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Abstrakt

Beauveria bassiana je entomopatogenni polyfagni houba, kterd se béZné vyskytuje
v pudé¢ a parazituje na pudnim hmyzu, resp. na stadiich hmyzu, jezZ se vyskytuji v ptid€. Dnes
se pouZziva pii ochrang rostlin proti vice jak 70 druhiim hmyzu.

V Ceské republice méd Beauveria bassiana nyni nejvétsi vyznam v boji proti IykoZroutu
smrkovému (Ips typographus) v Ndrodnim parku Sumava.

Tato prace byla zaméfena na hodnoceni genetické variability kmenti entomopatogenni
houby Beauveria bassiana na zdklad€é analyzy mikrosatelitl a porovnani Ctyf separacnich
metod elektroforézy na 2% agar6zovém gelu, elektroforézy na 3% synergelu, Cipové
elektroforézy a fragmentacni analyzy z hlediska nejpiesnéjsi separace PCR produkta. V této
studii bylo pouZito 41 kment z NP Sumava a 20 kmentl ze sbirky, ozna¢enych jako ostatn,
kde kromé& kment odebranych z celého svéta, byly zahrnuty i kmeny odebrané z NP Krkonose
a jizni Moravy.

Pro analyzu mikrosatelitti bylo pouZzito 11 primerovych pari a pro vzdjemné porovnani metod
byly vybrany pouze 4.

Populace kmen® Beauveria bassiana odebrdana z NP Sumava byla vyhodnocena
na zdklad¢ analyzy mikrosateliti jako pln¢ konzervativni a uzaviend bez ohledu na zdroj
a lokalitu. U kment, které byly odebrany z celého svéta, se projevila znacnd geneticka
variabilita.

Z hlediska separace se jako nejlepsi a nejvhodnéjsi metoda pro detekci mikrosatelitl
osvédcila fragmentacni analyza. I pfes jeji ndrocnou finanéni stranku, se ukdzala tato metoda
jako nejpfesnéjsi a nejcitlivejsi. Jeji vyhoda spociva v moznosti detekovat minimélni rozdily
ve velikosti jednotlivych alel mikrosateliti v rozmezi 1-2 bp, cozZ je u gelové elektroforézy

nemozné.

Klic¢ova slova: Beauveria bassiana; entomopatogenni houba; mikrosatelitové markery;

biologicka kontrola; gelova elektroforéza; Cipova elektroforéza; fragmentacni analyza.



Abstract

Beauveria bassiana is a entomopathogenic polyphagous fungus commonly found in soil
and it is parasite of soil insects, mainly of the stages of insect that occur in soil. At the present
time it is used in plant protection against more than 70 species of insects.

In the Czech Republic Beauveria bassiana has the greatest importance in the fight
against bark beetle (Ips typographus) in the NP Sumava in these days.

This study was focused on the evaluation of genetic variability Beauveria bassiana
strains on the basis of microsatellite analysis and the comparison of four separation methods:
electrophoresis in 2% agarose gel, electrophoresis in 3% synergel, chip electrophoresis
and fluorescent capillary electrophoresis in term of the most precise separation of PCR
products. We used 41 strains which were collected in the NP Sumava and 20 strains from
long-term collection determined as an exotic in this study. This large geographical scale group
contains the strains from whole world and in addition it was upgraded by the strains collected
from the NP Krkonose and South Moravia. For the microsatellite analysis there were used 11
pairs of primers but for inter-comparison of separative methods were chosen only 4 pairs
of primers.

The population of Beauveria bassiana strains collected from the NP Sumava were
evaluated by analysis of microsatellites as a conservative and fully closed regardless of the
source and the location. The strains from the large geographical scale group showed the great
genetic variability. In terms of separation, the best and most suitable separation method was
proved, the fluorescent capillary electrophoresis. Despite of its difficult financial aspect, this
method was evaluated as the most precise and the most sensitive. Its advantage is
in possibility to detect the smallest differences in the length of single allele in the range 1-2bp,

which is for the gel electrophoresis impossible.

Key words: Beauveria bassiana: entomopathogenic fungus; microsatellite markers; biological

control; gel electrophoresis; chip electrophoresis; fluorescent capillary electrophoresis.
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1. Uvod

V posledni dobé se velmi cCasto hovoii o houbé Beauveria bassiana. Ma Siroké
spektrum vyuziti v biologické ochrané po celém svété. Tato houba byla izolovéana z vice jak
700 druhit hmyzu z deviti fadi. Nejvice hostitelll se nachazi mezi Lepidoptera a Coleoptera,
ma vysoky potencidl vyuziti k ochranég proti vice jak 70 druhiim hmyzu.

