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Abstrakt

Beauveria bassiana je hojreé vyuzivana v biologické kontrole proti hospsky
vyznamnym Skdcim. Detekce jak morfologického, tak genetického payfismu mezi
jednotlivymi izolovanymi druhy a kmeny Wipozeném prosedi je dilezitd ke studiu
jejich Skeni a fisobeni v ekosystému. Cilem této studie bylo zjistjpkém vztahu jsou
.lo0kalni kmeny*“ s ekologickymi aspekty biologick@htroly v chragné zég a zhodnotit
polymorfismus u populace sebrané v NP Sumava aickyoh kmerii pomoci metod
molekularnich markér

Bylo analyzovano 39 kménodebranych v Sumavském a Krkono$ském Narodnim
parku vCeské republice a 11 kmiez miznych zemi séta. Polymorfismuséchto kmeri
byl zjisStovan pomociiznych metod aistupi molekularnich markérna zaklad DNA.

V této studii je geneticka variabilita hodnocenanpai AFLP markaet.

Z vysledk: bylo zji&no, Ze populace pochéazejici z NP Sumava je velmirena a
Jokalni kmeny“ Ize diky ¢mto metodam velmi ddb charakterizovat i ve srovnani
sjingmi kmeny z odlidnychéasti Ceské republiky i zjinych zemi. Dikyémto
screeningovym analyzam byl ujednocen vzorek Bbd.l10a jehoz zakladbyl pouzit
preparét proti lykoZroutu smrkovémipg typographus), ktery se vyskytuje se v Narodnim
parku Sumava Ceské republice.

Tato studie byla podporovana granty GR 521/08/H042, MSM 60076658-06,
MZP SP/2d1/41/08.

Kli ¢éova slova entomopatogenni houbBeauveria bassiana, molekularni markery, AFLP,
biologicka ochrana.



Abstract

Beauveria bassiana is widely used in biological control against theeomically
significant pests. Detection of morphological arehetic polymorphism among single
species and strains in natural environment is inaobrto study of the distribution and the
effects in the ecosystem. The aim of this study wwagetermine the links of "local strains”
with ecological aspects of biological control irofacted zone of National park and assess
the polymorphism of the population monitored in BBmava and exotic strains using
molecular markers.

There were analyzed 39 strains collected in the Suiava and the Krkono3e
National Park in the Czech Republic and 11 straims different countries and areas. The
polymorphism of these strains was evaluated byifit methods based on DNA analysis.
In this study, the genetic variability is evaluatgdAFLP markers.

The results reveal that population from NP Sumiaveery closed and the "local
strains" can be very well characterized thanksehmgthods and compared with other
strains from different parts of the Czech Republnd other countries. Thanks to these
screening analyses, the strain Bba 1101was detethfor the preparation which will be
used for bark beetldfs typographus) control in the National Park Sumava in the Czech
Republic.

This study was supported by grants GACR 521/08HMSM 60076658-06,
MZP SP/2d1/41/08.

Key words: entomopathogenic fungBeauveria bassiana, molecular markers, AFLP,
biological control.



1. Uvod

Tato prace se zabyva studiem genetické struktupulpoeBeauveria bassiana a
vyhodnocenim ziskaného polymorfismu DNBeauveria bassiana je entomopatogenni
houba, kterd nabyva na vyznamu v oblasti biologiddhrany rostlin v boji proti
ekonomicky vyznamnym hmyzim &#cim. V posledni dob se vyzkum za®tuje na
moznosti regulace populace lykoZrouta smrkovdips tfypographus) v Narodnim parku
Sumava, ktery ma na &lomi kalamitni Skody ve siinach. V ramci projektu MZP
SP/2d1/41/08 se zatiuji na identifikaci a charakterizaci jednotlivyckolati hub pomoci
DNA fingerprintingu.

K analyze genetické struktury popula@ebassiana byly ziskany vzorky odebrané
z raiznych mist NP Sumava a jako refetenvzorky z jinych zemi (Francie, Svédsko,
Slovensko, Polsko, Rumunsko, Rusko, Indie, Kolumbi@gA).

Obecr nejpouzivanjsi metodou pro identifikaci houbovych izalge hodnoceni
morfologickych znak (tzv. morfologickych marke). Vzhledem k vysoké variabibt
téchto znak a jejich snadné ovlivnitelnosti nagouhou zrdnou kultivainich podminek,
piinesly teprve molekulagbiologické metody jako detekce DNA polymorfismiedy se
stal zdrojem genetickych DNA marke(tzv. molekularnich marké), nové moznosti i
identifikaci jednotlivych kmet hub.

Molekularrg biologické identifik&ni metody pedstavuji idealni nastroj ke studiu
popul&ni genetiky. Jako metoda vhodna pro analyzu gekéetitruktury pro tuto studii
byla zvolena metoda AFLFA(Mplified Fragment Length Polymorphism = polymorfismus
déelky amplifikovanych fragmefj. AFLP je velice vSestrannd metoda, pomoci nizke
velmi kratkycas zmapovat velké mnoZzstvi novych molekularnichkeréy které je mozné
vyuzit @i identifikaci a hodnoceni genetickych charaktéi€riginélni protokol Ize
snadno modifikovat a optimalizovat ¥kolika malo bodech vzhledem k z&fani
vyzkumu a povaze zkoumaného organizmu. AFLEerbyt @¢innym nastrojem ve studiu
molekularni ekologie a evoluce populaci.

Cilem mé prace bylo posouzeni vhodnosti technikyLRAFpodle fi riznych
protokoli (Vos et al., 1995; Suazo et al.,, 2000; de Muralet 2003) pro pouZziti ip

vyhodnoceni genetického polymorfismu u entomopatogdn hub. Dale optimalizace a



zavedeni techniky AFLP podle Suazo et al., (2000) qelkové vyhodnoceni ziskaného
polymorfismu u vybranych izolatBeauveria bassiana.



2. Literarni piehled

2.1. Oddleni Houby Fungi)

Houby pedstavuji poetné oddleni rostlinnéiise, které zahrnujei@s 100 000
druhi. Jsou to nizsi eukaryotni organismy jak jedn@®og, tak i mnohobuftné, spojujici
znaky rostlin (nepohyblivost, syntéza vitaiininvakuoly, bugcna stna) a Ziva@icha
(heterotrofni zpsob vyzivy, gitomnost chitinu a glykogenu). NejstarSi dokladyoubach
pochazeji z prvohor cioli vyvojové zaatky tétoriSe sahaji je8tdale do minulosti. Jejich
studiem se zabyudykologie (Carlile a Watkinson, 1994).

2.1.1.Vyznam hub

Mimotadny vyznam maji houbyi@devsSim pro svou schopnost rozkladat zbytky
organické hmoty. Spolu s bakteriemi rozkladaji orgieé latky na jednodussi, které se
opét mohou zapojit do irodniho kolokhu. Této schopnosti hub je vyuzivano hap
v zentdélstvi a lesnictvi.

Dulezitou ulohu hraji houby také v potravistvi. Na jejichc¢innosti je zaloZzen
kvasny ptimysl, mikroskopické kvasinky se podili na vy&gtiva, vina, joguit ¢i chleba.
Kromé toho ¢lovék vyuziva gimo plodnice tkterych hub jako potravu. Jejich vyzivna
hodnota se rovna vyzivové hodaateleniny, obsahuji nerostné soli, vitaminy A, B,0C
PP a mnohé aromatické latky, ktei&zpivé pisobi na traveni.

V oblasti biotechnologii maji gkteré houby vyznam diky produkci Siroké Skaly
sekundarnich metabalit(antibiotika, vitaminy, toxiny atd.), coZz zasadwliviiuje rozvoj
chemického i farmaceutickéhogpnyslu. Nekteré choroSovité houby obsahuiji cytostatické
latky brzdici chorobné bgtné dleni tkani, cehoz se |éka snazi vyuzit fi lécbé
rakoviny. Vyzkum antibiotickych latek v plodnicichub pedstavuje dalSi perspektivy
nejen pro Iékestvi, ale i pro ochranu rostliti, konzervaci potravin.

Pro vyrobu potravin, v, praimyslovych produkt aj. jsou vyuzivany nejen
konkrétni druhy, ale také specialni kmeny — uplpt se uchovavani vysoce vykonnych
kmeni v ¢isté kultde a "Slechini” za &elem jest vySSi produkce nebo produkce dalSich

latek:
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- mutageneze a nasledna selekce zmutovanychtikmen
- hybridizace (genetick& rekombinace)
- genetické modifikace
Mezi negativni vlivy hub pét skut&nost, Ze skteré z nich jsou jvodci chorob
kulturnich rostlin, zvat i ¢lovéka (mohou byt dokonce smrtéljedovaté). Tyto vesis
cizopasné houby #Agobuji rozsahlé Skody v zeédglstvi a uclovéka vyvolavaji kozni

onemockni a fizné alergie (Arora, 2004).

2.2. Pomocné odteni Deuteromycetes- houby nedokonalé

Houby nedokonalé je oz#éeni pro stopkovytrusé areckovytrusné houby, u
kterych nebylo pozorovano pohlavni rozmnozovani.t&to kategorie p#t druhy, které
ztratily schopnost produkovat sexualni spory neb@iodukuji jen vyjimené. Byvaji
ozna&ovany také jako anamorfni, konidial&i mitosporické houby. V dnesni dblse jiz
v systematice hub téH nepouzZivaji, protoZze mykologickd taxonomie se &kl
piedevsim na pohlavnich znacich (morfologie fruk#fikiho aparatu), a ty u skupiny
Deuteromycetes chybi. Spory (vytrusy) vznikaji g¢hto hub pouze nepohlavni cestou.

