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1 Uvod

Biologickéa ochrana je systém, ktery vyuziva pfirozenych antagonistt Skodlivych
organisml nebo produktl pfipravenych za vyuziti Zivych organismu. Moderni
prostfedky biologické ochrany jsou vysoce a dlouhodobé ucinné a zaroven jsou
Setrné k lidskému zdravi a Zivotnimu prostfedi a zpravidla maji nizkou nebo
Zadnou toxicitu k necilovym druhdm. Tim udrZuji bohatost, diverzifikaci a
stabilitu pfirodnich systému v zemédélské krajiné a umoznuji kvalitni produkci.
Pokud se ale rozhodneme introdukovat né&jaky organismus, jako prostfedek
biologické ochrany, do prostiedi je nutné predem znat jeho detailni
charakteristiky aby bylo mozné vyhodnotit jeho Ucinnost ale i jeho pfipadné
negativni vlivy na Zzivotni prostfedi a druhovou diverzitu. Jedna z moznych
aplikaci biologické ochrany je pouZiti entomopatogenni houby B. bassiana
v ochrané proti lesnim 3$kddcim. Na Gzemi Néarodniho parku Sumava bylo
v lofiském roce zpracovano 119603 m?® dfeva napadeného lykoZroutem
smrkovym (Ips typographus) a z toho 27 980 m® bylo v I. z6né& narodniho parku.
Vzhledem k charakteru oblasti je nutné omezit chemickou ochranu proti tomuto
Skadci a biologickou ochranu aplikovat pouze po peclivém zvéazeni. Jednim
z pfistupdl, ktery Ize aplikovat v takovéto oblasti, je izolace puvodniho kmenu

entomopatogenni houby, jeji namnoZeni, a nasledna reintrodukce.

Pro charakterizovani organism0 slouzi, diky své jednoduchosti a casto
dostacujici vypovidaci schopnosti, morfologické markery. Pokud vSak
potfebujeme charakteristiky detailngjSi, napfiklad identifikace jednotlivych
kmenlO ¢&i jedincd, je nutné pouzit markery, které maji lepsi rozliSovaci

schopnost, jako jsou napfiklad molekularni markery véetné mikrosatelitd.

Ve své praci se zabyvam hodnocenim genetického polymorfismu kmen
B. bassiana odebranych pfi monitoringu v lokalit¢ Cernda Hora na Sumavé.
Cilem diplomové prace je provést analyzu mikrosateliti a popsat genetické
zavislosti mezi jednotlivymi kmeny a monosporovymi izolaty, které z nich byly

odvozeny.



2 Literarni p fehled

2.1 Biologicka ochrana

2.1.1 Definice biologické ochrany

ey

Populace vSech Zijicich organism( jsou, do uréitého stupné, redukovany
pfirozenou c¢innosti predatorli, parazitl, antagonistd a patogen. O téchto
interakcich resp. procesech se mluvi jako o ,pfirozené regulaci“. Pokud vSak
mluvime o cilené regulaci skudc, pfi které vyuzivAme pravé téchto procesu je
vhodné mluvit o ,biologické ochrané“ (Hayek, 2004). Biologicka ochrana je tedy
jednou z nékolika strategii, které jsou pouzivany k regulovani populaci SkadcU
(Eilenberg et Hokkaken, 2006). Biologicka ochrana byla definovana mnohokrat

a mnohymi zplsoby, ja zde uvadim obecné uznavanou definici:

Biologicka ochrana je vyuzivani Zzivych organismd k potlaceni populace
specifického Skodlivého organismu coZ vyusti ve snizeni jeho ¢etnosti nebo
Skodlivosti.

(Eilenberg et al., 2001)

Je nutné podotknout, Ze tato definice jasné zahrnuje pouZiti Zijicich organism
(predatorti, parazitoidda, hlistic, hub, bakterii, prvokd a virl) a naopak
z biologické ochrany vyfazuje pouZziti samotnych metabolitl, které spiSe
povazuje za bioracionalni ochranu. Tato definice rovnéz pfimo nespojuje
terminy ,pfirozeny nepritel* a ,biologicka ochrana“ jak to bylo bézné

v predchézejicich definicich (Eilenberg et Hokkaken, 2006).

2.1.2 Strategie uzivané v biologické ochran é

Vzhledem k existenci rlznych 3Skuadcl s odliSnymi vlastnostmi, vytvarejici
rozmanité ekosystémy musime volit strategie pro jejich regulaci tak abychom se
vzdy vhodné pfizpusobili danym podminkam. Eilenberg et al. (2001) definuje

nasleduji strategie.



Klasicka strategie
Zamérna introdukce nepdvodniho organismu (prostfedek biologické ochrany)
za UcCelem trvalého zabudovani do ekosystému a dlouhodobé regulace

populace Skddce.

Augmentativni - inundativni strategie
Vyuziti zijicich organismd pro regulaci populace Skddce. Introdukce je zpravidla

jednorédzova a je dosazeno okamzité regulace cetnosti cilového organismu.

Augmentativni — inokulativni strategie
Zamérné vypusténi zZiveho organismu do ekosystému s ocekavanim Zze se
v ekosystému bude mnoZzit a regulovat ¢etnosti cilového organismu po urcitou

dobu, ne vSak trvale.

Strategie konzervace a podpory pfirozenych nepratel
Modifikace prostredi, nebo zavedenych postupd za Uc¢elem ochrany a podpory
specifickych pfirozenych nepratel nebo jinych organismd regulujicich cetnosti

cilovych organismd

Pravé diky existenci téchto strategii, mizeme volit formu biologické ochrany
tak, abychom v co nejvétSi mife zachovali pfirozenou diverzitu agroekosystémi

a podpofili tak jejich stabilitu.
2.2 Charakteristika Beauveria bassiana

2.2.1 Obecna charakteristika, rozS8i Feni a vyuziti

Rod Beauveria zahrnuje nékolik entomopatogennich druhd. Jeden
z nejvyznamnéjSich je Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin
(Boucias et Pendland, 2008). Entomopatogenni houba Beauveria bassiana je
kosmopolitné rozsifeny druh, ktery je bé&zné zaznamenavan jako plvodce
onemocnéni na mnoha druzich hmyzu, zejména pak na herbivornich druzich,
které jsou alespon ¢asti svého vyvoje vazany na pldu (Landa et al., 2007). B.
bassiana zplUsobuje u hmyzu nakazu kter4 byva oznaCovana jako ,white

muscardine“. Tato ndkaza byla popsana na larvach Bource moruSového jiz



kolem roku 900 p.n.l. vJaponsku. Hmyz mumifikovany B. bassiana byl
pouzivan v mediciné napfiklad jako antiseptikum. Seriézni zdznamy o tomto
onemocnéni a jeho puvodci uvefejnil az A. Bassi vroce 1834. Pozdéji se
stejnym puvodcem onemocnéni zabyval také Giuseppe Gabriel Balsamo-
Crivelli, ktery ho v roce 1935 popsal a po svém objeviteli pojmenoval Botritis

bassiana (Boucias et Pendland, 2008).

B. bassiana je dimorfni organismum, rostouci jednak jako mycelium, nebo jako
kvasinkovy organismus v zavislosti na dosud nespecifikovanych faktorech
(Burge, 1988). Kolonie B. bassiana jsou bilé az krémové, pfilezitostné rizové.
Co se tyCe konzistence jsou kypré az praskovité. Spodni strana kolonie je bila
az nazloutla. Hyfy jsou délené septy, jsou pfimé a kfehké. Konidiofory jsou
protahlé, bankovitétho tvaru v charakteristickém ,Zig-zag® uspofadani
(sympodialni kolinkaté vétveni), pfiemz v kazdém ohybu je uloZena jedna
konidie. Konidie jsou malé (2-4 um v priméru), jednobunécéné, kulaté nebo
ovalne, tvofici se po jednom na tenkém zoubku. Nejlépe je tato struktura
pozorovatelna na mladych koloniich, dfive nez se vtvofi husté shluky konidii,

které zhorSuji pozorovatelnost tohoto usporadani (Davise, 2002).

Siroce polyfagni entomopatogenni houba B. bassiana, ktera miiZze napadat az
700 druht napfiklad z fadu Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera a Orthoptera, je
typickym predstavitelem nejen entomopatogenni, ale i saprotrofni mykofléry pad
a na celém uGzemi CR patfi k nejéastéji zaznamenavanym druhdm
mitosporickych hub. Infikuje jak vyvojova stadia, tak i dospélce hmyzu. V
zahranici je registrovana fada biopreparatt formulovanych na bazi konidii nebo
blastospor B. bassiana a vyuZivanych v praktické biologické ochrané proti
riznym Skddcum polnich plodin a v ochrané rychlené zeleniny a okrasnych
kvétin. Biopreparaty na bézi B. bassiana jsou vyuzZivany i v ochrané lesnich
porostu proti nékterym druhtm Skadc(, véetné lykozrouta smrkového. (Landa et
al., 2007). V Cin& bylo vyvinuto velké mnoZstvi programd, pro vyuZiti B.
bassiana v ochrané lesnich porostl napfiklad proti rodu Dendrolimus spp a
v ochrané porostd kukufice prosti zavije¢i kukufi€nému (Ostrinia hubinalis).

Pripravky na bazi B. bassiana jsou v téchto programech ¢asto ekonomicky



vyhodnéjSi nez klasické metody ochrany rostlina ro€né se vyuzivaji na ploSe o

vymére pfiblizné 1 milionu hektart (Hajek, 2004).

2.2.2 Vyvojovy cyklus patogena
Stejné tak jako v pfipadé ostatnich entomopatogennich hub, tak i houby z rodu
Beauveria napadaji svého hostitele obecné pres kutikulu (Roy et al., 2008).
Infekéni cyklus se sklada z nasledujicich fazi:

» pfichyceni spor na kutikulu hostitel

» kli¢eni spor

* penetrace kutikuly

» pfekonani imunitnich obranych reakci hostitele

* proliferace uvnitf téla hostitele

« externi rlst a produkce konidii (Zimmmerman, 2007).