V Ceské republice ma Beauveria bassiana nyni nejvétsi vyznam v boji proti 1ykoZroutu
smrkovému (Ips typographus) v lokalitich CHKO Sumava a NP Sumava.

V CR byly registrovany biopreparity Boverol a Boverosil. V zahraniéi se vyuZiva celd
fada biopreparati formulovanych na bdzi konidii nebo blastospor Beauveria bassiana
a Beauveria brongniartii, které naSly své uplatnéni zejména v lesnictvi a okrasném
zahradnictvi proti larvdm vrubounovitych a nosatcovitych broukli nebo proti Sirokému
sortimentu $kidct rychlené zeleniny a okrasnych kvétin.

V této studii se zamé&fuji na hodnoceni genetické variability kmenli entomopatogenni
houby Beauveria bassiana na zéklad¢ analyzy mikrosateliti (SSR — Simple Sequence
Repeat). Polymorfismus mikrosatelitovych markert se hodnoti na kmenech odebranych v NP
Sumava a Narodnim parku Krkonose. V&etné kmenti z CR byly do analyzy zahrnuty i kmeny
ostatni (z celého sv¢ta).

SSR jsou molekuldrni markery, jez jsou pro dany kmen ¢i druh charakteristické
aumoznuji jejich presnou identifikaci. Jedna se o sekvence DNA mnohokrit se opakujici
v genomu, v eukaryotickém genomu az v 80 kopiich.

Studie zahrnuje pravé porovndni Ctyf vybranych separacnich technik, které byly
vybrany za ucelem nejicinngjsi, nejcitlivéjsi a 1 z pohledu finan¢ni stranky nejvhodné&jsi
detekce a separace pro SSR.

Aplikacni moznosti mikrosatelitii jsou obrovské a spektrum jejich vyuziti se stile
rozS8ifuje: mapovani genomu, urceni paternity, genetické struktury populace, genetické

variability atd.



Cile diplomové prace:

Porovnani Ctyt separacnich technik — gelova elektroforéza na 2% agarézovém gelu,
gelova elektroforéza na 3% Synergelu, Cipova elektroforéza a fragmentacni analyza;
s cilem vybrat techniku, kterd umoZnuje nejlepsi, nejpiesnéjs$i a nejcitliveéjsi separaci

Vv s

pro detekci mikrosatelitd a je i po finan¢ni a Casové strance nejvhodnéjsi technikou.

Hodnoceni polymorfismu odebranych kmenii Beauveria bassiana z celého NP
Sumava a Narodniho parku KrkonoSe, véetné exotickych kmentli (Beauveria bassiana,
Beauveria brongniartii , Isaria fumosorosea) pomoci analyzy mikrosatelitli vybranou

nejvhodné;jsi detekéni technikou.



2. Literarni prehled

2.1. Entomopatogenni houby

2.1.1. Obecna charakteristika

Entomopatogenni houby patii mezi nejdéle znamé a nejCastéji determinované
mikroorganismy asociované s hmyzem, regulujici jejich populace (Landa, 1998).

Entomopatogenni houby parazituji na zastupcich vSech fadi hmyzu. Mohou napadat
vSechna vyvojova stddia hmyzu, nicméné nejcastéji se vyskytuji na larvach a kukldch, méné
¢asto houby infikuji dosp€lce a vajicka hmyzu. N&které druhy entomopatogennich hub mohou
parazitovat na Sirokém sortimentu hostitelli patficich do zcela odliSnych fadi hmyzu a mohou
infikovat i riznd vyvojova stadia téhoZz hostitele (napt. Paecilomyces fumosoroseus).

Z piiblizné¢ 100 zndmych entomopatogennich druhtt hub maji jen druhy roda
Beauveria, Metarhizium a Verticillium Gzky komercni vyvoj. Jejich zvlastni mechanismus
pusobeni (pro infekci vyvojovych stadii hmyzich Skiidct pozaduji vihké a teplé podminky
prostiedi) zptisobuje sniZeni rychlosti jejich plisobeni, coZ reprezentuje hlavni ptekazky jejich

vyvoje (Sedrlova, 2008).

2.1.2. Klasifikace entomopatogennich hub

Z hlediska praktické biologické ochrany nepfedstavuje takto rozmanity potencidl Zadna
jind skupina entomopatogennich mikroorganismt.

