaturvedi (2000). Tito védci zkoumali citlivost
kvasinky Candida albicans na antimykotika. V ramci studie testovali u¢innost antimykotik
amfotericinu B a flukonazolu prostfednictvim pritokové cytometrie inkubované bunky v
nekolika variantach: vSechny zivé, vSechny mrtvé a smichané 1:1 Zivé s mrtvymi bunkami.
Vysledky korelovaly s poméry zivych/mrtvych bunék v testovanych variantach. V jiné praci
Vittal et al. (2012) srovnavali spolehlivost propidium jodidu pouzitého soucasné s
fluorescen¢nim zna¢enim CFDA (combined carboxy fluorescein diacetate) pii testovani
zivotnosti urediospor Phakopsora pachyrhizi. Testovali zivotnost v pifitomnosti PI i CFDA
soucasn¢ a zvlast. Nebyl nalezen vyrazny rozdil mezi vysledky pifi pouziti obou znaceni

zaroven a zvlast’.
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Obr. 8: Fluorescenc¢ni excitani a emisni spektrum propidium jodidu (Anonymus, 2006).

1.4. Vyuziti metody Biolog pro biochemické schopnosti hub

Metodu Biolog predstavim jen ve strucnosti, nebot’ se ji podrobné vénovala ve své
diplomové praci Tereza Veselska (2013), z jejiZ prace v metodach postupu a vyhodnocovani
vychazim.

Metoda Biolog umoZnuje zjistit schopnost asimilace riiznych substrati u
mikroorganismt. V mikrotitra¢nich desti¢kach jsou jiz jednotlivé substraty pfipraveny od
vyrobce. Desticky maji zpravidla 96 jamek. V préci jsem pouzila desti¢ky s oznacenim FF,
PM3B, PM4A a PMS5. Desticky oznac¢ené FF zkoumaji utilizaci zdroji uhliku, PM3B zdroji
dusiku, PM4A zdrojt fosforu a siry a PM5 zdroji nutri¢nich doplnki.
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2. Cile prace

1) Vytipovat vlastnosti zodpoveédné za unikatni ekologii houby Pseudogymnoascus
destructans pomoci porovnani jeji fyziologie s ekologicky pfibuznymi i nepfibuznymi
patogennimi a nepatogennimi druhy. Tato ¢ast zahrnuje studium tolerance ke stresu (teplota,
svétlo) a poznani spektra utilizovanych zivin.

2) Odhadnout potencial P. destructans pro Sifeni mimo jeskyné. Tato ¢ast zahrnuje
detailngjsi testy odolnosti P. destructans viici stresu.

3) Vyvinout selektivni izola¢ni médium pro P. destructans.
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3. Metodika

Seznam izolatd hub pouzitych v diplomové praci (tab. 1). VSechny izolaty jsou

ulozeny ve Sbirce kultur hub (CCF) na katedie botaniky Ptirodovédecké fakulty UK.

Tabulka 1: Seznam izolatti hub pouzitych v diplomové praci.

rok

izolat houby odbéru | misto izolace, typ substratu
P. destructans CCF 3937 2010 | §tola Mala Amerika CR, &enich Myotis myotis
P. destructans CCF 3938 2010 | Solenice CR, &enich Myotis myotis
P. destructans CCF 3939 2010 | Solenice CR, enich Myotis myotis
P. destructans CCF 3941 2010 | §tola Mald Amerika CR, &enich Myotis myotis
P. destructans CCF 3942 2010 | $tola Mala Amerika CR, k¥idlo Myotis myotis
P. destructans CCF 3943 2010 | §tola ve Stiibie CR, Myotis myotis
P. destructans CCF 3944 2010 | Novy Knin CR, &enich Myoti§ myotis

Stoly Herlikovice, Krkonose CR, ¢enich
P. destructans CCF 4103 2011 | Pleurotus auritus
P. destructans CCF 4124 2011 | Horni Albetice, Krkonose CR, Myotis myotis
P. destructans CCF 4126 2011 | Snézné v Orlickych horach CR, Myotis myotis
P. destructans CCF 4128 2011 | Herlikovice, ngonoée CR, Myotis myotis

Pistov - sklep CR, Cenich a ptedlokti Myotis
P. destructans CCF 4129 2011 | myotis _

Vyskov, §tola Véra CR, Cenich a predlokti
P. destructans CCF 4131 2011 | Myotis myotis
P. destructans CCF 4132 2011 | Pernink, Cervena §t01va CR, Myotis myotis
Arthroderma sp. AK 27/09 2012 | Stola Mala Amerika CR, trus netopyra
Trichophyton terrestre AK 44/09 7012 | §tola Alkazar CR, exkrement s ¢astmi brouku
Pochonia suchlasporia K59/11 2012 | §tola Velkd Amerika CR, sediment
neurceny LeotialesAK 88/11 2012 | §tola Velkd Amerika CR, sediment
neurceny Leotiales AK 91/11 2012 | studna Karlstejn CR, sediment
Pseudogymnoascus sp. AK 87/11 2012 | Konépruské jeskyn& CR, sediment
Pseudogymnoascus pannorum AK Herlikovice, Krkonose CR, Eptesicus nilssonii
Pseudogymnoascus sp. AK 71/11 2012 | $tola Velkd Amerika CR, sediment
Pseudogymnoascus sp. Ak 77/11 2012 | $tola Velka Amerika CR, sediment
Oidiodendron cerealis CCF 3941 2005 | Bediichov CR, sténa tunelu s vodnim potrubim
Aspergillus spelunceus CCF 4085 2010 | $tola Mala Amerika CR, ucho Myotis myotis
Aspergillus flavus CCF 3154 1999 | Brno CR, ¢erny pept
Aspergillus acidus CCF 3984 2010 | Praha CR, Gajovy sacek (Yerba maté )
Microsporum canis CCF 3443 2003 | Ostrava CR, klinicky substrat
Microsporum gypseum CCF 3100 1998 | Sumperk CR, p?koika na prstu Zeny

Horni Pocaply CR, ptda s primyslovym
Trichophyton ajelloi CCF 2907 1994 | popelem ]
Trichophyton mentagrophytes CCF Pardubice CR, nehet na prstu u nohy
3954 2009
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3.1. Studium fyziologickych a biochemickych vlastnosti Pseudogymnoascus

destructans s cilem vytvoreni selektivniho média

3.1.1. Testovani rustovych schopnosti Pseudogymnoascus destructans na 8 riznych

médiich

Cilem pokusu bylo porovnat ristové schopnosti P. destructans na agarovych médiich

odli$ného slozeni a nasledné vybrat optimalni médium pro dalsi pokusy.

Pokus byl provadén se sedmi izolaty P. destructans: CCF 3937, CCF 3938, CCF 3939,
CCF 3941, CCF 3942, CCF 3943, CCF 3944.

Pro kultivaci bylo pouzito osm médii: SEA, SEGA, SDAC, SDA, GKCH, GK, PCA a
CZ (slozeni viz v tab. 2), kterd jsou bézné pouzivana v mykologii a kterd se li§i obsahem
zivin. Média byla sterilizovana pii 121 °C po dobu 15 min (stejné tak ostatni média pouzita v
praci). Po sterilizaci byla média nalita na Petriho misky o priméru 90 mm.

Kazdy izolat byl tfibodové naockovan na 3 Petriho misky o priméru 90 mm s
pfislusnym médiem. K dispozici tak bylo vzdy devét hodnot pro kazdou variantu méteni.
Méfeni probihalo ¢tyfi tydny, praméry kolonii byly méfeny 1x tydné. Kultivace probihala
pti 10 °C.

Tabulka 2: SloZeni médii.

nazev média sloZeni

SEA - agar s ptdnim extraktem pudni extrakt 1000 ml
(Gams, 1970)

agar 20 g

glukéza 10 g
NaNO;1g

SEGA - agar s pidnim extraktem a s bengalskou ¢erveni |K,HPO41 g
(Fassatiova, 1986)

agar20 g

bengalska cerven 0,07 g
pudni extrakt 1000 ml
glukoza 40 g

SDA - Sabouraudtv agar pepton 10 g
(Samson et al., 2004) agar 15 g

destilovana voda 1000 ml
SDAC - Sabouraudtiv agar s cykloheximidem stejné piisady jako v SDA
(Harrington, 1981; Samson et al., 2004) cycloheximid 0,1 g
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GK - glukézovy agar s kvasni¢nym extraktem

kvasnicny extrakt 5 g

gluk6za 20 g

agar 15 g

destilovana voda 1000 ml

GKCH - glukézovy agar s kvasnicnym extraktem a
chloramfenikolem (Malif et al., 2003)

stejné prisady jako v GK

chloramfenikol 0,1 g

PCA - bramborovo-mrkvovy agar
(Fassatiova et al., 1986)

brambory 20 g

mrkev 20 g

agar 20 g

destilovana voda 1000 ml

CZ - Czapkuv agar
(Samson et al., 2004)

K2HP04 1 g

CZ koncentrat 10 ml (tab. 3)

Cu-Zn koncentrat 1 ml (tab. 3)

kvasni¢ny extrakt 5 g

sachar6za 30 g

agar 15 g

destilovana voda 1000 ml

Tabulka 3: Slozeni CZ koncentratu a Cu-Zn koncentratu pouzitého do Czapkova média.

Prisada do CZ média |SloZeni

NaNO; 30 g

KCl5¢g

CZ koncentrat MgSQO,5 g

FeS0O,0,1 9

destilovana voda 1000 ml

ZnS0O41g
Cu-Zn koncentrat CuS040,5¢

destilovana voda 1000 ml

Tabulka 4: pH agarovych médii pted nalitim na Petriho misky.

agarové médium |pH

SEA 6,4
SEGA 6,4
SDAC 5,8
SDA 5,8
GKCH 6,1
GK 6,1
PCA 6,4
CZ 5,8
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3.1.2. Testovani optimalni teploty pro rist Pseudogymnoascus destructans

Cilem dil¢iho pokusu bylo zjistit, v jaké teploté roste P. destructans nejrychleji, t.

jaka teplota bude zvolena pro dalsi pokusy vedouci k vyvoji selektivniho média.
Pokus probihal celkem s 10 kmeny P. destructans: CCF 3938, CCF 3941, CCF 3943,
CCF 4103, CCF 4124, CCF 4126, CCF 4128, CCF 4129, CCF 4131 a CCF 4132.

Pro kultivaci byla zvolena tato média: CZ (Czapek médium), SDA (Sabouraudovo

médium) a GK (gluk6zové médium s kvasniénym extraktem). Slozeni médii je uvedeno

v kapitole 3.1.1. Kultiva¢ni médium bylo po sterilizaci nalito do Petriho misek o praméru

90 mm, kam se houba naockovala tiibodové (celkem 9 opakovani na 3 Petriho miskach).

Kultivace trvala ¢tyfi tydny, primér kolonii byl odecitan 1x tydné. Pro pokus bylo
zvoleno pét teplot, a to 4 °C, 7 °C, 10 °C, 13 °C, 16 °C.

3.1.3. Testovani citlivosti Pseudogymnoascus destructans k antimykotikim

Pro stanoveni citlivosti P. destructans na antimykotika byla pouzita antimykotika od

firmy ITEST plus s.r.o. Testovano bylo 13 druhii antimykotik o definované koncentraci

ucinné latky (tab. 5). Antimykotikem jsou napustény papirové kulaté disky o praiméru 5 mm,

které se aplikuji na povrch agarového média pokrytého suspenzi testované houby.

Tabulka 5: Antimykotika v sad¢ ITEST.

koncentrace Gcinné latky

minimalni velikost inhibiéni

antimykotikum | typ (obsah latky v disku) z6ny znacici citlivost
Nystatin polyenové | 50 pg >15mm
Amfotericin B |polyenové | 50 ug >10 mm
Pimaricin polyenové | 50 ug > 10 mm
klotrimazol azolové |30 g > 20 mm
Mikonazol azolové |30 ug > 20 mm
Ekonazol azolové |30 g > 20 mm
Bifonazol azolové |30 ug > 10 mm
ketokonazol azolové |30 ug > 20 mm
Itrakonazol azolové |30 g > 10 mm
Flukonazol azolové |25 ug > 10 mm
vorikonazol azolové |1 pnug > 17 mm
5-fluorocytosin - 5ug > 20 mm
ciklopiroxolamin - 30 pug > 10 mm

Piiprava suspenze spor: spory P. destructans byly z kolonii narostlych na glukézo-

kvasnicném médiu (slozeni kapitola 3.1.1.) odebrany sterilnimi vatovymi tamponky do
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zkumavky se sterilni vodou. Hustota vzorku byla méfena na spetrofotometru. Na SDA
médium (slozeni kapitola 3.1.1.) bylo vyseto 60 ul suspenze spor o hustoté
transmitance 75 %, poté byla suspenze rozetiena sterilni hokejkou.

Do jedné Petriho misky byly nakladeny 4 - 3 disky s riznymi antimykotiky (vzdy
1 disk od 1 typu antimykotika). Byly pifipraveny 2 varianty. Do 1. varianty byly kladeny disky
hned po inokulaci suspenze se sporami (varianta A), do 2. varianty (varianta B) druhy den po
inokulaci.

Inhibi¢ni zény byly odecitany 4 dny po inokulaci pod binolokularni lupou a 5 dnti po
inokulaci pro Kontrolu (protoze Pseudogymnosascus destructans kli¢i velmi pomalu a
pouhym okem by nebyly inhibi¢ni zoény zfetelné¢). Vysledky jsou vyjadieny praméry

inhibi¢nich z6n v milimetrech.

3.1.4. Médium pro dalsi kultiva¢ni pokusy

V kapitole 3.1.1. jsem uvedla, ze pro dalsi kultiva¢ni pokusy bylo vybrano médium
GK (glukézo-kvasni¢né). Médium bylo vyuZivano jako kontrola ke srovnavani s médii
vyvijejicimi jako selektivni. Déle bylo pouzito jako zdklad pro dil¢i pokusy s testovanim

riazného pH a k toleranci antimykotik v médiu. Slozeni média je uvedeno v kapitole 3.1.1.

3.1.5. Testovani citlivosti Pseudogymnoascus destructans k antibiotikiim v médiu

Pro testovani citlivosti P. destructans byly pouzity tfi kmeny: CCF 3838, CCF 3941 a
CCF 4132. Vychozi médium pro testovani bylo GK (glukézo-kvasni¢ny agar).

Testovanymi antibiotiky (vCetné antifungéalnich) byly dodine, CTAB (cetyl trimethyl
ammonium bromide), bengélska ¢erven a S-fluorocytosin (testované koncentrace viz v tab. 6).

Bengalska Cerven byla do média pfidavana pted sterilizaci média. Ostatni antibiotika
(do jednotlivych Erlenmeyerovych ban¢k s médiem) byla pfidana az po sterilizaci média.
Antibiotika o pfislusnych koncentracich byla nejprve zifedéna v 5 ml sterilni vody, vznikly
roztok byl pfefiltrovan (kvili sterilit€) a pfiddn do média.

Meédia byla rozlita do Petriho misek o priméru 60 mm, do kazdé misky byla houba
inokulovana 1 vpichem. Kazda varianta méla Sest opakovani (Sest Petriho misek). Kultury
byly kultivovany v 10 °C.

Primér kolonii byl méfen po dobu jednoho mésice 1 x tydné, probéhla tedy Cyfi

méfeni.
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Tabulka 6: Pouzité koncentrace jednotlivych antimykotik v médiu.

antimykotikum/antibiotikum koncentrace (g/l média)

Dodine 0,05 01| 02| 03| 04| - -
CTAB 0,05 01| 02| 03| 04| - -
bengalska Cerven 0,03| 0,05| 0,07| 0,1| 0,13] 0,16] -
5-fluorocytosin 0,06/ 0,1] 0,2} 0,33] 0,5| 0,66 1

3.1.6. Testovani rastu Pseudogymnoascus destructans na médiu s riiznymi hodnotami pH

Rustové schopnosti houby P. destructans pii riznych hodnotach pH byly testovany
na tiech izolatech: CCF 3938, CCF 3941 a CCF 4132, a to na zakladnim glukézo-kvasni¢ném
médiu.

Testované stupn¢ pH v médiu byly 2.5; 3.5; 4,5; 5,5; 6,5; 7.,5; 8,5; 9,5; 10,5 a 11,5.
Hodnoty pH byly dosazeny pouzitim 20% roztoku NaOH nebo 10% roztoku HCI
(po sterilizaci média). Dané hodnoty pH byly upravovany pomoci pH papirka s odpovidajicim
rozmezim pH 0,5-5,5; 4-7; 5,5-9 a 9-13.