Infekce hostitele je iniciovana konidiemi, které po pfichyceni na povrch kutikuly
kli¢i a pronikaji do télni dutiny (Landa, 2007). Toto prvotni spojeni je vytvareno
nespecifickymi adheznimi silami mezi hydrofobnim povrchem konidii a
epikutikulou hmyzu nebo prostfednictvim elektrostatickych sil. Bylo také
prokazano, Ze latky jako hemaglutiny, glykoproteiny ¢i N-acetylglucosamin, jenz
byly zjistény v povrchové vrstvé konidii a kutikule hostitele, se podileji na adhezi
konidii k povrchu téla hostitele (Boucias et al., 1988).

Pokud dojde k uchyceni konidii na povrch kutikuly vnimavého hostitele, konidie
mohou zagit kli¢it. Schopnost kli€eni je ovlivnéna nasledujicimi faktory.
Optimalni teplota pro kliceni konidii B. bassiana se pohybuje mezi 25 — 30 T a
optimalni relativni vzdusna vlhkost mezi 95 — 100 %. Pfi zachovani téchto
podminek kli¢eni zacina po 10 hodinach a konc¢i zhruba po 20 hodinach. Tato
doba se vSak muzZe prodlouzit az na 72 hodin (Luz et Fargues, 1997).
Schopnost Kli¢it je ovlivnéna nejenom vnéjSimi podminkami, ale i dalSimi
faktory, jako je napfiklad kmen patogena, hostitel, jeho vyvojové stadium a
pfitomnost nékterych latek (kutikularni proteiny a lipidy, aldehydy a ketony)
(James et al., 2003).



Do téla napadeného jedince pronika B. bassiana nejCastéji kombinaci aktivni
penetrace povrchem kutikuly (Landa et al., 2007) ke které dochazi pomoci
penetrujici hyfy a enzymatické penetrace (Yang et al., 2007). Hmyzi kutikula se
sklada z chitinoveho zakladu ktery je obklopen proteiny. Entomopatogenni
houby produkuji extracelularni protedzy a chitindzy, které degraduji tyto
proteinové a chitinové slozky kutikuly a umoznuji tak hyfam proniknout skrz
kutikulu a dostat se tak k nutricné bohaté hemolymfé. Aktivita proteaz a chitinaz
je dulezitym faktorem pfi posuzovani virulence jednotlivych kmend B. bassiana
(Yang et al., 2007).

Odpovéd hostitelského organismu na invazi B. bassiana samoziejmé zavisi na
konkrétnim druhu hostitele a jeho nachylnosti k pouzitétmu kmenu patogena.
V oblastech kde dojde k penetraci kutikuly se objevuji melanizované skvrny
(projevuji se jako tmavsi kruhy s primérem 0,1 — 0,5 mm), coZ indikuje
zvySenou tvorbu fenoloxidazy v napadeném organismu (Boucias et Pendland,
1998). Lze pozorovat i tvorbu dalSich latek fungicidniho charakteru jako
napfiklad nasycené i nenasycené mastné kyseliny prevazné s kratkym, ale i
dlouhym fetézcem (Boucias et Pendland, 2008). Po napadeni organismu je
patogen vystaven sérii specifickych a nespecifickych imunitnich reakci. Proti
témto reakcim si B. bassiana vypéstovala rGzné druhy obrany. Pokud jsou
napriklad blastospory pohlceny fagocytujicimi bunkami, zlstavaji v téchto
bunikach Zivotaschopné, jako forma intracelularniho parazita, a posléze
hostitelskou burfiky penetruji a dale mohou infikovat hostitele (Boucias et
Pendland, 1998). B. bassiana rovnéz produkuje Sirokou Skalu sekundarnich
metabolitl, které ji usnadnuji manifestovani v hostiteli (antifungalni latky,

inhibitory proteaz a obrané proteiny; Whips et Lunsden, 1990).

Jakmile kliéni hyfa pronikne pfes kutikulu a epidermalni vrstvy, roste smérem
k hemocélu, kde se po 48 hodinach zacinaji objevovat prvni blastospory, které
jsou pasivné roznaseny hemolyfmou po téle patogena (Boucias et Pendland,
1998). Uvnitf télni dutiny hostitele ovalné blastospory kli¢i a vytvaFi hustou
mycelialni masu, ktera posléze hostitele mumifikuje (Landa et al., 2007). Prvni
viditeIné znamky poskozeni hostitele se mohou obijevit jizZ po 60 — 80 hodinach

od napadeni patogenem. Stfevo a malpigiho trubice jsou napadeny po 6-8



dnech. Tracheje, snovaci Zlazy, svalstvo a zfidkakdy stfevo zlstava béhem
infekce zpravidla nedotéené. Smrt hostitele je pravdépodobné zpusobena
vyCerpanim energetickych rezerv, dehydrataci a/nebo intoxikaci toxiny, které

produkuje patogen (Boucias et Pendland, 1998).

V konec&né fazi vyvoje prorustaji hyfova vidkna na povrch usmrceného jedince a
na povrchu se formuje vzdusné mycelium, na kterém se tvofi nové konidie
(nepohlavni spory mikroskopickych hub), které mohou iniciovat novy vyvojovy
cyklus patogena (Landa et al., 2007). Pfi nepfiznivych vnéjSich podminkach,
zejména pfi nizké relativni vzdusné vihkosti, nedochazi ke konidiogenezi a
patogen perzistuje v téle usmrceného hostitele v podobé mycelia (Boucias et
Pendland, 1998). Konidie jsou do prostfedi uvolfiovany pasivné a jsou
pfenasSeny predevSim vétrem, ale roli mohou hrat i dalsi faktory jako napfiklad
dést. Konidie B. bassiana jsou diky proteinim (tzv. hydrofobindm) bohatym na
cystein silné hydrofobni, coZz je velmi vyznamny faktor pfi volbé vyrobniho
procesu béhem produkce pfipravku a jeho nasledné aplikaci v zajmovém Gzemi
(Butt et al., 2001)

2.2.3 Vliv na necilové organismy

Vliv biopreparatll na bazi entomopatogenni houby B. bassiana a biopreparat(
obecné, v sobé nese nejen aspekt Gcinnosti vuéi organismam, proti nimz je
cilené aplikovan, ale také to, jakym zplsobem ac&inkuje na necilové organismy.
B. bassiana je pfirozené se vyskytujicim druhem jak v plddnim prostfedi, tak
v prostifedi vzdusném. Je rovnéz znamo, Ze B. bassiana je Siroce polyfagni
druh a proto je vhodné se ptat, jaky s sebou ponese dopad aplikace preparatu

na bézi tohoto organismu.

Specificky kmen B.bassiana byl opakované aplikovan na 110 ha plantaze
uréené k produkci bource morusového (Bombix mori). Uelem této aplikace
bylo omezeni vyskytu bourovce sp. (Dendrolimus spp). Kmen, ktery byl
aplikovan, byl izolovan v dané lokalité z bourovce. PfestoZe bylo dosazeno
dobrych vysledk( v ochrané proti bourovci, ndkaza u bource moruSového byla
prokdzana pouze u 4% jedincu (Georgie, 2004). Pro porovnani fyziologického a
ekologického spektra hostitelt Ize uvést nasledujici pfiklad. Kmen izolovany



z mSice chmelové byl v laboratornich podminkach aplikovan na populaci tohoto
druhu, ktera se ukazala byt vysoce vnimava. Naproti tomu polni aplikace tohoto
kmene nevyustila v ndkazu. Autofi této studie predpokladaji, Ze snizena
ucinnost aplikovaného pripravku byla zptusobena povétrnostnimi vlivy (Follet et
Duan, 2000). Na zakladé téchto a dalSich studii Ize tvrdit, Ze pokud je pfipravek
aplikovan s ohledem na prostorové a mistni poméry a zaroven pokud budeme
brat v ivahu vybér konkrétniho kmene (resp. izolatu) miZzeme omezit dopad na

necilové organismy na minimum (Hajek, 2004).

| pfes obecné tvrzeni, Ze B. bassiana je netoxicka k teplokrevnym organismum,
byly zfidka pozorovany pfipady napadeni timto patogenem. Byl popsan pfipad
pulmonalniho onemocnéni u mladého pacienta, zjeho plicni tkané byl
vyizolovan vzorek B. bassiana. Pozdéji byl zvefejnén pfipad osteoartritidy
zplsobené rodem Beauveria sp. (Georgiev, 2003). Dale byly potvrzeny nékteré
pfipady otravy ryb a vodnich Zivo€ichu. Tyto nakazy se vSak projevuji velmi
zfidka a predevsim pfi oslabeni organismu. Vliv na teplokrevné i ostatni

organismy neni velky, ale je nutné ho nadale sledovat (Hajek, 2004) .

2.3 LykoZrout smrkovy (Ips typographus)
RiSe Animalia - Zivo éichové
» kmen Arthropoda - élenovci
» tfida Insecta - hmyz
» fad Coleoptera - brouci

» CGeled Curculionidae — nosatcoviti

2.3.1 Obecny popis

LykoZrout smrkovy je vazan Uzce na smrk (Picea abies), jehoz puvodni oblasti
rozSifeni lezely do doby pfed 150 - 200 lety na severu Evropy v severskych
(borealnich) lesich a ve stfedu Evropy v lesich hercynskych s jejich
prodlouzenim do karpatské a transylvanské oblasti a v lesich alpskych s jejich
prodlouzenim jihovychodnim smérem do ilyrské oblasti zapadniho Balkanu.
LykoZrout pak smérem na vychod navazoval na nékolik druht rodu Picea od
Uralu pfes stfedni Sibif az k jihu Kamc¢atky, do Koreje a Japonska. V Japonsku

se vyskytuje Ips typographus forma japonica. Ve stfedni Evropé byl tedy



kdrovec druhem vyskytujicim se na smrku obvykle v nadmorskych vySkach nad
800 m (Skuhravy, 2001).