Stélka Deuteromycetz je sloZzena zighradkovanych a roztwenych hyf
s mnohojadernymi bikami. K rozmnozZovani jim slouzi konidie, vznikajisa volnych
hyfach, na povrchu a nebo uuniodnicek, tzv. konidiofod.

Pro fylogenetickou klasifikaci nepohlayvrse rozmnozujicich hub se nyndzie
pouziva metod molekularni biologie. K odvozeni tatanezi jednotlivymi druhy jsou na
z&kladt sekvenci DNA sestavovany pomoci klastrové anafytogenetické stromy.

Protoze pro provedeni molekulésbiologické analyzy je zapimbi dostaténé
mnozZstvi ¢istého biologického materialu (spory, mycelium),sdd se mnoho drih
mitospporickych hub nepotie fylogeneticky zéadit (Ambrozova, 2008).

Do této skupiny séadi @iblizné 25 000 drubh hub. Mezi nejznag)Si zastupce
pati zndmé kulturni plish které jsou vyuzivany v syistvi jako nap. rod Penicillium a
vyznamné entomopatogenni houby trodBeauveria, Hirsutella, Lecanicilium,

Metar hizium, Nomurea, Paecilomyces a Tolipocladium (Kubicek a Druzhinina, 2007).
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2.3. Entomopatogenni houby

Houby pati mezi nejdéle znamé a fagtji determinované mikroorganismy
asociované s hmyzem. Zvlastni skupinu hibdptavuji druhy, které mohou vyvolavat
primarni onemoami raznych vyvojovych stadii hmyzu, tzv. houby entomogeanni.
V sowasné dob je znamo vice nez 750 diumizSich hub, které mohouigobit jako
obligatni nebo fakultativnigwodci onemocéni mnoha druth hmyzu.

Entomopatogenni houby parazituji na zéstupcich hv&ci hmyzu, mohou
napadat vSechna vyvojova stddia hmyzu.chlsji se vyskytuji na larvach a kuklach,
meére casto jsou houbami infikovani dadpi a vajicka hmyzu. Nkteré druhy
entomopatogennich hub mohou parazitovat na Sirok@mimentu hostitél paticich do
zcela odlisSnychfddi hmyzu a mohou infikovat itzna vyvojova stadia téhoz hostitele
(nag. Isaria fumorosea). Jiné druhy entomopatogennich hub naopak vykamgistate
uzsi patogenitu s¢innosti omezenou na uravédhmyzichiadi (nag. houbaNomuraea
rileyi parazitujici vyhrad&na larvach motyi).

Z hlediska praktické biologické ochrany megstavuje takto rozmanity potencial

Zadna jind skupina entomopatogennich mikroorgahnisnV systému hub jsou
entomopatogenni druhy zastoupeny v mnéfdech dznych oddleni. Nejvyznamgsi
zastoupeni maji entomopatogenni houby wtad Chytridiomycota (Blastocladiales),
Zygomycota (Zygomycetes: Entomophtorales, Mucorales), Ascomycota
(Laboulbeniomycetes, Sordariomycetes) a Deuteromycota (Hyphomycetes, Moniliales).
Z hlediska praktické biologické ochrany maji gy vyznam vlaknitéDeuteromycety
(Deuteromycota, Hyphomycetes, Moniliales). K nejvyznamgijSim pati houby rod
Beauveria, Hirsutella, Metrarhizum, Nomuraea, Paecilomyces, Tolypocladium a
Verticilium.

Entomopatogenni houby byly zkoumany diky sé@éiosti v boji proti Sirokému
spektru hmyzich Sldci (Butt et al.,, 2001). Mnoho entomopatogennich haly frirodé
relativre béznych.Casto vyvolavaji firozené epizoocie v populacich hmy#imz seradi
mezi vyznamé mikroorganismy regulujici hmyzi popala(Butt a Goettel 2000).

Entomopatogenni houby jsou moznou alternativowwprani pesticiil. Nabizi
fadu vyhod jako je schopnosistu na tiznych substratech, vysoka virulence, Siroky okruh

hostitefli, bezpé&énost proclovéka, zviata a Zivotni progedi (Kamp a Bidochka, 2002).
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2.3.1. RodBeauveria

Rod Beauveria reprezentuji fevazri Siroce polyfagni houby, které sezb¢
vyskytuji v pidé a parazituji na jdnim hmyzu, resp. na stadiich hmyzu, ktera jsou na
padu vazana (ndp pii prezimovani). Mezi nejvyznandj$i zastupce pét druhy B.
bassiana, B. brongniartii, B. tenella. V sortimentu hostitél jsou zastoupeni zastupctadi
rovnokidli (nag. krtonozky), brouci (nap larva a kukly chrouét a chroustk,
mandelinky bramborové, lalokonds@ mnoho dalSich drdly larvy a kukly motyl a
dvoulkiidiého hmyzu (de Muro et al., 2003).

V posledni dob byly izolovany i kmenyB. bassiana, které vykazuji vysokou
virulenci na fiznych druzich stejndgkdlého hmyzu (nap na molicich a mSicich) (Landa,
1998).

Druhy roduBeauveria jsou klasifikovany podle morfologie konidii, komgenniho
aparatu a umisténi spor (de Muro et al., 2003). Nedavné studie gdynoozliSit podle
morfologickych a fyziologickych test nejmérk Sest drubh rodu Beauveria: B.
bronghiartii, B. tenella, B. amorpha, B. vermiconia, B. velata a B.caledonica (Driver a
Miller 1998).

2.3.1.1.Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. 1912

Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. je kosmopolitd rozSfteny druh
entomopatogenni houby s velmi pestrym a Sirokymiitetskym spektrem. Byla objevena
v roce 1835 jako ii¥ina houbového onemoéni housenky bource morusového, italskym
entomologem Agostinem Bassi. Je typickyiedstavitelem saprofytni mykofloryag.

V Ceské republice p#itmezi nefastji se vyskytujici druh mitosporickych hubgBx je
zaznamenavana jakouyodce chorob na mnoha druzich hmyzu, znamé jaké bil
muskardiny. Nejvice potom na druzich herbivorniphgtoZze jsou alesmocasti svého

vyvoje zavisli na pdé (Landa, 1998).
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Taxonomické z&zeni
Taxonomickeé ziazeniB. bassiana znazotiuje Tab.¢. 1

Tab.¢. 1: Taxonomické Zazeni

RiSe Fungi
Odctleni Eumycota
Pomocné odfleni Deuteromycota
Pomocnarida Hyphomycetes
Rad Moniliales
Rod Beauveria

2.3.1.2. Biologicka charakteristika

Druh Beauveria bassiana predstavuje nejasny komplex vice morfologicky
homogennich kmen zahrnujici genetickyaznorodé linie, které se vyznantisi svou
virulenci, patogenitou a i$i hostitelského spektra (Uma Devi et al., 2002%0Ja
entomopatogenni houba ma jedineu schopnost proniknoutgs vi€jSi ochranné bariéry
hostitelského organismu a produkci spor a sekuid@mmetabolit jej usmrtit (Landa,
1998).

Rod Beauveria zahrnuje dva hlavni entomopatogenni druBsauveria bassiana a
Beauveria brongniartii. Jejich hostitelsky okruh zaujiméilgizn¢ 750 druli hmyzu (de
Muro et al., 2003), ifevazrt hmyz ziadi Lepidoptera a Coleoptera. Beauveria bassiana je
anamorfnim stadiem (nepohlavni formou) dr@uandiceps bassiana. Vzhledem k tomu, Ze
je predominant& asexudlni, nemohou byt testy pohlavniho rozmnaZiogglikovany pro
vymezeni jednotlivych genotyp Genotypizaci jednotlivych drdhumoZiuji genetické
testy, zaloZené néilad na AFLP DNA markerech (Uma Devi et al., 2006)

2.3.1.3. Morfologie mycelia

Télo houby tvdi hyfa, nebo-li houbové vldkno. Z hyfy se vyviji teaka
konidiogenni biika, ktera zajifuje produkci nepohlavnich spor—konidii. Na hroziyuoh
konidioforech se v hustych svazcichigglenech nebo samostgtnformuji dlouhé,

bezbarvé konidiogenni Bky s kulovitou nebo h#ovitou bazi a vroubkovitym
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(zubovitym) apikalnim prodlouzenim, na kterych serit jednotlivé konidie. Kazda
jednobur¢na kulovitd nefehradkovana konidie se tifona samostatném zubu (Obr.1)
(Humber, 1997), konidie jsou malé, dosahuji velikqsouze rkolika mikrometi.
Mycelium je zdrojem miliod prasivych spor, které se velmi snadno roznasiaraopi
vzduchu a vzduSnych proiud

Konidie se vyviji sympodial tzn. nejmladSi hika je na vrcholu (Obr¢. 2).
Primarni spora je produkovana na vrcholu rsk@ (konidiogenni) hiky. Sekundarni
spora je produkovana na vysSim stupni. Pokazdédyované spe je iniciovana tvorba
nového tistového vrcholu. Timto Zigobem #@stu spor, vznika tzv. cik-cak usigmlani.
(Zimmermann a Gisbert, 2007).

Obr. ¢. 1 ac¢. 2: Beauveria bassiana- schéma usgédani konidiofoi, konidiogennich
burgk a konidii
(www.uoguelph.ca/~gbarron/MISCELLANEOUS/nov01.h2010)

vejéité konidie kenidiogenni buiika

\ (fialida)
F p \ %- —stapecka
g (sterigma)
\%1)) %/ “~zoubkovane g b/%o [5].]

vieténko

\ 10
\mg;celio*.-'é vlakno (hyfa) %\ H

hroznovité
kanidiofory
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Obr.¢. 3: Snimek myceliBeauveria bassiana z elektronového mikroskopu.
(http://bioprotection.org.nz/287/scanning-electroitrograph-beauveria-bassiana-conidia-
and-phialides, 2010)
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2.3.1.4. Produkce sekundarnich metabolit

Mikroorganismy a zvlast pak houby produkuji Siroké spektrum slenin
a metabolit, nejvice pi jejich sekundarnim metabolismu, ktery ma obvykignou
aktivitu a funkce. Proto neniigkvapujici, Ze entomopatogenni houby jsou takémsuoho
produkovat #izné metabolity.