Pro testovani byly pouzity Petriho misky o priméru 60 mm. Na jednu misku byla
houba inokulovana jednim vpichem. Kazda varianta méla 6 opakovani. Kultivace probihala

v 10 °C.

3.1.7. Testovani ristu Pseudogymnoascus destructans na médiich s riznym pomérem C
aN

Na zéaklad¢ analyzy vysledku rdstu s P. destructans na rtznych zdrojich uhliku a
dusiku prostednictvim desticek Biolog byla jako zdroj uhliku vybrana glukéza (nejlepsi rtst
a cenova dostupnost) a jako zdroj dusiku mocovina. Glukéza (zdroj C) a moc€ovina a ptipadné
kvasni¢ny extrakt (zdroj N) byly do média pfidany v definovaném poméru C:N. Testovani
probihalo se tfemi kmeny P. destructans: CCF 3938, CCF 3941 a CCF 4132. Na kazdou
variantu bylo Sest opakovani, primér kolonii se méfil po dobu jednoho mésice 1x tydné.

Pro srovnani jsem si nejprve vypocitala pomér C:N v Czapkové médiu a v glukdzo-

kvasni¢ném médiu dle prace Gao et Liu (2009).
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Czapek médium (C2):
sachardza (C12H22011)......... 30g

M (NaNO3) = Ar (Na) + Ar (N) + 3* Ar (O)
M (NaNOg3) = 22,959770 + 14,0067 + 3 * 15,9994 g/mol
M (NaNO3) = 84,96471 g/mol

vypocet obsahu dusiku v NaNOs:
38, 84,96471 g/mol
) SR 14,00674 g/mol

x =3 *14,00674/84,964719=0,5¢

M (C12H22011) = 342,296 g/mol
M (C v sacharoze) =12 * C =12 * 12,0107 = 144,1284 g/mol

vypocet obsahu uhliku v sacharéze:
R0 S 342,296 g/mol
) O 144,1284 g/mol

X = 30 * 144,1284/342,296 g = 12,63 g

pomér C:N:
12,63:0,5=25:1

Glukézo-kvasni¢né médium (GK):
gluk(')za (Cngzos) ............ 20 g
kvasni¢ny extrakt............... S5¢g
celkovy obsah dusiku v kvasniéném extraktu (Difco; Zimrio et al., 2009)
ptiblizné 10,9 %

x=5%11,25/100 g = 0,5625 g (celkovy obsah dusiku v 5 g kvas. extraktu)

M (CsH1206) = 180,155 g/mol
M (C v glukoze) = 6 * C = 6 * 12,0107 g/mol = 72,0642 g/mol

vypocet obsahu uhliku v glukoze:
208 i 180,155 g/mol
) S 72,0642 g/mol

20 * 72,0642/180,155 g = 8 g

pomér C:N:
8:0,5=16:1
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Stejnym zpusobem jsem vypocitala pomér uhliku a dusiku v dalSich pouzitych
testovacich médiich. Do média byly dale pifidany nésledujici pfisady: 10 ml Czapek
koncentratu (slozeni: KCI 5 g, MgSO4 5 g, FeSO4 0,1 g, 100 ml destilované sterilni vody),
1 ml Cu-Zn koncentratu (slozeni: ZnSO4 1 g, CuSO,4 0,5 g, 100 ml sterilni destilované vody),
15 g agaru a 1000 ml destilované vody. Testované poméry uhliku ku dusiku jsou v tab. 7.

Dle manualu Difco (Zimbrao et al., 2009) jsem ziskala informaci, ze kvasni¢ny extrakt

obsahuje ptiblizn¢ 10,9 % dusiku.
Pro testovani byly pouzity izolaty P. destructans: CCF 3938, CCF 3941 a CCF 4132.

Kultury byly kultivovany pfi 10 °C. Velikost kolonii byla odecitana 1x tydné po dobu

jednoho mésice.

Tabulka 7: Piehled poméru C:N mnozstvi

variantach médii.

mocoviny a glukézy pouzitych v jednotlivych

mnozstvi
pomeér C glukozy mnozstvi podil N z
Médium |C:N |zdroj C | (g/l) | (g/1) zdroj N zdroju N(g/l) | kv.e.
1| 20:1|glukéza 10 25 | moc¢ovina 1,07 -
1/3Nz
2| 20:1]|glukdza 10 25 | mocovina, kvasni¢ny extrakt |0,7; 1,56 kvas.extraktu
1/5 N z kvas.
3| 20:1|glukoza 10 25 | mocovina, kvasni¢ny extrakt |1,1; 0,5 extraktu
4| 20:1)| glukoza 4 10 | mocovina 0,43 -
5| 20:1|glukoza 6 15 | mocovina 0,64 -
1/3Nz
6| 10:1]|glukdza 4 10 | mocovina, kvasniény extrakt |0,57; 1,22 kvas.extraktu
1/3Nz
7| 10:1]|glukoza 6 15 | mocovina, kvasniény extrakt |0,86; 1,8 kvas.extraktu
1/3Nz
8 5:1| glukdza 4 10 | mocCovina, kvasni¢ny extrakt |1,14; 2,45 kvas.extraktu
1/3Nz
9 5:1| glukdza 6 15 | mocCovina, kvasni¢ny extrakt |1,72; 3,67 kvas.extraktu

3.1.8. Testovani selektivniho média

Vysledné selektivni médium bylo vyvinuto na zékladé predchozich zjisténych

rustovych vlastnosti v dil¢ich pokusech (sloZeni média v tab. 8). Pro testovani bylo pouzito
petizolatd P. destructans (CCF 3938, CCF 3941, CCF 4132, CCF 4103 a CCF 4131)
a Sest opakovani na kazdou variantu. Kultivace probihala ¢tyfi tydny v 10 °C. Velikost kolonii

byla zjistovana 1x tydné po dobu jednoho mésice.
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Tabulka 8: Slozeni selektivniho média.

SloZeni mnoZzstvi
Glukoza 15¢g
Mocovina 0,649
Czapek koncentrat * 10 ml
roztok stopovych prvki (Cu-Zn) * (1 ml
Agar 159
destilovana voda 1000 ml
Chloramfenikol 0,19
bengalska Cerven 0,059
5-fluorocytosin (5-FC) 0,19

pH 8,5

* Czapek roztok: KCI 5 g, MgSO,5 g, FeSO, 0,1 g, destilovana voda 100 ml
* Cu-Zn roztok: ZnSO4 1 g, CuSO4 0,5 g, destilovana voda 100 ml

3.1.9. Testovani tolerance Pseudogymnoascus destructans k obsahu NaCl v selektivnim

médiu

Tolerance P. destructans k obsahu NaCl v médiu byla testovana v selektivnim médiu o

sloZzeni uvedeném v kapitole 3.1.8. V ramci tohoto pokusu byly pfidany do jednotlivych

variant selektivniho média urcité koncentrace NaCl uvedené v tab. 9. Cilem pokusu bylo

zjistit, zda je P. destructans tolerantni k vyssim koncentracim NaCl v médiu. Bylo testovano

pét kment P. destructans (CCF 3938, CCF 3941, CCF 4132, CCF 4103, CCF 4131).

Kazda varianta méla Sest opakovani, inokulace 1-bodova, méfeni 1x tydné po dobu

jednoho mésice. Kultivace v 10 °C.

Tabulka 9: Pouzité koncentrace NaCl v selektivnim médiu.

médium obsah NaCl
cislo v g/l

12
20
28
35

OB |WIN |-
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3.1.10. Testovani tolerance k 2,6-dichloro-4-nitroanilinu

V selektivnim médiu byla také testovana tolerance Pseudogymnoascus destructans
k 2,6-dichloro-4-nitroanilinu o dvou koncentracich 0,001 g/l a 0,002 g/l (pouzivany také
k omezeni rustu nezadoucich kment hub (Henson, 1981; Andrews et Pitt, 1986)). Pokus byl
provadén s ttemi kmeny, CCF 3938, CCF 3941 a CCF 4132.

Na kazdou variantu bylo Sest opakovani, kultivace probihala pfi 10 °C. Inokulace

houby byla 1-bodova. Priméry kolonii se méfily 1x tydné po dobu jednoho mésice.

3.1.11. Testovani selektivnhiho média - kli¢eni Pseudogymnoascus destructans

Selektivni médium bylo vyvijeno na zakladé méfeni velikosti kolonii P. destructans.
Vzhledem k tomu, Ze bylo potieba otestovat médium kli¢enim spor z jeskynniho sedimentu,
musel byt napied proveden pokus na schopnost kliceni spor P. destructans. Médium bylo
testovano s 1 kmenem CCF 3938.

Jako srovnavaci kontrolni médium k selektivnimu bylo pouzito gluk6zo-kvasni¢né
médium (GK, slozeni kapitola 3.1.1.). Pro inokulaci byla pouzita suspenze spor. Jejich
mnozstvi bylo predem zjisténo v Burkerové pocitaci komtirce. Na agarovou plotnu s médiem
bylo vysévano 20 ul suspenze se sporami. Na kazdou variantu byla tfi opakovani kultivovana

v 10 °C. Odecet poctu vykli¢enych spor probihal po 15 dnech.

3.1.12. Zkouska riznych variant médii

Pfedchozi pokus ukazal neschopnost kliceni Pseudogymnoascus destructans
na selektivnim médiu, coz vedlo k pokusu vyzkouset rtizné varianty média liSici se vybranymi
slozkami (viz nize).

K pokusu byly vyuzity tfi kmeny, jejichZ pocet spor byl spocitan v Biirkerové pocitaci
komurce. Na agarové plotny bylo napipetovano 20 pl suspenze se sporami, poté byla
suspenze rozetfena sterilni hokejkou. Kultivace probihala v 10 °C. Vyklicené spory byly
odecitany po 16 dnech.

Kromé¢ 1. modifikace média (tfi opakovani) byla pro kazdou variantu pouzita dvé

opakovani.
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Zakladni sloZeni médii

Selektivni médium (SM):
- glukozal5 g Cz koncentrat - KCI 5 g, MgSO, 5 g, FeSO, 0,1 g, voda 100 ml
- mocovina 0,64 g  roztok stop.prvka - ZnSO,4 1 g, CuSO,4 0,5 g, voda 100 ml
- CZ konc. 10 ml
- roztok stop.prvkt (Cu-Zn) 1 ml
- agar 15 g
- chloramfenikol 0,19/l
- destilovana voda 1000 ml

- bengalska ¢erven, 5 - FC - po klavovani pridano

Glukoézo-kvasni¢né médium (GK):

- kvasni¢ny extrakt 59

- glukoza 209

- agar 159

- destilovana voda 1000 ml
Modifikace médii:

1 - SM, médium s mocovinou (po klav. ptidana), pH 5,8

2 - SM, médium s mocovinou (po klav. pfidana), pH 8,5

3 - GK (bez chloramfenikolu), pH 5,8

4 - GK (s chloramfenikolem), pH 5,8

5 - GK (s chloramfenikolem), pH 8,5

6 - SM, médium s mocovinou (po klav. ptidana), pH 8,5, RB - 0,05 g/l, 5-FC - 0,1 g/I
7 - SM, médium s mocovinou (po klav. ptidana), pH 8,5, 5-FC - 0,1 g/l
8 - GK (s chloramfenikolem), pH 8,5, RB - 0,05 g/l

9- GK (s chloramfenikolem), pH 8,5, RB - 0,05 ¢g/l, 5-FC - 0,1 ¢/I

10 - GK (s chloramfenikolem), pH 8,5, 5-FC - 0,1 g/I

11 - SM, mocovina (klavovana), pH 8,5, RB - 0,05 g/Il, 5-FC - 0,1 g/I
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3.1.13. Pokus sledujici kli¢eni Pseudogymnoascus destructans spolu se sporami hub
ze sedimentu

Utinnost dvou izolaénich médii (SM a GKI15) sestavenych v piedeslych
experimentech, byla testovana soucasnou inokulaci spor P. destructans a tii vzorkt sedimentt
ze stol. Cilem bylo zjistit, zda spory P. destructans vykli¢i v prostfedi konkurence spor jinych
hub.

Byly pouzity tii vzorky sedimenti ze Stol: sediment 1: N54/2013 - Mala Amerika,
sediment 2: N8/2013 - Velka Amerika a sediment 3: N132/2013 - Stary Jeronym. Sediment
byl pfed pouzitim zmrazen v -70 °C na 24 h. VSechny sedimenty byly poté rozmrazeny
v pokojové teploté. Dale byly 4 g sedimentu rozptyleny v 10 ml sterilni destilované vody.
Pfipravena suspenze byla dale zfedéna 107, 107 102 a2 10™.

Soubézné se sedimentem byly pfipravovany suspenze se sporami P. destructans. Pocet
spor byl odecten v Biirkerové pocitaci komiirce. Na agarovou plotnu bylo napipetovano 20 pl
suspenze, ktera byla rozetfena sterilni hokejkou. Na kliceni byly testovany tii izolaty
P. destructans, ve 20 ul bylo u kmenu CCF 3938 ptiblizné¢ 105 spor, u kmenu CCF 3941
ptiblizné 125 spor a u kmenu CCF 4132 ptiblizné 114 spor.

Na agarové plotny (se 3 médii - selektivni, GK15 a kontrolni GKCH) byly vysety jen
jednotlivé suspenze sedimentid (kazdy zvlast), jen vzorky P. destructans a vzorky sedimentu
spolu s kmenem P. destructans CCF 3938. Od kazdého fedéni sedimentu bylo na agarovou
plotnu vysévano 150 pl. Od varianty ziedéni sedimentu 107, 10% a 107 byly pfipraveny tfi
opakovani, od varianty 10 dvé opakovéni. Kultivace probihala v 10 °C.

Pocty kolonii pochazejici ze vzorkid sedimentu a P. destructans byly odecitany

po 14 dnech.

3.1.14. Kontrolni testovani Zivotaschopnosti spor Pseudogymnoascus destructans po
zmrazeni na -70 °C

Vzhledem k tomu, Ze v pfedchozim pokusu byl sediment pfed pouzitim zmrazen
v -70 °C, bylo nutné totéZz vyzkouset se sporami P. destructans a ovéfit, zda jsou schopné tuto
teplotu piezit.

Byla pouzita tfi média: selektivni, GK15 a kontrolni GKCH (sloZeni v kapitolach
3.1.1)) atiiizolaty P.destructans (CCF 3938, CCF 3941 a CCF 4132). Hodnoceno bylo
procento vykli¢enych spor (po 14 dnech) i velikost kolonii (po jednom mésici). Petriho misky

s narostlymi koloniemi P. destructans byly zmrazeny pii -70 °C po dobu 24 h. a poté
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rozmrazeny v pokojové teploté. Byla pfipravena také 2. varianta s narostlymi koloniemi, které
byly uchovavany stale v 10 °C.

Pro kazdou variantu byla pfipravena tfi opakovani. Kultivace v 10 °C.

3.2. Testovani zivotaschopnosti po pusobeni ruznych forem nepriznivych
podminek

3.2.1. Testovani FUN-1 s pufrem 1x PBS

Cilem pokusu bylo sledovat, jak budou reagovat spory P. destructans na obarveni
fluorescen¢nim barvivem FUN-1 (Molecular Probes), které znaci mrtvé spory zelenou
fluorescenci v cytoplazmé a zivé spory ¢ervenou fluorescenci v intravakuolarnich strukturach
(CIVS).

K testovani byl pouzit jeden kmen P. destructans CCF 3944. Do flakonku s pufrem
1x PBS (8 g of NaCl, 0,2 g of KCl, 1,44 g of Na;HPOy,, 0,24 g of KH,PO,4 v 1000 ml H,0, pH
7,4 doplnéné o 2% glukozu; Barker, 1998) byly setfeny spory z kultury sterilni
bakteriologickou klickou. V Biirkerové komtrce byla odméfena hustota spor, ktera
odpovidala 4,5 x 10° spor na 1 ml.

Ke sporam setfenym piimo z kultury byla jest€¢ piipravena varianta s mrtvymi
sporami, které byly inkubovany v 70% ethanolu po dobu 30 min v -70 °C. Spory byly poté
promyty 0,1% detergentem Triton. Po odstranéni detergentu byl ke sporam piidan 1 ml pufru
1x PBS a odpovidajici mnozstvi FUN-1. Inkubace spor v pfitomnosti fluorescen¢ni barvy
FUN-1 trvalal h.

Testované vzorky:

1 - mrtvé spory, 5 uM FUN-1
2 - 7ivé spory, SuM FUN-1

3 - mrtvé spory, 10 uM FUN-1
4 - 7ivé spory, 10 uM FUN-1
5 - mrtvé spory, 15 uM FUN-1
6 - zivé spory, 15 uM FUN-1
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3.2.2. Testovani FUN-1 s pufrem Na-HEPES

Cilem pokusu bylo sledovat, jak budou reagovat spory P. destructans na obarveni
fluorescenénim barvivem FUN-1 v pufru Na-HEPES s 2 % glukozy.