Pfed 150-200 lety doslo v Evropé k pfeméné plvodnich, vétSinou listnatych a
smiSenych lest v porosty smrkové, které se snaze péstovaly, rychle rostly a
davaly daleko vétsi vynos dfeva Zadaného v dfevarstvi a v primyslu. Tim se
posunulo péstovani smrku do nizSich poloh a v sou¢asné dobé je smrk hlavni
dfevinou v polohach jiz od 200 do 800 m n.m. Na posun vyskytu smrku do
nizsich poloh reagoval i lykozrout smrkovy. Mél k tomu vyborné pfedpoklady
tim, Ze neni broukem monovoltinnim, tedy s jednou generaci ro¢né, ale je podle
teplotnich podminek pfizpusoben k vyvoji dvou, ¢i dokonce tfi generaci béhem
jednoho roku. Domnénka o tom, Ze lykoZrout smrkovy se vyskytoval v nizSich
polohach vedla v letech 1984 - 1990 ke zcela chybnému zavéru, Ze lykozrout se

ve vysSich polohach nad 1000 m n. m. nebude Sifit. (Skuhravy, 2001)

Télo kurovce je valcovité, c¢ernohnédé zbarvené, lesklé, se svétle Zlutymi
chloupky. Tykadla jsou pali¢kovita s lomenym Svem. Dorlsta velikosti 4 - 5,5
mm. Stit je v pfedni ¢asti hrbolkaty, v zadni ¢asti jemné teckovany. Mezery
mezi fadkami teCek ma hladké. Prohluben sklonu na krovkach je vroubena na
kazdé strané Ctyfmi zuby, z nichz tfeti odshora je nejvétSi. Dospéla larva je
dlouha 4-5 mm, bila, se Zlutohnédou hlavou. Kukla je bila a méfi asi 4 mm.

Vajicka jsou takeé bila, ovalna a leskla (Benz et Zuber, 2007).

2.3.2 Vyvojovy cyklus

Rojeni probih& v podhorskych oblastech zpravidla koncem dubna az zacatkem
kvétna, v horach koncem kvétna az zaCatkem Cervna. Brouci vyletuji ze svych
zimovist po otepleni kiry a hrabanky nad 14 <. Ti, ktefi nedokongili
dospélostni Zir na podzim, vylétaji o 1-2 tydny dfive a dokonduji jej v Cerstvé
kife kmenu nebo odfiznutych vrcholkd stromd. Podle podminek se muize
béhem roku vyvinout jedna az dvé a za velmi pfiznivych podminek (v nizSich

polohéach) i tfi generace. Pfezimuji brouci, kukly i larvy. (Watt et al., 1997).

Rojici se brouci nejradéji obsazuji chfadnouci nebo Cerstvé porazené stromy a

polomové dfivi, pfi pfemnoZeni i zdravé, popf. mladSi stromy. (Lieutier et al.,



2004). Se zavrtem zacina samecek, ktery vyhlodava v kiafe snubni komuarku a
vyhazuje z ni drt. Pfirozeny pomér pohlavi je 1:1, ale jelikoZ mnoho samecki
zahyne vytékajici pryskyfici, upravuje se pomér pohlavi ve prospéch samicek.
(Lobinger, 1995). Snubni komirka neni po odloupnuti kdry vétSinou viditelna.
Po oplozeni samic¢ka vyhlodava pod kdrou rovnou mate¢nou chodbu,
probihajici rovhobé&zné s podélnou osou kmene. Byva 6-12 cm dlouhd, 3-3,5
mm Sirokda a muze mit nékolik vétracich otvord. Samic¢ka v mate¢né chodbé
vyhlubuje stfidavé na obé strany jamky vzdalené od sebe 1-10 mm, do nichz
naklade po 1 vajicku a obklada je drti (je jich asi 50). U vice nez
dvouramenného pozerku se pocitad s vyvojem asi 100-140 larev (Boucias et
Pendland, 2008). Po skonceném kladeni vaji¢ek prodluzuje sami¢ka mate¢nou
chodbu. Jde o tzv. regeneraéni (obrodny) zir, protoze za 2-3 tydny maze jesté
zaloZit (a asi v 80 % i zaklada) sesterské pokoleni, jehoz mateéné chodby jsou
kratSi, s mensim poctem vajicek. Celkem naklade samicka pramérné 60 vajicek

(mUze az 100) po opakovaném oplozeni (Frost et al., 1985).

Cely vyvoj za normalnich podminek trva asi 10 tydna (stadium vajicka 12 dni,
larvy 24 dni, kukly 12 dni, dospivani 24 dni, coz je dohromady 72 dni). Pfi
pfiznivych podminkach (teplo) to mize byt 6 tydn(, naopak pfi nepfiznivych
podminkach az 12 tydnu i vice. Imago Zije 2-3 mésice, vyjime¢né az 20 mésicu
(Frost et al., 1985).

2.4 Molekularni markery

Geneticky marker je jakakoliv vlastnost kterou je mozno u organismu zméfit a
ktera podava informace o genotypu organismu. Geneticky marker mize byt (1)
fenotypovy znak (vySka, barva, odpovéd na infekéni tlak urcitého patogena), (2)
biochemicky znak (isozym) a nebo (3) molekularni znak (znaky zaloZené na
analyze DNA). Zatimco fenotypové analyzy poskytuji markery, které zalezi na
expresi genu a jsou omezené na vlastnosti které se formuji rizné, v zavislosti
na Case Ci vnéjSich podminkach, molekularni analyzy poskytuji nespocet
markert, tvofenych specifickymi sekvencemi napfi¢ genomem (Talbot, 2001).
Vyhody molekularnich markerd jsou pfedevsim (1) nezavislost na vyvojovém

staddiu nebo expresi, (2) markery je mozné nalézt v nekddujicich
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(konzervativnich) sekvencich (3) neménnost sekvence v zavislosti na prostfedi
(Walker et Rapley, 2000).

U genetickych markerl jsou vysoce zadané nasledujici vlastnosti
1. Vysoky polymorfismus
2. Kodominantni dédi¢nost (ktera nam umozni odliSit homo- a heterozygoty
u diploidnich organism)
Casty vyskyt v genomu
Rovnomeérny vyskyt v geonomu
Nezavislost na podminkach prostfedi
Jednoduché provedeni analyzy

Vysoka reprodukovatelnost

© N o 0~ W

Snadny zapis vystupnich dat a moznost jejich vymény mezi pracovisti

V souCasné dobé nejsou dostupné zadné molekularni markery které by
splfiovali vSechna kriteria. Je proto nutné pro konkrétni studii zvolit ten

ML wew s

2005).

Z hlediska pouzité metody se DNA markery déli na (1) markery zaloZzené na
hybridizaci DNA a (2) markery zalozené na polymerazové fetézové reakci
(PCR). V prvni skupiné markerd se DNA profily vizualizuji prostfednictvim
hybridizace fragmentd DNA Stépené restrikénim enzymem se znacenou
sondou. DNA sonda je fragment DNA znamého puvodu a sekvence. Ve druhé
skupiné jsou markery zaloZzené na in vitro amplifikaci ur€itych sekvenci DNA
nebo lokust prostfednictvim specifickych i nespecifickych  primeru
(nukleotidovych sekvenci) za 0&asti termostabilniho enzymu DNA (Talbot,
2001). Amplifikované fragmenty se separuji elektroforeticky a spektra jsou
detekovana po obarveni (napf. ethidiumbromidem) nebo autoradiograficky.
Dalsi metody jsou techniky molekularnich markerd zaloZzené na rlznych
kombinacich restrik&niho Stépeni, hybridizace a amplifikace (Walker et Rapley,
2000).
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Vyuziti molekularnich markeru je velmi rozmanité. Za vSechny uvadim nékteré
priklady. Molekularni markery lIze vyuZzit v diagnostice rostlinnych patogenu
(viry, houby, h&datka, bakterie a hmyz), ve zkoumani struktury a variability
populaci patogenu, pfi zjiStovani pfitomnosti transgent v potravinach a dalSi
(Talbot, 2001).

Genetické charakterizovani puvodnich kmenu hub, pouzivanych pro biologickou
ochranu pomoci molekularnich markerll nam poskytuje detailni informace o
pfirozené variabilité a populacni struktufe v zajmovém Gzemi. Pomoci téchto
metod je také moZné stanovit a dale sledovat urcité genetické charakteristiky a
diky nim charakterizovat jednotlivé izolaty, které jsou k ochrané pouzity, a
pozorovat tak osud organismli pouzitych v biologické ochrané po jejich

vypusténi (Kinghorn et Turner, 1992).

2.5 Porovnani morfologickych a molekularnich marker u

Morfologické studie jsou zakladem Kklasifikace hub, nejCastéji pouzivané
morfologické znaky jsou tvar a velikost kolonii, tvar a velikost konidii, radialni
rist, morfologie mycelia, tvar a typ konidiofori, mira sporulace a extracelularni
a intracelularni pigmentace. Morfologické markery nedovoluji rozliSeni na
podruhové arovni, ale v mnoha studiich jsou dulezitym a podpurnym systémem
umoznujicim zakladni charakterizaci a rozliSeni vychoziho materialu (Hall,
1980; Vidal et al., 1998).

Charakterizace, ale hlavné spolehliva identifikace blizce pfibuznych organismu
na druhové i podruhové arovni podle fenotypovych markerd pfinasi urcité
tézkosti (Hillis, 1987; Tigano-Milani et al., 1994). Pro uc€ely pfesného rozliSeni
jsou velmi vhodné metody pfimého sledovani struktury genomu prostfednictvim
studia DNA polymorfismu (Mor et al., 1996). Zatimco vétSina morfologickych
markerl. mudZe byt rozezndna na uarovni organismu (kolonie, Kkultury),
molekularni markery umoznuji uréeni na arovni bunék i organismu v razné fazi
vyvojového cyklu. Pocet morfologickych markerd je limitovan, zatimco
molekularnich markert je obrovské mnozZstvi a nejsou ovlivnény vnéjSim
prostfedim (Hillis, 1987).
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Molekularni markery jsou oproti morfologickym vice nezavislé na vnéjSich
podminkach prostfedi. DalSi vyhodou molekularnich i biochemickych markert
byvA moznost rychlého testovani rozsahlého materialu, tento proces je
nedestruktivni, tj. pro analyzu se pouziva jen mala c&ast tkané. Pouziti
molekularnich markeri ma oproti morfologickym klasickym znakim vyhody i

v moznosti sledovani vétSiho poctu Zzadanych znakd.

Molekularni metody zahrnujici PCR techniky jsou v soucasnosti kli¢ovym
prvkem vyzkumu entomopatogennich hub, nicméné jsou to technologie stale
jeSté v pocateCnim stadiu jejich aplikaci. Existuji i techniky, které u
entomopatogennich hub nebyly jesté pouzity nebo byly aplikovany pouze
v omezeném rozsahu, a to RAMS (Hantula et Muller, 1997) a AFLP (Majer et
al., 1996).