Druhy roduBeauveria. produkujiin vitro ain vivo nékolik toxickych latek. \&tSina
z nich jsou sekundarni metabolity o nizké molekéldvmotnosti, fevazre cyklické
peptidy, jako beauvericin a bassianolid a jejicgnpénty bassianin a tennelin. Hlavni
sekundarni metabolity drihB. bassiana a B. brongniartii jsou uvedeny v Tab¢. 2.

(Zimmermann a Gisbert, 2007).

Tab.¢. 2: Hlavni metabolity produkovarBeauveria spp.

Druh houby Metabolit

B. bassiana beauvericin, bassianin, bassianolid,
beauverolides, beauveriolides, tenellin,
oosporein
kyselina $avelova

bassiacridin

B. brongniartii oosporein

kys. £avelova
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2.3.1.5. Vyvojovy cyklus

B.bassiana ma oportunisticky vyvojovy cyklus (Oht. 4), ktery zahrnuje patogenni
i saprofytickou fazi. Tato plasgtiost je ¥ejm¢ zpisobenaiznou genovou expresi, jako
nasledek reakce na okolni piesti (Akbar et al., 2007).

Hlavni faze vyvojového cyklu lze definovat naslédim zpisobem:
- prichyceni a kiéeni konidii na povrchu kutikuly hostitele
- pronikani patogena deélni dutiny, interni proliferace a vyt¥@ni povrchové mycelialni
sit (parazitcka faze vyvojového cyklu)
- externi sporulace a tvorba konidii nové genefaaprofyticka faze vyvojoveho cyklu)

Béhem patogenni faze se sporiichyti na povrch da hostitele.B. bassiana
produkuje suché, sitn hydrofobni konidie s rozmasit strukturovanym povrchem.
Primérni adheze je zaj#ta pomoci interakci mezi povrchem kutikuly a kohidiebo
prostednictvim elektrostatickych sil. Nasledujecklni konidii a penetrace kutikulou do
télni dutiny za pomoci degradujicich enayn{lipdzy, chitindzy, proteazy), nebo
prostednictvim girozenych otvoit (dychaci, Ustnititni otvor). Po proniknuti patogena do
téla dutiny, dojde k rychlé kolonizaci. Mycelium houb napadeném organismu produkuje
toxiny- u B. bassiana beauvericin, (B. brongniartii toxin beauvelide. Typicky jeipchod
vlaknité formy houby na rychle se mnozici blastogddéleni pweenim). Ve velmi kratké
doke zcela vyphuji a mumifikuji hostitele. Mumifikaci kafi druha faze vyvojového cyklu
a nastupuje finalni faze- tvorba povrchového mycalisporulace (saprofyticka faze na
usmrceném hostiteli). Pro tuto fazi jsouébpypické vlaknité struktury, patogen vyiva
hustou si mycelia, ktera pdista cely povrché&a. Na vzdusném myceliu se postdpn
vytvari konidiofory, na kterych se v ko#ee fazi vyvojového cyklu formuji nové konidie.

Délka vyvojového cyklu probihd v uzké korelaci glédou prostedi. Ri
optimalnich podminkach e cely cyklus prothnout Ehem 3-5 di, v k&Znych
podminkach mirného vegeétdho pasma za 7-21 dni (Landa, 1998).
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Obr. ¢. 4: Vyvojovy cyklus B. bassiana (www.insectscience.org/5.37/ref/figurel.html,
2010)

inokulace

;.r doba od usmrceni
; do uvoln&ni spor

doba do usmrcenl

télo hmyzu pokryté
myceliemn

2.3.1.6. Vyuziti

Jednou z cest k omezeni negativnichivtimnostic¢lovéka na Zivotni prosédi a zabrami
nadneérné chemizaci zewsdélstvi, je zavedeni systému integrované ochranylimost
Podstatou tohoto systému je eliminace nebo ometmmické ochrany a zavedeni metod
biologické ochrany (Dirlbekova et al., 1991). Bigicka ochrana je systém, ktery vyuziva
piirozenych antagonist Skodlivych organisiin nebo produkt pripravenych za vyuziti
Zivych organism. Moderni prosedky biologické ochrany jsou vysoce a dlouhadob
acinné a zarovi jsou Setrné k lidskému zdravi a Zivotnimu piedt a maji nizkou nebo
Zadnou toxicitu k necilovym driim. Tim zvySuji bohatost, diverzifikaci a stabilitu
piirodnich systérin v zengdelské krajirt a umo#uji kvalitni produkci (Zimmermann
a Gisbert, 2007).

Efektivni a ekologicky Setrné metody biologické wmty, které vyuZivaji

bioprepardt na bazi entomopatogennich hub trodBeauveria, Metarhizium
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aPaecilomyces, jsou roz&eny zejména v Bmecku, Rakousku a Svycarsku. Na
experimentalni Grovni je tato houba zkousena (Gegké republice a dalSich zemich
(Polsko, USA) (Landa, 1998).

2.4. Biopreparaty

Uginnou slozkou ¥tsiny prepardt na bazi entomopatogennich hubifvkonidie
nebo blastospory. Konidie jsou produkovany formawrphovych kultivaci na tekutych
Zivnych pidach nebo na pevnycliipzenych substratech a biotechnologie jejich pkodu
imituje prirozeny cyklus, fi kterém je zprvu vytviena povrchova mycelialni biomasa a na
konci cyklu se na vzdusném myceliu itv&onidie. Blastospory entomopatogennich hub
jsou produkovany ve fermertt@ich biotechnologiich (submerzni kultivace v tekkiténé
pud¢) a vyuzivaji zminy morfologické formy patogen po proniknuti do serarobnich
podminek &ni dutiny.

Biopreparaty na bazi konidii nebo blastospor negble&né to, Ze obsahuji
konkrétni pdet vitalnich, virulentnich infelnich jednotek, schopnychiimo vyvolat
infekci, které jsou dopkny o inertni nebo nutritivni slozky (Landa, 1998).

V CR byly registrovany biopreparaty na bazi entomogetmich hulB. bassiana
Boverol a Boverosil, které jsou pouzivany zejménaswictvi a okrasném zahradnictvi
proti larvam broult nebo proti Sirokému sortimentut&lci rychlené zeleniny a okrasnych

kvétin.

2.5. Morfologické markery

Mezi nejpouziva&Si metody pro identifikaci izolat hub pati hodnoceni
morfologickych znak (tvar a charakter mycelia, velikost a tvar koniifruktifikacnich
orgari apod.), produénich (zejména u farmaceuticky vyuzivanych orgaidjsna
biologickych vlastnosti (kteni spor a jeho dynamika, testy biologickénaosti — FGDI
(Fungus Growth Development Index) apod.) (Osbout884). Variabilita&chto znak je
vSak filiS vysoka, tyto vlastnosti jsou inducibilni a g@uznéna kultiva&éniho média je

vzhledem k rychlému gener@mu cyklu mikroorganisiin miZze vyrazg pozmnenit. Ani
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dalSi fenotypové markery (jako rapdetekce enzymatické aktivity) napesly v celé
problematice vyrazjSi posun (Obornik, 1995).
Nedostatek morfologickych charakteristikinil molekularni markery neocenitelné

pro studium aspektekologie, biologie a genetiky hub (Arora, Khachaians, 2004).

2.6. Molekularni markery

Popul&ni genetika stale vice vyuZiv&i pstudiu variability DNA mezi a uvnit
populaci metod molekularni biologie (Hoezel, 1992).

Nové moznosti v identifikaci izolathub ginesly teprve molekulagbiologickée
metody, pedevsSim detekce DNA polymorfismu jako potenciorf@nidroje genetickych
DNA markefi. Metody molekularni biologie imaSeji novy pohled na taxonomii
nejnizSich jednotek (v ramci rodéi druhu), mohou nabidnout jediny moznyuspb
rozliSeni a klasifikace kmérhub (Bruns et al. 1991)

Pomoci DNA markear Ize detekovat rozdily v genetické informaci meazi
analyzovanymi druhy, populacemi, klony, jedinciunkami. DNA markery jsou zaloZeny
na polymorfismu sekvenci DNA. Jsou vyuZzivany fildpd pro DNA fingerprinting fi
zjiStovani genetick&istoty osiva, ale i pro testovani otcovstvi, sleduivugitych geni
béhem Slechtitelskych program(nag. SLG geny), genetické mapovani, poguia
genetiku a poputai genekologii a ) studiu evoluce na molekularni arovni (fylogenkéc
analyzy, feSeni taxonomickych otédzek) (Cano et al., 1993)leMdarni markery jsou
vyvinuty specificky pro kazdy druh hub. MeztZ¢ uzivané genetické markery hubipat
mikrosatelity, minisatelity a polymorfismus nukletit (SNP) (Arora, Khachatourians,
2004).

DNA markery jsou aplikovatelné u vSech organisnu kterych je zvladnuti
technika izolace DNA.