K testovani byl pouzit 1 kmen P. destructans CCF 3943. Vzhledem k tomu,
ze P.destructans je pomalu rostouci houba, pfedpoklada se, ze bude mit pravdépodobné
pomalejsi metabolismus. Pro zrychleni metabolismu byly spory nejprve tiepany v tekutém
médiu. Trepani probihalo v erlenkdch s 25 ml gluk6zo-kvasnicného média (GK, slozeni
kapitola 3.1.1., bez agaru) po dobu péti dnt v 10 °C pii 250 rpm. Po skonceni tfepani byly
odebrany 2 ml vzork do jednotlivych ependorfek, které byly centrifugovany pii 14000 g
5 min, poté bylo odpipetovano kultivacni médium a buiiky promyty v pufru Prosser nebo Na-
HEPES.

Ptipravena byla rovnéz varianta s mrtvymi sporami, které se pfipravily inkubaci
v 70% ethanolu po dobu 30 min. v -70 °C. Spory byly promyty od ethanolu stejné jako "Ziva"
varianta.

Do kazdé varianty vzorku byl ptidan 1 ml pufru Pfosser nebo Na-HEPES a FUN-1
(koncentrace ve vzorku 15 uM). Vzorky byly inkubovany v temnu 1 h. v 10 °C nebo ve
25 °C.

Vysledky barveni FUN-1 byly hodnoceny prostiednictvim konfokalniho mikroskopu a
zaznamenany na fotografiich.

r

Testované vzorky (Z - "zivé", M - "mrtvé"):

1- Na-HEPES 25°C Z
2 - Na - HEPES 25 °C M
3 - Pfosser 25 °C M

4 - Pfosser 25 °C Z

5 - NA-HEPES 10 °C Z
6 - NA-HEPES 10 °C M
7 - Pfosser 10 °C Z

8 - Pfosser 10 °C M
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3.2.3. Testovani FUN-1 a délky inkubace spor

V ptfedchozim pokusu se osvédcCil pufr Na-HEPES s 2 % glukdzy, avSak vysledek
nebyl stale uspokojivy. Prikrocilo se tedy k testovani délky inkubace spor s fluorescencni
barvou FUN-1.

Spory byly tfepany 3 dny (byly jiz nakli¢ené) za stejnych podminek jako v kapitole
3.2.2. Po skonceni tfepani byly odebrany 2 ml vzorkt do jednotlivych ependorfek, které byly
centrifugovany pifi 14000 g 5 min, poté bylo odpipetovano kultivatni médium a buiky
promyty v pufru Na-HEPES.

Ptipravila se opét varianta s mrtvymi sporami pfipravené stejnym zpuisobem jako v
kapitole 3.2.1.

Ke vzorkiim byl pfidan 1 ml pufru Na-HEPES a FUN-1 (koncentrace ve vzorku
15 uM). Jednotlivé vzorky se liSily délkou inkubace s FUN-1 v 25 °C. Vzorky byly poté
zkoumany na konfokalnim mikroskopu.

Testované vzorky (M - "mrtvé", Z - "Zivé"):

1M - inkubace s FUN-1 24 h
17 - inkubace s FUN-124 h
2M - inkubace s FUN-15 h
27 - inkubace s FUN-15 h
3M - inkubace s FUN-1 3 h
37 - inkubace s FUN-1 3 h
4M - inkubace s FUN-11,5h
47 - inkubace s FUN-11,5h

3.2.4. Testovani FUN-1 spolu s Hoechst 33258

Do erlenmeyerovy banky s tekutym glukézo-kvasnicnym médiem (na 1000 ml
destilované vody 20 g glukdzy, 5 g kvasni¢ného extraktu a 0,1 g streptomycinu) bylo dano
definované mnozstvi spor. Spory se tiepaly dva dny v 10 °C pti 250 rpm. Byly pfipraveny
také "mrtvé" vzorky stejné jako v kap. 3.2.1. Pro srovnani byly testovany bunky kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, na kterych se b&ézné zivotaschopnost bunék prostiednictvim
FUN-1 testuje.

Z tekutého glukozo-kvasni¢ného média bylo po dcou dnech tiepani odebrano 0,5 ml
s naklicenymi sporami P. destructans a Saccharomyces cerevisiae. Poté se vzorky
centrifugovaly 5 min pti 14000g (rpm) ve 20 °C, z centrifugovanych vzorkii bylo odebrano
médium, spory byly pak promyty v 0,5 ml pufru Na-HEPES. Pak byly vzorky opét
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zcentrifugovany, z nich odebran roztok na promyti. K buitkdm pak byl dan pufr Na-HEPES, k

nému byla napipetovana fluorescencni barva FUN-1. Buriky se barvily 3 h.
Bylo celkem 24 variant vzorku liSicich se koncentraci fluorescencni barvy FUN-1

(5 uM, 10 uM a 15 uM) a teplotou, b€hem niz probihalo barveni bunék (5 °C, 25 °C a 30 °C).
Do kazdého vzorku byl také piidan Hoechst 33258 (LifeTech) s vyslednou koncentraci

1 pg/ml na vzorek, barveni 15 min. na kazdy vzorek ve stejné teploté jako barveni s FUN-1.
Pratokovym cytometrem se testovala zivotnost prostfednictvim Hoechst 33258 pro

potvrzeni, zda jsou "zivé". VSechny vzorky byly také zmikroskopovany a zdokumentovany

(pét snimku na vzorek) na zkousku fluorescence FUN-1 a Hoechst 33258.

Vzorky (Z - "zivé", M - "mrtvé" spory; 1.&islo - koncentrace FUN-1 v pM, 2.&islo - teplota

pii barveni °C):

1 - M 5/30 kvasinky

2 - M 10/30 kvasinky

3 - M 15/30 kvasinky

4 - M 5/5 P. destructans

5- M 10/5 P. destructans

6 - M 15/25 P. destructans

7 - M 5/25 P. destructans

8 - M 10/25 P. destructans

9 - M 15/25 P. destructans

10 - M 5/30 P. destructans

11 - M 10/30 P. destructans

12 - M 15/30 P. destructans

13 - Z 5/30 kvasinky

14 - 7.10/30 kvasinky

15 - 7 15/30 kvasinky

16 - Z 5/5 P. destructans

17 - Z 10/5 P. destructans

18 - Z 15/5 P. destructans

19 - Z 5/25 P. destructans

20 - 7 10/25 P. destructans

21 - 7 15/25 P. destructans

22 - 7.5/30 P. destructans
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23 -7 10/30 P. destructans
24 - 7. 15/30 P. destructans

3.2.5. Testovani propidia jodidu (PI) a Hoechst 33258

Po rozhodnuti nevyuziti FUN-1 v praci se piikroc¢ilo k testovani jinych
fluorescen¢nich znaceni. Cilem pokusu bylo srovnat vysledky testovani Zivotaschopnosti
ziskanych prostfednictvim Hoechst 33258 a propidia jodidu (Fluka) a na zakladé toho se
rozhodnout, které znaceni bude lepsi pro testovani zivotaschopnosti spor P. destructans.

Spory o definovaném mnozstvi byly tiepany v tekutém gluk6zo-kvasni¢éném médiu v
Erlenmeyerové bance v 10 °C pii 230 rpm po dobu 2 dnti.

Byly také ptipraveny mrtvé spory pro srovnani s zivymi buiikami stejnym zplsobem
jako v predeslych experimentech.

Z Erlenmeyerovy bainky bylo odebrano 0,5 ml roztoku se sporami. Kazdy vzorek byl
centrifugovan za celem odpipetovani média, vzorky déale byly promyty pufrem 10x PBS,
opét zcentrifugovany a nakonec byl pfidan pufr 10x PBS (slozeni: 2 g KCI, 2,4 g KH,POy,
80 g NaCl, 11,45 g Na;HPO,, 1000 ml vody, pH 7,4) a barvivo Pl nebo Hoechst do vzorku,
aby vysledna koncentrace byla 2 ug/ml fluorescen¢niho barviva na vzorek. Barveni vzorki
fluorescen¢nimi barvivy probihalo 30 min. v pokojové teplot¢.

Obdobna piiprava vzorkl probihala s mrtvymi sporami.

VSechny vzorky byly analyzovany v pritokovém cytometru a mikroskopovany

konfokalnim mikroskopem, to bylo i fotograficky zdokumentovano (pét snimku na vzorek).

Testované vzorky:

1 - zivé spory, bez tfepani, Hoechst 33258

2 - mrtvé spory, Hoechst 33258

3 - spory uchovany v 37 °C po dobu 24 h, Hoechst 33258

4 - spory uchovany v 37 °C po dobu 24 h, pak tiepané spory pti 10 °C 2 dny, Hoechst 33258
5 - spory uchovany v 37 °C po dobu 24 h, pak tiepané spory pii 10 °C 2 dny v pfitomnosti
streptomycinu, Hoechst 33258

6 - zivé spory, tiepané spory pii 10 °C 2 dny v pfitomnosti streptomycinu, Hoechst 33258

7 - zivé spory, tfepané spory pii 10 °C 2 dny, Hoechst 33258

8 - Zivé spory, bez tfepani, PI

9 - mrtvé spory, PI
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10 - spory uchovany v 37 °C po dobu 24 h, PI

11 - spory uchovany v 37 °C po dobu 24 h, pak tiepané spory pti 10 °C 2 dny, PI

12 - spory uchovany v 37 °C po dobu 24 h, pak tiepané spory pii 10 °C 2 dny v ptitomnosti
streptomycinu, Pl

13 - Zivé spory, tiepané spory pii 10 °C 2 dny v pfitomnosti streptomycinu, PI

14 - zivé spory, tiepané spory pii 10 °C 2 dny, PI

3.2.6. Testovani spolehlivosti PI

Cilem pokusu bylo vyzkousSet spolehlivost PI, ktery byl v pfedchozim experimentu
vybran pro dalsi pokusy sledujici Zivotaschopnost spor P. destructans.

Ovéfeni spolehlivosti PI bylo testovano smésnymi vzorky "zivych" a "mrtvych" spor.
"Zivé" spory byly setfeny sterilnim vatovym tamponem z 1 mésic staré kultury p¥imo do
pufru 10x PBS, jejich vysledna koncentrace 9 o 10° bun&k/ml byla napocitdna v Burkerové
pocitaci komurce. "Mrtvé" spory byly pfipraveny uchovanim v 70% ethanolu v -70 °C po
dobu 30 min (po inkubaci zcentrifugovany a promyty v pufru 10x PBS). Vysledna
koncentrace "mrtvych" spor byla také spocitana v Biirkerové komirce, aby se co nejvice
pfiblizovala koncentraci "Zivého" vzorku.

V jednotlivych vzorcich byla vysledna koncentrace propidia jodidu 2 pg/ml.

Vzorky byly analyzovany pritokovou cytometrii.

Vzorky:

1-"Zive" spory

2 - "mrtvé" spory

3 - "mrtvé" ku "Zivé" spory v poméru 1:1
4 - "mrtvé" ku "zivé" spory v poméru 3:1

5 - "mrtvé" ku "zivé" spory v poméru 1:3

Soubézné byla Zzivotaschopnost spor P.destructans oveéfovana hodnocenim jejich
klicivosti na gluk6zo-kvasniéném médiu. Pro toto ovéteni byly pfipraveny stejné typy vzorkl
jako jsou uvedeny vyse. Testovala se tfi fedéni ptivodnich vzorkt. Na kazdou variantu byla

tii opakovani. Pocet vyklicenych spor byl ode¢itan po 14 dnech inokulace na médium.
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3.2.7. Studium Zivotaschopnosti spor hub po ptsobeni ruznych forem nepiiznivych
podminek

Pokusy na prezivani nepfiznivych podminek byly testovany na nékolika izolatech P.
destructans a né€kolika srovnavacich izolatech hub: Aspergillus flavus CCF 3154, Aspergillus
acidus CCF 3984, 2 kmeny Pseudogymnoascus sp. (AK 71/11 a AK 77/11)
a Pseudogymnoascus pannorum AK 51/11. Prvni dva druhy pfedstavuji houby, které se
efektivné §ifi vzduchem a najsou vazany na jeskyné. DalS§i kmeny patii nepatogennim
houbam, které ziji v ptid¢ jeskyni.

Kultivace jednotlivych hub probihala pfi optiméalnich podminkach pro jejich rast.
Izolaty P. destructans byly kultivovany na médiu gluk6zo-kvasni¢ném a ostatni kmeny hub
na sladinovém médiu (4°). Kmeny P. destructans byly umistény do 10 °C po dobu
4 a7 5 tydnu, kmeny Pseudogymnoascus sp. a Pseudogymnoascus pannorum do 10 °C
po dobu 2 tydnti a kmeny Aspergillus flavus a A. acidus do 20 °C po dobu 2 tydnu.

Nakultivované kmeny hub byly vystaveny riznym fyzikdlnim podminkém.
Od kazdého kmene houby se umistil do testovanych podminek takovy pocet misek
odpovidajici poctu méfeni (plus jedna az dvé navic kviili ptipadné kontaminaci).

Na kazdé méteni byly odebrany sterilnim vatovym tamponem spory z jedné misky
do ependorfky s1,5 ml pufru 10x PBS. Pozadované mnozstvi spor bylo odméfeno v
Biirkerové  pocitaci komirce, aby se priaméméa hustota spor pohybovala
0d 50 do 75 » 10° bunék/ml. Z ependorfky byly odebrany tii vzorky, které byly testovany
zvlast’ jako jednotlivé vzorky na pritokovém cytometru (tedy 3 pseudo-opakovani), tim by

mohla byt odhalena chyba méfeni na pfistroji, napt. ucpani pii nasavani vzorku.

1. pokus - testovani Zivotaschopnosti spor po pusobeni riiznych teplot a svétla o rizné
vinové délce

Meéieni zivotaschopnosti spor probehlo ihned po zalozeni pokusu, za dva dny piisobeni
stresu a poté kazdy tyden do doby trvani Sesti tydnli nepfiznivych podminek. Byla také

zaloZena kontrola, tj. kmeny hub uchované ve standardnich (tj. optimalnich) podminkach.

41



Testované nepriznivé podminky:
- uchovavani pti 25 °C ve tm¢e
- uchovavani pti 30 °C ve tm¢e
- uchovavani pii 37 °C ve tm¢
- uchovavani pii 25 °C za pisobeni UVA zafeni
-uchovavani pii 25 °C a pasobeni UVA a UVB zateni
- uchovavani pti 25 °C a pusobeni bilého svétla

- uchovavani pii 25 °C v prostiedi s nedostatkem vihkosti

Pro pusobeni UVA zafeni byla pouzita zativka UV  11W/G23-DZ,
pro UVA a UVB zafeni zafivka Repti Glo 10.0 (20 W, T8, s podilem 10 % UVB
a33% UVA) aprobilé svétlo zarovka znacky Philips (LUXBL, 11W, 230V
az 240 V ~ 50/60 Hz, 2700 K).

Prostfedi s nedostatkem vlhkosti bylo vytvofeno ve velkych sklenénych Petriho
miskéach uzavienych parafilmem obsahujicich silikagel k pohlceni vlhkosti. Kontrola vlhkosti
byla provadéna vlhkomérem, ktery nizkou vlhkost (pod 20 %) potvrdil. Spory hub byly

setfeny sterilnimi vatovymi tampony, na nichZ byly spory uchovavany v Petriho miskéch.

2. pokus - vliv teploty 34 °C na piezivani spor a otestovani dalSich izolati na n¢které
JiZ zminéné nepiiznivé teplotni podminky z 1. pokusu.

3. pokus - vliv cyklického stiidani teplot 20 °C a 34 °C s délkou cyklu 12 h. po dobu
85 dni. Zivotaschopnost spor P. destructans byla testovana na pritokovém cytometru
1x za 5 dni. Pokus mél napodobit teplotni podminky, které se vyskytuji na povrchu téla
temperatnich netopyri v pribéhu reprodukéni sezony, kdy netopyii Casto travi neaktivni ¢ast
dne v tzv. torporu (denni strnulosti), pii kterém snizuji télesnou teplotu Casto az na teplotu

prostredi (Dietz et Kalko, 2006).