Analyzou mikrosatelitd - SSR (Simple Sequence Repeats) Rehner et al .(2003)
spolehlivé odliSil 24 kmend B. bassiana a da se fici, Ze SSR poskytuje nové
moznosti pfi ekologickych a epidemiologickych studiich a vyznamnou metodu

pro pfesnou genotypizaci kmenu.
2.6 Analyza mikrosatelit d

2.6.1 Struktura a vyuZziti mikrosatelit G

Mikrosatelity jsou vysoce polymorfni DNA markery, s oddélenymi lokusy a
kodominantnimi alelami, které maji Siroké spektrum aplikaci. Mikrosatelity jsou
témeérF rovnomérné rozprostireny po celém genomu, coz je €inni velice vhodnym
nastrojem pro mapovani genomu, evoluéni biologii, ovéfovani paternity a nebo
pfibuznosti (Goldstein et Schlotterer, 1999). V posledni dobé nabyvaji
mikrosatelity i na vyznamu v souvislosti se zkoumanim struktury pfirodnich

populaci (Hoelzel, 2008).

Mikrosatelity (angl. Microsatellites €i Simple Sequence Repeats - SSR) jsou
tandemové se opakujici sekvence DNA sloZené z mnohokrat se opakujicich
motivl o délce 2-6 paru bazi DNA. Celkova délka lokusu obvykle nepfresahuje

100 bp, ale mGze dosahnout délky az 300 bp (Hoelzel, 2008). Jsou vysoce
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frekventované predevSim v eukaryotnim genomu, ale vyskytuji se rovnéz
v genomu prokaryot, ale v nizsi frekvenci. Zfidkakdy obsahuji vice nez 70
opakujicich se jednotek a jsou roztrouSené po celém genomu. Napfiklad
v sav€im genomu se odhaduje, Ze nej¢astéji se opakujici motiv (GT/AC) se

objevuje az kazdych 30 kb (Goldstein et Schlotterer, 1999).

Pocet opakovani zakladniho motivu v mikrosatelitovém lokusu je mezi jedinci
velmi variabilni. Odhaduje se, Ze muta¢ni poméry v mikrosatelitovém lokusu se
pohybuji mezi 102 a 10°® (Nielsen and Palsboll, 1999). Tato vrozena nestabilita
mikrosatelit muze byt zpisobena nésledujicimi faktory. (1) ,Klouzanim“ DNA
polymerazy béhem replikace (tzv. replication slippage — viz. Obrdzek 1) a nebo
(2) nerovnomérnou rekombinaci. V pfipadé ,klouzani® DNA polymerazy,
docasné rozvolnéni replikované DNA v polymerazovém komplexu mulze byt
nasledovano chybnym znovunasednutim rozvolnénych viaken. Toto muze
vyustit bud ve zvySeni &i snizeni po¢tu opakovani zakladniho motivu v lokusu
v zavislosti na tom jestli chybné nasednuti probéhlo na novém vlakné ¢&i na
vlakné templatovém (Japupciak et Wells, 1999). Frekvence téchto mutaci neni
znama, ale u prokaryotnich organismu se objevuje castéji nez spontanni
mutace. U prokaryot neni tento vyskyt tak Casty, ale na zakladé nepfimych
dikazu lze tvrdit, Ze odliSnosti nejsou az tak velké. OdliSnosti v opakujicich se
sekvencich mohou byt rovnéz zplsobeny nespravnym pribéhem crossing-
overu béhem rekombinace, ale tzv. replication slippage je obecné povaZzovan
za primarni mechanismus vzniku odliSnosti na mikrosatelitovych lokusech
(Khachatourians et Arora, 2004).
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Obrazek 1: Replication slippage (Goldsteind et Schl  6tterer, 1999)
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Pdavodni DNA molekula je sloZzena z 5 opakovani jednoho motivu (znazornéno
ramecky). Sklouznutim pak vznikaji dvé nové alely o délce 6 a 4 repetici. Délka

nové vzniklych repetici zavisi na vliakné na kterém doSlo k chybé polymerazy.

Mikrosatelity byly poprvé pouZzity jako polymorfni molekularni markery v roce
1989 tfemi na sebe nezavislymi skupinami. Od té doby se mikrosatelity uplatnily
v mnoha studiich v€etné DNA fingerprintingu, mapovani genomu, ovéfovani
otcovstvi a pfibuznosti, méfeni genetickych vzdalenosti, forenzni védé,
identifikaci pohfeSovanych jedincd a populac¢ni & vyvojové genetice. Studie,
vyuzivajici mikrosatelity, se zabyvali Sirokou Skalou organismu vcéetné lidi,

zvifat, hmyzu, rostlin, hub, bakterii atd. (Khachatourians et Arora, 2004).

Nej¢astéjSi metoda detekce mikrosateliti spociva v nalezeni PCR primerd,
které maji jedinec¢nou sekvenci, ktera je plné kompatibilni s Useky ohrani€ujicimi
samotny mikrosatelit (flanking regions; Hoelzel, 2008). Diky tomu, jeden par
PCR primerQ produkuje u jedincu stejného druhu produkty o rizné délce (viz.
Obrazek 2).
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Obrazek 2: Detekce mikrosatelitu (Hoelzel, 2008)
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Dva PCR primery (Seda Sipka doprfedu a zpét) jsou navrzené tak aby obklopily
oblast mikrosatelitu. Kdyby tedy dana oblast neobsahovala Zadné sekvence
mikrosatelitu produkt by mél délku 100 bp, protoze kazdy z primeru ma dalku 50
bp. V naSem pripadé bude produkt dlouhy 116 bp, samotny mikrosatelit 16 bp a

obsahuje osmkrat se opakuji sekvenci CA.

Vizualizace a separace produktl PCR probiha pomoci gelové, nebo kapilarni
elektroforézy. Pro gelovou elektroforézu existuji rizné slozeni gel a pfi kazdé
analyze je nutné zvolit spravny typ, sloZzeni a hustotu gelu. Obecné Ize tvrdit, Ze
detekce pomoci kapilarni elektroforézy je naro¢néjsi jak na vybaveni laboratore
tak finanéné, poskytuje ale presnéjsi vysledky. Z obou vystupl je vSak mozné

vyCist velikost produktu (Bridge et al., 1998).

2.6.2 Hledani vhodného mikrosatelitu

V sou€asnosti  existuji v podstaté Ctyfi moznosti jak nalézt vhodny
mikrosatelitovy lokus pro provadénou analyzu. (1) Hledani v molekularnich
databazich, (2) uZziti heterolognich PCR primerq, (3) klonovani novych primert
(Baker, 2000) a (4) vyuziti projektd sekvenovani genomu. Rozrlstajici se
velikost a pfistupnost informaci o DNA sekvencich pfes molekularni databaze
jako je napfiklad GENEBANK (National center for Biotechnology Information;
http://www.ncbi.nim.nih.gov/) nebo EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl/)
umoznuje védecké verejnosti snadnéjSi pristup k informacim, které se tykaji
nejenom mikrosatelitovych sekvenci (Sharma et al., 2007). Pro organismy,
které byly v minulosti intenzivné studovany (napf. Drosophila, ¢lovék nebo
hospodarska zvifata) jsou jiz na internetu dostupné detailni informace o
sekvencich mikrosateliti, resp. DNA (Goldstein et Schloterer, 1999). Pokud
neni mozné najit sekvence sledovaného organismu v databazich je nutné tyto

nalézt experimentalné.
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Prvni metoda, ktera se nazyva ,cross-species primery“ spoliva v uziti jiz
znamého primeru, jehoz sekvence byla testovana u jiného organismu. PFi uziti
této metody plati, ze ¢im vétsi je taxonomicka vzdalenost mezi organismy, tim
mensi je Sance Ze se bude dany motiv vyskytovat v obou organismech (Baker,
2000). Pokud nejsou dostupné mikrosatelitove lokusy, mohou byt vygenerovany
nové pouzitim standardnich klonovacich metod (Dracopoli et al., 2005).
Posledni uvedenou moznosti jsou projekty sekvenovani genomu. Tyto projekty
jsou slibnym zdrojem mikrosatelitovych markert, jelikoz poskytuji nespocet
genetickych informaci, coz nadm poskytuje moznost zkoumat mikrosatelitové
motivy napfi¢ celym geonomem, véetné jeho nekddujicih ¢asti, kde je jejich
vyskyt nejCetnéjsi. DalSi vyhodou je, Ze nam tyto projekty poskytuji informace i
o tzv. flanking areas, které nam umoZzni navrhnout vhodny primer pro

mikrosatelitovou analyzu (Khachatourians et Arora, 2004).

2.7 Analyza mikrosatelit g v mykologii

Jedna z prvnich aplikaci PCR v mykologii byla popsana v roce 1990 a zabyvala
se stanovenim taxonomickych vztahl pomoci amplifikace a pFfimého
sekvenovani rDNA. P¥iblizné do roku 1997 byly mikrosatelity v mykologii
vyuzivany pouze zfidka. CoZz bylo pravdépodobné zplsobeno tim Ze noveé
molekularni techniky byvaji nejdfive aplikovany ve studiich ¢lovéka, zvifat a
rostlin a az pozdéji v mykologii, bakteriologii nebo virologii (Bridge et al., 1998).
Na druhou stranu, velké mnozstvi druht hub ma vyznam napfiklad v medicing,
zemeédélstvi a v potravinaiském primyslu a zaroven je genom hub relativné
maly. Tyto vlastnosti délaji z hub ideélni kandidaty pro projekty sekvenovani
genomu a genomika hub se tak v sou€asnosti stava intenzivné se rozvijejicim
odvétvim. Jednim z vystupl téchto programd by mél byt vyvoj spolehlivych,
robustnich a informativnich markert (Lim et al.,, 2004). Do této kategorie
samoziejmeé spadaji i mikrosatelity.