Princip molekularnich markéije zaloZeny na:

1. specifickém restrinim Stpeni analyzované DNA a néasledné hybridizaci se
znaenou sondou

2. amplifikaci specifickych fragmeintv in vitro podminkach

3. na fiznych kombinacich restitkiho St¢peni, hybridizace a amplifikace.
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Pro markerovani diverzity, pro detekci polymorfismukleovych kyselin (zejména
DNA) je mozné pouZzit celotadu fiznych molekularnich technik.&5&ina molekularnich
markefi spada do jedné z nasledujicitirkategorii:

1- techniky zaloZzené na hybridizaci bez PCR reakce

Tyto techniky pedstavuji historicky prvni skupinu molekularnich rkeai, ktera
byla pouzivana v g@tcich molekularni biologie od 70. let 20. stoketi sodasné dob je
nahrazovana technikami odvozenymi od PCR.

RFLP analyza Restriction Fragment Length Polymorphism = polymorfismus
délky restriknich fragment) je metoda zaloZzend na restrnikm Stpeni DNA,
elektroforetické separaci fragmérdNA a hybridizaci se specifickou sondou (Soutliern
pienos). Mutace v restrtkim mist zmeni velikost restriknich fragment a tedy i velikost

prouzki po hybridizaci (Grant a Shoemaker 1997).

2- techniky zaloZzené na PCR reakanu(ti-locus PCR, a dalSi techniky, zaloZzené na

vyuZzivani nahodnych primir

Do této kategorie amplifikmich metod mizeme z#adit vSechny PCR techniky,
které k amplifikaci DNA produkt pouZivaji ndhodné primery. U vSedgtito metod neni
nutné znat cilové sekvence DNA fragmen¥letody se navzajem liSi délkou a sekvenci
pouzitych primei, prisnosti PCR podminek a detekci fragnigiiarp a Edwards 1997).

Do této prvni podskupinyadime techniky, ip kterych jsou pouzivany nahodné
primery:

RAPD analyza Random Amplified Polymorphic DNA = polymorfismus nahodn
amplifikované DNA), pi které jsou jako primery pouzivany kratké nahoteg&amery az
dekamery a amplifikované produkty jsou separovamyagarézovém gelu zd&ifmmnosti
ethidium bromidu a vizualizovany pod UV &kem (Rafalski, 1997). Obdobou této
techniky jsou metody AP-PCRA(bitrarily Primed PCR) (Vogt et al., 1997). a DAFRDNA
Amplification Fingerprinting) (Caetano-Anollés, 1997), fip nichz jsou k separaci
amplifikovanych produkt pouzivany polyakrylamidové gely.

Do druhé podskupiny pattzv. semiarbitrary primery, které jsou komplendent
k sekvencim rozpozndvanym restrikmi enzymy. Primery vyuZivajici sekvence

rozpoznavaneé restikimi endonukleazami jsou zakladem technikizLP (Amplified
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Fragment Length Polymorphism = polymorfismus délky amplifikovanych fragméht
Podstatou metody je rozpeni studované DNA dwma restriknimi enzymy, naligovani
adaptoti k odpovidajicim koniom a provedeni PCR reakce s primery, které majiesatv

komplementarni k adaptoru a navic obsahuji selekbi@ze (Vos a Kuiper 1997).

3- Amplifikace cilovych sekvencgifngle-locus PCR)

Nevyhodu nahodh amplifikované DNA je nedostatek znalosti o chasakt
markefi ve smyslu dominance a ve smysikteyodu alel do lokusu. Tyto problémy jsou
piekondny pomoci PCR za&mené na specifické single-lokusy, pro které je naxby
znalost cilovych sekvenci nebo sekvenci oRtrgitich cilovou oblast. U rostlin
a Zivatichu existuji #i zdroje potencialnich sekvenci pro tento typ PCRoroplastové
(cpDNA), mitochondrialni (mtDNA) a jaderné (nDNAgkgomy. Nukleotidové sekvence
obsahuji fylogenetické a frekvam informace a jsou tedy nealgjne dalezitymi markery
pro ekologické a evotini studie (O"Malley, Whetten, 1997).

P¥i analyzePCR-RFLP jsou pomoci PCR amplifikované fragmenty DNAp&ny
restrikknimi enzymy k odhaleni polymorfismu restfiich mist (Karp a Edwards, 1997).

Jestlize jsou SSR lokusy klonovany a sekvenovd@m@k mohou byt navrzeny
primery pro amplifikaci mikrosatelitovych loktasSTMS (Sequence Tagged Microsatelite
Ste), které jsoucastji nazyvany SSR markery. SSR markery jsou velmi zajimave,
protoZze kazdy par priméndentifikuje single-lokus, ktery diky vysoké préniivosti SSR
lokusi miize mit mnoho alel. Pro detekci SSR a detekci @eéo mikrosatelitu fize byt

pouZzito rekolika riznych metod (Cregan a Quigley, 1997).

Vypovidaci schopnost marker

Techniky, které tvih multilokusové profily (nap AFLP, MAAP) poskytuji
informaci na poetnych lokusech, zatimco inforird obsah naigle-lokusu je nizky. Data
odvozena od nahodramplifikované DNA, AFLPmulti-lokus fingerprintingu jsou vhodna
pro rozliSeni jednotlivt. Hlavni aplikaci této metody jsou tedy Zpgani identity,
fingerprinting a rozliSovani genotifpna poddruhové urovni jako jsou é@dy a klony
(Karp a Edwards, 1997).
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2.7. MetodaAFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism = polymorfismus délky

amplifikovanych fragmeri

AFLP predstavuje fingerprintingovou techniku pro charaktemi celkovée
genomové DNA, ktera poskytuje velké rozliSeni aokgai reprodukovatelnost. Ozhge
se roviz jako amplifikace vzacnych restékich mist (IRS-PCR) nebo selektivni
amplifikace restriknich ragmerit DNA podmiréna primerem (SRFA) (Smarda et al.,
2005). Tuto techniku poprvé v roce 1995 popsal wée studii Pieter Vos et al. AFLP je
velice vykonnd metoda, pomoci niz Ize za velmikratas zmapovat velké mnoZzstvi
novych molekularnich markier

AFLP je kombinaci dvou metod- RFLP a RAPD. Stejmko u RFLP, je
genomickd DNA roz&pena bd jednim, nebo dsma restriknimi enzymy EcoRl
(Sestibazovy palindrom) Bisel (¢tytbazovy palindrom), z nichZz jeden ma myéailovych
mist (Avise, 2004)Castji Stépici restriktaza se pouziva pro ziskani kratkyeyritend,
které jsou snadno amplifikovany a jejich velikastoptimalni pro separaci pomoci gelove
elektroforézy. Méd casto Spici restrikthza se pak pouziva pro omezenétyo
amplifikovanych fragmeiit vysledny poet amplifikovanych fragmeftje tedy omezen
dvéma tiznymi konci fragmerit (Anollés a Gresshoff, 1997). We piipravené kratke
fragmenty DNA- adaptory (adaptor je kratky Uusek DN@A znamou sekvenci, ktery ma
komplementarni konec s koncem fragmentu pé&pesti), které maji lepivé konce
k restrikknim mistim, otewenymi enzymy, jsou ligovany na tisice neznamyclyrfranti
DNA. Adaptory pouzivané podle originalniho protakojsou sestaveny takovym
zpisobem, Ze jsou jednou ligovany na lepivé koncenfiatfi, sekvence je zéména
a restriknimi enzymy jiz znovu neni rozeznana. Proto motesirikce a ligace probihat
ve stejnou dobu. V reakci jsou jak adaptomdoRl|, tak kMsel (Smarda et al., 2005).
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Technika AFLP je zaloZzena na selektivni PCR ankaldi restriknich fragment
z celkového obsahu DNA. Technika zahrniijdkavni kroky (Obrg. 5):

1- Uplné roz&peni DNA se d¥ma restriknimi endonukledzami (n&gstji EcoRIl a Msel)

2- ligaci genomové DNA s oligonukleotidovymi adaptokteré jsou navrzeny tak, aby
nedochézelo k obnewestrikniho mista. Ligace probiha z#éitpmnosti restriktaz, takze
nedochazi ke spojovani restiiich fragment

3- selektivni amplifikace sady restikich fragment pomoci jednoho nebo dvou
selektivnich AFLP-primer

4- analyza amplifikovanych fragmengelovou elektroforézou
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Obr.¢. 5: Grafické znazokmi jednotlivych krok techniky AFLP
(http://www.msu.edu/course/mmg/835/DNAmarkers/glig. 2010)
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Nahodr vybrané primery (obdobné u RAPD), pouZivarié RCR reakci snizi
komplexitu ve dvou krocich.iPpreamplifikaci budou amplifikovany jenom fragmgnt
které uvnit obsahuji vybrané baze. V prvnim kroku maji primeiyak kompatibilni se
sekvenci adaptoru, navic jeden libovolny tzv. delek nukleotid na konci. Takto se &t
vhodnych fragmerit 16 krat zredukuje. V druhém kroku pouZzijeme stejriénery, pouze
piidame dalSi dva nukleotidy. Timto se¢pbproduki redukuje 256 krat. Celkemirbeme
v druhém kroku pouzit 64 kombinaci primagB pro jeden, 8 pro druhy primer).

Vysledkem byva obvykle ziskantiplizné sta fragmerit. Fragmenty jsou potom
roz&kleny podle velikosti a vizualizovany pomoci geloeéektroforézy na agaroze,
polyakrylamidu, nebo automaticky na sekvenétoru.

AFLP fingerprint jecasto vyuzivan jako zdroj DNA markerMolekularni zaklad
polymorfismu AFLP je dany rozdily v sekvencich neovini nukleotidi, které jsou
zpisobeny delecemi, inzerceni, adicemi nebdeskupenim nukleotid (Anollés
a Gresshoff, 1997). Stejjako RAPD markery, je ia&tSina AFLP markear dominantni, ale
na rozdil od RAPD jedina reakce AFLPuabe zmapovat 100-200 lokugMueller
a Wolfenbarger, 1999).