3.2.8. Udaje k méFeni na cytometru

Zivotaschopnost spor byla hodnocena pomoci pritokového cytometru typu LSRII
(Becton Dickonson, USA) s programem FACSDiva 6 Software v MBU, AV CR, Kr¢, Praha.
Pfi analyze vzorku propidiem jodidem byl k excitaci pouzit PI band-pass filtr 610/20 (561nm
laser) a Hoechst 33258 Hoechst Band-pass filtr 450/50 (405nm laser). Vystupni data (format
fcs - flow cytometry standard verze 3.0) z prutokového cytometru byla vyhodnocovana v

programu FlowJo od fy TreeStar Inc.
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3.2.9. Udaje ke konfokalni mikroskopii

Spory znacené fluorescenénim znacenim byly také kontrolovany v konfokalnim
mikroskopu, zejména ze zacatku studie Zivotaschopnosti spor a hlavné u FUN-1 byla timto
zpusobem hodnocena G¢innost znaceni.

Mikroskopie probihala na konfokalnim mikroskopu Olympus FV1000 (Olympus
Corporatin, USA) v MBU, AV CR, Kr¢, Praha. Ze vzorku bylo na podlozni skli¢ko odebrano
30 pul vzorku, pak se piekrylo krycim sklem. Buiiky byly pozorovany za pouziti imerzniho
oleje (Olympus) pti zvétSeni 100x a dale jesté 3x. Pii pozorovani byly také pofizeny snimky
(na kazdy vzorek pét, max. sedm snimki). K ndsledné¢ upravé snimkl z konfokélni
mikroskopie byl pouzit program FV10-ASW 2.0 Viewer, v kterém se snimky kolorizovaly
a spojily fotografie z fluorescence.

Excitaéni vinova délka laseru pro FUN-1 byla 473 nm o vykonu 0,7 mW, emise
na detektoru pro kanal 1 od 520 nm do 550 nm a pro kanal 2 580 nm az 600 nm. Ecita¢ni
vlnova délka laseru pro PI byla 559 nm o vykonu 2,2 mW, emise se snimala na detektoru
od 570 nm do 670 nm. Excitaéni vinova délka laseru pro Hoechst 33258 byla 473 nm

0 vykonu 0,7 mW, emise se snimala na detektoru od 425 nm do 475 nm.

3.2.10. Metodika vyhodnocovani vysledki

Prvnim vystupovym grafem z pritokového cytometru je graf, ktery znazornuje
naose X FSC-A (plochu signdlu) ana osey FSC-H (vysku signalu). Na zéklad¢ toho
je proveden gating, ktery vybere signaly od zkoumanych objektd (spor) a ohranicuje skupinu
spor singlets, které jsou dale testovany na zivotnost (Obr. 9). Dalsim grafem, ktery vychazi
z prvniho na zakladé gating, je ten, ktery nam znazornuje Zivotnost. Na ose X je FSC-A
anaosey jePl-A, coz je signal generujici intenzitu fluorescence od jednotlivych spor. Nad
uréitou hodnotu (10°) signalu z PI-A jsou spory povazovany za nezivotaschopné. Tato oblast
je znazornéna v grafu Cervenou spojnici vytvarejici ohrani¢ené pole, uvniti kterého je urcité
procento zivotaschopnych spor. Toto pole bylo vytvofeno na zdkladé testovani kontrolniho
vzorku zivych spor (Obr. 10).

V postupu zakladani vzorkli na testovani pratokovym cytometrem jsem uvadéla,
ze jsem z 1 Petriho misky odebrala spory a rozdélila je na 3 nezédvisla méfeni. Z téchto

3 méteni na vzorek jsem udé€lala primér, ktery jsem vynesla do grafu.
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Obr. 9: Vyobrazeni znazoriuje gating a singlety spor v ném.
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Obr. 10: Vyobrazeni znazoriuje spory z gatingu, které jsou analyzovany na zivotnost.

3.3. Biolog
3.3.1. Desti¢ky FF MicroPlate'"

Cilem pokusu bylo otestovat u vybranych izolati hub schopnost utilizace zdrojh

uhliku (pfehled substratt viz piiloha 8.1.).
Houby se pied praci s destickami Biolog napéstovaly na médiu pfi teploté odpovidajici
fyziologickym pozadavkiim houby. Na destickach Biolog bylo analyzovano celkem 27 kment
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hub (tab. 13), vcetné¢ 10 izolati P. destructans. Pro srovnani byly testovany izolaty
z podzemnich prostor a dermatofyta, aby se zjistilo, zda se P. destructans vice blizi ekologii
hub z podzemnich prostor nebo dermatofyt, kterd jsou také schopna parazitovat na kizi

obratlovcu (Simpanya, 2000).

Postup:

Postup byl prevzat z instrukci vyrobce (Biolog, Inc., USA). Pied inokulaci desti¢ek
Biolog FF byl nejprve piipraven inokula¢ni roztok Phytagel (Sigma) (slozeni tab. 10). Do
menSich lahvi¢ek bylo napipetovdno pfiblizné 11 ml roztoku Phytagelu. Do roztoku se
ptrenesly spory setfené z povrchu kolonie sterilnim vatovym tamponem, pak se suspenze se
sporami mirn¢ promichala. Pozadovand hustota suspenze spor by méla dosahovat
transmitance 75 % (tolerance + 2 %). Transmitance se méfila ve spektrofotometru
(Lambda 11 UV/VIS, Perkin Elmer, USA) pomoci kyvety pfi vinové délce 490 nm, jako
kontrola (blank) slouzi roztok Phytagelu bez spor. Roztok Phytagelu se sporami hub o hustoté
T ptiblizné 75 % se prelil do Petriho misky, dale se rozpipetoval na celou desti¢ku, do kazdé
jamky desticky 100 pl roztoku. Desti¢ky se zméftily na spetrofotometru (Magellan) v Case 0,
pak ptiblizné kazdy den. Pfistroj odecital hodnoty pii 490 nm a 750 nm (data se zobrazi v MS

Excel). Desticky se inkubovaly v urcité optimalni teploté pro zkoumany organismus (tab. 14).

Tabulka 10: Slozeni inokulaéniho roztoku Phytagel do desti¢ek Biolog FF.

ptisady mnozstvi
destilovana deionizovana voda 100 ml
Tween 40 30 ul
Phytagel 0,259

3.3.2. Desti¢ky Phenotype MicroArrays™ - PM

Cilem pokusu bylo otestovat u vybranych izolati hub schopnost utilizace zdroju
dusiku (PM3B), fosforu a siry (PM4A) a nutri¢nich elementi (PMS5) (piehled substrati
viz. ptiloha 8.1.).

Postup byl proveden podle instrukci vyrobce (Biolog, Inc., USA). Priprava desti¢ek
Biolog PM je v né¢kterych krocich podobnéd ptipravé desticek Biolog FF. Nejprve se
piipravily inokulacni roztoky Phytagel (slozeni tab. 10), PM a roztok glukdzy (slozeni tab. 11,

12 a 13). Do roztoku Phytagelu se setiely spory sterilnim vatovym tamponem. Pozadovana
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hustota se meéfila na spektrofotometru s nastavenim A = 490 nm, pozadovana hustota
odpovidala transmitanci 62 % (tolerance + 2 %), jako blank slouzil roztok Phytagelu.
Pozadované mnozstvi Phytagelu se sporami (25 pl) o transmitanci 62 % se napipetovalo do
inokula¢niho roztoku PM (PM3, PM4, PMS5). Roztok PM se sporami se pielil na Petriho
misku a rozpipetoval po 100 pl na jamku. Kultivace a méfeni nainokulovanych desti¢ek

probihalo stejné jako u desti¢ek Biolog FF (tab. 14).

Tabulka 11: Ptiprava PM inokulaénich roztokd.

PM3 |PM4 PM5
PM roztok (ml) (ml) (ml)
roztok FF 10 10 10
D-glucose (tab. 12) 0,375 0,375 0,375
PM additive (tab.13) 1 - 1
buiiky (v roztoku FF, o poZzadované T = 62 %) | 0,025 * 0,025* 0,025*
sterilni voda 0,6 1,6 0,6
celkem 12 12 12

* Bunky (spory) se do PM roztoku ptidavaji aZ po nameéteni poZadované hustoty.

Tabulka 12: Slozeni roztoku D-glukozy:

roztokD-glukézy |koncentrace (mM) [g/100 ml
D - glukoza 3200 57,664

Rozpousti se v destilované vodé. Sterilizuje se filtraci (filtry 0,45 pm). Uchovat v

chladu (4 °C).

Tabulka 13: Slozeni roztoku PM additive.

koncentrace
PM additive | (mM) 9/100 ml
KH,PO, 60 0,8166
Na,SO4 24 0,341

Rozpousti se v destilované vod¢. Sterilizuje se filtraci (filtry asi 0,22 pm). Uschovat v

chladu (4 °C).
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Tabulka 14: Seznam izolatt hub analyzovanych metodou Biolog (X - analyzovano, -

neanalyzovano, médium - kultivaéni médium pted inokulaci na desticky Biolog, inkubacni

teplota na desti¢kach - kultivaéni teplota houby inokulované na desticce).

inkubaéni

teplota na

skupina znacka | nazev houby FF | PM3 | PM4 | PM5 | médium | desti¢kach
P.destructans + | P. destructans CCF 3938 X | x X X GK 10 °C
P.destructans + | P. destructans CCF 3941 X | x X X GK 10 °C
P.destructans + | P. destructans CCF 3943 X | x X X GK 10 °C
P.destructans + | P. destructans CCF 4103 X | x X X GK 10 °C
P.destructans + | P. destructans CCF 4124 X | x X X GK 10 °C
P.destructans + | P. destructans CCF 4126 X | x - - GK 10 °C
P.destructans + | P. destructans CCF 4128 X | - GK 10 °C
P.destructans + | P. destructans CCF 4129 X | x - - GK 10 °C
P.destructans + | P. destructans CCF 4131 X | x GK 10 °C
P.destructans + | P. destructans CCF 4132 X | x X X GK 10 °C

Pseudogymnoascus pannorum
h. z podzem.prostor o |AKS51/11 X | X X X SL 10 °C
h. z podzem.prostor O | Pseudogymnoascus sp. AK 71/11 X | X X x | SL4° 10 °C
h. z podzem.prostor O | Trichophyton terrestre AK 44/09 X | X X x | SL4° 10 °C
h. z podzem.prostor | O | Arthroderma sp. AK 27/09 X | X X x | SL4° 25°C
h. z podzem.prostor O | Pochonia suchlasporia AK 59/11 X | X X x | SL4° 10 °C
h. z podzem.prostor O | neurCeny LeotialesAK 88/11 X | X X x | SL4° 10 °C
h. z podzem.prostor O | neurCeny LeotialesAK 91/11 X | X X x | SL4° 10 °C
h. z podzem.prostor O | Pseudogymnoascus sp. AK 87/11 x| X X x | SL4° 10 °C
h. z podzem.prostor O | Pseudogymnoascus sp. AK 77/11 X | X X x | SL4° 25°C
h. z podzem.prostor O | Oidiodendron cerealis CCF 3491 x| X X x | SL4° 25°C
h. z podzem.prostor O | Aspergillus spelunceus CCF 4085 | x | x X x | SL4° 25 °C
aspergily A | Aspergillus acidus CCF 3984 X | - - - | SL4° 25°C
aspergily A | Aspergillus flavus CCF 3154 X | - - - | SL4° 25 °C
dermatofyta Microsporum canis CCF 3443 X | X X x | SL4° 25 °C
dermatofyta Microsporum gypseum CCF 3100 | x | x X x | SL4° 25 °C
dermatofyta Trichophyton ajelloi CCF 2907 X | X X x | SL4° 25 °C
Trichophyton mentagrophytes

dermatofyta CCF 3954 x| X X x | SL4° 25 °C

3.3.3. Vyhodnocovani metody Biolog

Desticky Biolog v pfistroji Magellan se méfily pii dvou vinovych délkach 490 nm

a 750 nm. Rust jednotlivych izolatdh na destiCkach byl méfen kazdy den.

Pouze

u P. destructans kazdy druhy den vzhledem k jeho pomalému ristu. K vyhodnocovani jsem

pouzila data ziskand méfenim pii vlnové délce 750 nm. Desticky FF mély dvé opakovani

naizolat, tudiz jsem pouzila jejich pramér, desticky PM3B, PM4A a PMS5 mély

jen 1 opakovani na izolat. Vzhledem k tomu, Ze se velmi liSila rychlost rastu jednotlivych
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izolatlh hub, vybrala jsem do vyhodnocovacich analyz méfeni z riznych dnl. Vybirala jsem
posledni méfeni, u kterého bylo zjevné, ze u dané¢ho izolatu houby jiz neptfibyva diverzita
substrati. Od hodnot na destickdch byla odecCtena jejich negativni kontrola. Po odectu
negativni kontroly byly hodnoty mensi nez negativni kontrola upraveny na 0. V nékterych
jamkach byly naméfeny vysoké hodnoty pii nulovém méieni v disledku Spatného rozpousténi
substratu, v disledku toho byly tyto jamky vyfazeny z hodnoceni (FF - B1, B3, G2 a H10;
PM3B - C1aG1; PM4A - A3 a B9).

Data byla vyhodnocovéana v programu PAST prostfednictvim PCA analyzy a One-
way ANOSIM, které testovaly variabilitu mezi jednotlivymi izolaty rozdélenych do téchto
skupin: P. destructans, dalsi houby obyvajici podzemni prostory a dermatofyta (u desticek FF
jeste aspergily). Dale byla testovana rozdilnost skupin v Shannonové indexu prostfednictvim
Kruskal-Wallis testu doplnénym o Mann-Whitney pairwise comparison. Provedla jsem
regresni analyzu pomoci RMA (reduced major axis) modelu mezi Shannonovym indexem

(SH) a substratovou bohatosti (SR) na jednotlivé desticky Biolog.
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4. Vysledky

4.1. Fyziologické a biochemické vlastnosti Pseudogymnoascus destructans a

jejich vyuziti pro vytvoreni selektivniho média

4.1.1. Testovani ristovych schopnosti Pseudogymnoascus destructans na 8 riiznych
médiich

Byl testovan rust sedmi izolati P. destructans (CCF 3937, CCF 3938, CCF 3939, CCF
3941, CCF 3942, CCF 3943, CCF 3944) na osmi riznych médiich (SEA, SEGA, SDAC,
SDA, GKCH, GK, PCA aC2).

Nejlepsi rust P. destructans byl pozorovan na médiich GK, GKCH a SDA, potvrdila
toi analyza One-way ANOVA v programu PAST, podle niZ neni mezi t€émito médii
signifikantni rozdil. Pro srovnavaci pokusy vedouci k vyvoji selektivniho média bylo vybrano

médium GK, které se snaze pripravuje a je levnéjsi nez ostatni vyse uvedena média (graf 1 ).

Velikost kolonii po 1 mésici kultivace
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Graf 1: Krabicovy diagram znazornujici velikost kolonii P. destructans (izolaty CCF 3937,
CCF 3938, CCF 3939, CCF 3941, CCF 3942, CCF 3943, CCF 3944) po jednom m¢sici
kultivace na osmi médiich pii 10 °C. V grafu jsou zahrnuty hodnoty od vSech sedmi

testovanych kment.
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4.1.2. Testovani optimalni teploty pro rist Pseudogymnoascus destructans

K experimentu bylo pouzito 10 kment P. destructans (CCF 3938, CCF 3941, CCF
3943, CCF 4103, CCF 4124, CCF 4126, CCF 4128, CCF 4129, CCF 4131, CCF 4132).
Testovani probihalo na tfech agarovych médiich (CZ, GK, SDA) a pfi péti teplotach (4 °C,
7°C,10°C, 13 °C, 16 °C).

Ve vétsing ptipadl byly nejvétsi prumeéry kolonii dosaZzeny v teplotach 10 °C a 13 °C.
U média GK nebyl dle One-way ANOVA nalezen signifikantni rozdil v rustu ve vyse
uvedenych teplotach. Rozhodla jsem se proto dalsi kultivani pokusy za vyvojem selektivniho

média provadét pii teploté 10 °C, kterd by mohla byt oproti 13 °C pro kmeny jinych hub

selektivnéjsi.
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Graf 2: Krabicovy diagram znazornujici rozdily v ristu kolonii na 3 médiich v 5 teplotach.

