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Anotace

Beauveria bassiana je vyuZivana v biologické kontrole proti hospodarsky
vyznamnym $kldclim. Detekce morfologického i genetického polymorfismu mezi
jednotlivymi izolovanymi druhy a kmeny v pfirozeném prostfedi je dllezitad ke studiu
jejich Sireni a plsobeni v ekosystému.

Cilem této studie bylo zjistit, v jakém propojeni jsou ,lokalni kmeny*
s ekologickymi aspekty biologické kontroly v chranéné zoné a zhodnotit polymorfismus
jednotlivych Gsek(l pomoci metod molekularnich markerd.

Bylo analyzovano 36 kmenid odebranych v Narodnim parku Sumava v Ceské
republice. Polymorfismus téchto kmenl byl zjistovan podle sekvenci LSU (28S velka
podjednotka ribosomalni DNA).

Vypozorovali jsme, Ze populace pochazejici z Narodniho parku Sumava je velmi
uzavrend. ,,Lokalni kmeny* lIze diky témto metoddm velmi dobrfe charakterizovat i ve
srovnani s jinymi kmeny z odlisnych &asti Ceské republiky i z jinych zemi. Populace
z Narodniho parku Sumava nevykazuje zadné rozdily v polymorfismu. Diky této analyze
byl ujednocen vzorek Bba 1101. Tento preparat je opétovné pouzivan na lykoZrouta
smrkového, vyskytujiciho se v Narodnim parku Sumava v Ceské republice.

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

Beauveria bassiana is used in biological control against the economically
significant pests. Detection of morphological and genetic polymorphism between different
species and strains isolated in the natural environment is important to study the distribution
and effects in the ecosystem.

The aim of this study was to determine in which links are "local tribes" with
ecological aspects of biological control in protected zone and assess the polymorphism of
the sections by using molecular markers.

Were analyzed 36 strains collected in the National Park Sumava in the Czech
Republic. Polymorphism of these strains was determined according to a sequence of LSU
(28S Large Subunit Ribosomal DNA).

It is observed that the populations from National Park is closed, "the local tribes"
because these methods can be very well characterized and compared with other strains
from different parts of the Czech Republic and other countries. Populations from National
Park showed no differences in polymorphism. Through this analysis, the sample Bba 1101
was aligned. This preparation is re-used for bark beetle occurring in the National Park

Sumava in the Czech Republic.

This study was supported by grants GACR 521/08/H042, MSM 60076658-06,
MGA SP/2d1/41/08.
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1. UVUU

Jiz vdruhé poloviné 19. stoleti byly zaznamenany snahy o rozvoj biologické
ochrany rostlin proti skodlivym organismim. Hlavnim dlivodem, pro¢ zacit s biologickou
ochranou, byla predevsim snaha omezit pouZivani chemickych latek a chranit Zivotni
prostfedi. Nékteré chemické metody mohly byt pro savce toxické a zplsobovaly
tak vysokou mortalitu necilovych organism.

Entomopatogenni houby parazituji na téméf vSech zastupcich hmyzich Fadu.
NejCastéji infikovanymi stadii hmyzu byvaji larvy, v nékterych pfipadech i kukly. Méné
Casto jsou houbami infikovani dospélci nebo vajicka hmyzu. Nejzndméjsi jsou
entomopatogenni houby rod(l Beauveria, Hirsutella, Lecanicillium, Metarhizium,
Nomuraea, Isaria a Tolypocladium. Tyto rody entomopatogennich hub Ize nalézt po celém
svété. Hlavné druhy rodu Beauveria jsou vhodné jako modelové organismy pro studium
entomopatogent pouzitelnych pro biologickou kontrolu $kidcl hmyzu. V zahranici je
registrovana fada biopreparatd na bazi Beauveria bassiana.

Druh Beauveria bassiana je v Ceské republice typickym pFedstavitelem
entomopatogenni mikroflory. Nyni je vCR vyuZivana zejména pro regulaci $kddce
lykoZrouta smrkového (Ips typographus, Linnaeus, 1758), ktery zplisobuje velké Skody
na smrkovych porostech na celém Gzemi republiky.

U entomopatogennich hub jsou pouzivany morfologické znaky na celkové
posouzeni makroskopické a mikroskopické struktury. Zejména se posuzuji kritéria jako
tvar a velikost konidii. Tyto metody jsou oviem nepfesné a k jejich upfesnéni se pouZivaji
metody molekularnich markerd. Diky nim lIze urcit presné taxonomické zarazeni.

Tato studie je zaméfena na posouzeni vhodnosti analyzy rRNA pro hodnoceni
genetické variability entomopatogennich hub ziskanych béhem monitoringu pfirozené
populace Beauveria bassiana v Narodnim parku Sumava. Zde se b&hem projektu MZP
SP/2d1/41/08 zacal vyuZivat biopreparat na bazi Beauveria bassiana a vyvstala otazka
pouZiti lokalniho kmene a zachovéni pfirozené se vyskytujiciho genotypu nebo zda je

vvvvv

v druhové diversité populace Beauveria bassiana v Narodnik parku Sumava.
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2.1. Entomopatogenni houby a jejich vyuziti

Entomopatogenni houby jsou organismy parazitujici na hmyzu, pro ktery byvaji
Casto letélni. Tyto houby obvykle pfilnou k povrchu hmyzu ve formé mikrosporickych
vytrustl (obvykle ve formé nepohlavni, nazyvané konidie).

PFi vhodnych podminkach jako je teplota a obvykle vysokd vihkost zacnou tyto
vytrusy klicit. Zac¢nou rist hyfy, které kolonizuji celou kutikulu hmyzu. Poté se houbové
buriky rozristaji v hostitelském téle obezdéné hyfami, nebo ve formé protoplastu
nemajiciho sténu. Po néjakém Case je hmyz obvykle usmrcen. Nékdy mohou byt pFicinou
usmrceni sekundarni metabolity (Shah et al., 2003).

2.1.1.Skupiny entomopatogennich hub

Entomopatogenni houby zahrnuji taxony z nékolika hlavnich houbovych skupin.
Tyto taxony netvofi monofyletické skupiny. Mnoho béznych a/nebo dllezitych hub je
fazeno do skupiny Hypocreales, oddéleni Ascomycota, do které se daji zafadit nepohlavni
formy (anamorfa) hub Beauveria, Metarhizium, Nomuraea, lIsaria, Hirsutella a pohlavni
formy (telomorfa), kterymi u rodu Beauveria je rod Cordyceps. Ostatni druhy patfici
do Celedi Entomophthorales z oddéleni Zygomycota jsou: Entomophtora, Zoophtora,
Pandora, Entomophaga.

PFibuzné houby zabijeji i jiné druhy bezobratlych, napfiklad hlistice (Humber,
online 2009).

2.2. Biologicka kontrola

Klasické biologicka kontrola je uvedeni pfirozenych nepratel do nové lokality tam,
kde nevznikaji a kde se nevyskytuji prirozené. V mnoha pfipadech komplex pfirozenych
nepratel, ktefi jsou asociovani se Skodlivym hmyzem, mdze byt nedostatecny. To je zvIasté
patrné u hmyzich sklidcl nahodné vélenénych do novych geografickych oblasti. Zavedeni
Skldci jsou oznaCovani jako exoticti skidci (Hafez et al., 1994). Podle vétSiny védcl

zabyvajicich se biologickou kontrolou, se tato lisi od ,pfirozené kontroly“. Klasicka

-2-
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kontrola vyZaduje zasah a nemiZe se ponechat pfirozenému vyvoji. Biologicka kontrola je
pristup, ktery se da zaradit do celkové ochrany pred Skldci. Predstavuje tak alternativu
v pouzivani pesticidi (Wiedenmann, 2000).

2.2.1.Pouziti entomopatogennich hub v biologické kontrole

Biologickd kontrola je definovana jako redukce populace Skodlivého hmyzu
pfirozenymi nepfateli, pfiemZ zde hraje vyznamnou roli i ¢lovék. Pfirozeni nepratelé
Skodlivého hmyzu, jsou zndmi jako Cinitelé biologické kontroly, toto zahrnuje parazity
a patogeny. Cinitelé biologické kontroly rostlinnych onemocnéni jsou Gastéji uvadéni jako
antagonisté (Driesche et al., 1996).

Patogeni, ktefi zplsobuji onemocnéni, jsou typu bakterie, houby a viry. Zabijeji
anebo oslabuji svoje hostitele a jsou pomérné specifické na hostitelskou skupinu hmyzu.
Existuji tfi zakladni strategie biologické kontroly: ochrana, klasick& biologick& ochrana
a rozSifovani (Wagner, 2000).

Biologickd kontrola m(ze mit potencidlné positivni i negativni vliv
na biodiversitu. Biopreparat byl mnohokrat introdukovan na plochu, kde mél ochranovat
prirozené druhy od druhl exotickych, které se na této plose vyskytovaly (Rehner, 2005).
Biologickda kontrola je charakterizovina jako snizovani konkurence mezi pfirozenymi
a invazivnimi druhy. OvSem zanesena kontrola nemusi mit vZdy vliv pouze na zamysleny
cilovy druh. Cilem mohou byt také pfirozené druhy (Tucker et al., 2005).