Mikrosatelity byly pouZzivany predevSim pro objasnéni vztahl mezi Uzce
pribuznymi jedinci, identifikaci jednotlivych kmend a v epidemiologickych
studiich lidskych patogent Histoplasma capsulatum, Coccidiodes immitis a
Candida albicans (Field et al. 1996; Bretagne et al., 1997; Fisher et al., 2000).
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Dale byly mikrosatelity pouZzity pfi studiu ekologie a diverzity travniho endofyta
Epichloé (Moon et al., 1999; Groppe et Boler, 1997). Bucheli et al. v roce 2000

pomoci mikrosatelitovych lokusl analyzoval populaéni strukturu snéti pSenicné.

Po roce 2000 se rapidné zvySuje pocCet publikovanych praci, které se tykaji
aplikace mikrosatelitd v mykologii. Prace uZ nejsou zaméfeny pouze na
identifikaci jedincu a jejich zabér se rozSifuje i na genetické studie populaci,
mapovani genomu jednotlivych druhd hub apod. (Khachatourians et Arora,
2004). V této dobé se rovnéz zacinaji objevovat Clanky tykajici se studia
patogenni houby B. bassiana a pfibuzného patogena B. brogniarti. Zpocatku
byly tyto studie zaméfeny na nalezeni vhodnych mikrosatelitovych lokusu
(Enkerli et al., 2001; Rehner et Buckley, 2004). Z téch pozdéjSich Ize jmenovat
napfiklad studie zamérené na sledovani patogena po vypusténi do do¢asnych
agroekosystémuU (Meyling et Eilenberg; 2007; Wang et al., 2004), na studium
genetické pribuznosti v zavislosti na geografické poloze (Wang et al., 2003) a
na studie popisujici uzké vztahy mezi patogenem a hostitelem (Cravanzola et
al., 1997; Castrillo et al.,2008; Lord, 2008).
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Pouzité kmeny

V této studii byli pouzity nasledujici kmeny entomopatogenni houby Beauveria
bassiana (viz. Tabulka 1). VSechny kmeny pouZité v této studii byly poskytnuty
oddélenim rostlinolékarstvi, katedra rostlinné vyroby na Zemédélské fakulté
Jihogeské univerzity v Ceskych Budé&jovicich. Stafi pouZitych kment bylo pfi
izolaci DNA 21 dni. Jednotlivé vzorky byly odebrany v lokalité¢ Cerna hora na

Sumavé z dospélcd lykoZrouta smrkového (Ips Typographus).
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Tabulka 1: Seznam pouzitych kmen

¢. |Kmen specifikace kmene datum lokalita Zdroj izolace Odbér
VZ. izolace Dodine |PDA+Anti | Historie
. 1. strom, 1.
1 |NP 0001 monitoring puvodni kmen 11.6.2008 |C.Hora dospélec |Bba Bba S1 odbér
2 |NP 00011 |monosporovy izolat z NP 0001
3 |NP 00012 |monosporovy izolat z NP 0001
4 |NP 00013 |monosporovy izolat z NP 0001
5 |NP 00014 |monosporovy izolat z NP 0001
6 |NP 00015 |monosporovy izolat z NP 0001
7 |NP 00016 |monosporovy izolat z NP 0001
8 |NP 00017 |monosporovy izolat z NP 0001
9 |NP 00018 |monosporovy izolat z NP 0001
10 |NP 00019 | monosporovy izolat z NP 0001
11 |NP 000110 |monosporovy izolat z NP 0001
12 |[NP 0002 monitoring puvodni kmen 11.6.2008 |C.Hora dospélec |Bba Bba S1 1.strom, 2.odbér
13 |[NP 00021 monosporovy izolat z NP 0002
14 |NP 00022 | monosporovy izolat z NP 0002
15 |NP 00023 | monosporovy izolat z NP 0002
16 |NP 00024 | monosporovy izolat z NP 0002
17 |[NP 00025 | monosporovy izolat z NP 0002
18 |NP 00026 | monosporovy izolat z NP 0002
19 |NP 00027 | monosporovy izolat z NP 0002
20 [NP 00028 | monosporovy izolat z NP 0002
21 NP 00029 | monosporovy izolat z NP 0002




T

¢. |Kmen Specifikace kmene datum lokalita zdroj izolace Odbér
VZ. izolace Dodine |PDA+Anti | Historie
22 |[NP 000210 |monosporovy izolat z NP 0002
. 2. strom, 1.

23 (NP 0003 monitoring puvodni kmen 11.6.2008 |C.Hora dospélec |Bba Bba S1 odbér
24 |{NP 00031 monosporovy izolat z NP 0003
25 |NP 00032 monosporovy izolat z NP 0003
26 |NP 00033 monosporovy izolat z NP 0003
27 |[NP 00034 | monosporovy izolat z NP 0003
28 |[NP 00035 monosporovy izolat z NP 0003
29 [NP 00036 | monosporovy izolat z NP 0003
30 [NP 00037 | monosporovy izolat z NP 0003
31 [NP 00038 | monosporovy izolat z NP 0003
32 [NP 00039 | monosporovy izolat z NP 0003
33 [NP 000310 | monosporovy izolat z NP 0003
40 |[NP 0100 monitoring puvodni kmen 4.9.2008 C. Hora dospélec |Bba Bba S2
41 |[NP 0101 monitoring puvodni kmen 4.9.2008 C. Hora dospélec |Bba Bba S2
42 |NP 0102 monitoring puvodni kmen 4.9.2008 C. Hora dospélec |Bba Bba S2
43 |[NP 0103 monitoring puvodni kmen 4.9.2008 C. Hora dospélec |Bba Bba S2
44 (NP 0104 monitoring pdvodni kmen 4.9.2008 |C.Hora dospélec |Bba Bba S2
45 NP 0105 monitoring puvodni kmen 4.9.2008 C. Hora dospélec |Bba Bba S2
46 |[NP 0106 monitoring puvodni kmen 4.9.2008 C. Hora dospélec |Bba Bba S2
47 |NPA 0001 |reizolovany kmen po aplikaci Bba 1101 |4.9.2008
48 |[NPA 0002 |reizolovany kmen po aplikaci Bba 1101 |4.9.2008
49 |[NPA 0003 |reizolovany kmen po aplikaci Bba 1101 |4.9.2008

B05 monitoring ptvodni kmen 2004 Pr.Vltavy |dospélec |- Bba S1




3.2 Metody

3.2.1 Sterilace a sterilni prace

Média, sklo a veSkeré nastroje byly sterilovany v autoklavu (120 €, 0,1 MPa,

30 min). VesSkeré sterilni operace byly provadény v laminarnim boxu.

3.2.2 Priprava st fedovych kultur a monosporovych izolat

V pokusech byly pouzity kmeny ziskané v ramci monitoringu na lokalitach NP
Sumava. Kmeny byly izolovany z dospélcti IykoZrouta smrkového a po
precisténi byly Cisté kultury kultivovany na PDA plotnach.

Konidiové suspenze jednotlivych kmenld entomopatogenni houby B. bassiana
byly ziskdny smytim steriinim roztokem 0,05% Tween® 80 z plné
vysporulovanych 14 dennich kultur. Ziskana suspenze kazdého kmene byla
filtrovana pres sterilni gazu a v suspenzi byla pomoci pocitaci komurky
(Neubauer Improved Chameber, Sigma) stanovena koncentrace konidii. Pro
zalozZeni stfedovych kultur byla zakladni suspenze konidii nasledné adjustovana
Fedé&nim na titr 1,00 x 10’ konidii v 1 ml. Takto pfipravena suspenze byla
nanesena kultivacni klickou (1pl) ve formé kapky na stfed PDA plotny. Z
kazdého kmene bylo zaloZzeno 10 opakovani. Po vsaknuti kapek do Zivného
média byly misky v sa€cich umistény do termostatu (25+1<C) a kultivovany po
dobu 21 dni.

Z kmen NP 0001 — NP 0003 byly dale pfipraveny monosporové izolaty, které
byly ziskany pomoci metody fedéni (CFU — colony forming units). Adjustovana
suspenze 1,00 x 10’ konidii v 1 ml byla dtkladn& promichana na vortexu. Ze
suspenze byl odebran 1 ml a preveden do 9 ml sterilni destilované vody Tween
80. Vznikla suspenze byla promichana a tento postup byl opakovan az do faze
ziskani suspenze o koncentraci 1,00 x 10" konidii v 1 ml. Na PDA plotnu byla
nainokulovana suspenze o objemu 0,5 ml. Pomoci sterilni spatuly bylo inokulum
rozetfeno po celém povrchu PDA plotny. Z kazdého kmene bylo zaloZzeno 10
opakovani. Po zaschnuti suspenze byly Petriho misky umistény v sa¢ku do

termostatu a kultivovany po dobu 7 dnl. Po 7 dnech byly na miskach z
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pavodniho kmene narostlé kultury. Kazda kultura kmene B. bassiana byla

namnozena zjedné konidie. Z kazdého opakovani byla ziskana jedna

monosporova kultura, celkem 10 monosporovych kultur.

3.2.3 lzolace templatové DNA
Izolace DNA byla provedena pomoci metody CTAB dle Williams et al. 1992
Protokol:

1. Do sterilnich 1,5 ml centrifuga¢nich mikrozkumavek dame 200 mg

mycelia, ze kterého chceme izolovat DNA; Vzorek dudkladné
zhomgenizujeme tfenim v mikrozkumavce

Ke kazdému vzorku pfidame 500 ul extrakéniho pufru (2% CTAB-PVP +
B-merkaptoethanol), tkan opét zhomogenizujeme a promichadme
S pufrem

Inkubujeme 45 minut pfi 65T ve vodni lazni, b éhem inkubace lehce

promichame

. Nasleduje centrifugace po dobu 10 minut na maximum (14000 rpm), pfi

pokojové teploté, supernatant pfeneseme do novych 1,5 ml
mikrozkumavek
Pfidame 500ul smési chloroformu-IAA a nasledné 10 minut
protfepavame

Centrifugujeme 5 minut na maximum (14000 rpm) pfi pokojové teploté

7. Do novych 1,5 ml mikrozkumavek opatrné prepipetujeme pouze vodnou

8.
9.

fazi
Pfidame 1/5 5% CTAB
Opakujeme kroky 5-7.