Do grafu jsou zahrnuty hodnoty od vsech kment.
4.1.3. Testovani citlivosti Pseudogymnoascus destructans k antimykotikiim

P. destructans je citlivy téméf na vSechna antimykotika s vyjimkou 5-fluorocytosinu

(tab. 15). Pro vyvoj selektivniho média byl tedy dale pouzivan 5-fluorocytosin.
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Tabulka 15: Vysledky testu citlivosti 5 izolata P. destructans (CCF 3937, CCF 3938, CCF
4129, CCF 4130, CCF 4132) na antimykotika. Znacka ,,-,, znamend, Ze hodnota nemohla byt

odectena.
Primér inhibi¢ni zény [mm]

antimykotikum | konc.[pg] CCF 3937 CCF 3938 CCF 4129 CCF 4130 CCF 4132

4 dny 5 dnu 4 dny 5 dnu 4 dny 5 dnt 4 dny 5 dnt 4 dny 5 dnu
nystatin 50 40 40 (35) 40 40 - 40 - - 40 32
pimaricin 50 40 37 38 40 - 40 - - 42 40
klotrimazol 30 44 44 44 40 44 40 - - 40 36
flukonazol 25 14 17 14 26 11 14 - 13 11 8
bifonazol 30 36 34 36 36 46 34 - - 34 32
vorikonazol 50 30 26 45 40 30 36 - - 36 26
amfotericin B 50 14 14 10 16 20 18 16 14 18 (16) 16
5-fluorocytosin 5 0 0 0 0 0 10 9 8 8 0
mikonazol 30 46 40 50 40 50 40 50 40 40 40
ekonazol 30 50 50 50 50 50 50 - - 50 50
ciklopiroxolamin 30 34 30 36 36 40 34 40 34 34 26
ketokonazol 30 46 40 46 48 - 30 - 44 46 44
itrakonazol 30 34 40 38 30 - - - 28 30 28

4.1.4. Testovani citlivosti Pseudogymnoascus destructans k antimykeotikim/antibiotikiim
v médiu

Citlivost k antimykotikim ¢i k antibiotikim v médiich byla testovana na tfech
izolatech P. destructans (CCF 3938, CCF 3941, CCF 4132) po dobu jednoho mésice v 10 °C.
Vysledky znazoriuji grafy 3 az 7.

Antimykotika dodine a CTAB byla shledana jako nevhodna pro dal$i pouziti, protoze
znacné negativné ovlivnila velikost kolonii P. destructans. Zvlast¢ kmen CCF 4132 byl velmi
malo tolerantni k t¢éméf vS§em koncentracim v médiu (graf 3 a 4).

Antibiotikum bengalskd Cervenn o nizSich koncentracich nemélo na velikost kolonii
velké inhibi¢ni u€inky, proto bylo vélenéno do sloZeni budouciho selektivniho média (graf 5).

K antimykotiku 5-fluorocytosin byla houba nejvice tolerantni, i k vysSSim
koncentracim. Antimykotikum bylo proto zaclenéno do slozeni selektivniho média (graf 6).

Na zakladé vysledku testovani antimykotik v médiu jsem se rozhodla testovat
bengalskou cervenl a 5-fluorocytosin v jednom médiu soucasné, a to ve dvou variantach.
1. varianta - bengalska ¢erven 0,05 g/l, 5-fluorocytosin 0,33 g/l; 2. varianta - bengalska ¢erven
0,07 g/l, 5-fluorocytosin 0,33 g/l (graf 7).
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Velikost kolonii po 1 mésici kultivace
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Graf 3: Velikost kolonii P. destructans (izolaty CCF 3938, CCF 3941, CCF 4132) po 1
mésici kultivace v 10 °C. Byly pouzity riizné koncentrace dodinu, GK,D 0,05 = dodine 0,05
g/l; GK,D_0,1 = dodine 0,1 g/l; GK,D_0,2 = dodine 0,2 g/l; GK,D_0,3 = dodine 0,3 g/,
GK,D_0,4 = dodine 0,4 g/l a GK - kontrola. Do grafu jsou zahrnuty hodnoty od vS§ech kmenti.
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Graf 4: Velikost kolonii P. destructans (izolaty CCF 3938, CCF 3941, CCF 4132) po 1
meésici kultivace v 10 °C. Byly pouzity rizné koncentrace CTAB, GK,C 0,05 = CTAB 0,05
g/l; GK,C_0,1 = CTAB 0,1 g/l; GK,C_0,2 = CTAB 0,2 g/l; GK,C_0,3 = CTAB 0,3 g/,
GK,C_0,4 =CTAB 0,4 g/l a GK - kontrola. Do grafu jsou zahrnuty hodnoty od vSech kmeni.
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Velikost kolonii po 1 mésici kultivace
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Graf 5: Velikost kolonii P. destructans (izolaty CCF 3938, CCF 3941, CCF 4132) po 1
mésici kultivace v 10 °C. Byly pouzity rizné koncentrace bengalské cervené, RB 0,03 =
bengélska cervenn 0,03 g/l; RB 0,05 = bengalska cerven 0,05 g/l; RB 0,07 = bengalska
cerven 0,07 g/l; RB_0,1 = bengalska cerven 0,1 g/lI; RB 0,13 = bengalska ¢erven 0,13 gll,
RB 0,16 = bengalska ¢erven 0,16 g/l a GK - kontrola. Do grafu jsou zahrnuty hodnoty od

vSech kmenu.
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Graf 6: Velikost kolonii P. destructans (izolaty CCF 3938, CCF 3941, CCF 4132) po 1
mesici kultivace v 10 °C. Byly pouzity rizné koncentrace 5-fluorocytosinu, 5-FC_0,06 = 5-
fluorocytosin 0,06 g/l; 5-FC_0,1 = 5-fluorocytosin 0,1 g/l; 5-FC_0,2 = 5-fluorocytosin 0,2 g/l;
5-FC-0,33 = 5-fluorocytosin 0,33 g/l; 5-FC-0,5 = 5-fluorocytosin 0,5 g/l; 5-FC-0,66 = 5-
fluorocytosin 0,66 g/l, 5-FC_1 = 5-fluorocytosin 1 g/l a GK - kontrola. Do grafu jsou zahrnuty

hodnoty od vSech kment.
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Graf 7: Velikost kolonii po P. destructans (izolaty CCF 3938, CCF 3941, CCF 4132) po 1
meésici kultivace v 10 °C. Byly pouzity dvé kombinace koncentraci antibiotik, 1 (bengalska
cerven 0,05 g/1, 5-fluorocytosin 0,33 g/l), 2 (bengalska cerven 0,07 g/1, 5-fluorocytosin 0,33
g/l) a GK - kontrola. Do grafu jsou zahrnuty hodnoty od vSech kmen.
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4.1.5. Testovani ristu Pseudogymnoascus destructans na médiu s riznymi hodnotami pH
Pro testovani byly pouzity tiiizolaty P. destructans (CCF 3938, CCF 3941,
CCF 4132), gluk6zo-kvasni¢né médium a 10 riznych hodnot pH.
Z testovanych hodnot odpovida pH 7,5 rastovému optimu. Mezi optimalni hodnotou
pH a sousednimi hodnotamy 6,5 a 8,5 nebyl nalezen signifikantni rozdil (One-Way Anova).
Pro selektivni médium bylo zvoleno pH 8,5. Je to hodnota pH, pfi kterém P. destructans roste

dobfte, ale naopak rust jinych hub z prostfedi miize byt omezen.
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Graf 8: Velikost kolonii P. destructans (izolaty CCF 3938, CCF 3941, CCF 4132) po 1
mésici kultivace na médiu GK s 10 hodnotami pH. V grafu jsou zahrnuty hodnoty od vSech

3 testovanych kmend.

4.1.6. Testovani rustu Pseudogymnoascus destructans na médiich s riznym pomérem C
aN

Z grafu 9 lze vycist, ze rizné mnozstvi zdroje uhliku a dusiku v nékolika variantach
pomért a piipadné s pifidavkem kvasni¢ného extraktu nemd na velikost kolonii velky vliv.
Potvrdila to 1 analyza One-way ANOVA v programu PAST, dle té se od sebe média 1 az 9
od sebe signifikantné nelisi. Lisi se samoziejm¢é vSechny od standardu GK. Rozhodla jsem se
tedy do selektivniho média pouzit variantu 5 (pomér C:N 20:1, s 15 g glukozy

as 0,64 g moCoviny). Zvolené médium pro dal§i experimenty obsahuje niz§i mnozstvi
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glukozy a neobsahuje kvasni¢ny extrakt (komplexni zdroj zivin). Vybrala jsem si ho tedy

proto, ze by mélo mén¢ podporovat rist nezddoucich kmeni hub.

Velikost kolonii po 1 mésici kultivace
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Graf 9: Velikost kolonii P. destructans (CCF 3938, CCF 3941, CCF 4132) po 1 mésici
kultivace. Cisla 1 az 9 pfedstavuji média s riznym obsahem zdroje uhliku a dusiku . SloZeni

médii tab. 7, kapitola 3.1.7. V grafu jsou zahrnuty hodnoty od vSech 3 testovanych kmend.

4.1.7. Testovani selektivniho média
Vysledky testovani rastu péti izolatd P. destructans (CCF 3938, CCF 3941, CCF
4132, CCF 4103 a CCF 4131) na selektivnim médiu jsou znazornény v grafu 10. Vsechny

izolaty dosdhly po jednom mésici kultivace velikosti kolonii nad 11 mm v praméru.
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Velikost kolonii po 1 mésici kultivace
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Graf 10: Velikost kolonii P. destructans po 1 mésici kultivace na selektivnim médiu pii 10
°C. Bylo testovano 5 kment: CCF 3938, CCF 3941, CCF 4132, CCF 4103 a CCF 4131. V
grafu jsou hodnoty velikosti kolonii na selektivnim médiu a kontrolnim médiu GK (gluko6zo-

kvasni¢ném; v grafu s ozna¢enim GK).

4.1.8. Testovani tolerance Pseudogymnoascus destructans k obsahu NaCl v selektivnim
médiu

Bylo zjisténo, ze péttestovanych izolati P. destructans (CCF 3938, CCF 3941,
CCF 4132, CCF 4103, CCF 4131) nejsou k zadné koncentraci NaCl v médiu tolerantni

natolik, aby se néktera z variant dala dale pouzivat (graf. 11).
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Graf 11: Velikost kolonii P. destructans (CCF 3938, CCF 3941, CCF 4132, CCF 4103,

CCF 4131) po 1 mésici kultivace v 10 °C s 5 variantami koncentraci NaCl v médiu.

4.1.9. Testovani tolerance k 2,6-dichloro-4-nitroanilinu

Na toleranci k 2,6-dichloro-nitroanilinu (0,001 g/l a 0,002 g/1) v médiu bylo testovano
pét izolatt P. destructans (CCF 3938, CCF 3941, CCF 4132, CCF 4103, CCF 4131).

Z grafu 12 je zietelné, ze schopnost ristu P. destructans byla dichloranem omezena. Z

toho vyplyva, Ze dichloran do kone¢ného slozeni selektivniho média nebyl zahrnut.
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Graf 12: Velikost kolonii P. destructans po 1 mésici kultivace na selektivnim médiu
se 2 ruiznymi koncentracemi s 2,6-dichloro-4-nitroanilinu (0,001 - 2,6-dichloro-4-nitroanilin
0,001 g/l a 0,002 - 2,6-dichloro-4-nitroanilinu0,002 g/l). V grafu jsou zahrnuty hodnoty od

vSech testovanych izolatt.

4.1.10. Testovani selektivniho média - kli¢eni Pseudogymnoascus destructans

Orientacni test na kli¢eni spor P. destructans na selektivnim médiu byl proveden
pouze s jednim izolatem (CCF 3938).

Pocet vykliCenych spor byl odecitan po 15 dnech. Z tab. 16 je zjevné, Ze spory na
selektivnim médiu nekli¢i. Lze to vysvétlit tim, Ze pii inokulaci vpichem se nabere vétsi pocet
spor, z nichz nékteré vykli¢i, proto pii méteni velikosti priméru kolonie se jevilo selektivni

médium jako pouZitelné.

Tabulka 16: Procento vyklicenych spor P. destructans CCF 3938 po 15 dnech (GK -

gluko6zo-kvasni¢né médium, SM - selektivni médium).

GK (%) | SM (%)
miska A 82 0
miska B 72 0
miska C 72 0

59



4.1.11. Zkouska ruznych variant médii

Vysledky jsou uvedeny v tab. 17. Na médiu 6 nevykli¢ily zadné konidie,
na médiu 1 je velmi omezeny pocet.

Bylo zjisténo, ze selektivni médium o slozeni (uvedeno v kapitole 3.1.8.) je
nevyhovujici, protoze inhibuje kliceni. Houba dobie klicila na vSech variantach médii GK,
coz je ziejmé z tab. 17. Na zakladé toho jsem dosla k zavéru, ze P. destructans potiebuje mit
v médiu komplexni zdroj Zivin, kterym je napt. kvasni¢ny extrakt. V dusledku toho bylo
pon¢kud pozménéno stavajici slozeni selektivniho média. Navic bylo vyvinuto jesté dalsi
médium (GK15), podobné v zakladu sloZzenim GK obohacené 0 antimykotika a s pH 8,5,

coz jiz bylo pouzito v selektivnim médiu.

Tabulka 17: Procento vykli¢enych spor P. destructans po 16 dnech na riznych modifikacich

média.
médium |1 (%) |2 (%) |3 (%) |4 (%)|5(%)|6(%)|7 (%)]|8 (%)|9 (%)| 10 (%) | 11 (%)
0 15 15 17 9 0 19 12 24 24 17
CCF 0 15 19 17 22 0 27 11 12 16 16
3938 1
0 15 26 21 31 0 11 39 32 37 11
CCE 0 12 32 27 28 0 15 27 29 28 12
3941 0
4 14 23 30 20 0 0 20 16 23 6
CCE 1 27 18 23 11 0 3 28 22 10 1
4132 4

Nové slozeni médii:

Selektivni médium (SELEK):

- glukoza 15¢

- mocovina 0,48 g (3/4 dusiku, po klav. pfidana, filtrace, rozpusténo v 10 ml)
- kvasni¢ny extrakt 0,67 g (1/4 dusiku)

- CZ konc. 10 ml

- roztok stop.prvki (Cu-Zn) 1 ml

- agar 159

- chloramfenikol 0,19/l

- bengalska ¢erven (RB) 0,05 g/l (po klav. piidana)
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- 5-fluorocytosin (5-FC) 0,19/l (po klav. piidana)
- destilovana voda 1000 ml

pH 8,5 (upraveno po klavovani)

Cz koncentrat - KCI 5 g, MgSO, 5 ¢, FeSO,4 0,1 g, voda 100 ml
roztok stop.prvki - ZnSO4 1 g, CuS0O4 0,5 g, voda 100 ml

GK15:
- glukdza 159
- kvasni¢ny extrakt 50
- chloramfenikol 0,19
- bengalska ¢erven (RB) 0,05 g/l (po klav. ptidana)
- 5-fluorocytosin (5-FC) 0,19/l (po klav. pfidana)
- agar 159
- destilovana voda 1000 ml
pH 8,5

4.1.12. Pokus sledujici kli¢eni Pseudogymnoascus destructans spolu se sporami hub ze se
sedimentu

Na jednotlivych médiich se velmi liSil pocet narostlych kolonii (pochazejicich
z 1 vyklicené spory) ze sedimentu, markantni rozdil byl mezi selektivnim médiem a obéma
dalsimi (GKCH a GKI15). Z tabulky 19, kde jsou primémé hodnoty vysledki
ze tii opakovani, je zfejme, ze pocet kolonii na selektivnim médiu a GK15 byl snizen o 2/3
ve srovnani s médiem GKCH.

Udaje uvedené v tabulce 19 jsou prehledné znazornény v grafech (13 az 15). Potvrdil
se predpoklad, Ze s vy$Sim zfedénim se snizuje pocet vyklicenych spor hub ze sedimentu.
Zatimco zachytnost P. destructans je na vSech médiich podobn4, tak pocet kolonii ostatnich

hub je na selektivnim médiu vyrazné redukovan.

Tabulka 18: Procento vyklicenych spor P. destructans na 3 médiich.

médium GKCH (%) GK15 (%) selektivni médium (%)

CCF |CCF |CCF |CCF |CCF |CCF |CCF CCF CCF
kmen 3938 3941 4132 [3938 [3941 |4132 |3938 3941 4132

miska 1 13 6 50 20 2 15 15 10 38

miska 2 23 6 30 25 2 20 33 6 32
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Tabulka 19: Pocet vykli¢enych spor hub na 3 médiich (S - sediment, PD - P. destructans
CCF 3938). V grafu jsou pramérné hodnoty ze 3 opakovani kazdé¢ varianty.