Technika AFLP ma&kolik specifickych vyhod:

* je zaloZzena na PCR

* |ze ji zautomatizovat

* je neradioaktivni

« dostupné jsou i komeni kity: AFLP™ Plant Mapping Kit a AFLP" Microbial
Fingerprinting Kit (Applied Biosystems, USA) (Bleaet al., 1998)

» Ize aplikovat na DNA jakéhokoligwodu bez prvotni znalosti o jeji sekvenci,
syntézy primei nebo konstrukce genové knihovny je mozné ziskikEvanozstvi
markefi v jedné reakci (obvykle 50-100)

 AFLP markery maji kodominantni charakter, vykaztyjpicky Mendelistickou
dédi¢cnost, umo#ujici jejich vyuziti pro typizaci, identifikaci a apovani
genetickych charakteristik

» restrikini fragmenty jako takové jsou unikatni, ¥nit sekvencetasto obsahuji
repetitivni elementy

» vysledky jsou dofe reprodukovatelné a spolehlivé
(Anollés a Gresshoff, 1997)
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Aplikace AFLP

AFLP markery mohou byt vyuzity v jakékoli studitera vyuziva DNA markér
(Anollés, Gresshoff, 1997). Nggstji pii studiu genetické variability populaci
eukaryotnich i prokaryotnich organi8m konstrukce genetickych map Z#ichu,
charakterizace genotypsavd, analyza genotyip bakterii, epidemiologickd identifikace
bakterii, klasifikace hub na zékkadnalyzy genotypu, RNA fingerprinting pomoci cDNA-
AFLP a charakterizace a klasifikace patogenniclamigg (Blears et al., 1998).

2.8. Separai techniky DNA
2.8.1. Elektroforéza nukleovych kyselin

Elektroforéza pdat v molekularni biologii k nejpouzivésim separénim
technikam pi izolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkovifrincipem elektroforetické
separace je pohyb nabitych molekul v elektrickénii. palavnim nositelem naboje
nukleovych kyselin jsou negati¥mabité fosfatové skupiny, a proto se nukleové kyge
v elektrickém poli pohybuji k oga¢ nabité elektroét piimocare od katody k anad
Rychlost pohybu je timna jejich velikosti (Smarda et al., 2005).

2.8.1.1. Gelova elektroforéza

Elektroforéza se z praktickychiebdi provadi ve vhodném ndsi kterym byva
obvykle gel. Elektroforetické gely pouzivané propamaci nukleovych kyselin jsou
neiastji tvoreny polyakrylamidem nebo agarézou, které vkgjidslozitou siovou
strukturu polymernich molekul s poéry, jejichz veldt Ize ovlivnit sloZzenim roztoku
a koncentraci polymeru. Agar6zové gely jsou vhopr@ separaci molekul nukleovych
kyselin o velikosti od 100 bp aZ po zhruba 50 bgyakrylamidové gely se pouzivaji pro
separaci menSich molekul (10 aZz 1000 bp). Sepdegoedmirna rychlejSim prchodem
mensich molekul porovitou strukturou gelu.

Velikost molekuly DNA nebo jejiho fragmentu o némmé velikosti |1ze stanovit
srovnanim jejich elektroforetické pohyblivosti eldroforetickou pohyblivosti molekul

nebo fragmerit DNA o znamé velikosti, které se ozn@ jako standardy velikosti nebo
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hmotnostni standardy.¢mi byvaji WtSinou restrikni fragmenty plazmidovych molekul
nebo genomu bakteriofagjejichz gresna velikost byla stanovena sekvenovanim DNA.

Identifikace velikosti fragmenftpo prokkhlé elektroforéze je mozna obarvenim,
protoZze pouhym okem nejsou viditelné. Molekuly DN2e zviditelnit obarvenim
vhodnym barvivem. Népstji se pouziva ethidium bromid, ktery se vmiege mezi
sousedni pary bazi v DNA a vytv&omplex, ktery po osdtleni ultrafialovym sétlem
cervert fluoreskuje. Molekuly DNA o stejné velikosti jsgoak na gelu patrné jako
prouzky, jejichz intenzita je iéma koncentraci DNA.

Namisto ethidium bromidu e byt pro barveni nukleovych kyselin pouzita také
skupina fluorescamich kyaninovych barviv s kom#@rim ozn&enim SYBR. K detekci

poloh fragment Ize pouZit roviz hybridizaci se zri@nou sondou (Smarda et al., 2005).

2.8.1.2. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza sesbn¢ oznauje jako CE (Capillary Electrophoresis) nebo
HPCE (High Performance Capillary Electrophoresis).

Tato separni metoda vyuziva pohyb nabityalastic, & uz malych ioni ¢i
makromolekul (proteif, fragmentt DNA) v elektrickém poli, a to kdl pfimo ve volném
roztoku elektrolytu, nebo v &tém nosném médiu, napgelu. Celkovy objem elektrolytu
v kapil&e je proto minimalni (jednotky pl) a objem riéiat je viadu desitek nl.

D¢leni latek probiha v kapité, ktera je ¥tSinou ze syntetickéhor&mene (vnitni
pramér 25 — 75 um) o délceckolika desitek centimair(az 1 m). Je-li elektrolytem nebo
médiem napléna kapilarajikd se meto#l kapilarni elektroforéza. Podle igobu separace
se &li na kapilarni zonovou elektroforézu, kapilarrotechoforézu a dalsi.

Transport analyzovanych idgnt(analyti) a jejich separace probiha v kapda
Kapilara naplina elektrolytem je porfena kazdym koncem do roztoku zéakladniho
elektrolytu v oddlenych nadobkéach s elektrodami. Zakladni elektreg/plni do kapilary
pietlakem nad hladinou kapaliny v jedné nadob¢edfm, nez bude na elektrody vloZeno
napsti je nutné do kapilary nadavkovat vzorek, tedgsmatek, které je nutnogtit. To se
provadi tzv. nagikem tak, Ze se jeden konec kapilary porndo roztoku vzorku a il

tlakem nebo elektrickym n&pm se vpravicast analyzované sisi do kapilary. Po
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nastiku se zase oba konce kapilary ptindo nadobek s elektrolytem. Po vloZeni
vysokého nafti na elektrody (dosahujici hodnot jednotek aZtdkdisic volfi) se nabité
castice v kapilee zanou pohybovat vlivem protékajiciho elektrického umo.

V elektrickém poli se &které analyzované latky podle velikosti jejich é¢tadkého naboje
pohybuji rychleji, jiné pomaleji, coz apobuje jejich separaci dodittych z6n. Jednotlivé
zoény putuji k detektoru, ktery je umdstna druhém konci kapilary, kde je jejichiphod
indikovan a zaznamenavan. Signal z detektoru v didoh phichodu analyzovanych
iontd zméni svou hodnotu a nsasovém zaznamu se ukaze pik - neboli zéma fe vyssi

a uzsi, tim ¥Si je &innost separace). Vysledkem analyzy je elektrofpram (Gas,
2001).

Jako deteéni metodu Ize wvyuzit ndp absorpci tenkého svazku
monochromatického stia, ktery prochazi n&f kapilarou. Nejastji se indikace provadi
fotometricky v oblasti UV spektra (Gas, 2001).

Tato metoda nachazi uplam pi separaci organickych kyselin, aminokyseli,
proteini, peptidi, cukr, fenoli a mnoha dalSich, zvl&brganickych sloéenin (Drbal,
Ktizek, 1999).

2.8.1.3. Fragmentai analyza

Fragmentani analyza je zaloZena na principu kapilarni etgktezy fluorescetné
zna&enych DNA fragmerit Je pl& automatizovana a provadi se pomoci genetického
analyzatoru ABI PRISM 310 (Applied Biosystems). MyuZiti jednak pro sekvenovani
DNA, jednak pro fragmentai analyzu. Jednotlivé DNA fragmenty jsou ve velmi
tenké kapilée, naplgné specialnim polymerem na bazi polyakrylamiduyledeni napti
na okrajové elektrody rozteny dle jejich velikosti a ndboje a postdpdetekovany
laserovym detektorem.

Fragmenty DNA jsou pro fragmerita analyzu pipraveny PCR reakci s jednim
nebo rkolika pary primei, kdy jeden primer z kazdého paru je fluoregogérenaeny
(forward). Spolu s kazdym vzorkem je v analyzovan&si i velikostni standard, cozZ je
smés fragmeni o zndmé délce, ktery umozriepaet elektroforetické rychlosti na délku
jednotlivych fragmernit. Jednotlivé fragmenty DNA jsou elektroforézou yikare
roz&leny podle délky aip prachodu laserovym paprskem dojde k viggd signalu, ktery
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je zaznamenan detektorem. \ulpfhu jediného Bhu jsme schopni s@¢asré analyzovat
nékolik raznych fragmernit za edpokladu, Ze se lokusy navzjem liSi svou délkelon
jsou ozndeny iznymi fluorescetnimi barvami. Spolu s kazdym vzorkendzZb interni
délkovy standard. Je mozné vyuzit &k fiznych fluorescetnich znéek, gicemz pata je

pak vyhrazena pro délkovy standard (Huang et 8821
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3. Material a metodika

3.1. Charakteristika vzoitk

Entomopatogenni houby pro fylogenetickou analyzady kziskany ze sbirky
entomopatogennich hub adlehi Rostlinolékéstvi, Katedry rostlinné  vyroby
a agroekologie, Zeduglské fakulty Jihdeské univerzity Weskych Budjovicich. Tato
sbirka je uloZena ve fomrnalginatovych pelet. Jako material byly pouzity mkao
Beauveria bassiana a Beauveria brongniartii. Houby byly izolovany z dosfru Ips
typographus Sumavské kmeny byly odebrany z 1. zony NP Sum@ssatni kmeny byly
ze sbirek, pochazejicich z oblasti: KrkonoSskéodmdho parku, &néin (Morava),Cina,
Francie, Indie, Kolumbie, Polsko, Rumunsko, Slokénspublika (dva vzorky), Svédsko,
Spojené staty americké.