10.Pfidame 2/3 objemu isopropanolu (cca 350 ul), 2-3x lehce promichame
11.UloZzime na 12 hodin do mraziciho boxu (-20C)
12.Centrifugujeme 5 minut pfi 4C na maximum (14000 rpm), DNA by se

méla zachytit na dné eppendorfky (bily - svétle Zluty pelet); supernatant

odstranime

13.Pfidame 1ml ledového 70% ethanolu, centrifugujeme 5 minut na

maximum (14000 rpm) pfi 4C, slijeme, dle pigmentu peletu opakovat
kolikrat bude tfeba

14.SuSime 3-4 hodiny
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15.Dle mnozstvi peletu pfidame 20-200 pl sterilni vody

16.Uzaviené mikrozkumavky nechame pfi 37C lehce tfepat, aby doSlo
k rozpuSténi DNA

17.Dle mnoZstvi RNA pfidame 2-4ul Razy, nechame inkubovat 30 minut pfi
37C

18.DNA uchovavame pfi -20C

3.2.4 Vybér primer G

Pro screening primeru byly vybrany primery, které jsou uvedeny v nasledujici
tabulce (viz. Tabulka 2). Primery byly zvoleny na zakladé publikovanych praci
Rehner et Buckley (2003) a Enkerli et al. (2001). Prace, kterou publikoval
Enkerli et al. (2001) se vztahovala na entomopatogenni houbu B. brogniartii, ale
Wang et al. (2003; 2004) tyto primery pouzil i pro molekularni monitoring B.
bassiana. Nékteré primery byly jiZ pouZzity v jinych studiich provadénych na
biologickém centru Zemédélské fakulty JCU. Pfi téchto studiich byly
optimalizovany jejich nasedaci teploty a celkovy pribéh PCR. U primert kde
nebyly teploty dosud znamé byla provedena PCR s teplotnim gradientem aby

mohl byt stanoven optimalni teplotni pribéh PCR.

Tabulka 2: Sekvence a annealingové teploty primer

Nazev primeru | Sekvence Teplota nasedani
primeru

01 F: CCAACCCAATCAATCGTCAT 54 C
R: GAGAGGCGGAGCTAAGCA

02 F: AACGCTATGCCTTGACGAC 54 C
R: GACGCCGAGCAATGTAACA

03 F: GCATAGATATGTCTCGCACC 54 C
R: ACTACCCCTGTCCCGCTGA

06 F: GCGATTGACGAAAAGCTAGA 54 C
R: ACTTGCTTTGCTGTTGCACA

08 F: TGTTGCCGACACGAATTGT 54 C
R: GGCTCAAGCGCAAAGAGAAA

13 F: CAGGCAACAACACGATTTCA 56T

24



R: ATGCCATCTACGACTTTATGA

12 F: GGGTCCATCATGTACGGC 56 T
R: AGGCGTATACAGGTCGTG

05 F: AGGCAATACCGAGGTTGGC 58 C
R: ATCCATGGCGAGCCGTCC

1F4 F: GATCCTTCGTCACCTGCTC 58 C
R: CGGTGTTGGAGAGCTATTGT

2F8 F: GCACACTTTCGCGTGTCAT 58 T
R: ATGATGTCTGCCACGTCTGA

SF4 F: CTCGATCACTTTTCCATCAA 58 C
R: TGGTTGGGTCATGTTAGTCA

6A8 F: GATGATGCGACCTCTTGGAC 58 C
R: TGCGACAGATTCGGAGAGTA

2A3 F: CACTTCAGTTATCATGCTCGAA | 58 T
R: ATCTGGCACGTCAAGTGTCT

8D6 F: TTTGTCCGAAGTTGTCTCAGT |58 <C
R: TGCATTGTGAAAGGTAATGC

Pomoci primer(, které jsou uvedeny vySe byla provedena PCR. Tato reakce

byla provedena na vzorcich 01, 12, 23 z analyzované sady vzorku a déle na

vzorcich Pk a Pm. Tyto vzorky (Pk, Pm) pochazeji ze sbirky KRV Zemédélské

fakulty JCU. Byly pouZity pfedevsim kvili znalosti produktd, které pfi PCR

vytvareji. Timto screeningem jsem oveéfil vhodnost primerd a vybral jsem tak

nejvhodnéjsi kombinaci primeru pro provedeni analyzy.
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3.2.5 Analyza mikrosatelit

Pro pfipravu vzorkd na analyzu byl pouzit gqPCR 2xSYBR Master Mix (Top-Bio

s.r.0.). Tento Master Mix se dodava 2 x koncentrovany a mé nasleduji sloZzeni:
20 mM Tris-HCL, pH 8,8, 100 mM KCL, 0,2% Triton X-100, 3 mM MgCl,, 400
MM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 pM dTTP, 50 U/ml Taq DNA
polymerazy, monoklonalni anti-Taq DNA polymerazy (38 nM), SYBR Green,

stabilizatory a aditiva. Kazda SarZze qPCR 2x SYBR Master Mixu byla u vyrobce

testovana na amplifikaci genu o jedné kopii v genomové DNA pomoci pfistroje

pro real-time PCR. Tento Master Mix byl po delSi dobu skladovan pfi teploté -20

T.

1. Nejdfive napipetujeme Master Mix, oba primery, templatovou DNA a
PCR HO dle néasledujiciho schématu (viz. Tabulka 3)

Tabulka 3: Schéma pipetovani

Objem Reagens

Finalni koncentrace

12,5ul  gPCR 2x SYBR Master Mix

0,5 ul 5 primer
0,5 ul 3 primer
1l Templatova DNA
10,5yl PCRH;0

10 mM Tris-HCL, pH 8,8, 50 mM KCL,
0,1% Triton X-100, 1,5 mM MgCl,, 200
MM dATP, 200 pM dCTP, 200 uM dGTP,
200 uM dTTP, 25 U/ml Taq DNA
polymerazy, monoklonalni anti-Tag DNA
polymerazy (19 nM)

1 uM (~ 20 bazi)

1 uM (~ 20 bazi)

25ng

Do findlniho objemu 25 pl

2. Po napipetovani vzorek zamichame na vortexu a kratce centrifugujeme

3. Provedeme PCR za podminek optimalizovanych pro konkrétni dvoijici

primerd.
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PCR reakce probihala vtermocykleru BIOER XP cycler. Byly pouZity

nasledujici teplotni profily reakci.

1. Pro primery s teplotou nasedani 54 <C:
Pocate¢ni denaturace po dobu 2 minut (95 ). 35 PCR cyklu — 30s
denaturace 94°C, 30s annealing (54 ), 1 minuta el ongace 72°C. 5 minut

(72 C) zav éreCné zchlazeni na teplotu vhodnou k uchovavani (4 )

2. Pro primery s teplotou nasedani 56 TC:
Pocate¢ni denaturace po dobu 2 minut (95 €). 35 PCR cyklu — 30s
denaturace 94°C, 30s annealing (56 ), 1 minuta el ongace 72°C. 5 minut

(72 C) zav érecné zchlazeni na teplotu vhodnou k uchovavani (4 )

3. Pro primery s teplotou nasedani 58 TC:
Pocatec¢ni denaturace po dobu 2 minut (95 ). 35 PCR cyklu — 30s
denaturace 94°C, 30s annealing (58 ), 1 minuta el ongace 72°C. 5 minut

(72 C) zav érecné zchlazeni na teplotu vhodnou k uchovavani (4 )

PCR produkty byly vizualizovany barvenim pomoci SYBR GREEN, po

elektroforéze na 3% Synergel-agar6zovém gelu v TBE pufru.

3.2.6 Zpracovani dat

Ziskané vysledky — molekularni data byla ruéné naskorovana. Posléze byla
sestavena binarni matice pfitomnosti/nepfitomnosti ,pruhd“ na gelu a byla
provedena analyza téchto dat pomoci specializovaného softwaru. Korekce
fotografii gelu byly provadény za pouZiti specialniho grafického software Adobe
photoshop CS2.

3.2.7 Clusterova analyza

Pro zpfehlednéni primarnich vysledkd ze skérovani a ziskani ilustrativniho
vysledku je moznost seskupeni (sgrupovani) podobnych spekter na zakladé
vypoctu podobnostni matice - koeficientll podobnosti kazdého vzorku se vSemi

ostatnimi z vybrané databaze. Vysledky matice pak byly podrobeny clusterové
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analyze (UPGMA - Unweighted Pair Group Method Using Averages) a
vysledky zobrazeny jako dendrogram. Dale byla provedena PCO analyza a

vysledky jsou zobrazeny ve formé ordinaéniho diagramu.

Pro vypocet koeficientd podobnosti byl pouzit Gowerlv obecny koeficient

podobnosti (Gower general similarity coefficient; GOWER).

Vzorec 1: Vypo ¢et Gover general similarity coefficient

n

Z (Wi Si)
GG, = &2

n
Z Wik
k=1

Kde:
S ‘Xik ~ Xk
ijk = 1_Wh(k) pro kvantitativni data
=1 pro shodu binarnich deskriptort
= 0 pro neshodu
Wijk = 0 pro neshodu binarnich deskriptort

=1 pro vSechny ostatni

3.2.8 Statistické zpracovani dat

Pro ucCely komplexniho hodnoceni mikrosatelitovych pruhG bylo vyuZito
statistického zpracovani dat. Na z&kladé zpracovani primarnich dat bylo mozné
sestavit matice pritomnosti/nepfitomnosti pruhu v dané zoné a provest
statistické hodnoceni. Vystupem zpracovanych dat jsou popsané profily
molekularnich markerd jednotlivych kmenu, vzdjemné vztahy mezi kmeny jsou
vyjadieny podobnostnimi koeficienty, dendrogramy a ordinac¢nimi diagramy. Pro
tyto acely byl vyuzit program MVSP (MultiVariate Statistical Package; Kovach
Comp.Serv).
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4  Vysledky

V této préaci jsem hodnotil miru genetického polymorfismu jednotlivych kmena
B. bassiana odebranych v lokalité Cerna hora z dospélch lykoZrouta smrkového
(Ips Typographus).

V prvni fazi prace jsem se pomoci screeningu primerd snazil nalézt
nejvhodnéjsi kombinaci primer( pro analyzu mikrosatelitd. Na nasledujicich
snimcich (viz. Obrazek 3; Obrazek 4; Obrazek 5) jsou zobrazeny vysledky
screeningu, uvadim pouze ty elektroforeogramy, kde jsou primery, které jsem

vybral pro analyzu.