GKCH
zf sedimentu 10" 10° 10° 10"
sediment1|PD |S PD S |PD S |PD S
kolonie 0| 153 6| 36 13| 4 18| 2
sediment 1 S S S
kolonie 118 32 12 2
sediment2 [PD |S PD S |PD S |PD S
kolonie 9 72 13| 6 15( 1 14| 0
sediment 2 S S S
kolonie 97 6 4 0
sediment3|PD |S PD S |PD S |PD S
kolonie 9 71 8| 11 13| 1 19| 0
sediment 3 S S S S
kolonie 103 18 2 0
GK15
zi sedimentu 10" 10° 10° 10"
sediment1|PD |S PD S PD S |PD S
kolonie 0 68 6| 16 15| 2 26| 1
sediment 1 S
kolonie 15 11 3 1
sediment2|PD |S PD S |PD S |PD S
kolonie 8 7 14| 4 201 0 18] 0
sediment 2 S S S S
kolonie 8 2 0 0
sediment3|PD |S PD S |PD S |PD S
kolonie 15 8 19 3 18| 1 16| 0
sediment 3 S
kolonie 18 3 0 0
SELEK
zt.sedimentu 10 10” 10° 10™
sediment1|PD [S PD S |PD S |PD S
kolonie 0 50 41 15 18| 4 16| 0
sediment 1 S S S
kolonie 47 16 8 1
sediment2[PD [S PD S |PD S |PD S
kolonie 17 23 22| 9 20| O 8| 0
sediment 2 S S
kolonie 22 4 0 0
sediment3|PD |[S PD S |PD S |PD S
kolonie 3 7 17| 3 27| 0 30| 0
sediment 3 S S
kolonie 31 4 1 0
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Graf 13: Pocet kolonii hub narostlych ze sedimentu 1 (ménici se koncentrace na ose x) aP.

destructans CCF 3938 (stejna koncentrace - inokulace 105 spor) na agarovych plotnach. Plné k¥ivky

sediment: modra GKCH - pocet kolonii sedimentu, ¢ervena GK15 - pocet kolonii sedimentu, zelena

SELEK - pocet kolonii sedimentu. PFerusované kiivky P. destructans: oranzova GKCH - pocet

kolonii P.destructans, rizova GK15 - pocet kolonii P.destructans, fialova SELEK - pocet kolonii

P.destructans.
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Graf 14: Pocet kolonii hub narostlych ze sedimentu 2 (ménici se koncentrace na ose x) a P.
destructans CCF 3938 (stejna koncentrace - inokulace 105 spor) na agarovych plotnach. PIné krivky
sediment: modra GKCH - pocet kolonii sedimentu, ¢ervena GK15 - pocet kolonii sedimentu, zelena
SELEK - pocet kolonii sedimentu. PFerusované kiivky P. destructans: oranzova GKCH - pocet
kolonii P.destructans, rizova GK15 - pocet kolonii P.destructans, fialova SELEK - pocet kolonii

P.destructans.
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Graf 15: Pocet kolonii hub narostlych ze sedimentu 3 (ménici se koncentrace na ose x) a P.
destructans CCF 3938 (stejna koncentrace - inokulace 105 spor) na agarovych plotnach. PIné krivky
sediment: modra GKCH - pocet kolonii sedimentu, ¢ervena GK15 - pocet kolonii sedimentu, zelena
SELEK - pocet kolonii sedimentu. PieruSované k¥ivky P. destructans: oranzova GKCH - pocet
kolonii P.destructans, rizova GK15 - pocet kolonii P.destructans, fialova SELEK - pocet kolonii

P.destructans.

4.1.13. Kontrolni testovani Zivotaschopnosti spor Pseudogymnoascus destructans po
zmrazeni na -70 °C

Médium GK15 a kontrolni GKCH jsou pro P. destructans téméf rovnocenna, pokud
jde o schopnost kli¢eni a velikost kolonii (tab. 20 a 21, graf 16 az 21). Na selektivnim médiu
houba klici, ale velikost kolonii je mensi nez u GK15 a GKCH. Je to zvlast¢ zfetelné na
koloniich ziskanych v kli¢icim pokusu (1 kolonie z 1 spory), viz Obr. 11 az 13.

Z pokusu v kapitole 4.1.12. vyplyva, Ze pro izolaci P. destructans ze zmrazeného
sedimentu je vhodnéjsi médium GK15, protoZze omezuje kliceni spor nezadoucich rychleji

rostoucich hub ze sedimentu témét stejné jako Selektivni médium.
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Tabulka 20: Procento vykli¢enych spor u 3 testovanych kment P. destructans na 3 riznych

médiich po pfedchozim zmrazeni na -70 °C. V tabulce jsou uvedeny prumeéry ze 3 opakovani

pro kazdou variantu.

spory P. destructanszmrazeny (24h v -70°°C) spory P. destructansnezmrazeny
kmen GKCH (%) GK15 (%) SELEK (%) GKCH (%) GK15 (%) SELEK (%)
CCF 3938 83 78 63 95 125 90
CCF 3941 120 124 91 113 98 79
CCF 4132 94 77 0 70 52 0

Tabulka 21: Souhrnna tabulka zobrazujici velikosti pruméru kolonii po 1 mésici pii 10 °C.

Pseudogymnoascus destructans | Pseudogymnoascus destructans
zmrazeny (24h v -70 °C) nezmrazeny (kontrola)
GKCH GK15 SELEK GKCH GK15 SELEK
kmen (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
16 16 15 17 17,5 16,5
CCF
3938 16 16 14,5 16,5 17 15
15 16 14 15,5 16,5 16
20 17 15 20 20 13,5
CCF
3941 21,5 20 15,5 19,5 19,5 15
21,5 20 15 21 20,5 15
cCE 14 16 9,5 17 15,5 11
4132 15 15,5 8,5 18 16 9,5
14 15,5 8 17 15 10
Pseudogymnoascus destructans CCF 3938
zmrazeny
16,004 . .
15,754
15,504
£15,25
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515,004 . .
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514,75
14,501 .
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14,001 .

GKCH
GK15
SELEK

Graf 16: Pruméry kolonii P. destructans CCF 3938 v mm vyrostlych ze zmrazenych spor

po 1 mésici kultivace pii 10 °C.
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Graf 17: Priméry kolonii P. destructans CCF 3938 (nezmrazena kontrola)

po 1 mésici kultivace pii 10 °C
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Graf 18: Pruméry kolonii P. destructans CCF 3941 v mm vyrostlych ze zmrazenych spor

po 1 mésici kultivace pii 10 °C.
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Graf 19: Priméry kolonii P. destructans CCF 3941 (nezmrazena kontrola)

po 1 mésici kultivace pii 10 °C
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Graf 20: Praméry kolonii P. destructans CCF 4132 v mm vyrostlych ze zmrazenych spor
po 1 mésici kultivace pii 10 °C.
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Graf 21: Praméry kolonii P. destructans CCF 4132 (nezmrazena kontrola)

po 1 mésici kultivace pii 10 °C.

Obr. 11: P. destructans CCF 3938, kolonie vyrostlé ze suspenze spor (nezmrazena varianta)
po 3 tydnech kultivace pfi 10 °C, A - GKCH, B - GK15, C - selektivni médium.
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Obr. 12: P. destructans CCF 3941, kolonie vyrostlé ze suspenze spor (nezmrazena varianta)
po 3 tydnech kultivace, A - GKCH, B - GK15, C - selektivni.

Obr. 13: P. destructans CCF 4132, kolonie vyrostlé ze suspenze spor (nezmrazena varianta)
po 3 tydnech kultivace, A - GKCH, B - GK15, C - selektivni.

4.2. Testovani Zivotaschopnosti spor po pisobeni riznych forem
nepriznivych podminek

4.2.1. Testovani FUN-1 s pufrem 1x PBS

Vysledek barveni spor znacenim FUN-1 byl pozorovan konfokdlnim mikroskopem.
Vysledky byly dokumentovany fotografiemi.

Vzorky "zivych" a "mrtvych" spor (Obr. 14 a 15) vypadaly po obarveni upln¢ stejné.
V "zivych" sporach se vilbec neobjevila zietelnad cCervend fluorescence, kterd znaci

intravakuolarni struktury, nepomohla tomu ani vyssi koncentrace fluorescenéniho znaceni.
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Spory nereagovaly na obarveni podle pivodniho ptfedpokladu, proto se ptikrocilo

k testovani FUN-1 v jiném pufru.

Obr. 14: "Mrtvé" spory, 15 ul FUN-1 ve vzorku. Obr. 15: "Zivé" spory, 15 pl FUN-1 ve

vzorku.

4.2.2. Testovani FUN-1 s pufrem Na-HEPES

Ve varianté 1 (Na-HEPES 25 °C Z, Obr. 16) byl jiz vidét naznak &ervenych bodt
(CIVS-intravakuloarnich struktur), ale vysledek nebyl stale uspokojivy, proto se piikrocilo k

dal$imu testovani fluorescenéniho znac¢eni FUN-1.

Obr. 16: Fotografie z konfokalniho mikroskopu, vzorek 1.
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3.2.3. Testovani FUN-1 a délky inkubace spor

Vsechny vzorky vypadaly v konfokalnim mikroskopu podobné¢. Po delsi inkubaci spor
s FUN-1 intravakuolarni struktury (CIVS) mély zfetelnéj$i "Cervenou" fluorescenci.
Problémem vsak bylo, ze v cytoplazmé "zivych" i "mrtvych" bunék byl rozptylen signél pro

"Cervenou" i "zelenou" fluorescenci (Obr. 17 a 18).

Obr. 17: Vzorek 3Z s "zivymi" sporami P.destructans, inkubace s FUN-1 3 h.

Obr. 18: Vzorek 3M s "mrtvymi" sporami P.destructans, inkubace s FUN-1 3 h.

4.2.4. Testovani FUN-1 spolu s Hoechst 33258

A¢ byly "zivé" vzorky spor po podpofeni metabolismu (vlivem tfepani po 2 dny
v médiu), zjistilo se, ze vysoké procento spor v "Zivych" vzorcich predstavovaly mrtvé spory,
coz se zjistilo diky pozitivni fluorescenci Hoechst 33258. Pfesto byly zaznamenany i

metabolicky aktivni spory P.destructans. Na fotografiich zaznamenanych pii konfokalni
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mikroskopii nebyly bohuzel zjistény Zadné rozdily mezi jednotlivymi dosud testovanymi
variantami spor P.destructans s FUN-1.

Rozhodla jsem se tedy, ze od umyslu testovat zivotaschopnost prostfednictvim FUN-1
opustim a vyzkouSim jiné fluorescenéni znafeni pouzivané k tomuto ucelu, a to
Hoechst 33258 nebo propidium jodid (PI).

Prostfednictvim testovani kvasinek Saccharomyces cerevisiae se ukazalo, Ze metoda
vySetfovani zivotaschopnosti FUN-1 funguje, protoze byly zaznamenany na fotografii bunky

kvasinek se zcela zietelnymi CIVS (obr. 19).

Obr. 19: Saccharomyces cerevisiae, zivé bunky kvasinek (10 pl FUN-1, inkubace v 30 °C)

zaznamenané konfokalni mikroskopii.

4.2.5. Testovani PI a Hoechst 33258

Bylo zjisténo, ze tfepani spor pied vySetfovanim Zivotaschopnosti s pouZitim
fluorescencnich barviv propidium jodid a Hoechst 33258 nema vliv.

Dle testovani stejnych vzorkt dvémi fluorescen¢nimi barvivy bylo rozhodnuto, ze dale
pro testovani Zivotaschopnosti bude pouzivan propidium jodid, protoze 1épe oddélil skupiny

"Zivych" a "mrtvych" spor P.destructans (Obr. 20 a 21).
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Obr. 20: Vzorek 4 testovany Hoechst 33258. Obr. 21: Vzorek 4 testovany propidiem
jodidem.

4.2.6. Testovani spolehlivosti PI
Vysledky z priitokového cytometru (procento zivotaschopnych spor):
1-"zivé" spory - 90 %
2 - "mrtvé" spory - 3,81 %
3 - "mrtvé" ku "Zivé" spory v poméru 1:1 - 58 %
4 - "mrtvé" ku "zivé" spory v poméru 3:1 - 35,3 %

5 - "mrtvé" ku "zivé" spory v poméru 1:3 - 78,3 %

Bylo ovéfeno, ze PI je vhodny pro testovani Zivotaschopnosti spor P.destructans
pratokovou cytometrii.

Provadéné testy na klicivost dopadly logicky v rdmci srovnani vysetych spor v
jednotlivych pomérech "zivé" ku "mrtvé" (tab. 22), liSily se vSak od vysledktu pratokové
cytometirie.

Pritokovy cytometr prostfednictvim PI totiz testuje okamzZitou zivotaschopnost spor,
nikoliv schopnost vykliceni, ktera se muze iniciovat v riznou dobu vyskytu spory na
substratu. Je mozné, ze nékteré vyklicené spory by byly spocitatelné po delsi dobé inkubace
nez 14 dni. Pfestoze se vysledna ¢isla zivotaschopnych spor z priitokového cytometru a pocet
vykli¢enych spor na médiich lisi, vysledky ukazuji, Ze jednotlivé poméry v porovnani spolu

souhlasi.
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Tabulka 22: Pocet vyklicenych spor P. destructans na gluk6zo-kvasni¢ném médiu

14 dnech kultivace v 10 °C (Z - zivé, m - mrtvé spory).

Ziveé
fedéni pocet kolonii primérny pocet kolonii pocet zivych bunek (%)
1 2 3
1.zt (20x) 484 | 532| 639 551,6666667 31,55
2.7t. (10x) 63| 62| 59 61,33333333 35,08
3.zi (10x) 5 6 11 7,333333333 41,95
primér - 36,20
mrtvé
fedéni pocet kolonii primérny pocet kolonii pocet zivych bunék (%)
1 2 3
1.zt (20x) 8| 17 17 14 0,82%
2.7t (10x) 3 1 1 1,666666667 1%
3.zt (10x) 0 -14 0 0 0,00%
prumér - 0,60%
(Z:m; 1:1)
fedéni pocet kolonii primérny pocet kolonii pocet zivych bun¢k (%)
1 2 3
1.zt (20x) 181] 154| 161 165,3333333 9%
2.7t (10x) 31| 34| 26 30,33333333 17,35%
3.zt (10x) 3 4 2 3 17,16%
primér - 15%
(Z:m, 3:1)
fedéni pocet kolonii primérmy pocet kolonii pocet zivych bunek (%)
1 2 3
1.zt (20x) 363| 343| 409 371,6666667 21,26%
2.zt. (10x) 69| 58| 43 56,66666667 32,42%
3.zt (10x) 7 5 5 5,666666667 32%
primeér - 28,70%
(Z:m, 1:3)
fedéni pocet kolonii pramérny pocet kolonii pocet zivych bunék (%)
1 2 3
1.zt (20x) 72| 83 77,5 4,43%
2.zt. (10x) 9 12 10,5 6,00%
3.zt (10x) 4 4 4 22,88%
primér - 11,10%

po
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4.2.7. Testovani Zivotaschopnosti spor po pusobeni riznych forem nepiiznivych

podminek

1. pokus - vysledky vlivu riiznych teplot a svétla na Zivotaschopnost spor

Vysledky jsou zndzornény v grafech (grafy 22 A-H ), kde procento vyjadiuje pocet

zivotaschopnych spor.

Vsechny kmeny P. destructans a Pseudogymnoascus spp. byly citlivé na 37 °C, jejich

témét nulova Zivotaschopnost se projevila po 3 tydnech inkubace spor v 37 °C. Dale bylo

zjisténo, ze izolat P. destructans CCF 3941 a Pseudogymnoascus pannorum AK 51/11 jsou

citlivgjsi. Izolat P.destructans (CCF 3941) se netestoval na neptiznivou podminku nedostatek

vzdusné vlhkosti, protoze produkoval malo spor (ve stéru na vatovém tamponu nebyl

dostatecny pocet spor).

Izolaty Aspergillus flavus a A. acidus nebyly na zadnou z téchto podminek citlivé.
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Graf 22: Zobrazeni miry zivotaschopnosti spor jednotlivych izolati hub (je znazornéno

procento zivotaschopnych spor) po ptisobeni nepfiznivych podminek. A - C - P. destructans
(A - CCF 3938, B - CCF 3941, C - CCF 4132), D - Pseudogymnoascus sp. AK 77/11, E -
Pseudogymnoascus pannorum AK51/11, F - Pseudogymnoascussp. AK 71/11, G -

Aspergillus flavus CCF 3154 a H - Aspergillus acidus CCF 3984. Na ose x zkratka t. znamena

tyden.