Polyfagové maji malou schopnost biologické kontroly a mohou byt pouZivani
spiSe jako testovaci organismy. Pokud vclenény druh zaCne napadat pfirozeny druh,
biodiversita se vtomto prostfedi mlze dramaticky zménit. Obratlovci jsou ve vétsing
pripadl polyfagni hostitelé (Posada, et al., 2004).

Pro vneseni prirozeného nepritele proti Sklidclm je nutné urcit hlavniho Skidce
a pak vybrat vhodného nepfitele nebo jeho blizky druh. Pfirozeny nepfitel pak prochazi
karanténou, aby se zjistilo, jestli neplisobi nezadoucim zplsobem na uZite¢né organismy,
pak jsou tito nepratelé namnoZeni a vneseni do prostiedi. V nékterych pfipadech mdze mit
biologicka ochrana i nepredvidané negativni vysledky, které by mohly pfevazit nad vemi
vyhodami (en.wikipedie.org, online 2009).
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druhy se zvysilo béhem nékolika minulych let, kdy bylo testovano vice jak 30 druhd
entomopatogennich hub s vyuzitim pro biologickou kontrolu na rliznych druzich hmyzu
(Hafez et al., 1994).

2.3. Charakteristika Beauveria bassiana (Vuillemin, 1912)

Tento druh byl pojmenovéan po italském entomologovi Agostino Bassiim, ktery
Beauverii objevil vroce 1835 na domestifikovaném bourci moruSovém (Bombyx mori
(Linnaeus, 1758)) v podobé bilé muskardiny. Vtu dobu byla pojmenovana jako
Tritirachium shiotae (en.wikipedia.org, online 2009).

Entomopatogenni houba Beauveria bassiana (Balsamo.-Criv.) Vuillemin 1912 je
béZné zaznamenavana 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). Beauveria bassiana je entomopatogenni houba vhodnéa jako modelovy systém
pro studium entomopatogend pouzitelnych pro biologickou kontrolu hmyzich $kidcd.
Parazituje na rliznych druzich hmyzu (Fiala, 2009).

oldest spore

youngest spore

conidiogenous cell

Obr. 1 Zobrazeni houby Beauveria bassiana pod mikroskopem

(http://www.uoguelph.ca/~gbarron/MISCELLANEOUS/nov01.htm&ei=0mfLSrqO116C_Abl95SjBQ&sa=X&oi=translate&resnum=3&
ct=result&prev=/search%3Fq%3Dusing%2Bof%2Bbeauveria%2Bbassiana%26h1%3Dcs%261r%3D, 2010)
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Teleomorfni stadia byla nalezena pouze v zapadni Asii (Li et al., 2001). Konidie jsou u
tohoto druhu kratké a ovoidni, zakon¢ené uzkym apikalnim vrcholem, jsou jednobunécné,
haploidni a hydrofobni (en.wikipedia.org, online 2009).

Entomopatogenni houba Beauveria bassiana je typickym pFedstavitelem nejen
entomopatogenni, ale saprotrofni mykoflory plid a na celém uzemi CR patfi k nejéastéji
zaznamenavanym druhlim mitosporickych hub (druhy, u kterych neni zndmo pohlavni

stadium, dfive Deuteromycetes) (Landa et al., 2007).

2.3.1.Vyvojovy cyklus Beauveria bassiana

Infekce hostitele je iniciovana konidiemi, které po pfichyceni na povrch kutikuly
kli¢i a pronikaji do télni dutiny, nejcastéji pomoci aktivni penetrace povrchem kutikuly.
Vegetativni struktury se ve hmyzim hostiteli namnoZzi za pfiznivych podminek, Casto ve
formé subjekt(, které se mnozi pucenim. Jakmile je hostitel napInén hyfami, hmyz obvykle
zemie (Fan et al., 2001). V kone¢né fazi vyvoje proristaji hyfova vldkna na povrch
usmrceného jedince a na povrchu se formuje vzdusné mycelium, na kterém se tvori nové
konidie, které mohou iniciovat novy vyvojovy cyklus patogena (Landa et al., 2007).

Na rozdil od ostatnich skupin hmyzich patogend, které obvykle infikuji hostitele
po poZiti, entomopatogenni houby témér vzdy napadnout hmyzi hostitele tim, Ze pronikaji
pfimo pres kutikulu (Groden, 1999).

Obr. 2 Vyvojova stadia houby Beauveria bassiana

(http://www.uoguelph.ca/~ghbarron/MISCELLANEOUS/nov01.htm&ei=0mfLSrqOI16C_Abl95SjBQ&sa=X&oi=translate&resnum=3&
ct=result&prev=/search%3Fq%3Dusing%2Bof%2Bbeauveria%2Bbassiana%26h1%3Dcs%261r%3D, 2010)

-5-
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Beauveria bassiana je agresivni parazit plisobici na mnoha riznych druzich hmyzu.
Nejen Ze maji Siroké spektrum hostitell, ale hmyz napada jak larvy, tak i dospélce.
Vytrusy jsou miniaturni, méfici jen nékolik mikrometrli. Hyfy a spory nejsou

pigmentované (hyalinni), ale objevuji se v kultufe jako bilé kolonie.

Obr. 3 Zobrazeni napadeného hmyzu houbou Beauveria bassiana
(http://www.uoguelph.ca/~gbarron/MISCELLANEOUS/nov01.htm&ei=0mfLSrqO116C_Abl95SjBQ&sa=X&oi=translate&resnum=3&
ct=result&prev=/search%3Fq%3Dusing%2Bof%2Bbeauveria%2Bbassiana%26hl%3Dcs%261r%3D, 2010)

U Beauveria bassiana nebyly doposud zjistény Zadné neZadouci UCinky na lidské
zdravi. Kromé toho laboratorni studie ukazuji, Ze G€inna latka neni toxick& nebo infekZni
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nizgich nez teplota lidského téla, takZze se neoCekava ani zadna infekce. Doposud nebyly
prokazany ani Zadné Skodlivé ucinky na Zivotni prostfedi, oviem i nadale probihaji dalSi
testy (Li et al., 2001).

2.3.3. Taxonomické zarazeni Beauveria bassiana

Tanada a Kaya (1993) roztfidili entomopatogenni houby do 8 tfid, 13 druhi a 57
rodd. Mnoho z téchto rodl jsou velmi specializované a nejsou v souladu s vSeobecnym
Zivotnim cyklem entomopatogenich hub. Existuje pét hlavnich skupin hub:
Chytridiomycetes, Oomycetes (neboli nepravé houby), Zygomycetes, Ascomycetes,
a Basidiomycota. Dvé z téchto skupin Zygomycota a Ascomycota obsahuji spole¢né hmyzi

patogeny, ktefi jsou vyuzivani v biologické ochrané (Tanada et al., 1993).

Zarazeni Beauveria Bassiana:

latinsky ndzev Cesky ndzev
soustava Vitae Zivé organismy
doména Eukaryota (whittaker & Margulis,1978) jaderni

Opisthokonta (Cavalier-Smith, 1987)

nadfiSe Unikonta

fise Fungi (Whittaker, 1959) houby

oddéleni Ascomycota houby vieckovytrusné
podkmen Pezizomycotina (O.E. Eriks & Winka 1997)

tfida Sordariomycetes

podtfida Hypocreomycetidae

fad Hypocreales masenkotvare

Celed Cordycipitaceae palickovité

rod Beauveria

druh Beauveria bassiana (Balsamo.-Criv.) Vuillemin 1912

(www.biolib.cz/cz/taxonposition/id340556/, online 2009)
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Biopreparaty na bazi Beauveria bassiana zpravidla nejsou toxické pro uzite€ny
hmyz, ale presto je tfeba se vyhnout oblastem, kde se vyskytuji vCely. Biopreparaty
Beauveria by se nemély pouzivat v okoli vody, protoZe jsou potencidlné toxické pro ryby
(Groden, 1999).

Beauveria bassiana je pouzivana k biologické kontrole napf. proti termitdm,
molicim a rdznym druhdm brouk(l. Lze ji pouzit také jako biologickou kontrolu proti
moskytlim, ktefi pfenaseji malarii (Donald et al., 2005). V zahranici je registrovana fada
biopreparatd na bazi konidii nebo blastospor Beauveria bassiana a vyuZivanych
v praktické biologické ochrané rychlené zeleniny a okrasnych kvétin. Biopreparaty na bazi
Beauveria bassiana jsou vyuZzivany i v ochrané lesnich porostll proti nékterym druhiim
Skldcd, vcetné lykozrouta smrkového (Landa et al., 2007). VSechny preparaty na bazi

Beauveria bassiana jsou nanaseny pfimo na list.

Priklady nékterych registrovanych preparatll na principu Beauveria bassiana:

BotaniGard ES ®, BotaniGard ®, Naturalis TNO, Mycotrol ®, tyto preparaty jsou
registrovany zejména proti molicim, msicim, trasnénkam, cervclim, k¥isdim, nosatclim,
a hmyzu Skodicim na zemédélskych plodinéach a lesnich porostech.

V Evropé byla Beauveria bassiana prvotné pouZita jako entomopatogenni houba
k potlaceni populace $kddcd na kukufici (Hafez et al., 1994).