V systému hub jsou entomopatogenni druhy zastoupeny v n¢kolika fddech a riznych
odd¢leni, kde nejvyznamnéjSimi jsou houby z oddé€leni Chytridiomycota (Blastocladiales);
Zygomycota (Zygomycetes:  Entomophthorales, Mucorales); a pravé Ascomycota
(Laboulbeniomycets, Sordariomycetes) a Deuteromycota (Hyphomycetes; Moniliales). Velmi
vyznamnou a pomeérn¢ dobfe zndmou skupinu entomopatogennich hub predstavuji houby
z fadu Entomophthorales (Zygomycota: Zygomycetes). Entomopatogenni houby zastoupené
v tomto faddu (napt. houby patiici do rodi Conidiobolus, Entomophaga, Entomophthora,
Erynia, Neozygites a dal$i) reprezentuji ptrevdZzné obligatné parazitické druhy, jejichz

vyvojovy cyklus je vazan vyhradné na Zivého hostitele (Landa, 1998).



Z hlediska praktické biologické ochrany maji nejveétsi vyznam vldknité Deuteromycetes
(Deuteromycota, Hyphomycetes, Moniliales). K nejznaméj$Sim patii houby rodt Beauveria,
Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces, Tolypocladium a Verticillium (Turcani et
al., 2009).

V posledni dob¢ se Casto vénuje pozornost houb¢ rodu Beauveria. Ma Siroké spektrum
vyuziti v biologické ochrané€ po celém svéte, o némz se zminuji v dalSich kapitoldch.

V Ceské republice se vyuZzivd nejastéji Beauveria bassiana v boji proti lykoZroutu
smrkovému (Ips typographus) v lokalitich CHKO Sumava a NP Sumava v rdmci projektu
MZP SP/2d1/41/08.

2.1.3. Vyvojovy cyklus vlaknitych hub (Deuteromycetes)

Hlavni faze generalizovaného vyvojového cyklu entomopatogennich hub lze definovat
nasledujicim zpisobem (obr. 1):
e Piichyceni a kliceni konidii na povrchu kutikuly hostitele.
® Pronikdni patogena do télni dutiny, interni proliferace a vytvafeni povrchové
a mycelidlni sit¢ (paraziticka faze vyvojového cyklu).
e Externi sporulace a tvorba konidii nové generace (saprofyticka faze vyvojového

cyklu) (Landa, 1998).

Houbovou ndkazu zpravidla iniciuji vitilni a virulentni konidie. Sifeni konidif

v prostfedi a mechanizmy zajisStujici jejich primdrni kontakt s hostitelem jsou procesy
prevazné nahodilé, zprostiedkované abiotickymi nebo biotickymi faktory.
Béznym mechanismem $ifeni houbovych ndkaz v populacich hmyzu se stidvd kontakt
zdravych jedinct s jedinci infikovanymi nebo tzv. autodisseminace, pii niZ dochdzi k $iteni
konidii uvnitt populace v souvislosti se specifickymi vnitropopula¢nimi procesy (migrace,
kopulace, kladeni vajicek) (Landa, 1998).

Konidie hub jsou opatieny riznymi mechanismy pro adhezi: lepivy mucilagenni
povrch (vytvéreni pevné vazby s kutikulou hostitele jiz pfi prvém kontaktu napt. Verticillium
lecanii). Konidie jsou suché, silné hydrofobni s rozmanité strukturovanym povrchem
napt. Beauveria bassiana, Peacilomyces fumosoroseus).

Klic¢eni konidii pfedstavuje prvni aktivni fazi interakce patogena s hostitelem (Landa,

1998). Konidie jsou dostatecné energeticky vybaveny k vykli¢eni. Klieni zna¢né& ovliviiuje



teplota a relativni vzdus$nd vlhkost (optimdlni je teplota 20-30°C a relativni vzdus$nd vlhkost
90%).

Féaze penetrace predstavuje pronikdni hyf patogena ptes kutikulu do téla hostitele
a produkce degradujicich enzyml. Houby k penetraci vyuZivaji i pfirozenych otvorl a nebo
i méné sklerotizovand mista ¢i mista poskozena.

Uvniti téla hostitele dochdzi ke kolonizaci jednotlivych organti a k pfechodu vldknitych
forem hub na rychle se délici a pomnoZujici téliska - blastospory. Tato téliska se rychle
namnozuji, ve velmi kratké dobé zcela vypliluji a mumifikuji hostitele, ktery je v této fazi
vyvoje mykézy jiz usmrcen. Patogen prorlstd na povrch usmrceného hostitele a postupné
vytvaii hustou mycelidlni sit, kterd poriistd cely povrch téla. Na vzdusném myceliu se
postupné vytvédii konidiofory, na nichZz se ve findlni fazi vyvojového cyklu formuji nové
konidie. Konidie si v pfirozené¢ dormantnim stavu udrZuji vitalitu po dobu né€kolika tydnl az

meésicl. Jejich docasnd dormance kon¢i Sitenim a adhezi konidii na povrchu téla nového

vhodného hostitele ( Landa, 1998).
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Obr. 1: Zivotni cyklus Beauveria bassiana (Posada, Vega, 2005).