2. pokus

Jednalo se o doplnéni dat k 1. pokusu. Testovany byly jest¢ dalsi izolaty

P. destructans. Vysledky byly obdobné pro P. destructans jako v 1. pokusu. Jako zajimavy

vysledek povazuji, Ze zivotaschopnost spor klesla k nule pti uchovavani v teploté 34 °C za

tydnt, coz je 2x delsi doba nez u teploty 37 °C. Vysledky jsou znazornény v grafech 23 A - F.
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Graf 23: Zobrazeni miry Zivotaschopnosti spor jednotlivych izolata P. destructans (je
znazornéno procento zivotaschopnych spor) po plsobeni teplot 10 °C, 30 °C, 34 °C a 37 °C.
A - CCF 3938, B - CCF 4132, C - CCF 3943, D - CCF 4124, E - CCF 4129 a F - CCF 3941.

Na ose x zkratka t. znamena tyden.
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3. pokus

U vétsiny izolatd P. destructans, u nichz byl sledovan vliv stfidani teplot 20 °C
a 34 °C po 12 h,, kleslo procento zivotaschopnosti spor k 20 % (pfipadné i nize) vétSinou
po 55. dni. Pouze u CCF 3943 a CCF 4131 klesla Zivotaschopnost spor ke zmifiované hodnoté
az 75. den. Vysledky od vsech testovanych izolati P. destructans jsou znazornény v grafech
24 A-G.

Tento vysledek by mohl potvrzovat domnénku, ze netopyr by v urcité dobé po

hibernaci nemél jiz mit na sob& Zivotaschopné spory.
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Graf 24: Zobrazeni miry Zivotaschopnosti spor jednotlivych izolati P. destructans (je
znazornéno procento zivotaschopnych spor). A - CCF 3938, B - CCF 3941, C - CCF 3943, D
-CCF 4103, E- CCF 4124, F - CCF 4131 a G - CCF 4132.
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4.3. Vysledky testovani utilizace riznych Zivin metodou Biolog

Metoda Biolog potvrdila riznorodost utilizace substrat jednotlivymi skupinami hub.

Nejvetsi rozdily mezi izolaty byly pozorovany pii analyze PCA vsSech typt desticek
Biolog (FF, PM3B, PM4A a PM5) (Obr. 22). Dale se vyrazné lisi v utilizaci substratii na
desti¢ce FF a PM3B (PCA Obr. 23 a 26). Totéz potvrzuje One-way ANOSIM (tab. 24 a 25).

Medota Biolog FF také ukézala variabilitu v rozdilu utilizace substrati mezi
testovanymi kmeny hub, 1 PCA odd¢lila vétSinu kment P. destructans od ostatnich kment
hub, 2 PCA ¢aste¢né oddélila dermatofyta od hub z podzemnich prostor (PCA Obr. 23, One-
way ANOSIM tab. 24). Totéz ukazala metoda Biolog PM3B, kde jsou vSechny izolaty
P.destructans soustfedény v 1 oblasti (PCA Obr. 26 a One-way ANOSIM tab. 25).

Metoda Biolog PM4A neukazala variabilitu mezi testovanymi kmeny (PCA Obr. 29),
dle One-way ANOSIM (tab. 26) byly od P. destructans signifikantn¢ odliSeny dermatofyta.
To ukazuje, ze P. destructans umi vyuzivat mnoho zdroju fosforu a siry, nejsou tedy pro néj
limitujici vzhledem k vybéru substratu, ziejmé z regresni analyzy Shannonova indexu (SH) a
substratové bohatosti (SR) (Obr. 31). Naopak zdroje uhliku a dusiku jsou pro né&j limitujici,
protoze ma velmi omezeny vybér substratl, které dokaze utilizovat, opét zfejmé z regresni
analyzy Shannonova indexu a substratové bohatosti (Obr. 29 a 30).

Metoda Biolog PMS5 také ukézala variabilitu v rozdilu utilizace substrati mezi
testovanymi skupinami izolatd (PCA Obr. 32 a One-way ANOSIM tab. 27), nebot’ PCA 2
zcela oddé€luje P.destructans od ostatnich izolatd.

Testovani Shannonova indexu diverzity pro desticky FF a PM3B ukézalo signifikantni
rozdil mezi P. dstructans a izolaty z podzemnich prostor (Obr. 25 a 26, tab. 29 a 30).
U desticek PM4 se Shannontv index diverzity signifikantné lisil mezi P. destructans a
skupinou dematofyta (Obr. 27, graf 31), u desticek PMS5 byl prokazan signifikantni rozdil
mezi vSemi skupinami (Obr. 28, graf 32).

V tab. 28 jsou vypsany substraty na jednotlivych destickach Biolog, které P.

destructans dokazal nejlépe utilizovat.
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Obr. 22: Hromadna PCA analyza hodnot ze vSech typi desticek Biolog. Hodnota variability
0sa X 36,98 %, osay 12,99 %.

Tabulka 23: One-way ANOSIM, hromadna analyza vSech typt desticek Biolog.

P. destructans |jeskynni izolaty |dermatofyta
P. destructans - 0,0005 0,0023
jeskynni izolaty 0,0005 - 0,4867
dermatofyta 0,0023 0,4867 -
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Obr. 23: PCA analyza desti¢ek Biolog FF. Hodnota variability osa x 32,79 %, osa y 17,61 %.

Tabulka 24: One-way ANOSIM, analyza desticek Biolog FF.
h.z

P. destructans | podzem.prostor aspergily | dermatofyta
P. destructans - 0,0001 0,019 0,003
h.z
podzem.prostor 0,0001 - 0,3101 0,0065
aspergily 0,019 0,3101 - 0,0627
dermatofyta 0,003 0,0065| 0,0627 -
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PCA Loading

Obr. 24: Loading z PCA analyzy FF desti¢ek Biolog, zobrazuje korelaci substratii k dané ose

- komponent¢ C1.
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1.0

PCA Loading

Obr. 25: Loading z PCA analyzy FF desticek Biolog, zobrazuje korelaci substratt k dané ose

- komponent¢ C2.
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Obr. 26: PCA analyza desti¢ek Biolog PM3B. Hodnota variability osa x 52,36 %, osa y

11,82 %.

Tabulka 25: One-way ANOSIM, analyza desticek Biolog PM3B.

P. destructans | h. z podzem.prostor |dermatofyta
P. destructans - 0,0005 0,0011
h. z podzem.prostor 0,0005 - 0,059
dermatofyta 0,0011 0,059 -
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Obr. 27: Loading z PCA analyzy PM3B desti¢ek Biolog, zobrazuje korelaci substratii k dané

0se - komponenté C1.
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Obr. 28: Loading z PCA analyzy PM3B desti¢ek Biolog, zobrazuje korelaci substrati k dané

ose - komponenté C2.
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Obr. 29: PCA analyza desticek Biolog PM4A. Hodnota variability osa x 59,53 %, osay

10,88 %.

Tabulka 26: One-way ANOSIM, analyza desticek Biolog PM4A.

P. destructans | h. z podzem.prostor | dermatofyta
P. destructans - 0,7199 0,0215
h. z podzem.prostor 0,7199 - 0,9781
dermatofyta 0,0215 0,9781 -
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Obr. 30: Loading z PCA analyzy PM4A desticek Biolog, zobrazuje korelaci substrati k dané

0se - komponenté C1.

PCA Loading

Obr. 31: Loading z PCA analyzy PM4A desti¢ek Biolog, zobrazuje korelaci substrati k dané

0se - komponenté C2.
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Obr. 32: PCA analyza desticek Biolog PMS5. Hodnota variability osa x 62,75 %, osa y 6,7 %.

Tabulka 27: One-way ANOSIM, analyza desticek Biolog PMS5.

P. destructans |h. z podzem.prostor | dermatofyta
P. destructans - 0,0193 0,0023
h. z podzem.prostor 0,0193 - 0,9572
dermatofyta 0,0023 0,9572 -
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PCA Loading
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Obr. 33: Loading z PCA analyzy PM5 desti¢ek Biolog, zobrazuje korelaci substrati k dané

ose - komponenté C1.
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Obr. 34: Loading z PCA analyzy PM5 desti¢ek Biolog, zobrazuje korelaci substrati k dané

ose - komponenté C2.
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Tabulka 28: Nejvice utilizované substraty kmeny P. destructans na jednotlivych destickach

Biolog.
FF PM3 PM4 PMS
D-fruktoza |mocovina 2-deoxy-D-gluko6za 6-fosfat | L-lysin
gentibiosa | gly-gin D-3-fosfo-glycerova kyselina | L-tyrosin
a-D-glukoza | allantoin O-fosforyl-ethanolamin L-leucine
D-manosa | gly-glu cytidine-2 "-monofosfat deferoxamin mesylat
D-trehalosa |ala-asn guanosine-2 -monofosfat L-homoserin lakton
L-alanin ala-gly adenosine-2-'monofosfat D-(+)-gluk6za
amoniak 6-fosfo-glukonova kyselina | D-alanin
dusi¢nan O-fosfo-L-serin D,L-a,e-Dlamino-pimelova kys.
glycine guanosine-5"-monofosfat orotic acid

kyselina mocova

cytidine-3 "-monofosfat

B-alanin

ala-thr

N-acetyl-D-
glukosamin
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Graf 25: Krabicovy diagram Shannonova indexu Biolog desti¢ky FF.

Tabulka 29: Mann-Whitney analyza Shannonova indexu pro desticky FF Biolog.

P. destructans | h z.podzem. prostor |aspergily | dermatofyta
P. destructans - 0,006706| 0,1071 0,1376
h z.podzem. prostor 0,04024 | - 0,3744 0,1332
aspergily 0,6427 1]|- 0,4875
dermatofyta 0,8254 0,7995 l|-
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Graf 26: Krabicovy diagram Shannonova indexu Biolog desticky PM3B.

Tabulka 30: Mann-Whitney analyza Shannonova indexu pro desticky PM3B Biolog.

h. z podzem.
P. destructans |prostor dermatofyta
P. destructans - 0,01851 0,1897
h. z podzem. prostor 0,05554 - 0,8447
dermatofyta 0,569 1 -
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Graf 27: Krabicovy diagram Shannonova indexu Biolog desticky PM4A.

Tabulka 31: Mann-Whitney analyza Shannonova indexu pro desticky PM4A Biolog.

P. destructans | h. z podzem. prostor | dermatofyta
P. destructans - 0,415 0,04722
h. z podzem. prostor 1 - 0,1027
dermatofyta 0,1417 0,3081 -
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3,04

2,54

Shannon index

2,04

PD

podzemni
dermatofy

Graf 28: Krabicovy diagram Shannonova indexu Biolog desticky PM5.



Tabulka 32: Mann-Whitney analyza Shannonova indexu pro desticky PM5 Biolog.

P. destructans |houby z podzem. prostor | dermatofyta
P. destructans - 0,0004527 0,00986
houby z
podzem.prostor 0,001358 - 0,6062
dermatofyta 0,02958 1 -
0
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Graf 29: Regresni analyza (program PAST) substratové bohatosti (SR) se Shanonnovym
indexem (SH) pro desticky Biolog FF. R? = 0,69, p < 0,0001.
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Graf 30: Regresni analyza substratové bohatosti (SR) se Shanonnovym indexem (SH) pro
desti¢ky Biolog PM3B. R? = 0,83, p < 0,0001.
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Graf 31: Regresni analyza substratové bohatosti (SR) se Shanonnovym indexem (SH) pro
desticky Biolog PM4A. R? = 0,56, p < 0,0001.
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Graf 32. Regresni analyza substratové bohatosti (SR) se Shanonnovym indexem (SH) pro
desti¢ky Biolog PM5. R% = 0,881, p < 0,0001.

95



5. Diskuze

5.1. Vytvareni selektivniho média

Jednim z cili bylo vytvofit selektivni médium, coz byl Casové velmi naro¢ny ukol,
protoze bylo tfeba zkoumat vice ekologickych narokt P. destructans postupné. Zvolenou
metodou bylo méteni velikost kolonii v priméru, coz je béZzné pouzivand metoda pro tento
ucel (Andrews et Pitt, 1986; Kubatova et al., 2011). V pocatku byly zkoumany rtstové
schopnosti P. destructans na vice izolatech (kapitola 3.1.1. na 7 dostupnych izolatech,
kapitola 3.1.2. na 10 izolatech). Ukézalo se, ze hodnoty od jednotlivych izolati se vyrazné
nelisi, proto se vybraly 3 izolaty P.destructans, s kterymi probihaly dalsi kultiva¢ni
experimenty. Vysledky se u téchto 3 kmenu (CCF 3938, CCF 3941 a CCF 4132) vétSinou
ptilis neodliSovaly. Nejvétsi rozdily byly zaznamenany u testovani citlivosti na antimykotika
dodin a CTAB, kdy dva izolaty P. destructans (CCF 3938 a CCF 3941) projevovaly mirnou
toleranci, na rozdil od izolatu CCF 4132.

vvvvvv

americkych ¢i evropskych izolatech.

Jednou z téchto studovanych vlastnosti je rychlost rustu izolati P. destructans z USA
a z Evropy (Némecko, Svycarsko, Mad'arsko) v rozmezi teplot od 0 do 20 °C na médiu SDA
(Verant et al., 2012). Rastové optimum se pohybovalo v rozmezi 12,5 °C az 13,8 °C, vymykal
se tomu §vycarsky izolat (optimum 15,8 °C). Ceské izolaty optimalné naristaly na médiich
SDA a GK v10°C ivel1l3°C, hodnoty byly témé rovnocenné. Odchylka muze byt
zpusobena jinou schopnosti ristu ceskych izolatl nebo pouzitim jiné metodiky méfeni. Verant

et al. (2012) méfily celkovou plochu kolonie, zatimco v této praci byl méfen primér.

Kubatova et al. (2011) se zabyvali charakteristikou ristu na riznych kultivac¢nich
médiich. Pouzili stejnd média jako v této praci (v 10 °C), akorat jejich pokus probihal
ve 12 °C av 15 °C. Vysledky se nedaji zcela srovnat pro odlisné kultivaéni teploty. Je vSak
zietelné, ze rychlosti ristu ve srovnani mezi jednotlivymi médii byly podobné s vysledky

V této praci kromé média SEGA, kde Kubatova et al. (2011) udava vetsi kolonie.

V jiné studii (Raudabaugh et Miller, 2013) také testovali citlivost P. destructans na
pH 5 - 11. Nezjistili signifikantni rozdily ve velikosti kolonii. V mé praci byly testovany
varianty médii s pH o vétSim rozmezi (2,5 az 11,5), kdy bylo zjisténo, ze priméry kolonii se
smérem k extrémnim hodnotdm pH zmenSovaly. Mirny rozdil vysledk by mohl byt zpiisoben
pouzitim odliSného média, nemélo by to vSak zpuasobit tak vyrazné rozdily. Vice
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pravdépodobné vsak je, ze americké izolaty, které byly testovany, mohou reagovat jinak, tak

jako se ukézalo v praci Verant et al. (2012) studujici teplotni charakteristiky.

Testovanim antimykotik se zabyvali Chaturvedi et al. (2011) prostfednictvim metod
ETESTU a desticek YeastOne. Ackoli v mé praci byla pouzita jina metoda - ITEST, byly
zjistény u Ceskych izolatd P. destructans podobné vysledky u daného vybéru testovanych
antimykotik.

Po zjisténi vSech ristovych schopnosti P. destructans zjisténymi dil¢imi pokusy bylo
sestaveno slozeni 1. typu selektivniho média (kapitola 3.1.8.) a nésledné bylo testovano
obvyklym zplisobem (méfeni priméru kolonii). Metoda prokazala pouzitelnost média. Ve fazi
testovani klic¢ivosti jednotlivych spor P. destructans na selektivnim médiu byl objeven
problém, jelikoZ po 14 dnech kultivace nebyly pocitatelné zadné viditelné kolonie. Divodem
muize byt, Ze pfi metodé méfeni priméru kolonii, kdy bylo na médium inokulovéno vétsi
mnozstvi spor véetné hyf (vzdy podobna velikost inokula 1x1x1 mm), byla vzdy n&jaka spora
schopna vykli¢it, tudiz se netolerance k novému navrhnutému médiu neprojevila. V piipadé
testovani klicivosti spor na médiu se vSak mize nedostatek tolerance houby k médiu projevit
vyraznéji, protoze na médium je vysévano jen malé mnozstvi spor (desitky), a to jednotlivych.
Dal$im vysvétlenim jsou odliSné nutriéni naroky spor a hyf, kdy spory potiebuji ke kli¢eni
nékterou z esencidlnich latek z kvasni¢ného extraktu. V tomto piipad€ se nabizi testovani
klasickych esencialnich riistovych latek (nc¢které aminokyseliny, vitaminy, mastné kyseliny)
za Ucelem poznani regulace kliceni spor P. destructans. Timto regulatorem by mohly byt
napiiklad mastné kyseliny na kiizi netopyr. Naopak absence téchto latek v okolnim prostiedi

by vysvétlila specifickou ekologii této houby.