Ve spojenych statech byly provadény testy proti Skddci mandelince bramborové
(Leptinotarsa decemlineata (Say). Po oSetfeni pole pripravkem Beauveria bassiana byl
vynos hliz vhodnych k prodeji mnohem vyssi nez v pfedchozich letech (Anderson et al.,
1988).

DalSim prikladem je pouZziti Beauveria bassiana jako biologické kontroly proti
Skldcim na zeleniné, zejména proti druhu Orius insidiosus (Say), trasnénce Skodici
na paprikach. Potencialni uZiteCnost této houby je doposud diskutovana. Trasnénky
ovlivnily vynos a kvalitu pro péstitele zeleniny (Quaintance, 1998).

Jiny priklad lze uvést pouziti Beauveria bassiana jako ochrany pred skldci
pUsobicich na kukufici, a to zejména proti nosatci (Sitophilus zeamais) (Adane et al.,
1999).
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na nemusi byt vzdy pomocnikem v biologické kontrole.

V Cing zplsobuje velké skody na chovnych populacich bource morusového (Bombyx mori

Linnaeus, 1758), ktery je vyuZivdn pro ziskavani hedvabi. Beauveria bassiana
tak zplsobuje vyznamné ekonomické ztraty.

V Ceské republice je entomopatogenni houba Beauveria bassiana vyuZivéna
k ochrané v lesnim hospodarstvi, zejména proti Skiddci lykoZroutu smrkovém Ips
typographus (Linnaeus, 1758) (Landa et al., 2007).

Vyuzivani biopreparatll na bazi Beauveria bassiana proti Ips typographus je
rozsifeno hlavné v Némecku, Svycarsku a Rakousku. Na experimentalni Grovni je tato
houba zkouSena i v dalSich zemich (napf. USA, Austrélie, Finsko, Polsko). Nejcastéji je
Beauveria bassiana aplikovana formou vodni suspenze spor na povrch napadenych stromti
nebo stromovych lapakd. Vysledky laboratornich studii a provoznich aplikaci dokazuiji,
Ze v porovnani s vétsinou ostatnich druh(l entomopatogennich hub vykazuje Beauveria
bassiana po aplikaci na dospélce Ips typographus nejen nejvyssi virulenci, ale i zjevné

v v

nejvétsi adaptaci na tohoto hostitele ve smyslu autodiseminace (samosifeni), tj. schopnosti

patogena Sifit se prostfednictvim prirozenych mechanism(l odrazejicich populaéni chovani
hostitele (Doberski et al., 1980).

2.4. Molekularni markery

V roce 1985 Saiki se spolupracovniky publikovali metodu, pomoci niz je mozné
amplifikovat konkrétni useky DNA. Tato metoda je zaloZena na polymerazové fetézove
reakci (PCR — Polymerase Chain Reaction). Po objevu termostabilni polymerazy bylo
mozné cely postup zautomatizovat. Objevily se nové pristroje tzv. termocyclery a sady
chemikalii (kity), které postup zrychlily a zlevnily (Soliva et al., 1999).

2.4.1.Molekularni metody

Kvalitativni a kvantitativni informace o diversité jsou zakladnim aspektem mnoha
obor( v biologii, jak v klasické, tak i aplikované jako je ekologie, evolucni biologie,
taxonomie, zemédélstvi i Slechténi (Karp et al., 1997).

Molekularni analyzy odhaluji nejen detailni vlastnosti DNA (nebo protein(), ale

také odlisné charaktery, které jsou specifické v pofadi bazi (Avise, 2004). Molekularni
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ani rozdilnosti sekvenci DNA mezi jednotlivymi druhy,

ale také mezi jednotlivymi jedinci téhoz druhu. Diky molekularnim markerdm lIze urcit
i nové druhy (Korzun, 2003).

Molekularni markery nachazeji aplikace mimo jiné i ve Slechténi a semenérstvi
z toho ddivodu, Ze mnoho ekonomicky vyznamnych rostlinnych druhi zahrnuje velky pocet
odrld, z nichz mnohé jsou blizce pFibuzné. V pripadé agronomicky cenénych druht mdze
mit znaény ekonomicky vyznam moznost rozliseni odrid. V mnoha zemich plati v riizné
Upravé ,Slechtitelska prava“ a omezeni pro povoleni nové odriidy na trhu. Jedno z téchto
omezeni je jasna charakteristika, ktera méze odlisit odriidu ode vsech ostatnich povolenych
odrdd (Nielsen, 1985; Horvath, 1993).

Tyto metody jsou vyuZivany napf. pro DNA fingerprinting, pfi zjiStovani genetické
Cistoty osiva, ale i pro testovani otcovstvi nebo sledovani ur€itych genli béhem
Slechtitelskych programd (Cano, 1993). Pfi novych studiich je snahou ziskat co nejvice
informaci a identifikovat geny nebo chromozomy (Avise et al., 2004).

DNA markery jsou aplikovatelné u vsech organismd, kde je zvladnuta technika
izolace DNA. Molekul&rni markery maji diky fyzikalnim vlastnostem DNA nékolik vyhod.
A to takové, Ze DNA mizeme ziskat nejenom ze Zivych, ale i z mrtvych tkani. Molekula
DNA je dostatecné stabilni, proto mize byt pfi vhodnych podminkach zachovéna i po dobu
nékolika miliond let (Cano et al. 1993). Dalsi vyhodou mliZze byt malé mnoZstvi DNA, jez
je VvétSinou k analyze zapotiebi. DNA markery lze mj. pouzit i u velmi ranych
ontogenetickych  stadii, coZz znamena zefektivnéni rychlosti prace predevsim
ve Slechtitelské oblasti.

Dilezitym predpokladem pro pouziti DNA marker(l je nezavislost na podminkéch
prostfedi. Odlisné Useky DNA jsou vystaveny rliznym selekénim tlakdim. Vétsina sekvenci
kddujicich Zivotné ddlezité proteiny podléha silnému selekénimu tlaku, a proto nejsou
variabilni a pro analyzy nejsou VvétSinou pouZitelné. Na druhé strané v nekodujicich
oblastech (introny a mezigenové regiony), u kterych lIze predpokladat selekéni neutralitu,
a jejichz miru polymorfismu miZe ovliviiovat pouze geneticky drift, se snadno hromadi

mutace, a proto jsou nekddujici sekvence variabilni (Bergmann, 1975).

-10 -
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- Techniky molekularnich marker( zalozené na restrikénim $tépeni a hybridizaci
- Techniky molekularnich marker( zalozené na metodé PCR
- Techniky molekularnich marker( zaloZzené na rliznych kombinacich restrikéniho

Stépeni, hybridizaci a amplifikaci

Genetické markery se musi vyznaCovat dostateCnou genetickou a ji odpovidajici
fenotypovou variabilitou, vysokou expresivitou a penetranci a rovnéZz vysokou
heritabilitou, tj. nezavislosti na podminkéch prostfedi (Sasek et al., 1983, Sozinov, 1985).

Molekularni markery jsou identifikovatelné sekvence DNA, které jsou umistény
na konkrétnich mistech na chromozomech. Markery mohou byt umistény v blizkosti gend
nebo pfimo v genech (Korzun, 2003).

Existuji rGizné druhy molekularnich marker(, jako jsou RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism), RAPD (Random Amplification of Polymorhic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat) a SNP
(Single Nucleotide Polymorphism). Jejich pouziti se lisi napfiklad technickymi poZadavky,
¢asovou a financni naro€nosti, mnoZstvim genetickych markerd, které mohou byt
detekovany v celém genomu nebo v jeho urcité Casti. Kazdy z nich ma samoziejmé své

vyhody, ale i nevyhody (Korzun, 2003).

2.4.2.Vyuziti molekularni marker( pfi studiu entomopatogennich
hub

Studium populaci pfirozenych $kGdcG vyZaduje nastroje pro spolehlivou
identifikaci prislusnych druhd. U entomopatogennich hub védci pouZzivaji morfologické
znaky na celkové posouzeni makro a mikroskopické struktury. Nedavné dlikazy naznacuiji,
Ze tyto metody jsou Casto nepresné. Umisténi jednotlivych rodd entomopatogennich hub
v samostatnych fylogenetickych vétvich je proto mnohem presnéjsi diky kombinaci
morfologickych a molekularnich marker, kterd poskytuje vyznamné informace
pro ekologii téchto druhd hub (Meyling, 2008).

-11 -


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

, 8

Click Here to

Unlimited Pages

Your complimentary
use period has ended. Eva Vondraskova

Thank you for using
O m p | ete PDF Complete.

Elektroforéza by se dala charakterizovat jako soubor separacnich metod, které
vyuZzivaji k déleni latek jejich odliSnou pohyblivost ve stejnosmérném elektrickém poli.
Na principu rozdilnych elektroforetickych mobilit se pfi ni déli nabité molekuly (ionty).
Dostupnost této metodologie vzapéti vyznamné zasdhla do studia fylogenetickych,
taxonomickych, sociobiologickych a populacné genetickych otazek (May, 1992).