Obrazek 3: Screening, primery 01, 02, 03, 06

L1 12 23 Pk Pm 1 12 23 Pk Pm 1 12 23 Plsz 1 12 23 Pk Pm L
. 01 02 03 206
— — b

et S e
. .

54°C
Legenda:
¢. |Kmen specifikace kmene Lokalita Zdroj
VZ.
1 NP 0001 monitoring puvodni kmen (:3 Hora dospélec
12 | NP 0002 monitoring pvodni kmen | C. Hora dospélec
23 | NP 0003 monitoring pavodni kmen | C. Hora Dospélec
Pk [Pk Kmen ze shirky KRV = Morava
referenéni kmen
Pm | Pm Kmen ze shirky KRV = Morava
referenéni kmen
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Obrazek 4: Screening, primery 05, 1F4, 8D6

Legenda:
€. |Kmen specifikace kmene Lokalita Zdroj
VZ.
1 NP 0001 monitoring ptvodni kmen | C. Hora Dospélec
12 | NP 0002 monitoring ptvodni kmen | C. Hora Dospélec
23 |NP 0003 monitoring ptvodni kmen | C. Hora Dospélec
Pk | Pk Kmen ze shirky KRV = Morava
referenéni kmen
Pm | Pm Kmen ze sbirky KRV = Morava
referenéni kmen

Obrazek 5: Screening, primery 12, 13, 08

LAyt

Legenda:
¢. | Kmen specifikace kmene Lokalita Zdroj
VZ.
1 NP 0001 monitoring pavodni kmen (:3 Hora Dospélec
12 | NP 0002 monitoring ptvodni kmen | C. Hora Dospélec
23 |NP 0003 monitoring ptvodni kmen | C. Hora Dospélec
Pk | Pk Kmen ze shirky KRV = Morava
referenéni kmen
Pm | Pm Kmen ze shirky KRV = Morava
referenéni kmen
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Na zakladé téchto zjisténi jsem pro analyzu vybral primery 01, 13, 1F4 a 8D6.
Pomoci téchto primerd jsem na vSech vzorcich analyzované sady provedl PCR.

Pomoci primeru 01 se podafilo od ostatnich odliSit pouze vzorky 43 a 44 (viz.
Obrazek 6).

Obrazek 6: Vizualizace gelu, primer 01

S 1 B05 23 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 12 L

_’ ———
# el
— —
R ——
B s
. i Raie i
Rt B
= ]
A = -
]
il S
Legenda:
€. | Kmen specifikace kmene Lokalita | zdroj
vz.
1 | NP 0001 |[monitoring pdvodni kmen C.Hora |dospélec
B05 Monitoring (2004) pavodni kmen Pr. Vitavy | Dospélec

23 | NP 0003 | monitoring pavodni kmen
40 | NP 0100 | monitoring plvodni kmen
41 | NP 0101 | monitoring plvodni kmen
42 | NP 0102 | monitoring plvodni kmen
43 | NP 0103 | monitoring plvodni kmen
44 | NP 0104 | monitoring plvodni kmen
45 | NP 0105 | monitoring plvodni kmen
46 | NP 0106 | monitoring plvodni kmen
47 | NPA 0001 | reizolovany kmen po aplikaci Bba 1101
48 | NPA 0002 | reizolovany kmen po aplikaci Bba 1101
49 | NPA 0003 | reizolovany kmen po aplikaci Bba 1101

12 | NP 0002 | monitoring puvodni kmen C.Hora |dospélec

Hora |dospélec
Hora |dospélec
Hora |dospélec
Hora |dospélec
Hora |dospélec
Hora | Dospélec
Hora | Dospélec
. Hora | Dospélec

Na zakladé primeru 13 se v dané sadé vzorkd odliSily 3 haplotypy. Kmeny
NP0001 — P0003 a jejich monosporové izolaty sou¢asné s kmeny NP0100,
NP0101, NP0102 a NPO0105, coz jsou kmeny odebrané pfi monitoringu
zformovaly jednu skupinu, kmeny NP0103 a NP0104, tézZ kmeny z monitoringu,

zformovali druhou skupinu a kmen BO5, pouZity pfi aplikaci a kmeny NPAOOO1,
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NPAO002 a NPA0003, coz jsou kmeny které byly reizolovany z prostfedi po

aplikaci proti lykoZroutovi, zformovaly tfeti skupinu (viz. Obrazek 7).

Obrazek 7: Vizualizace gelu, primer 13

L 1 BO5 23 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 12 L

Rt
i

’
[

i

13 - EF B S
Legenda:
¢. |Kmen specifikace kmene Lokalita | zdroj
VZ.
1 | NP 0001 |[monitoring pdvodni kmen C.Hora |dospélec
B05 Monitoring (2004) pavodni kmen Pr. Vitavy | Dospélec

23 | NP 0003 | monitoring pavodni kmen
40 | NP 0100 | monitoring plvodni kmen
41 | NP 0101 | monitoring plvodni kmen
42 | NP 0102 | monitoring plvodni kmen
43 | NP 0103 | monitoring plvodni kmen
44 | NP 0104 | monitoring plvodni kmen
45 | NP 0105 | monitoring plvodni kmen
46 | NP 0106 | monitoring plvodni kmen
47 | NPA 0001 | reizolovany kmen po aplikaci Bba 1101
48 | NPA 0002 | reizolovany kmen po aplikaci Bba 1101
49 | NPA 0003 | reizolovany kmen po aplikaci Bba 1101

12 | NP 0002 | monitoring pivodni kmen C. Hora |dospélec

Hora | dospélec
Hora | dospélec
Hora | dospélec
Hora | dospélec
Hora | dospélec
Hora | Dospélec
Hora | Dospélec
Hora | Dospélec

OO OO OO,

Za pomoci primerd 1F4 a 8D6 se odliSily stejné haplotypy jako u primeru 01
(Viz. Obrazek 8).
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Obrazek 8: Vizualizace gelu, primer 1F4

L 1 B05 23 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 12 L

1

1
H

2 4

& Y

B e L

1F4 | - 2
Legenda:
€. | Kmen specifikace kmene Lokalita | zdroj
VZ.
1 [ NP 0001 |monitoring pdvodni kmen C.Hora |dospélec
B05 Monitoring (2004) pavodni kmen Pr. Vitavy | Dospélec

23 | NP 0003 | monitoring pavodni kmen
40 | NP 0100 | monitoring plvodni kmen
41 | NP 0101 | monitoring plvodni kmen
42 | NP 0102 | monitoring plvodni kmen
43 | NP 0103 | monitoring plvodni kmen
44 | NP 0104 | monitoring plvodni kmen
45 | NP 0105 | monitoring plvodni kmen
46 | NP 0106 | monitoring plvodni kmen
47 | NPA 0001 | reizolovany kmen po aplikaci Bba 1101
48 | NPA 0002 | reizolovany kmen po aplikaci Bba 1101
49 | NPA 0003 | reizolovany kmen po aplikaci Bba 1101

12 | NP 0002 | monitoring puvodni kmen C. Hora |dospélec

Hora | dospélec
Hora | dospélec
Hora | dospélec
Hora | dospélec
Hora | dospélec
Hora | Dospélec
Hora | Dospélec
Hora | Dospélec

OO OO OO

Elektroforeogramy monosporovych izolatd jsou uvedeny v pfilohach. Po
provedeni analyz jsem vizualizované gely ru¢né naskoroval (viz. Tabulka 4) a

urcil haplotypy ( viz. Tabulka 5).
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Tabulka 4: Matice p Fitomnosti/nep Fitomnosti pruh

BOS 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

- O

13

1F4

8D6

1F4

Blo —djlo o o d|o «
Sjo —|lo o H|o o -
Salo —djo o o d|o -
Qlo —jo o o o «
Qo o o H|o o «
Qo —|lo o H|o o «
N|© —|lo o d|o o «
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Tabulka 5: Matice haplotyp

3/4|5|6|7(8|9]10(11|12|13(14|15|16|17|18|19|20(21|22|23|24|25|26|27|28|29|30|31|32|33

4041|4243 |44 |45|46 (47|48 |49

2

23
Il

A|A|/A|A|C|C|A|B|B|B|B

AlAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIA|IAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIA
AlAIAIAIAIAIAIAIAIAIA|AIAIA|IAIAIAIAIAIAIA|AIAIA|IAIAIA|AIAIAAIAIA

BO5

B

AlAIAIAIA|IB|B|A|A|IAJA|A
A|lAIAIA|A|IB|B|A|A|AJA|A

1| A|JAJAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIATA
13| A|JAJAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIAIATA

1F4
8D6

1|l A|AA|A|IA|B|BJ|A|AJA|A|A

13

1F4
8D6
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Na zakladé matice pritomnosti/nepfitomnosti pruhl byla vytvofena matice
podobnosti (similarity matrix). Koeficienty podobnosti v této matici byly spocteny
pomoci Gowerova obecného koeficientu podobnosti (Gower general similarity
coefficient; GOWER). Na z&kladé této matice byla provedena shlukova analyza
(UPGMA,; viz. Obrazek 9) a analyza PCO.

Obrazek 9: Dendrogram ziskany pomoci shlukové analy zy (
UPGMA)
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Gower General Similarity Coefficient

Legenda:

Vzorky 1 = NP0001, 12 = NP0002, 23 = NP0003, 40-46 = NP0100-NP0106 - puvodni kmeny odebrané pfi
monitoringu, 2-11 = monosporové izolaty z NP0OO1, 13-22 = monosporové izolaty z NP0002, 24-33 =
monosporové izolaty z NP0003, 47-49 = reizolované kmeny po aplikaci Bba 1101 NPA0O001-NPAO003, B05

— monitoring ptvodni kmen.

Jak je z dendrogramu patrné v daném souboru se vytvorili tfi clustery. Prvni
skupina zahrnuje vzorky 1-33 (kmeny NP0001-NP0003 a jejich monosporové
izolaty) a vzorky 40, 41, 42 a 45 (kmeny NP0100, NP0101, NP0102 a NP0105).
Od této skupiny se odliSila skupina vzorkd 46 — 49 (kmeny B05, NP0106,
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NP0107, NP0108 a NP0109). Tyto dvé skupiny se sobé podobaji ze 70 %. Treti
skupina se dvéma zbyvajicim podobé& asi z 0,5 — 1 %. Tato skupina obsahuje
vzorky 43 a 44 (kmeny NP0103 a NP0104). TotoZzné informace jsou patrné i

z dendrogramu ziskaného pomoci algoritmu PCO (viz. Obrazek 10).