Na zaklad¢ tohoto problému v praci soudim, ze by se nova navrhovana média méla

testovat spiSe metodou stanovovani klicivosti spor. Nevyhodou této metody vsak je, ze je

wev

vvvvvv

P. destructans z environmentalnich vzorkti (zejména z jeskynniho sedimentu). Lorch et al.
(2012a, 2012b) se ve svych studiich pokouseli izolovat ze sedimentu P. destructans
prostiednictvim média SDA. P. destructans se jim podafilo zachytit, ale v malém procentu
vzorki. Selektivni médium by mohlo zachytnost P.destructans zvysit. V této studii se

prokazalo (kapitola 4.1.12.), ze selektivni médium (GK15) pii kultivacni teploté 10 °C
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vyrazn¢ omezuje rust rychleji rostoucich hub vyskytujicich se v sedimentu z podzemnich

prostor.

5.2. Testovani Zivotaschopnosti spor - metodika

Pii volbé a vytvareni metodického postupu pro zjistovani zivotaschopnosti spor
prichazely v uvahu razné typy metodickych pfistupii (fluorescence, kliCivost spor). V mé
praci byla zvolena metoda prutokové cytometrie za pouziti fluorescenéniho znaceni.

Bylo vyzkouseno fluorescencni znaceni FUN-1 , v jehoz parametrech je, ze je schopen
znacit mrtvé a zivé (popiipad€ polomrtvé) spory zdroven, coz by bylo pro feseni ukolu velmi
praktické. Pfi testovani FUN-1 se ukdzalo, Ze znaCeni neni vhodné. Jako vhodny pufr se
ukazal doporu¢ovany - Na-HEPES s 2% glukézy (Anonymus, 2001; Millard et al., 1997), za
jehoz pouziti ve sporach P. destructans intravakuolarni struktury (CIVS) byly pozorovatelné,
ale ne zcela dobfe. Dalsi testovani bylo zaméfeno na dva faktory - na délku inkubace
a inkubacni teplotu spor (vzhledem k psychrofilnosti P.destructans) s FUN-1. V dostupnych
studiich inkubovali spory hub napf. 30 min ve 30 °C v temnu (Eggleston et Marshall, 2007),
45 min ve 30 °C (Balajee et al., 2002) ¢i 30 min ve 35 °C (Wenisch et al., 1997). Vhodna
kombinace inkubacnich podminek nebyla nalezena. Moznou pfi¢inou by mohla byt
psychrofilie a pomaly metabolismus P. destructans. Zivotaschopnost spor proto nemohla byt
testovana prostfednictvim FUN-1.

Jako vhodny prostredek pro zjiStovani Zivotaschopnosti prostfednictvim fluorescence
na pratokovém cytometru se ukazalo fluorescencni znaceni propidium jodidem (PI), bézné
pouzivané pro dané ucely (Green et al., 1994 a 1999; Ramani et Chaturvedi, 2000; Chaturvedi
etal., 2004).

Pouziti prutokové cytometrie je velmi rychld metoda, ktera zanalyzuje velké mnozstvi
bunék (v této praci 10 tisic). Takovéto velké mnoZstvi vySetienych spor snizuje chybu oproti
testovani malého mnoZstvi spor, napt. 50. Za nedostatek by mohlo byt povazovéno, ze pfi
kazdém méfeni byl kazdy izoldt méfen jen z 1 misky ve 3 oddélenych vzorcich
(tzv. tii pseudo-opakovani). Vysledky vSak byly pomérné logické a zaroven bylo testovano v
ramci druhu P. destructans vice izolatd, které reagovaly na vétSinu nepfiznivych podminek
podobné. Vzhledem k tomu, Ze byl testovan vétsi pocet izolatd hub, bylo by velmi Casovée
a prostorové narocné testovat zivotaschopnost béhem jednoho méteni u jednoho kmenu houby

ze dvou ¢&i tfi misek.
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Dalsim pfistupem testovani Zivotaschopnosti spor je kliceni jednotlivych spor na
médiu (napt. Braga et al., 2002). Metoda ma dvé nevyhody. Prvni je, ze je Casové mnohem
Druhym z nich je, Ze by nebylo testovano tak velké mnozstvi spor, ale jen napf. mnoZzstvi
50 az 100 spocitatelnych na Petriho misce s kultivatnim médiem, takze by vysledky nebyly
tak ndzorné jako u pouziti pritokové cytometrie s moznosti testovat mnohondsobné vétsi
pocet spor.

Pokud by v této praci byla zivotaschopnost spor testovana prostiednictvim kliivosti
spor, byly by pravdépodobné jiné vysledky, které by vypovidaly o schopnosti spor vyklicit.
To se ukazalo v kapitole 4.2.6. pfi srovnani metody pritokové cytometrie a klic¢ivosti spor.
Propidium jodid pronika do mrtvych spor, vysledek nam tedy ukaze absolutni ¢islo mrtvych a
zivych spor. Pfi metodé zjiStujici procento vyklicenych spor vSak vSechny nemusi vykli¢it
najednou ve stejnou dobu, u nékterych mize byt iniciace kli¢eni delsi a nékteré, i kdyz jsou

"zivé", nemusi vykli¢it viibec.

5.3. Testovani Zivotaschopnosti spor - vysledky

V praci se podafilo zanalyzovat na schopnost spor piezit v nepfiznivych podminkach
vice izolati houby P. destructans a ji pfibuznych izolatd. Testované abiotické proménné
(svétlo, teplota nad 30 °C) méla sledovat podminky, s kterymi by se P. destructans mohlo
setkat, kdyZ se dostane mimo prostiedi jeskyné (podzemni prostory). Testované podminky
byly nastaveny kontinualn€¢ a neméné po dobu trvani pokusu. V redlném prostiedi jedna
podminka neptisobi neméné po stanovenou dobu a danych faktori muize pusobit vice
najednou. TudiZ nam vysledky ze studia Zivotaschopnosti spor hub poskytuji orientacni
predstavu, jak by mohly spory reagovat v piirod€. Snizovani Zivotaschopnosti spory houby
tedy nebude v piirod¢ pravdépodobné tak rychlé jako v laboratornich podminkach.

VSechny izolaty P. destructans nebyly zivotaschopné po 3 tydnech uchovavani v
37 °C a po 6 tydnech uchovavani v 34 C. Ptibuzné kmeny hub nebyly Zivotaschopné po stejné
dobé& uchovavani v 37 °C. To ukazuje, Ze tyto houby nejsou fyziologicky pfizpiisobeny, aby
ptezily dlouhodobé plisobeni takto vysokych teplot. Na plisobeni svételnych neptiznivych
podminek (UVA, UVB, svétlo) nebyly tak citlivé, s vyjimkou izolatu P. destructans
CCF 3941 a Pseudogymnoascus pannorum. Izolaty hub (Aspergillus flavus, A. acidus)
vyskytujicich se bézné¢ v ovzdusi nebyly citlivé na zadnou testovanou podminku. Vysledky

ukazuji, ze P. destructans se v tomto neodliSuje od ptibuznych izolatd Pseudogymnoascus
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spp., které se také bézné vyskytuji v podzemnich prostorach (Boséak et al., 2000; Novakova,
2009; Bastian et al., 2010), pro né v optimalnim prostiedi.

Na zéklad¢ zjisténi, ze P. destructans neni schopen ptezit dlouhodobé pisobeni
teploty 37 °C, byl proveden experiment, ktery m¢l napodobit teplotni podminky vyskytujici se
na povrchu tél netopyri v prabéhu reprodukéni sezony (Dietz et Kalko, 2006). Byla sledovéana
mira zivotaschopnosti v prubéhu 85 dni v reakci na cyklické stfidani teplot 20 °C a 34 °C s
délkou cyklu 12 h. Zivotaschopnost spor se prodlouZila ve srovnani se stdlym pasobenim
teploty 34 °C (zivotaschopnost pod 10 % za 6 tydni), ptfesto po 75 az 85 dnech klesla
zivotashcopnost spor P. destructans pod 10 %. Je to zajimavé zjisténi, které nabizi hypotézu,
ze se netopyr po ur¢ité dobé po ukonceni hibernace zbavi porostu spor na svém téle. Je to
vSak pouze hypotéza testovana za pravidelné se stiidajicich podminek na Petriho miskéach s
médiem. Otazkou je, jak spory a mycelium reaguji po ukonceni hibernace na hostiteli -
netopyrovi, na jehoz povrchu téla teplota vice kolisa (Dietz et Kalko, 2006). Po zjisténi se
nabizi dvé moznosti. Prvni moznosti je, Ze se netopyr po ur¢ité dobé po ukonceni hibernace
zcela zbavi porostu spor na svém téle, ovSem pokud neziistane v pokozce netopyra nizké
procento spor zivotaschopnych, které by pii ndvratu do chladu opét mohly zplsobit masivni
nartst houby na téle netopyra. Druhou moZznosti je, Ze nemusi v téle netopyra zlstat Zadné

zivotaschopné spory a netopyr se nakazi az pfi navratu do mista hibernace.

5.4. Biolog - utilizace riznych zdroji Zivin

Mikroskopicka houba P. destructans je ojedinéla svym vyhradnim zptisobem Zivota na
hibernujicich netopyrech. Nebyla nalezena na jiném substratu v takto masivnim mnoZzstvi.
Dalsi vyznacnou charakteristikou je, Ze roste velmi pomalu. Otazkou k feSeni tedy bylo, jak se
1181 strategii vyZivy od jinych hub.

Pti celkové analyze dat ze vSech desticek Biolog zaroven (FF, PM3B, PM4A a PM5)
se ukazalo, ze se P. destructans lisi od hub izolovanych z podzemnich prostor (5tol ¢i jeskyni)
a od dermatofyt, ktera jsou schopna také parazitovat na zivocisich (Simpanyia, 2000).

Nejvice byly odliseny jednotlivé skupiny hub (P. destructans, jeskynni izolaty a
dermatofyta) prostfednictvim destiCek Biolog FF a PM3B. Pro P.destructans je
charakteristické, ze dokdze utilizovat malo dusikatych a velmi malo uhlikatych zdroji.
V utilizaci C a N se tak zcela 1i8il od izolat z podzemnich prostor a dermatofyt.

P. destructans utilizoval z uhlikatych zdroji zejména monosacharidy glukézu, mandzu

a fruktozu a disacharidy gentibiézu a trehalézu sestavajici ze dvou jednotek D-glukdzy,

vvvvvv
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béhem dehydratace, v bunice se vyskytuje v cytosolu. Je to latka, ktera se vyskytuje u
psychrofilnich hub (Jorge et al., 1997, Weinstein et al., 2000), proto je pro P. destructans
dilezita.

Zajimavy je fakt, Zze P. destructans roste na zdrojich dusiku, které se vyskytuji v moc¢i
(ve vétsim ¢i mensim mnozstvi) jako odpadni produkt, coz jsou moc€ovina, kyselina mocova a
allantoin ¢i amoniak, ktery vzniké rozkladem exkrementl a moci Pro mocovinu je vSeobecné
znamé, ze se u savcu také vyskytuje v kiizi zejména jako soucast odpadniho produktu - potu.
Schopnost rastu P. destructans na mocoving také potvrdili ve svych studiich Chaturvedi et al.
(2010) a Raudabaugh et Miller (2013).

Dalsim zajimavym zdrojem dusiku je N-acetyl-D-glukosamin, ktery P. destructans
utilizoval, i kdyz o néco pomaleji nez napi. mocovinu. N-acetyl-D-glukosamin je derivat
glukézy, z néhoz je slozen polymer chitin, ktery se vyskytuje v exoskeletu hmyzu a v
bunéénych sténach hub (Zikakis, 1984). Otazkou schopnosti P. destructans vyuzivat jako
zdroj zivin chitin se zabyvali Raudabaugh et Miller (2013), ktefi dosli ke zjisténi, Ze
P. destructans ziejmé neni schopen degradovat chitin, ale je pravdépodobné schopen
utilizovat n¢které komponenty z chitinovych substrati.

Tato zjisténi nasvédcuji faktu, ze P. destructans je zfejmé schopen bez problémi
piezivat na jinych substratech (napt. v sedimentu) nez je kiize netopyra, v dob¢, kdy nejsou
netopyii pfitomni v hibernakulech. Je tedy mozné vykultivovat P. destructans ze
zivotaschopnych spor vyskytujicich se v odebraném sedimentu (Lorch et al., 2012a; Lorch et
al., 2012b). Pro toto hovofti také skutecnost, Ze ze sedimentu z jeskynnich ¢i podzemnich
prostor se da také izolovat piibuzny druh Pseudogymnoascus pannorum (Bosék et al., 2000;
Novékova, 2009; Bastian et al., 2010). Mulec et al. (2013) detekovali dvakrat
Pseudogymnoascus sp. z guana ze slovinskych jeskyni.

Na zaklad¢ analyzy dat z desticek Biolog zkoumajici utilizaci fosforu a siry se zjistilo,
ze tyto zdroje nejsou pro P.destructans limitujici. P. destructans se ve schopnostech
neodliSoval od ptibuznych a neptibuznych izolat z podzemnich prostor, odliSoval se od
dermatofyt. P. destructans byl schopen utilizovat mnoho zdroju fosforu a siry.

Z vysledka dat zkoumajici utilizaci nutri¢nich elementt vyplynulo, Ze P. destructans
je schopen vyuzivat mnoho téchto zdrojli. Je mozZné, Ze tyto schopnosti kompenzuji
specializaci na maly okruh vyuZitelnych zdroji uhliku a dusiku. V této schopnosti se lisil od

dermatofyt a od skupiny izolati z podzemnich prostor.
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P. destructans se zcela odliSuje v utilizaci C, N, P, S a nutri¢nich elementd od
dermatofyt parazitujicich také na kizi zivocCichti. Z toho vyplyva, ze tyto dvé ekologicky

podobné skupiny hub maji zcela odliSnou strategii vyzivy, protoze ob¢ vyuzivaji jiné¢ zdroje.
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Zavér

Diplomovéa prace byla zaméfena na studium ekofyziologie mikroskopické houby
Pseudogymnoascus destructans, a to na dostupnych &eskych izolatech. Hlavnimi tématy
zkoumani bylo zjistovani rtstovych schopnosti za rtiznych podminek za Gcelem vytvoreni
selektivniho média, zjiStovani zivotaschopnosti spor po pisobeni riznych neptiznivych
podminek a testovani schopnosti utilizace riznych zdroji C, N, P,S a nutri¢nich doplnk.
Soucasti prace bylo i porovnani téchto vlastnosti s jinymi izolaty hub (napf. nepatogennimi
houbami z podzemnich prostor ¢i s dermatofyty).

V ramci prace bylo vytvofeno selektivni médium k izolaci P.destructans z
environmentalnich vzorkl (napf. ze sedimentu, trusu, ovzdusi). SloZzeni selektivniho média
bylo vyvinuto na zakladé diléich kultivatnich pokust s P. destructans. Sance zachytu
P. destructans, napt. ze sedimentu, byla zvySena tim, ze byl cilené omezovan rust ostatnich
hub. Nicméné pomaly rist houby P. destructans je i nadale nejvétsi prekazkou stoprocentniho
vyuziti selektivniho média.

Dulezitym zjisténim bylo, Ze tato psychrofilni houba neni schopna dlouhodobé
ptezivat v teplotach nad 30 °C (stejné tak ptibuzné izolaty z podzemnich prostor, ¢imZ jsou si
s P. destructans podobné). Tim se nabizi hypotéza, Ze netopyr na konci nehiberna¢niho
obdobi nema v sob¢ témét zadné (nebo malé procento) zivotaschopnych spor P. destructans.

Strategie utilizace substrati obsahujicich uhlik a dusik u P. destructans byla ve
srovnani s izolaty jinych hub z podzemnich prostor i s izolaty pfibuznych hub rozdilna. Tato
strategie byla dokonce odlisna i ve srovnani s dermatofyty. To potvrzuje fakt, ze P.
destructans ma jedine¢nou Zivotni strategii vyust'ujici ve specializaci k jedinému vyhradnimu
typu hostiteld — hibernujicim netopyrim, kde mu neni na prekdzku nizsi
konkurenceschopnost, ktera je jinak patrnd na béznych kultiva¢nich médiich.

Celkové soudim, Ze ma diplomova prace alesponn castecné odhalila urcité
charakteristiky P. destructans, z nichz nékteré nebyly doposud znamy.

V mé praci jsem se nezabyvala dalS$imi moZznymi testy, které umozni jesté hloubé&ji
poznat ekologii P destructans. V planu je udélat testy na profil enzymii a biologicky aktivnich
latek u P. destructans a srovnat profily optima pH u pfibuznych izolati hub z podzemnich

prostor s P. destructans.
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