Principem elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli.
Hlavnim nositelem néboje nukleovych kyselin jsou negativné nabité fosfatove skupiny,
aproto se nukleové kyseliny v elektrickem poli pohybuji k opacné nabité elektrodé —

vvvvvv

metodam biochemické analyzy (Andrews, 1993; Robyt et al., 1990).

Gelova elektroforeza

Gelova elektroforéza je metoda pouzivand k separaci DNA, RNA nebo
bilkovinnych molekul (Freeman et al., 2002). SloZeni a poréznost gelu je volena s ohledem
na specifickou vahu a sloZeni analyzovaného vzorku. PouZité gely, nejcastéji akrylamidové
nebo agar6zové, se mohou liSit v koncentracich podle toho, jaky typ molekul chceme
oddélit (Robyt et al., 1990).

Gelova elektroforéza DNA se obvykle provadi pro analytické ucely, Casto
po amplifikaci DNA pomoci PCR. Je mozné ji pouZzit jako metodu separativni napf. pred
hmotnostni spektrometrii, klonovanim, sekvenovanim DNA, nebo metodou Southern Blot
(Freeman et al., 2002).

Po probéhnuti elektroforézy je tfeba identifikovat polohu separovanych molekul,
které nejsou pouhym okem viditelné. Molekuly DNA lze snadno zviditelnit obarvenim
vhodnym barvivem. NejCastéji je pouzivan ethidium bromid, ktery se vmezefuje mezi
sousedni pary bazi v DNA a vytvari s ni komplex. Namisto ethidium bromidu mlze byt
pro barveni pouZita skupina fluorescenénich barviv - SYBR (Smarda et al., 2005). Pokud
jsou vzorky oznacené fluorescencné, Ize je na gelu vyfotografovat pod ultrafialovym
svétlem. Jsou-li separované molekuly oznaCeny radioaktivni znackou, byvaji zaznamenany

v podobé autoradiogramu (Freeman et al., 2002).
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Obr.4 Princip gelové elektroforézy a ukazka vizualizace DNA fragmentd pomoci gelové elektroforézy
(http://cs.wikipedia.org/wiki/Elektrofor%C3%A9za,2010)

2.4.4.Polymeréazova retézova reakce (PCR)

Za objev principu PCR byla v roce 1993 Kary B. Mullisovi udélena Nobelova cena
za chemii (Clark, 2005). Tato metoda se v poslednich letech stala velmi popularnim
prostfedkem pro identifikaci rostlinnych a Zivocisnych druhi (Korzun, 2003).

PCR je metoda rychlého a snadného zmnoZeni Useku DNA zaloZena na principu
replikace nukleovych kyselin (Bartlett et al., 2003). Podstatou PCR je cyklicky se
opakujici enzymova syntéza novych fetézcl vybranych Gsekd dvouretézcové DNA
ve sméru 5°->3" prostfednictvim DNA-polymerdzy. Studovany usek nukleotidové
sekvence je vymezen pripojenim dvou primerd, které se vaZzou na protilehlé Fetézce DNA
tak, Ze jejich 3’- konce sméfuji proti sobé. Po pfidani DNA-polymerazy a nukleotidl pak
probiha syntéza novych vlaken na obou matricovych fetézcich protismérné. K syntéze
DNA se pouZivaji termostabilni polymerazy izolované z termofilnich mikroorganizmd,
napf. Taqg DNA-polymeréza z Thermus aquaticus odolavajici teplotdm, pfi nichz DNA
denaturuje. To umoziuje, aby syntéza DNA probihala opakované formou cykld. PCR je
proces pfi némZ se v zavislosti na teploté reakéni smeési pravidelné stfidaji tfi kroky
(Smarda et al., 2005).
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Zakladni kroky PCR

1. denaturace dvouretézcovych molekul DNA

2. pripojeni primer(l k oddélenym Fetézcim DNA

3. syntéza novych fetézc DNA prostrednictvim DNA-polymerazy
(Sharkey et al., 1994)

Reakce se provadéji v zarizeni nazyvaném termocycler, v némz se teplota méni
automaticky v naprogramovanych €asovych intervalech. Postupnym opakovanim tohoto
procesu se exponencialné vytvari az miliarda kopii vybraného Gseku cilové molekuly
(Smarda et al., 2005).

Mnoho modernich termocyclerl vyuziva Peltierliv efekt, ktery umoziiuje i vytapéni
a chlazeni bloku PCR jednoduse tim, Ze obrati smér toku elektrického proudu (Rychlik et
al., 1990).

JelikoZz vysledek PCR je mnohonasobné zmnozZeni vybraného uUseku DNA, lze
ji oznacit za zplsob klonovani DNA. Pfesnost a Uspésnost PCR pfi amplifikaci urcitého
genu nebo Casti sekvence genomové DNA je zavisla na peclivém navrhu obou primerd,

pfi némz je tfeba prihliZet k celkové sekvenci studovaného genomu.

Zasady navrhovani primerd

Délka by méla byt zpravidla 18-25 nukleotidl; obsah G+C 40% aZ 60%,
rovnomérna distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T pary; teplota T, primeru alespori
50 °C, u obou primerd by méla byt podobna teplota Tn; specifi¢nost primerl -
na matricové DNA nesmi byt nespecificka vazebna mista; absence komplementarnich
sekvenci v primerech, které by mohly vést ktvorbé duplexd; absence vnitnich
sekundarnich struktur (vlasenek); zarazeni 1 az 2 zbytkl G nebo C vsekvenci na 3’
koncich primer( pro zajisténi pfesné vazby na templat.

Pfesné hodnoty teploty a dobu trvani jednotlivych krokl(i je vsak tfeba
optimalizovat. Pro ziskani pozadovaného produktu, jeho specifi¢nost a vytézku je dalezita
koncentrace jednotlivych sloZek reakéni smési (Smarda et al., 2005).
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DNA sekvence, které maji byt zmnozZeny; dva primery, které jsou komplementérni
k 3' konci kazdého fetézce; Taq polymerdza nebo jinA DNA polymeraza s optimalni
teplotou nad 70 °C; 2’-deoxyribonukleotid-5"-trifosfaty (ANTPs); reak¢ni roztok, ktery
poskytuje vhodné chemické prostredi pro optimalni Cinnost a stabilitu DNA polymerazy;
jako kofaktor se nejcast&ji pouZivaji hofetnaté ionty Mg?*, nebo Mn** (Pavlov et al.,
2004).

PFilis vysoka koncentrace nékteré ze slozek reakce mlze ovsem vést k chybam
a vzniku nespecifickych produktd. Optimalni pocet cykl je zavisly na vychozi koncentraci
templatové DNA a zpravidla se pohybuje v rozmezi od 25 do 35 cykld. Prili§ vysoky pocet
cykll vyznamné zvysuje mnozstvi vznikajicich nespecifickych produkt PCR. Pro PCR je
dilezita Gplna pocatecni denaturace templatu a obvykle k tomuto Uéelu postacuje zahrati
smési na 94-97°C po dobu 2-5 min. V pfipadé, Ze dojde pouze k CasteCné denaturaci,
molekuly DNA velice rychle renaturuji, coz vede k nespecifické vazbé primerl (,.self-
priming“) a faleSnym vysledkim. ProtoZze Taq DNA-polymeraza ma pfi 95 °C polocas
stability 40 min, voli se pro naslednou denaturaci amplikon(i béhem reakce doba pouze 15-
45 s. Podminky pro hybridizaci primer(i zavisi na zastoupeni bazi, délce oligonukleotid(
a hodnoté T, produktu (Innis et al., 1999).

Pro PCR jsou Casto pouzivany jako zdroj DNA rdzné biologické materialy, napf.
hrubé extrakty z krve, télni tekutiny, kultury mikroorganismt, burky z tkafovych kultur,
atd. U téchto material(i by méla byt vénovana pozornost moznym necistotam, které mohou
inhibovat Tag DNA-polymerazu. Pro PCR je tfeba pouze malé mnoZstvi templatové DNA,
proto mohou byt tyto necistoty ve vétsiné pFipadd odstranény dostatenym naredénim
vzorku.

Vyslednym produktem PCR jsou amplikony — Useky DNA definované délky
o velikosti obvykle desitky aZz tisice bp analogické restrikénim fragmentlim, jejichz
pfitomnost se vreakEni smeési prokazuje stanovenim jejich velikosti elektroforézou
v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu nebo kvantitativnim méfenim mnoZstvi
produktu v redlném case (Smarda et al., 2005).

Tato metoda se vyuZiva nejenom k védeckym potrebdm, ale napfiklad i ke kontrole
potravin a pro zjistovani GMO a geneticky modifikovanych sloZek (Bartlett et al., 2003).
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Obr. 5 Princip PCR
(http://www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/MolStudents/01jeklotz/methods.html, 2010)

2.4.5.Sekvenovani DNA

Na konci sedmdesatych let minulého stoleti byly objeveny rychlé a jednoduché
metody pro urCeni nukleotidové sekvence jakéhokoliv izolovaného fragmentu DNA.
Je vyvinuto nékolik technik. Nejpouzivanéjsi z nich jsou zaloZzeny na DNA-polymeraze,
ktera syntetizuje Castecné kopie sekvenovaného fragmentu. Princip téchto technik spoCiva
v produkci sady Fetézc DNA in vitro za podminek, které zajistuji, Ze nové vznikajici
fetézce DNA budou ukonCeny po dosaZzeni jednoho konkrétniho nukleotidu (A, T,C,G).
Ve Ctyfech nezavislych reakcich tak vzniknou fragmenty DNA, které se lisi svoji délkou
0 jediny nukleotid, pficemZ z typu pouZité reakce je zndmo, kterym nukleotidem fragment
konCi. Tyto nové nasyntetizované fragmenty jsou elektroforeticky rozdéleny podle
velikosti sekvence plivodni DNA (Osborne et al., 2005).