Presny popis a oziani vzorki je uveden v Takt 3 ac. 4.
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Tab.¢. 3: Seznam pouzitych kmeil Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii —
odebrané kmeny v roce 2008 WP SUMAVA

LABORATORNI OZNACENI o
OZNACENI VE SBIRCE PUVOD/LOKALITA
B5 Bba | 101 Prameny Vlitavy
1 NP0001 Cerna hora

12 NP0002 Cerna hora

23 NP0003 Cerna hora

34 NP0O008 Jeleni skok — Oblik

35 NP0007 l. z6bna 19, 0dd.8 Zlaty stalek

36 NP0005 Jeleni cesta — U Mlyna

38 NP0O009 Bfezova cesta

39 NP0010 Polednik

40 NP0100 Cerna hora

41 NP0101 Cerna hora

42 NP0102 Cerna hora

43 NP0103 Cerné hora

44 NP0104 Cerna hora

45 NP0105 Cerna hora

46 NP0106 Cerna hora

47 A-Bba | 101-001 Cerna hora

48 A-Bba | 101-002 Cerna hora

49 A-Bba | 101-003 Cerné hora

50 NPO004A Stykova lesni cesta

51 NP0004B Stykova lesni cesta

52 NP-0006 Borova Lada — Silgni sl&’

53 NP0020 Staré draty

54 NP0022 Zlaty stoleek

55 NP0026 Vitavsky luh

56 NP0027 Rulandsky potok

57 NP0028 Smeina

58 NP0029 Pod studenou horou

59 NP0030 Studena horizont

60 NP0031 Zlaty stoleek

61 NP0051 Jeleni skok — Dunkelbach

62 NP0052 Jeleni skok — Bavorska cesta

63 NP0053 Hraniéni chodnik, Selecky
praismyk

64 NP0054 78C4/2 + GPS, Staré draty

66 NP0083 Prameny Vltavy

67 NP0084 OvO-8-20

68 NP0085 Zamecky les (1 C5)

69 NP0086 Skladka Zakova cesta

70 NP0091 OLE - 07,65 A 04

Bbr NPO0155B. brongniartii Stoze€ek
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Tab. ¢. 4: Seznam pouzitych kmefi B. bassiana a B. brongniartii, odebrané kmeny

v r. 20080STATNI KMENY

LAB. OZNA CENI KMEN PUVOD/LOKALITA
Pk Pk CR - Rn¢in (Morava)
Pm Pm CR - Rn¢in (Morava)
KR 6 KR 0006 CR — KRNAP, Rnkawi vrch
KR 7 KR 0007 CR — KRNAP, Rnkawi vrch
Pol A24 Polsko
USA Bba 01 Spojené staty americke, FL
Rum A32 Rumunsko
Kol A133 Kolumbie
Fr Al135 Francie
Sk08 TO8 Slovensko - Tatry
SSSR A131 Rusko
Své A36 Svédsko
C A74 Cina

3.2. Slozeni affyprava kultiv&niho média PDARotato Dextrose Agar)
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Slozeni zivného média PDA (Potato Dextrose Agarfiody HIMEDIA (Ceskéa

republika) a koncentrace jednotlivych sloZzek jederea v Tabg. 5.

Priprava PDA:

Navazit 39,0g PDA do kadinky a rozmichat ve 100Qiaektilované vody. Za
stdléeho michani a z#ildni nechat rozpustit. Sterilizace v autoklavul21°C po dobu 15
minut.

Po sterilizaci rozlévat médium za sterilnich podskirve flow boxu do Petriho

misek a pi pokojové teplat nechame PDA ztuhnout.

Tab.¢.5: Slozeni PDA

Slozka Koncentrace
[9/1]

Bramborova

_ 200,0

infuse

Dextrosa 20,0

Agar 15,0

3.3. Kultivace a udrzovani kmém. bassiana

Kultivace jednotlivych kmein B. bassiana probihala na ugié zivné midé PDA
(Potato Dextrose Agar) v termostatiti 25°C po dobu 14-21 dn Pro dlouhodobé
uchovani bylo mycelium homogenizovano sterilnickdu ve flow-boxu v roztoku
sterilnihno  20% glycerolu, odebrano pomoci mikroppedo centrifugénich
mikrozkumavek a zmrazeno v 20°C.

Pro izolaci DNA bylo mycelium odebrano z Petrihosek pomoci skalpelu do
mikrocentrifug&nich zkumavek a uchovavano v mrazkiu-p0°C.

Uchovani zasoby mycelia
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Pro dlouhodobé uchovani mycelia bylo pouZzito zmnaz -80°C. Mycelium bylo
pied odebranim homogenizovano v Petriho miskach twkoz20% roztoku glycerolu,

ktery slouZzi jako kryoprotektivumied poSkozenim bwhk mrazem.

3.4. 1zolace DNABeauveria bassiana pomoci CTAB a SDS dle Williams et
al. 1992

Nejvice roz&ené metody izolace DNA, zvl&St malych vzorl, jsou zaloZeny na
kationtovém detergentu CTAB (cetyltrimetylamoniuiminid) (Hoelzel, 1992). Extrakce
DNA je u hub velice problematicka. Jejich Buna stna je sloZzena z polysachaiijd
chitinu, celulazy, linin-like struktury, tuk voski a barviv. VSechny tyto slozky jsou
ruSivymi elementy f izolaci a je slozité je eliminovat. Dale je olt&mechanicky narusit
bung¢nou stnu a tim ziskat velké mnozstisté genomické DNA.

DNA B. bassiana byla extrahovana pomoci modifikovaného protokoldlp
Williams et al. (1992). Je zaloZena na schopno$®E vytvaret komplex s nukleovymi
kyselinami, ktery je P vysoké koncentraci soli rozpustny (0,7M NaCle aki snizené
koncentraci soli (0,45M NaCl) vytifasrazeninu (Murray a Thompson, 1980). CTAB
zarover pasobi jako degenetai ¢inidlo, které uvahuje DNA z membran a protain Na
z&klad rozdilné rozpustnosti CTAB v porovnani s DNA je ladlit a ziskat dostatse
cistou DNA.

Pracovni postup:
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» odebrat 100mg mycelia — rozdrtit homogenizatorem

» pridat 500ul lysis buffer + 1% merkaptoethanol, zhgemzovat

e 50 pl SDS - promichat, 1 hodinu inkubov&t3y °C- promichat

e 75 ul 5M NaCl- promichat

e 60 ul CTAB 10% a 1 pl PVP- promichat

e inkubace p 65°C, 30 min

» centrifugace 10 min na max (14 000 rpm)

» vodni fazi gepipetovat do novych mikrocentrifuggdch zkumavek, ijdat 500 pl
chloroform + 1AA 1:1

* trepat 10 min

e statit 5 min na max, vodnou fazirgpipetovat do novych mikrocentrifugrdch
zkumavek

e pridat 5 pl RNasy, 30 min inkubovati37°C

* 0,6 vol izopropanolu, vlozit do -20°C nadiodiny, nebo fes noc

» centrifugace 5 minut na maxig°C, slit supernatant

e 1 ul 70% ethanol, promichat, slit supernatant

» centrifugace 2 min na max

» slit supernatant, vysusit

» Pridat 100 pl HO a rozpustit p 37°C

3.5. Izolace DNA pomoci kom&riho kitu DNeasy plant Mini Kit (Qiagen)
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Metoda je zaloZena na principu purifikace DNA pamspecialnich mikrokolon.
Na prvni kolow dochazi k zachyceni protéin polysacharid, detergentu a dalSich

necistot, na druhé dochéazi k zachyceni DNA a naslednémyti ell&nim roztokem.

Pracovni Postup:

e odebrat 100 mg mycelia — rozdrtit homogenizatorem

e pridat 400 pl AR predeltatého na 65°C a 4 ul RNasy Ajkiadre promichat na
vortexu

* inkubace 10 min 65°C, 2-3 krat promichat

e pridat 130 ul AB, promichat, inkubovat 5 min na ledu

» centrifugace 5 min, 14 000 rpm

» lyzat prepipetovat na QIlAshredder mini spin kolonek v 2mikrocentrifug&nich
kolonké&ch, centrifugovat 2 min, 14 000 rpm

» prefiltrovany supernatant ipnést do novych 1,5 ml mikrocentrifugéch
zkumavek

» pridat 1,5x vol AP3/E a promichat pomoci pipety

 cely objem mixu napipetovat do DNeasy mini spin okély v2 ml
mikrocentrifug&nich zkumavkach

» centrifugace 1 min, 8000 rpmiquiesly krok jestjednou zopakovat

 filtr viozit do nové mikrocentrifugéni zkumavky, pidat 500 pul AW, centrifugovat
1 min, 14000 rpm

o filtr vlozit do nové 1,5 mikrocentrifugmi zkumavky, pidat 100 pl AE na
membranu filtru, inkubace 5 minfigookojové teplat, centrifugace 1 min, 8000
rpm

» predchozi krok jegtjednou zopakovat

3.6. Stanoveni koncentrace DNA pomoci fluorimetru
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Princip n&feni fluorimetrem je nasledujici. Kazdyiigiroj ma swj zdroj
excitatniho zdeni, dale monochromator, ktery ndm vybergemfo utité vinové délce.
Dale zde byvéa detektor, na ktery dopada emistd@nié vyhodnocovaci #daeni (obvykle
PC).