Obrazek 10: Dendrogram ziskany pomoci PCO

FPCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Legenda:

Vzorky 1 = NP0001, 12 = NP0002, 23 = NP0003, 40-46 = NP0100-NP0106 - puvodni kmeny odebrané pfi
monitoringu, 2-11 = monosporové izolaty z NPOO1, 13-22 = monosporové izolaty z NP0O002, 24-33 =
monosporoveé izolaty z NP0003, 47-49 = reizolované kmeny po aplikaci Bba 1101 NPAO0OO1-NPAOOO03, B05
— monitoring ptvodni kmen.
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5 Diskuze

K dispozici jsem mél celkem 44 vzork(. 10 vzorkd byly kmeny vyizolované pfi
monitoringu, 30 vzork(d byly monosporové izolaty z kmen NP0O001, NP0O002 a
NP0003, kmen BO5 a tfi kmeny reizolované z postfedi po aplikaci B. bassiana.
U téchto kmenu jsem provedl analyzu mikrosatelitd abych mohl zhodnotit
geneticky polymorfismus vramci této sady. Ktémto uCelm byla analyza
mikrosatelitd pouzita jiz mnohokrat (viz. 2.7). a vhodnost této analyzy
k identifikaci kmenu v mykologii potvrzuji ve svych studiich napfiklad Wang et
al. (2003; 2004) nebo Castrillo et al. (2008).

Vysledky analyzy ukazuji na to, Zze ve studované skupiné monosporovych
izoldtd je téméf nulovd hladina genetického polymorfismu. Jiz na
zakladé morfologickych charakteristik se dalo predpokladat, Ze monosporové
izolaty se nebudou liSit od kmenl z kterych byly odvozeny. Mikrosatelitova
analyza tento predpoklad potvrdila, jak je patrné z vysledného dendrogramu
(viz. Obrazek 9). Genetickd podobnost mezi kmeny, které byly ziskany pfi
monitoringu oblasti je rovnéz velmi vysokd. Pouze dva vzorky (43 a 44)
vykazaly odliSnost od ostatnich vzorkd. Toto si Ize vysvétlit tim, Ze vzorky které
jsem analyzoval byly odebrany na malé lokalité a vzorky, které jsem analyzoval

byly odebrany pouze z imaga.

K podobnym vysledkim dosli Wang et al. (2003), ktefi pomoci molekularnich
marker(, véetné mikrosatelitd, popisovali populaéni strukturu a genetickou
pfibuznost mezi kmeny Beauveria bassiana. Wang et al. (2003) porovnavali 56
kmena zruznych geografickych oblasti a zrdznych vyvojovych stadii a
hostitell. Vzorky byly odebrény v péti rozsahlych lesnich lokalitich v Ciné.
DalSich pét kmenu pochazelo z USA a tfi z Japonska. Zjisténi ukazala, Ze index
primérné genetické diverzity byl u geografickych populaci o poznani mensi,
nez u populaci odvozenych od hostitelského organismu, coZz poukazuje na to,
Ze geneticka pribuznost kmenl B. bassiana je vysoce zavisla na geografické
lokalité a naopak méné zavisi na hostitelském organismu. V ramci jednotlivych

odbérovych mist byla diverzita nizsi, nez v ramci celé zkoumané populace.
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Mikrosatelity byly pouzity i ve studii Enkerliho et al. (2001), ktefi se vénovali
hledani vhodnych mikrosatelitovych markerd pro hodnoceni vztahd mezi kmeny
entomopatogenni houby Beauveria brogniarthi. V této studii byly pouzity kmeny,
které byly odebrany po celém Svycarsku. Mezi t&émito kmeny se podafilo zjistit
vysokou variabilitu az na dva kmeny, které byly naprosto identické a pochazeli
z dvou poli, kter4d byla od sebe vzdalena cca. 500 m. V dané populaci se
vytvofilo nékolik clusterd. VSechny kmeny, pochazejici z larev Melolontha
melolontha, stejné jako ty z Melolontha hippocastani a Amphimallon solstitiale
utvofili jeden cluster. Tyto kmeny se oddélily od clusteru tvofeného dospélci
Melolontha melolontha. Pro dalSi praci by tedy mohlo byt zajimavé zkoumat
genetickou diverzitu mezi kmeny izolovanymi zrGznych vyvojovych stadii

hostitelskych organisma.

Ke stejnym z&vérum dospéli i Castrillo et al. (2008), ktefi se pomoci
molekularnich markerd snazili charakterizovat izolaty B. bassiana izolované
z riznych instard Scatella tenuicosta. Pomoci osmi mikrosatelitovych markerta
nasSli mezi 41 kmeny 14 haplotypu. Clustery se vytvarely pfedevSim podle toho
z jakého vyvojového stadia hostitelského organismu byl dany kmen izolovan.

Wang et al. (2004) a Nicolai et al. (2007) se vénovali vyuziti molekularnich
marker( v ekologii B. bassiana. Wang et al. (2004) navazali na pfedchozi studii
a sledovali genetickou strukturu kmen( pfed a po aplikaci pfipravku na bazi B.
bassiana. Ve své studii uvadi, Ze struktura genetické populace se nijak vyrazné
nezménila a domniva se Ze polni aplikace pfipravki na bazi B. bassiana
nepfinaseji zadna vétsi rizika pro zivotni prostfedi. Nicolai et al. (2007) uvadi,
Ze nebyl nalezen zadny dikaz toho, Ze aplikace neplvodnich kmenu B.

bassiana zplsobi snizeni diverzity pavodnich kmenu.

Carvanzola et al. (1997) naopak uvadi, Ze na zakladé mikrosatelitové analyzy
bylo prokazano ze aplikace pfipravki genetickou strukturu populace méni.
Analyzoval strukturu populace v letech 2003 pred aplikaci a vroce 2004 po
aplikaci. Celkem bylo odebrano 73 kmenl v kazdém roce a byla provedena

analyza mikrosatelitt a RAPD analyza. Pomoci statistické analyzy bylo
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prokdzano, Ze se populace vyznamné zménila. Pavodni kmeny byly pfiblizné

z 54% nahrazeny kmenem ktery byl do prostfedi aplikovan.
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6 Zaver

Cilem diplomové prace bylo zhodnoceni genetického polymorfismu kmenu
Beauveria bassiana na zakladé analyzy mikrosatelittd. Byla provedena analyza
44 kmend B. bassiana, které byly odebrany pfi monitoringu v oblasti Cerna
Hora na Sumavé. B&hem fedeni diplomové prace byla optimalizovana metoda
izolace DNA z entomopatogennich hub a metoda analyzy mikrosatelitu.
Vysledky analyzy mikrosateliti byly pouZity pro ucely hodnoceni genetického
polymorfismu ve zkoumané populaci. Na zakladé provedenych analyz je patrné,
Ze geneticka diverzita hodnocenych kmenu je pomérné malad. Kromé dvou
kmend NP0103 a NP0104 vykazovaly analyzované kmeny stejné spektrum
mikrosatelitovych markerut, odliSné ale od kontrolnich kmenu z Jizni Moravy.
Jednou z pficin takto malého polymorfismu muze byt velikost lokality, ze které
vzorky pochazely. Pro podobné studie, by pravdépodobné bylo lepSi vybrat
rozsahlejsi lokalitu, kde je predpoklad vétsi variability. Tato studie vSak maze
bez problému slouZzit jako model pro dalSi praci a obdobné studie. Pozitivnim
vysledkem a zjisténim diplomové prace je, Zze skupina monosporovych izolatd
vykazuje nulovy polymorfismus, a Ze monosporoveé izolaty jsou totozné
s puvodnim kmenem, ze kterého byly odvozeny, coZz demonstruje stabilitu
odebraného kmene. Celkoveé lze fici, Ze vysledky, které jsem ziskal pfi FeSeni
diplomové prace ukazuji na vysokou podobnost hodnocenych kmenl a tedy
nizkou hladinu polymorfismu. Pro dalSi praci by bylo vhodné zvétsit lokalitu, ze
které budou vzorky odebirdny a zaradit do analyzované sady kmeny, které byly
ziskany z rdznych vyvojovych stadii hostitele, stejné tak jako dalsi referenéni
kmeny entomopatogennich hub ziskané zjinych lokalit s podobnymi
podminkami. Pro detailnéjSi vnitropopulacni studii by bylo vhodné vyuzit
analyzu ribosomalni DNA. Takto vybrana a hodnocena populace

pravdépodobné poskytne vérnéjSi obraz kmenové diverzity na daném Gzemi.
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Prilohy
Obrazek 11: Elektroforeogram monosporovych izolat @ (Primer 01)

Legenda:

Vzorky 1 = NP0001, 12 = NP0002, 23 = NP0003 - pGvodni kmeny odebrané pfi monitoringu, 2-11 =
monosporove izolaty z NP001, 13-22 = monosporové izolaty z NP0002, 24-33 = monosporové izolaty
z NP0003.
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Obrazek 12: Elektroforeogram monosporovych izolat  a (Primer 1F4)

Legenda:

Vzorky 1 = NP0001, 12 = NP0002, 23 = NP0003 - pGvodni kmeny odebrané pfi monitoringu, 2-11 =
monosporove izolaty z NP001, 13-22 = monosporové izolaty z NP0002, 24-33 = monosporové izolaty
z NP0003.
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Obrazek 13: Elektroforeogram monosporovych izoldt  a (Primer 8D6)

Legenda:

Vzorky 1 = NP0001, 12 = NP0002, 23 = NP0003 - pGvodni kmeny odebrané pfi monitoringu, 2-11 =
monosporove izolaty z NP001, 13-22 = monosporové izolaty z NP0002, 24-33 = monosporové izolaty
z NP0003.




Obrazek 14: Elektroforeogram monosporovych izolat G (Primer 13)

Legenda:

Vzorky 1 = NP0001, 12 = NP0002, 23 = NP0003 - plGvodni kmeny odebrané pfi monitoringu, 2-11 =
monosporove izolaty z NP001, 13-22 = monosporové izolaty z NP0002, 24-33 = monosporové izolaty
z NP0003.