Dnes je znama kompletni nukleotidova sekvence desitek tisic genl, nékolika
bakterialnich genomt, nékolika genoml rostlin a Zivocichl. MnoZstvi sekvenci DNA
uloZenych v pocitaCovych databazich je uz nyni tak ohromné, Ze pro préaci s témito udaji
jsou potrebné specialni programy (Innis et al., 1990)
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sekvenci kédovanych proteinli a umoZniuje tak detailné stanovit charakter mutaci, které se
mohou projevit vlivem genetickych chorob (Alberts et al., 2004).
K sekvenovéni se pouZivaji dvé principidlné odliSné metody: chemick& metoda

(Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani) a enzymova metoda (Sangerovo sekvenovani).

Chemické metoda sekvenovani - Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani

Podstatou chemické metody sekvenovani je specifické rozStépeni molekuly DNA
chemickymi Cinidly v mistech, kde je lokalizovana béze urcitého typu. Vychozim
materialem je soubor identickych fragment( jednoretézcové DNA oznacenych na jednom
konci radioaktivni znatkou. Kazdy se Ctyf typl bazi v molekule DNA lze uréitym
zplsobem modifikovat tak, aby bylo vtomto misté dosahnuto preruseni fetézce DNA.
Podminky reakce se zvoli takové, aby byla poskozena v prliméru pouze jedna béze
v Fetézci DNA, které jsou velice citlivé ke Stépeni. Reakce je provadéna ve velkém souboru
molekul, proto je vysledkem $tépeni soubor fragmentdi DNA vsech rdznych délek, které
odpovidaji vzdalenosti bazi pFislusného typu od znaceného konce vychozi molekuly DNA
(Smarda et al., 2005).

Enzymovéa metoda sekvenovani - Sangerovo sekvenovani

Tato metoda byla objevena v roce 1975 britskym biochemikem a dvojnasobnym
nositelem Nobelovy ceny Frederickem Sangerem. Sangerovo sekvenovani se stalo
nejpouzivangj$i molekularni technikou umoziujici analyzu genli na UGrovni nukleotidd
(Canfield, 1999).

PFi sekvenovani enzymovou metodou je DNA, jejiz sekvence ma byt stanovena,
pouZita jako matrice pro syntézu komplementarnich fetézcl rizné délky prostfednictvim
DNA-polymerazy (Smarda et al., 2005).

Enzymova metoda sekvenovani DNA je zaloZena na pouZiti dideoxyribonukleosid
trifosfatd — derivatl normalnich deoxyribonukleosidtrifosfatli postradajicich 3°-OH
skupinu. DNA je syntetizovana in vitro ve smési, kterd obsahuje: jednofetézcovou
molekulu DNA, kterd mé byt sekvenovana; enzym DNA-polymerazu; kratky primer DNA,
ktery umoziuje DNA-polymeraze zacit replikaci; Ctyfi deoxyribonuleosidtrifosfaty (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP).
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kce pridan dideoxyribonukleosidovy analog jednoho

z nukleotidd, je tento analog zaclenén do rostouciho fetézce DNA. V tomto pripadé vsak
fetézci chybi 3"-OH skupina, coZz blokuje pFidani dalsiho nukleotidu a syntéza tohoto
vladkna je ukoncena (Alberts et al., 2007). ddNTP jsou DNA-polymerazou inkorporovany
do rostouciho Fetézce DNA podle pravidel o parovani bazi (Smarda et al., 2005).

Reakce jsou provadény ve Ctyfech oddélenych vzorcich. Kazda reakce je urcena

ke stanoveni relativni pozice specifické baze na konci analyzovaného fetézce.

Reak¢éni smés obsahuje

Purifikovanou molekulu DNA, jejiz sekvence ma byt stanovena; primer, pfipojujici
se k Casti molekuly DNA nebo k mistu pfipojeni na vektoru v pfipadé, Ze se jedna
0 klonovanou DNA, smés obsahujici 4 normalni nukleotidy; jeden ze ¢tyf ddNTP; DNA-
polymerazu (Smarda et al., 2005).

Jako primery lze pouZit kratké restrikéni fragmenty nebo synteticky pfipravené
oligonukleotidy o délce zhruba 18 bazi. V pripadé sekvenovani produktli PCR je mozné
pouZit stejné primery, se kterymi byl fragment DNA amplifikovan. Pro umoznéni detekce
nové syntetizovanych fetézcd je primer, ddNTP nebo jeden ze &tyf dNTP radioaktivné
anebo neradioaktivné oznacen. Po probéhnuti polymerizani reakce se vytvorené produkty
denaturuji a separuji na polyakrylamidovém denaturujicim gelu podobné jako pfi chemické
metode.

Pro zkraceni procesu sekvenovani bylo vyvinuto automatické sekvenovani, které
umozniuje stanovit sekvence mnohem rychleji nez pfi standardnich postupech. Vyuziva se
zejmena pfi sekvenovani z genomovych knihoven. Automatické sekvenovani ma nékteré
odlisnosti od enzymové metody, napf. syntéza DNA probihd metodou asymetrické
polymerazové fetézové reakce. K detekci reakénich produktl se pouZivaji Ctyfi rdzné
fluorescencni znaCky, délka stanovené sekvence je obvykle mezi 500-1000 bazemi.

Automatické sekvenovani vyuZziva dva odliSné pristupy, barevné znaCené primery
nebo barevné znacené terminatory. Detekce produktli sekvenacnich reakci probiha
v pribéhu elektroforézy automaticky pomoci laserového detektoru napojeného na pocitac.
Ten diky specialnimu softwaru z poradi signald v prislusnych drahach pfimo vyhodnocuje
sekvenci DNA. U nejnovéjSich aparatur probiha elektroforeticka separace v kapilarach.
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at fragment delSi nez 1000 bazi, vyuZzivaji se vtomto
pfipadé dvé odlisné strategie, ndhodné sekvenovani nebo uspofadané sekvenovani

sousednich Usekd. Po Upravé konctl se fragmenty nahodile zaklonuji do vhodného vektoru
(Innis, 1999).

DMNA

%"
ﬁATETEGGETﬁETEGEGEGI

CGUCA

DHNA POLYMERASE I I I I .
+ 4 dNTP
-,

I

ddATPF ddTTP ddCTPF ddGTP

e G e 6 D= e G OO DR DE

Obr.6 Princip sekvenovani

(http://www.bio.davidson.edu/Courses/Biol11/seq.html, 2010)

2.4.6.Ribozomalni RNA a jeji podjednotky

Ribosoméalni RNA je zékladni sloZzkou ribozomu a tvofi asi 80% z celkové RNA
v bunice. Je to druh nekddujici ribonukleové kyseliny. Ribozom se sklada ze dvou hlavnich
Casti: z ribonukleové kyseliny a z ribozomalnich proteind. VSechny organismy maji stavbu
ribozom{ podobnou. Oviem jsou rozdily mezi eukaryoty a prokaryoty (Schlétterer et al.,
1994).

V prokaryotech je rRNA molekula tvofena z ¢asti DNA zvané ribozomalni DNA
(rDNA). Molekuly ribozomovych RNA podobné jako molekuly mRNA vznikaji
transkripci DNA-templatu. U eukaryot probihd syntéza rRNA v jadérku a je katalyzovéana
RNA-polymerazou 1. Jadérko je vysoce specializovanou sloZzkou jadra, ktera se vylucné
zaméfuje na syntézu molekul rRNA a jejich sestavovani do podoby ribozémd. Geny

pro ribozomové RNA se nachazeji vtandemové usporadanych Fadach oddélenych
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blastmi. Transkripci téchto tandemovych sestav genl

pro rRNA Ize pozorovat elektronovou mikroskopii. Transkripci genll pro rRNA vznikaji
prekurzory, které jsou mnohem vétsi neZ molekuly RNA v ribozomech. Tyto prekurzory
2000).

Kromé posttranskripéniho stépeni prekurzorli rRNA podléhd mnoho nukleotidd
rRNA posttranskripénim metylacim. Metylace jsou pravdépodobné zplisobem ochrany
molekul rRNA pred degradaci ribonukleazami.

V genomech vsech dosud studovanych organizm( byly nalezeny mnohonasobné
kopie genll pro rRNA. Redundance rRNA genll neni prekvapiva, vezmeme-li v Gvahu
velky pocet ribozomd pritomnych v burice. U E.coli je sedm genli rRNA (rrnA, rmB, rmC,
renD, rE, rrnG, rrnH) ve tfech odliSnych mistech chromozomu (Stundsat et al., 2009). U
Eukaryot jsou geny pro rRNA lokalizovdny ve dvou mnohondsobné se opakujicich
transkripénich jednotkéach (Darnel et al., 1990).