Pro stanoveni koncentrace DNA byl pouzit kotnékit od firmy Invitrogen (US).
Sowasti kitu jsou specialni tenkésnhé mikrocentrifugéni zkumavky, reagent
(fluorescekini barva), reakni pufr a roztoky standaiidl a 2.

VSechnacinidla musi byt ped méfenim inkubovany i pokojové teplat a pred
pouzitim je nutné jéadreé promichat.

Nejprve  gipravime pracovni roztok, namichanim r&sko pufru
a reagentu nasledujicim postupem:

e 199 pl xn pl* reakéniho pufru smichame s Irxul reagentu
* kde n znamena piet vzorki
Poté gipravime roztoky standaiict. 1 a¢. 2
ke 190 pl pracovniho roztokuiigame 10 pl standardd. 1 a¢. 2 do druhé

mikrocentrifug&ni zkumavky. Koneény objem je 200 pl

Ptiprava jednotlivych vzorik
» do mikrocentrifugéni zkumavky odpipetujeme 197 ul pracovniho roztoku
a pidame 3 pl roztoku DNA. Vzorkyadre promichame a inkubujeme 2 minuty
pii pokojoveé teplat. Koneiny objem je 200 pl
Na paatku neieni provedeme kalibraci fluorimetru pomoci standardl ac. 2.
Po kalibraci nizeme postuphvkladat jednotlivé vzorky do fluoresaari cely gistroje.
Po stanoveni koncentrace DNA zvolime v menu fluetion gepaitani koncentrace na

pipetovany objem vzorku, tedy na 3 pl.

3.7. AFLP- podle originalniho protokolu Suazo et(a000)
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Podle Suazo a kol. (2000) Ize restrikci genomibiéA a ligaci EcoRI adaptoé
provést sotasre v jedné reakci. Toto je mozné, protoZze adaptooy jsavrZzeny tak, Ze
v rozpoznavaci sekvenci restitkho enzymuEcoRI je poznénéna jedna baze. AFLP

primery a adaptory jsou uvedeny v Tabe.

Tab.¢. 6: AFLP primery a adaptory

Primer +3 selektivni bazé&

1 -AAG

2 -ACA

3 -ACG

4 -ATG

S -GAC

6 -TCA

7 176G

Adaptoty Sekvence 5°- 3’

EcoRI adaptor CTCGTAGACTGCGTACC

(upper)

EcoRI adaptor AATTGGTAGGCAGTCTAG

(lower)

o i selektivni koncove base k sekvenci EcoRI adaptoru

GACTGCGTACCAATTC+

Tab.¢. 7: Restrikni mista a rozpoznavaci sekvengeoR| restriktazy

Restrikéni misto EcoR | Rozpoznéavaci sekvence

5...GAATIC. .. 3 GAATTC
3...CTTAAG...5

Ligace adaptoni:
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Adaptory EcoRI (upper, lower) jeteba n&edit TE pufrem na koncentraci 250
pmol/pl a smichat ekvimolarni mnoZstvi kazdého tatap(15 pl) v 0,4 ml centrifugai

mikrozkumavce.

Teplotni profil cyklu:

90°C 1min— kazdych 20 s se teplota snizi o 1°C, aZ do teplot¢
70°C 1min— kazdych 20 s se teplota snizi o 1°C, aZ do teplot¢
50°C 1min

30°C 10min

Produkty reakce se fadi na 50 pmol/pt> 10 pl produktu + 40 pl destilované
vody.

1. Restikéni St€peni genomické DNA a ligace

komponenty objem(pul]

DNA vzorku (0,3-2.0 ug) 2

reakeni pufr (5x R/L)

5U EcoRI (20tisu/mi)

1U T4 DNA ligaza(1u/ul)

0,1M ATP

HHHN(ﬂ

EcoRI adaptory50 pmol/ul)

destilovana voda 8

celkovy objem 20

VSechny komponenty smichdme v 0,5 ml mikrocentatag zkumavce kréatce
centrifugujeme. Vzorky nechame inkubovat 8h3y°C.

Po inkubaci zatejeme vzorky na 15 min. na 70°C, aby dosSlo k inaii
restrilkcnich
enzymi. Poté vzorky vloZzime do lednice a nechdme ochted#°C.

2. Selektivni amplifikace
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AFLP reakce probihala v celkovém objemu 25 pl5 Ml mikrocentrifugani

zkumavce. SloZeni reaki snesi na jednu reakci je nasledujici:

komponenty objem[ul]

templat DNA z restrikce a ligace 1

10x reakni pufr (ThermoPol 2,5
Buffer, BioLabs)

50x kazdého z ANTP'@omm)

primer (50 umol/ml)

Taq polymerazasu/ul)

1
2
50mM MgCh 2
1
1

dH20

celkovy objem 25

Teplotni profil Selektivni amplifikace:

Patateeni denaturace 95°C/60 s

35 cykhi denaturace 94°C/60 s
Nasednuti primeru (annealing)  56°C/60 s
Elongace 72°C/2,5 min

Finalni elongace 72°C/5. min

Uchovani 4°C - nekokino

Nasleduje separace amplifikovanych produyddmoci gelové elektroforézy na 2%

agardézovém gelu.
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3.7.1. Riprava agar6zového gelu pro gelovou elektroforézu

Pro detekci AFLP produktjsem pouzila agar6zovy gel o koncentraci agard@sy 2
ktery se pipravuje nasledujicim postupem.

Do Erlenmayerovy hgky (250 ml) odvazime 2 g agardzy od firmy SERVA, i&#n
(Némecko) pro elektroforézu nukleovych kyselin a rodwae ve 100 ml 1x TBE pufru
v mikrovinné trouk. Promichavame kazdé asi 2 minuty, dokud se agatfqa
nerozvdi. Doba nutna pro dokonalé rozeai agardzy zalezi na jgjistote a kvalig. Pred
rozlévanim do formy je nutné gel ochladit iadat ethidium bromid (na 100 ml gelu 2 pl
EtBr).

Pred nanaSenim vzaikna gel je nutné je pro zviditéini obarvit nanaSecim
pufrem (LB). Na gel poustime 25 pl AFLP produkt@ gl loading pufru (cca 27 ul). Pro
moznost uteni velikosti jednotlivych fragmeitpiidame na peétek a konec gelu 12 pl
velikostniho markeru — DNA ladder (NEB).

NanésSeni vzoik

Vana elektroforetické jednotky se naplni dostayen mnozZstvim pracovniho
roztoku 1x koncentrovaného pufru (TBE) (asi 2 mrd eovei gelu).

Elektroforéza probihalaipnapeti 40-80 V, 1,5 — 2 hodiny. DNA je viditelna
pod UV s¢¥tlem na transiluminatoru, fotografické snimky bylgiizeny k tomu ufenym
digitédlnim fotoaparatem.

NanasSeci pufr- LB:

0,025 g bromfenolové maid 4 g sacharézy — rozmichat do 10 ml vody, pufr se

rozpipetuje do mikrocentrifugaich zkumavek a uchovava v lednici.

Roztok ethidium bromidu- EtBr:

10 mg ethidium bromidu se rozpusti v 1 ml destlo& vody.

Marker — DNA ladder:
100 pb DNA ladder (NEB) — 1 pl markeru, 10 pul vp@yul LB se promicha

a nanese na gel.
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3.8. AFLP- podle originalniho protokolu de Murcagt (2003)

AFLP primery pro tuto metodu jsou uvedeny v tabuylc3.
Tab.¢. 8: AFLP adaptory a primery

Nazev Sekvence 5'- 3 Aplikace
EcoRlI-adl CTCGTAGACTGCGTACC (forward) PCR preamplifdea
EcoRlI-ad2 AATTGGTACGCAGTCTAC
EcoRI adaptory CTCGTAGACTGCGTACC
AATTGGTACGCAGTCTAC
Hpall-adl GACGATGAGTCCTGAG (reverse) PCR preamplifikac
Hpall-ad2 CGCTCAGGACTCATCGT
Hpall adaptory GACGATGAGTCCTGAG
CGCTCAGGACTCATCGT
EcoRI-GC GACTGCGTACCAATTCG(forward) PCR selektivni
amplifikace
EcoRI-AT GACTGCGTACCAATTCAT (forward)  PCR selektivni
amplifikace
Hpall-CTC GATGAGTCCTGAGCGGCTC (reverse) PCR selektivni
amplifikace
Hpall-ACC GATGAGTCCTGAGCGGACC (reverse) PCR selektivni
amplifikace

Tab.¢. 9: Restrikni mista a rozpoznavaci sekvengeoRI aHpall restriktaz

Restrilkéni mistoEcoR |  Rozpoznavaci sekvence

5...GAATIC...3 | GAATTC
3...CTTAAG...5

Restrikéni mistoH pall Rozpoznavaci sekvence

5...CCGC ... 3 CCGG
3...GGCL ... 5
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1. Restrikéni Stépeni genomické DNA

komponenty objem[ul]
5x reakni pufr (NEB) 4

5U Hpall (10tisu/mi) 0,5

5U EcoR | (20tisu/mi) 0,25
Destilovana voda do 40
DNA vzorku (500 ng) 10-15
celkovy objem 40

VSechny komponenty smichame v 1,5 ml mikrocentiftngazkumavce a kratce

centrifugujeme. Vzorky nechame inkubovat 1¥h37°C.