Zakladni rozdéleni ¢asti ribozomu je vzdy na malou a velkou podjednotku, které se
po dokonCeni translace oddéluji a znovu se sestavuji pfi iniciaci translace. KaZzda
podjednotka obsahuje velké sloZzené molekuly RNA, na kterych se sestavaji ribozomové
proteiny. Velikost ribozom{ se nejcastéji vyjadfuje se Svedbergovych jednotkach
(sedimentacni  koeficient). Je to weliCina, kterda udavd cas, za ktery probéhne
v ultracentrifuze sedimentace ribozomu (Alberts et al., 2002).

Prokaryotické ribozomy se skladaji ze dvou podjednotek se sedimentacnim
koeficientem 50S a 30S. Velkd podjednotka obsahuje dvé molekuly: 23S rRNA a 5S
rRNA, dale obsahuje 34 rdznych polypeptidi. Mald podjednotka ma jednu molekulu
s velikosti 16S rRNA a 81 polypeptidd.

Eukaryotické ribosomy maji také dvé podjednotky ovsem s velikostmi 60S a 40S.
Velka podjednotka ma tfi rRNA (28S, 5,8S a 5S) a 49 polypeptid(l. Mala podjednotka ma
také jedinou molekulu a to 18S rRNA a 33 polypeptidd (Lewin, 2000).

Masayasu Nomada se svymi kolegy dokazal rozlozZit ribozomovou podjednotku
E.coli 30S na jednotlivé makromolekuly a pak ztéchto slozek rekonstruovat funkéni
podjednotky 30S. Timto zplsobem prostudoval funkci jednotlivych molekul rRNA
a ribozomovych proteind (Stundsat et al., 2009).
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funkénost ribozomu a hraje ddlezitou roli v syntéze

proteind. Jako nekddujici rRNA neni sama o sobé pieloZzena do proteinu, ale poskytuje
mechanismus pro dekddovani messenger RNA na aminokyseliny (Smit et al., 2007).
Z toho divodu je ribozomalni RNA v podstaté enzym, kterému se Fika ribozym. Je to
z toho divodu, Ze ribozomalni RNA tvofi prostorové struktury podobné aktivnim mistim
proteinii majici funkci jako enzymy. Je diky tomu schopna spravné navazat tRNA a také
zajiStuje vznik peptidovych vazeb mezi aminokyselinami vznikajiciho fetézce (Alberts et
al., 2004).

Jaderné rRNA geny eukaryot jsou umistény v opakujicich se Gsecich. Useky jsou
spojeny geny pro malou podjednotku (SSU — z angl. small subunit) a velkou jadernou
podjednotkou (LSU z angl. large subunit) (Gerbi, 1985; Takamasu, 1998). Tyto geny
ukazuji malé rozdily mezi sekvencemi u velmi podobnych druhl, metoda je velmi Gispé$na
pfi stanovovani fylogenetickych studiich zdanlivé ptibuznych druhl (Taylor et al., 1993).

Studium sekundarnich struktur rRNA ukazuji, Ze eukaryoticka velka podjednotka je
sloZend z pevnych Casti na rozdil od velké podjednotky u prokaryot, které jsou odlisne
(Hillis et al., 1987). Pravé DNA sekvence odliSnych domén velké jaderné podjednotky
rDNA jsou vhodné pro uréovani fylogeneticky relativné podobnych organism( (Schlétterer
et al., 1994).

Transcription unit

R2

5.85-ITS2a-25-ITS2

Obr. 7 Grafické zobrazeni rRNA

(www.absoluteastronomy.com/topics/Ribosomal_DNA, 2010)

Srovnani sekvenci malych podjednotek nebo jejich genli mélo doslova revoluéni
vyznam pro rozvoj v molekularni a bunécné evoluci (Sogin et al., 1989; Taylor et al.,
2000). Studie nukleotidovych sekvenci genli ribozomalni RNA poskytuje vyznamné
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1989). Tyto molekularni sekvence obsahuji dostate¢né evoluc¢ni informace umozniujici
posouzeni fylogeneticky pribuznych organismd (Sogin et al., 1987).

Jaderné podjednotky rRNA sekvence se vyvijeji pomérné pomalu a mohou byt
proto pouzity pro studium relativné vzdalenych organismd, zatimco geny mitochondrialni
rRNA se vyvijeji mnohem rychleji a mohou byt pouZity pouze na urovni genomovych
rodin. Pocetné sekvence rRNA genli mohou byt ziskany prvotné z izolace a sekvenovani
jednotlivych genl. Pfimym sekvenovanim rRNA mohou byt obvykle rychle ziskana
sekvencni data. Tato metoda vyZaduje relativné velké mnoZstvi RNA. Je ovSem néachylna
na chyby (Lane et al. 1985).

Dilezitym krokem pfi zjistovani pFibuznosti je konstrukce genomické knihovny
a identifikace rekombinantnich klon( obsahujici kédujici Useky. Klonovéani se neobejde
bez metody PCR, kterd napomaha k velmi rychlé amplifikaci rRNA kodujicich sekvenci

pro sekvenacni analyzu (Medlin, 1988).
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3. Cil

Cilem této diplomové prace bylo provedeni PCR analyz 28S rRNA, optimalizace
metody sekvenovani, a zhodnoceni jeji vhodnosti pro zavedeni jako rutinniho hodnoceni
molekularnich dat entomopatogenich hub. Analyza ziskanych sekvenci a vyhodnoceni
sekvenacniho polymorfismu. Vyuziti téchto dat pro hodnoceni genetické variability kmen(
entomopatogenni houby Beauveria bassiana, které byly izolovany ze vzork( odebranych
v Narodnim parku Sumava, a dale ze souboru ostatnich kmend.

Vyuvstala otdzka, zda je mozné na zékladé ziskanych dat determinovat tzv. “lokalni
kmen“, respektive zda je populace sebrand v Narodnim parku Sumava homo- nebo
heterogenni a nasledné jaké jsou dlsledky zpétné aplikace biologického preparatu
na zakladé Beauveria bassiana. Je-li mozné pouZiti komeréniho preparétu, ktery je jiz
prodavan, nebo je-li tfeba pouZziti prepardtu na zakladé kmenli Beauveria bassiana
odebranych na lokalité Narodni park Sumava, kdy je znam plivod kmene, ktery je pouZit,

a tim zachovat pfirozenou diversitu v lokalité.
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4.1. Pouzity material

Entomopatogenni houby pouZzité pro fylogenetickou analyzu byly zisk&ny ze sbirky
entomopatogennich  hub  oddéleni Rostlinolékarstvi, Katedry rostlinné vyroby
a agroekologie, Zemgdgélské fakulty JihoCeské univerzity v Ceskych Budgjovicich. Tato
sbirka je uloZena ve formé alginatovych pelet. Jako material byly pouZity entomopatogenni
houby Beauveria bassiana, Beauveria brogniartii a Isaria fumosorosea. Byly pouzity dva
typy téchto hub: Sumavské a soubor ostatni kmend. Sumavské kmeny byly odebrany
z 1. zony Nérodniho parku Sumava. Ostatni kmeny byly ze shirek pochézejicich z oblasti:
Krkono$sky narodni park, Péncin (Morava), Cina, Francie, Indie, Kolumbie, Polsko,
Rumunsko, Slovenska republika, Svédsko, Spojené staty americké a Rusko.

Pfesny popis a oznaceni vzork( je uveden v nasledujici tabulce.
Tab. 1: Sumavské kmeny
LAB.

OZNACENI KMEN PUVOD/LOKALITA
Bba |l 101 Bba |l 101 Prameny Vltavy
Bba 1 NP0001 Cerné hora
Bba 12 NP0002 Cerné hora
Bba 23 NP0003 Cerné hora
Bba 34 NP0008 Jeleni skok (Oblik)
Bba 35 NP0007 Zlaty stolecek
Bba 36 NP0005 Jeleni cesta — U Mlyna
Bba 38 NP0009 Brezova cesta
Bba 39 NP0010 Polednik
Bba 40 NP0100 Cerné hora
Bba 41 NP0101 Cerna hora
Bba 42 NP0102 Cerné hora
Bba 43 NP0103 Cerné hora
Bba 44 NP0104 Cerna hora
Bba 45 NP0105 Cerné hora
Bba 46 NP0106 Cerné hora
Bba 50 NPO004A Stykova lesni cesta
Bba 51 NP0004B Stykova lesni cesta
Bba 52 NP0006 Borova Lada — Silni¢ni slat’
Bba 53 NP0020 Staré draty
Bba 54 NP0022 Zlaty stolecek
Bba 55 NP0026 Vitavsky luh
Bba 56 NP0027 Rulandsky potok
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Bba 538 NPUUZY Pod Studenou horou
Bba 59 NP0030 Studena horizont
Bba 60 NP0031 Zlaty stolecek
Bba 63 NP0053 Hrani¢ni chodnik, Stfelecky
prismyk
Bba 66 NP0083 Prameny Vltavy
Bba 67 NP0084 OVvVO-8-20
Bba 68 NP0085 Zamecky les (1 C5)
Bba 69 NP0086 Skladka Zakova cesta
Bba 70 NP0091 OLE - 07,65 A 04
Bbr NP S NPO0155 Beauveria brongniartii | StozeCek
IFRNP S NPO0056 Isaria fumosorosea V kotli