2. Ligace

Ke vzorlkim po restriknim Sgpeni gidame reak&ni mix:

komponenty objem(pl]

10x reakni pufr (NEB) 1

50 pmolHpall adaptor3’(250pmol/ul) | 0,2

50 pmolHpall adaptor5’(250pmol/ul) | 0,2

pmol EcoR | adaptor3{50pmol/ul) 0,1
5 pmolEcoR | adaptor5{50pmol/ul) 0,1
1U T4 DNA ligaza(1u/ul) 1

1 mMATP 1
destilovana voda 6,4
celkovy objem 10

10 ul master mixuijdat ke vzorkm z restrikniho Stpeni a kratce centrifugovat.
Inkubovat 14 h p 37°C.
Po ligaci vzorky skladovat v lednictigeplog 4°C.
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3. Preamplifika¢ni reakce

komponenty objem[ul]

DNA z restrikce a ligace 1

10x reakni pufr (ThermoPol Buffer)| 2

50 pmolHpall adl (ad2)t500ng/ul)

50 pmolEcoRI ad1 (ad2)500ng/ul)

500 uM kazdého z dNTP{gomm) 5

1U Taq poloymerazasu/pl) 0,2
2,5 mM MgC} (50 mM) 0,5
destilovana voda 9,3
celkovy objem 20

*Tento krok m& dv¥ varianty. Primery s ozganim 1 nebo 2. VZdy se pouZiji stejna
¢isla do jedné reakce.

Pre selektivni amplifikace- teplotni profil PCR kea:

Poatateini denaturace: 94°C/5 min

30 cykli denaturace: 94°C/30 s
Nasednuti primeru (annealing) 56°C/1 min
Elongace 72°C/1,5 min
Finalni elongace 72°C/5 min

Uchovani: 4°C - nekori@eo
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4. Selektivni AFLP amplifikace

komponenty objem[ul]
DNA z preamplifikace 5
primerHpall (30 ng) 0,1

primer EcoRI fluoro (znaseny 5ng) 0,087/0,09

(5x n&edsny)

200 uM kazdého z dNTP{gomm) 0,4

0,5 UTaq poloymerazgsui/ul) 0,1

10x reakni pufr (ThermoPol Buffer)| 2
destilovana voda 12,313
celkovy objem 20

Selektivni amplifikace- teplotni profil PCR reakce:

Patateini denaturace: 95°C/60 s
35 cykli denaturace: 94°C/60 s
Nasednuti primeru (annealing): 56°C/60 s
Elongace: 72°C/2,5 min
Finalni elongace: 72°C/5. min- kammé extenze
Uchovani: 4°C - nekori@o
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3.9. AFLP- podle originalniho protokolu Vos et @995)

AFLP primery a adaptory jsou uvedeny v tabuc&O.

Tab.¢. 10: AFLP primery

Nazev Sekvence 5'- 3 Aplikace

EcoRI adaptor CTCGTAGACTGCGTACC PCR preamplifikace

(upper)

EcoRI adaptor AATTGGTACGCAGTCTAC PCR preamplifikace

(lower)

Msel adaptor GACGATGAGTCCTGAG PCR preamplifikace

(upper)

Msel adaptor TACTCAGGACTCAT PCR preamplifikace

(lower)

EcoRlI primer CORE ENZ -~ EXT PCR selektivni
GACTGCGTACC AATTC NNN amplifikace

Msel primer CORE ENZ - EXT PCR selektivni
GATGAGTCCTGAG TAA NNN amplifikace

AFLP primery se skladaji z& ©ésti:
zékladni sekvence (CORE), enzymiaspecifické sekvence (ENZ) a sekvence pro

selektivni extenzi (EXT).

Tab.¢. 11: Restrikni mista a rozpoznavaci sekverieeoR| a Msel restriktaz

Restrilkéni mistoEcoR |  Rozpoznavaci sekvence

5...GAATIC. ..3 | GAATTC
3...CTTAAG...5

Restrilkéni mistoM sel Rozpoznavaci sekvence

5..TTAA... 3 TTAA
3...AAT.T...5
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1. Restrikéni St€peni genomické DNA

komponenty objem(pul]
1x reakni pufr (NEB) 5

5U Msel (10U/u) 0,5

5U EcoR | (20U/p) 0,25
Destilovana voda do 50
DNA vzorku (50 ng) 10-15
celkovy objem 50

VSechny komponenty smichat v 1,5 ml mikrocentriftrdazkumavce a kratce
centrifugovat. Vzorky nechame inkubovat 16rh3y°C.

2. Ligace
komponenty objem(pl]
1x reakni pufr (NEB) 1

5 pmolEcoRI| adaptor3{50pmol/pl) 0,1

5 pmolEcoRI adaptor5{50pmol/ul) 0,1

50 pmolMsel adaptor3(250pmol/ul) | 0,2

5 pmolMsel adaptor5(250pmol/ul) 0,2

1U T4 DNA ligaza(1u/ul) 1

10 mM ATP 1,2
destilovana voda 6,2
celkovy objem 10

10 ul master mixuijpdat ke vzorkm z restrikniho S€peni a kratce centrifugovat.
Celkovy objem reakce je 60 pul. Inkubovat 3 37°C. Po inkubaci vzorky 10x redit
destilovanou vodou {mat 540 pl).
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3. Preamplifika¢ni reakce

komponenty objem[ul]
DNA z restrikce a ligace 5

1x reakni pufr (ThermoPol Buffer) 5

4 mM MgCb (25 mM) 4

75 ngMsel —A (500ng/ul) 0,15

75 ngEcoRI -A (500ng/ul) 0,15

200 uM kazdého z dNTP{gomm) 1

1U Taq poloymerazgsu/ul) 0,2
destilovana voda 34,5
celkovy objem 50

Pre selektivni amplifikace- teplotni profil PCR kea:

Patateini denaturace: 94°C/5 min

30 cykl denaturace: 94°C/30 s
Nasednuti primeru (annealing): 56°C/1 min
Elongace: 72°C/1,5 min

Finalni elongace: 72°C/5 min

Uchovani : 4°C - nekoreo
Z celkového objemu 50 ul odpipetovat 40 pl a 2@kedit destilovanou vodou

(pridat 760 ul). Zbylych 10 ul z reakce pustit na 1,88ar6zovém gelu.
Po ligaci vzorky skladovat v lednictigeplog 4°C.
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4. Selektivni amplifikace

komponenty objem[ul]

DNA z preamplifikace 2,5

30 ng primemMsel — NNN (300 ng/ul) | 0,1

5 ng primerEcoR1 —ACG (znaeny, 0,087/0,09

10.000 pmol) (5x n&edsny)
200 uM kazdého z dNTP{gomm) 0,2

0,5 UTaq poloymerazgsui/ul) 0,1

1x reakni pufr (ThermoPol Buffer) 1
destilovana voda 6,013
celkovy objem 10

Selektivni amplifikace- teplotni profil PCR reakce:

Patateini denaturace: 95°C/60 s
35 cykli denaturace: 94°C/60 s
Nasednuti primeru (annealing): 56°C/60 s
Elongace: 72°C/2,5 min
Finalni elongace: 72°C/5. min- kammé extenze
Uchovani : 4°C - nekoreao

Ptiprava vzork na fragmenténi analyzu:

Do 0,5 ml centrifugéni mikrozkumavky napipetovat 11 pl formamidu; 0,6 p
standardu Gene Scaff' 500 Liz ™ (Applied Biosystems, USA); 1,0 pl vzorku (po
selektivni amplifikaci).

Vzorky dikladré promichat a kratce centrifugovat.
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3.10. Metody zpracovani vysleilk
3.10.1. Digitalni obrazova analyza

Komplexni p@itatové zpracovani gelufipvyuZziti digitdlniho fotoaparatu jako
souwasti Gel documentation systém. Po digitalizaci jsgely zpracovany pomoci
specialniho software Bioprofil 1D++ (Vilber Lourmdtrance a nebo TotalLab TL100

(Nonlinear Dynamics, Velka Britanie)).

3.10.2. Statistické zpracovani dat

Pro &ely hodnoceni molekularnich markebylo vyuZito statistické zpracovani
dat. Na zaklag digitaIni obrazové analyzy a takto z§iSych pruti na gelu byly sestaveny
matice gitomnosti/nepitomnosti a provedeno statistické hodnoceni (¢gpdoeficient
genetické podobnosti/odliSnosti, clusterova /UPGMAJnweighted Pair Group Method
Averages/ a ordinmi /PCO — Principal Coordinates Analysis/ analyzasestaveni
dendrogrami a ordin&nich diagram). Pro tyto dely je vyuZivdn program Statistica 6.0
(Statsoft) a MVSP (Kovach Comp. Serv).

4. Vysledky a diskuze

Jsou zpracovavany doédecké publikace a po jejim vydani budou vioZzeny a
doplrény.
5. Zawer

Vysledky této studie potvrzuji konzervativnost kmaedruhuBeauveria bassiana,
izolovanych v NP Sumava. Jak shlukova analyzaataityza PCO (Principal Co-ordinate
Analysis) prokazaly, Ze analyzované kmd3eauveria bassiana a Beauveria brongniartii
vytvérely skupiny na zakladgeografického jovodu.

Na zaklad velikosti genomuBeauveria bassiana se jevila jako nejvhodijsi
metoda podle Suazo et al. (2000), metoda AFLP pddieet al. (1995) je vhodn& na pro
organismy s komplexyjsim genomem. Metoda AFLP podle de Muro et al. 800 velmi

nara:na na optimalizaci a prvotni znalost 0 genomu zkagho organismu.
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Tato populace je velmi uzgena a stabilni. Vifrodnich podminkach se druh
Beauveria bassiana sklddd z mnoha populaci, které jsou specifickyptmlaany na dany
ekosystém a geografickou polohu. Metoda AFLP pddllezo et al. (2000) poskytuje
dostatény polymorfismus pro determinaci entomopatogenniblyoBeauveria spp. na

Urovni druhu.
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