Tab. 2.: Izolaty z lokality Cerna Hora, kde byl aplikovan kmen Bba 1 101

Bba 47 A-Bba | 101-001 Cerna hora
Bba 48 A-Bba | 101-002 Cerna hora
Bba 49 A-Bba | 101-003 Cerna hora

Tab. 3: Soubor ostatnich kmenu

LAB. 0
OZNACENI KMEN PUVOD/LOKALITA

PREFERAL PFR 97 Florida Bioprepardt PREFERAL

Bba M Pk Pk CR - Pén¢in (Morava)

Bbr M m Pm CR - Pén¢in (Morava)

Bba KR 6 KR 0006 CR — KRNAP, Pénkavei
vrch

Bba KR 9 KR 0009 CR — KRNAP, Pénkavei
vrch

Bba KR 14 KR 0014 CR - KRNAP, Na Kouli

Bba KR 16 KR 0016 CR — KRNAP, Cervena hora

Bab KR 19 KR 0019 CR - KRNAP, Na Kouli

Bba Pol A24 Polsko

Bba USA 01 Spojené staty americké, FL

Bba Rum A32 Rumunsko

Bbr Col Al133 Kolumbie

Bba Fr A135 Francie

Bba Sk08 TO8 Slovensko - Tatry

Bbr SSSR Al131 Rusko

Bbr Sve A36 Svédsko

Bbr Sk01 TO1A Slovensko - Tatry

Bba Cina A74 Cina

Bba Indie A52 Indie
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Prijaté vzorky byly kultivovany na pevném médiu na Petriho misk&ch. PouZité
médium bylo PDA (Potato Dextrose Agar). Jeho sloZeni je: bramborova infuse 200g/I,
dextrosa 20g/l, agar 15g/l. Konené pH pii 20 °C je 5,6. Priprava: pridat 39g PDA
do 1000ml destilované vody. Sterilujeme v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut.

Vzorky prepasdZzujeme na médium pomoci oCkovaci kliCky a vzdy musime
bezpodmine¢né dodrzet naprosto sterilni prostfedi a davat pozor na to, aby nedochazelo
ke kontaminaci vzorkd jinymi kmeny anebo jinymi cizimi mikroorganismy. PouZivame
bud' jednorézove sterilni ¢i kovové klicky, které je nutné po kazdém vzorku oZehnout.
Préce se provadi ve Flowboxu VBH Compact (STERIL).

Takto rozpasazované vzorky vlozime do termostatu a nechame 14 dni kultivovat
pri 25°C. Po uplynulé dobé narostlé mycelium pfevedeme do mikrocentrifugacnich
zkumavek v mnozstvi potfebném pro izolaci. Mikrozkumavky fadné popiSeme a uloZzime

do mraziciho boxu.

4.3. Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena dvéma zplsoby: pomoci CTAB (Williams et al. 1992)
a pomoci sady od firmy QIAGEN. Dva zpUsoby izolace byly zvoleny z dlivodu porovnani
metod. Bylo tfeba izolovat co nejvétsi mnoZzstvi DNA.

4.3.1.1zolace rostlinné DNA pomoci CTAB dle Williamse -
modifikovano pro houby

e prevést 50-200 mg mycelia do sterilnich 1,5 ml mikrocentrifugacnich zkumavek,
zhomogenizovat pomoci homogenizacni ty€inky

e pfidat 500 pl extrakéniho pufru (2% CTAB + [-merkaptoethanol), tkan
zhomogenizovat a promichat s pufrem

e nechat 45-60 min inkubovat pfi 65 °C ve vodni lazni, béhem inkubace jednou lehce
promichat

e centrifugovat na 14 000 rpm (maximum) 10 minut

e prevest supernatant do novych mikrocentrifugacnich zkumavek

e pridat 500 pl chloroformu:lAA (24:1) a 10 min nechat protfepavat
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prepipetovat vodnou fazi do novych mikrocentrifugacnich zkumavek
prfidat 1/5 (cca 100 pl) 5% CTAB a promichat

pridat 500 pl chloroformu:lAA (24:1) a 10 minut protfepévat
centrifugovat 5 min na max

prepipetovat vodnou fazi do novych mikrocentrifugacnich zkumavek
pfidat 2/3 izopropanolu, 2-3x promichat

nechat v -20 °C pfes noc

centrifugovat 5 minut na max pfi 4 °C

odstranit supernatant

pridat 300 pl dH,0 a nechat 30-60 minut rozpoustét na tiepacce pfi 37 °C
pridat 2 objemy (600 ul) 100% studeného ethanolu, 2-3x promichat
nechat v -20 °C 12 hod

centrifugovat 10 minut na max pfi 4 °C

odstranit supernatant

pridat 1000 pl 70-80% studeného etanolu a promichat

centrifugovat 2 min na max

odstranit supernatant

pridat 1000 pl 70-80% studeného etanolu a promichat

centrifugovat 2 min na max

vysusit ve vakuové centrifuze cca 20 min

pridat 100-200 pl vody a cca 40 minut nechat rozpoustét pfi 37 °C
skladovat v -20 °C

4.3.2.1zolace DNA pomoci komeréniho kitu - DNeasy Plant Mini

Kit (QIAGEN)

odvazit 100 mg vzorku
zhomogenizovat pomoci homogenizacni tyCinky
pridat 400 ml AP1 + 4 yl RNasa A a dlkladné zvortexovat

inkubovat 10 min pFi 65 °C, 2-3x promichat prevracenim
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inkubovat 5 minut na ledu

centrifugovat 5 min na max (14 000 rpm)

prepipetovat lyzat na QIAShedder Mini Spin Column v 2 ml Collection Tubes —
centrifugovat 2 min na max

pfenést supernatant do nové mikrocentrifugacni zkumavky o objemu 1,5 ml, cca
450 pl

pfidat 1,5x objemu (cca 675 ul) AP3/E a pipetovanim promichat

pridat 650 pl mixu do DNeasy Mini Spin Column v 2 ml Collection Tube
centrifugovat 1 min > 8 000 rpm, odstranit supernatant a filtr vlozit zpét

opakovat predchozi krok se zbytkem mixu — Collection Tube odstranit

vloZzit filtr do nové Collection Tube, pfidat 500 ul AW, centrifugovat 1 min = 8 000
rpm, odstranit supernatant a filtr vlozit zpét

pridat 500 ul AW, centrifugovat 2 min na max, odstranit Collection Tube

vlozit filtr do nové 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky, pfimo na membranu
pridat 100 ml AE

4.4. Méreni koncentrace DNA

U izolované DNA je potfeba zméFit koncentraci. V naSem pfipadé se provadélo

pomoci Fluorimetru od firmy INVITROGEN. Tato firma dodava také pouzity kit Quant-

iT™

Assays i s mikrozkumavkami a roztoky. Tento pristroj pracuje na principu prdchodu

paprskl vzorkem a zachycuje prdchozi svétlo. Na zékladé standard obsaZzenych v kitu

vypocita koncentraci.

Pfiprava vzorkd:

udélat mix ze 199 x n pl Quant-iT™ Buffer a 1 x n pl Quant-iT™ Reagent (kdy n
je pocet stanovovanych vzork(), reagent je tfeba uchovavat mimo svétlo
rozpipetovat z mixu 197 pl do kazdé mikrozkumavky a 190 pl do mikrozkumavek
pro standardy

pridat k mixu 3 pl stanovované DNA, a 10 ul standardu 1 a 2

zvortexovat kazdou mikrozkumavku 2-3 vtefiny
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e vloZit do pfristroje nejprve standard 1, poté standard 2 a pak vkladat jednotlivé

vzorky

e pro pfesné stanoveni je nutny prepocet

4.5. PCR reakce
Celkové mnoZstvi jedné reakce je 25 pl.
e sloZeni:
o 12,5 pl 2x PPP Master Mix
o 10,5yl PCR H,0O
0,5 pl primeru NL1

O

0,5 pl primeru NL4
o 1uplDNA

O

e cyklus:
o pocatecni denaturace
= denaturace
25X = annealing
= elongace
o finalni elongace

o uchovani

e pouZité primery

94 °C
94 °C
50 °C
72 °C
72 °C

4°C

5 min
1 min
1 min
1min 15s
5 min

00

o NL1:5- GCATAT CAATAA GCG GAG GAA AAG - 3
o NL4:5-GGT CCGTGT TTCAAG ACGG-3

Reakce probihala v termocycleru XP cycler od firmy BIOER.

SlozZeni Master Mixu dodavaného od firmy Top-Bio s.r.o.: 150 mM Tris-HCI, pH
8,8, 40 mM (NH,4),SO4, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dCTP,
400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Tag-Purple DNA polymerazy, stabilizatory

a aditiva.
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psoveého gelu a elektroforéza

PFiprava 2% agarosového gelu o objemu 200 ml

navazit 4 g agarosy

pfidat 200 ml 1x TBE a promichat

rozvafrit roztok agarosy a TBE v mikrovinné troubg tak, aby nebyla zfetelna
Zadné vlakna, pridat 4 pl ethidium bromidu

zchladit a nalit rozvarenou agarosu do pFipravené vany s ,,hfebinkem®, ktery
vytvori oddélené jamky, nalitd agarosa nesmi obsahovat Z&dné vzduchové
bubliny

nechat agarosu uplIné zatuhnout, vyjmout hfebinek

napipetovat do jamek jednotlivé vzorky, obarvené pomoci LB

vloZit agarosovy gel pomalu a opatrné do elektroforetické vany ve které je
roztok 1x TBE

pripojit k napdjecimu zafizeni a napéti nastavit na 40V, cca po 10-ti
minutach, zvysit napéti na 70V

doba priibéhu elektroforézy trva cca 3-4 hodiny

vyjmout gel z pufru po uplynuti této doby a vyfotografovat pod UV svétlem
v zafizeni upraveném pro tyto Ucely

vyhodnotit foto specialnim softwarem

PFi manipulace s agarosou je tfeba dodrZovat bezpecnostni opatieni. Kvili obsahu

ethidium bromidu je nutné mit bezpecnostni rukavice a pracovni plast. PFi pouZivani UV

svétla je tfeba chranit zrak a fotografie pofizovat jen v pfistroji k tomu ur¢eném.
SloZeni 1x TBE: 54 g Tris, 27,5g kyseliny borité, 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0), 4l

destilované vody. VSe se promicha dohromady.

SloZeni barvy LB: 0,025g bromfenolové modfe (Bromphenol Blue), 4 ml glycerolu,

doplnit dH,O do 10 ml. Rozpipetovat do alikvét. Pro obarveni jednoho vzorku se pouZivaji

2ul barvy.

SlozZeni 100 bp Ladderu (New England BioLabs inc.): 2,5% Ficoll-400, 11 mM
EDTA, 3,3 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,0017% SDS, 0,015% bromophenol blue. Uchovavat

pFi -20 °C .
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fragmentu vzorku, jsou uvedeny na obréazku.

(http://www.neb.com/nebecomm/products/productN3231.asp).

4.7. Izolace fragment( z gelu

Pfed provedenim samotného sekvenovani je tfeba DNA

izolovat z gelu. V naSem prfipadé byl pouZit JETQUICK Gel
Extraction Kit (Genomed GmbH).
Postup je nasledujici:
e odmé¥it 300 pl L1 na kazdych 100 mg vyfiznutého prouzku z gelu
e inkubovat pfi 50°C po dobu 15-ti minut (kaZzdé 3 minuty zvortexovat)

o pokud méa agarosa vysSi koncentraci nez 2% nebo ma vice jak 300
mg, pfida se na kazdych 100 mg gelu 600 pl L1 a v tomto pFipadé se
inkubuje cca 20-30 minut

o maximalni velikost gelu je 400 mg

e napipetovat mix do JETQUICK column, maximalni mnoZzstvi je 600 pl,
nesmi se preplnit

e centrifugovat 1 min na max (14 000 rpm)

e opakovat pfedchozi dva kroky v pripadé vétsiho mnoZstvi mixu

e napipetovat 500 ul bufferu L2 pfimo na filtr

e centrifugovat 1 min na max

e odstranit filtrat

e centrifugovat 1 min na max

e viozit JETQUICK column do klasické 1,5 ml mikrozkumavky a pfidat 50 pl
predehratého (65-70°C) TE bufferu

e nechat stat 1 minutu

e centrifugovat 2 minuty na max

e uchovavat pfi-20 °C

Takto izolované a upravené vzorky bylo tfeba pfipravit na sekvenovani. Pro nase
ucely bylo sekvenovani provedeno na pracovisti BC AV, v. v. i. — Ustav molekularni
biologie rostlin na pfistroji ABI PRISM 3130xI od firmy Applied Biosystems, a firmou
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Tyto pFistroje jsou zaloZeny na Sangerové metodé (princip viz. literarni prehled).
Pozadované mnozstvi pro pracovisté BC AV, v. v. i. — Ustav molekularni biologie
rostlin:
e 2,5-10 ng DNA (dle koncentrace fragmentu)
e 0,5pulprimeru
e PCR H;0 do celkového objemu 7,5 pl
PoZadované mnoZzstvi pro firmu INVITEK:
e DNA 1 ng/ plna 100 bp

e primeru 5 pmol/ pl na reakci

4.8. Statistické hodnoceni dat
Obdrzena data byla dale zpracovana v programu SEQUENCE SCANNER

SOFTWARE v1.0 a nésledovné upraveny v programech: CLUSTAL W, Bioedit, PAUP*
executable a TreeView (Win32).

Bioedit, CLUSTAL W

Tyto programy jsou vhodné pro takzvany ,,aligment* — porovnavaji se jednotlive

sekvence mezi sebou. U programu CLUSTAL W je vyhodou dostupnost na webovych
strankach: (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), a kompatibilita s programem
Bioedit. VV tomto programu Ize ru¢né upravit jednotlivé sekvence pro dalsi fylogenetickou

analyzu. Je zde moznost odstranéni ,,gapl“, tedy prazdnych mist ve stanovované sekvenci.

PAUP* executable
Program PAUP vyhodnocuje data ziskana v programu CLUSTAL W a Bioedit.

Pomoci jednotlivych pFikazd v pfikazovém fadku Ize vytvorit fylogenetické stromy.

TreeView (Win32)

V programu TreeView lze zobrazit fylogenetické stromy jako vystup z programu

PAUP. Lze v ném upravovat stromy do tvaru fylogramu Ci kladogramu, prehazovat

vvvvvv

zakorenéni fylogenetického stromu vybranim ,kofene”. VétSinou to byva takovy druh,
ktery je fylogeneticky nejvzdalené;si.
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Jsou zpracovavany do védecké publikace a po jejim vydani budou vlozZeny a doplnény.

6. Diskuze

Bude vloZena a doplInéna po vydani védecké publikace.

7. Zaver

Cilem této diplomové prace bylo provedeni PCR analyz 28S rRNA a optimalizace
metody sekvenovani, a zhodnoceni jeji vhodnosti pro zavedeni jako rutinniho hodnoceni
molekularnich dat entomopatogenich hub. Z vysledkd moji diplomové prace vyplyvaji tyto
zavery:

e Pro izolaci bylo vhodnégjsi pouziti CTAB metody, ze které byla kvalitnéjSi DNA

0 vysSi koncentraci.

e Byly analyzovany dva typy vzork(: vzorky ,lokalni“ pochéazejici z Narodniho
parku Sumava, pfesn&ji z prvni zony narodniho parku, které byly hlavnim zdrojem
zkouméni a kmeny ostatni, které pochazely z Krkono$ského narodniho parku,
oblasti Moravy a kmen( pochazejicich ze sbirek rozmisténych po celém svété.

e Pro PCR metodu byla pouZita reakce se specifickymi primery NL1 a NL4, podle
niz jsme amplifikovali Cast o velikosti 605 bp u Beauveria bassiana, 604 bp
u Beauveria brogniartii a Isaria fumosorosea a 606 bp u vzorku Beauveria
bassiana, ktery byl odebran na Uzemi Moravy.

e Mdizeme potvrdit, Ze LSU rRNA je velmi konzervativni repetitivni Usek DNA,
ve kterém u zkoumanych vzorkd rozdilnych druht nebyly zjistény velké rozdily.

e Nepodarila se prokazat odliSnost v sekvenovanych €astech genotypu LSU rRNA
podle typu hostitele u odebraného vzorku.

e Kmeny oznatované jako lokalni, tedy vzorky z Narodniho parku Sumava, byly
podle sekvenci LSU rRNA naprosto shodné a nepotvrdila se diversita mezi
jednotlivymi misty sbéru. Tyto vzorky odpovidaly kmeni s oznacenim Bba | 101,

ktery byl prvnim odebranym kmenem z Gzemi Cerna hora.

-33-


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Click Here to upgr:

Unlimited Pages an

Your complimentary

p— use period has ended. Eva Vondraskova
Thank you for using
t CO m p I ete PDF Complete.

kazovaly i analyzované kmeny plivodem z Krkono$ského

narodniho parku. Ackoliv by se po téchto analyzach dalo pfedpokladat, Ze shodu
budou mit i vzorky pochazejici z Moravy, toto se nepotvrdilo.

Davodem rozdilnosti mohl byt typ odebrané lokality, kde byly odlisné ekologické
podminky neZ u vzorkll z Narodniho parku Sumava a Krkono$ského narodniho
parku. Toto by mohlo byt zajmem jiného zkoumani.

Nékteré kmeny povaZzované za Beauveria bassiana byly diky sekvenacni analyze
oznaCeny jako druh Beauveria brogniartii. Bylo to pouze u souboru ostatnich
kmenl a to ujednoho kmene pochazejiciho z Moravy a dale u kmenl
pochazejicich z Kolumbie, Svédska, Slovenska a Ruska. Tyto kmeny mezi sebou
vykazovaly shodu.

Pvodni myslenka, tedy Ze Narodni park Sumava je velké oblast, ktera by mohla
vykazovat diversitu, se neprojevila. Nebyla zjisténa ani diversita v ramci celé
Ceské republiky.
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