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

2.2.1. Taxonomie a charakteristika

RiSe: Fungi
Oddéleni: Eumycota
Pomocné oddéleni: Deuteromycota
Pomocna tiida: Hyphomycetes
Rad: Moniliales
Rod: Beauveria

Beauveria bassiana se piirozené vyskytuje v ptudé po celém svété. Rozmnozuje se
pohlavné i nepohlavné. Mda mnoho kmenl vykazujicich zna¢né rozdily ve virulenci,
patogenit¢ a spektru hostitelil. Za velmi unikatni povazujeme schopnost zptsobit onemocnéni
hostitele po pouhém kontaktu, na rozdil od mnoha jinych patogent, které potiebuji
pro ¢innost jiz vyvolanou infekci. Onemocnéni, které zplsobuje se Casto nazyvad ,,white
muscardine, (Herrington, 2006).

Beauveria bassiana je polyfagni houba bézné se vyskytujici v pade, parazituje
na pudnim hmyzu, resp. na stadiich hmyzu vyskytujici se v pad¢ (napt. pii prezimovani).
V sortimentu hostitelll se objevuji zdstupci z fada rovnokiidli (napt. krtonozky), brouci (napf.
larva a kukly chroustii a chroustkli, mandelinky bramborové, lalokonoscii a mnoho dalSich
druhtt), larvy a kukly motylt a dvoukiidlého hmyzu. V posledni dob¢ byly izolovany i kmeny
Beauveria bassiana, které vykazuji vysokou virulenci na rtznych druzich stejnokiidlého
hmyzu (napt. na molicich a mSicich) (Landa, 1998).

VyznaCuje se pomalu rostoucimi koloniemi, které jsou bélavé, lanozni, pozdé&ji
nazloutlé. Konidiogenni buniky vyristaji nejcastéji ve shlucich, maji charakteristicky zdufelou
bazi cca 3-6 x 2,5-3,5 um a tenky “cik-cak* kréek (rachis) dlouhy az 25 um (obr.2). Konidie
jsou hyalinni, témét kulovité, hladké, 2-3 um v priméru. U starSich kultur se fialidy stavaji
protahlejsi a vyrlstaji ¢astéji i jednotlivé (Kubatova, 2006).

Beauveria bassiana roste v teplotnim optimu 8-35°C, ptezivd i teploty 37°C (Fernandes
etal.,2007).

Vedle druhu Beauveria bassiana bylo popsano dalSich Sest druhit hub rodu Beauveria, a
to B. brongniartii, B. tenella, B. amorpha, B. vermiconia, B. velata a B. caledonica

(Driver,Milner, 1998).
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Obr. 2: Konidiofory s konidiemi Beauveria bassiana (on-line zdroj, 2009).

2.2.2. Biologicka kontrola, vyznam a vyuZiti Beauveria bassiana

Biologicka kontrola byla definovana n¢kolika zptisoby:

Baker a Cook v roce 1974 definovali biologickou kontrolu jako: SniZen{ hustoty inokula
nebo Cinnosti patogena nebo parazita v aktivnim stavu nebo spiciho, jednim nebo vice
organismy, pisobicim pfirozené nebo prostiednictvim manipulace s prostfedim, hostitelem,
nebo protivnikem, nebo masové zavadéni jednoho nebo vice protivniki (Charnley, Collins,
2007).

Zamérné vyuzivani pfirozenych nepritel s cilem regulace populaci Skidci, pleveld
a ptivodct onemocnéni rostlin (Lenteren, 1986 in Landa, 2000) je jedna z dalSich moZnosti

definic biologické kontroly.



Pouziti urcitého druhu organismu k redukci hustoty populace jiného cilového
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organismu, je nejuspesnéjsi, cenoveé nejpiiznivejsi a environmentdlné nejbezpecnéjsi zpusob

likvidace Skodlivého hmyzu. Je to nejpfirozengjsi zplisob jak udrzet mnozstvi Skodlivych

organismu na co nejnizsi urovni (Sedrlova, 2008).

Biologicka kontrola se Cleni na klasickou a na augmentativni. Klasickd biologicka
ochrana je zdmérnd introdukce nepiivodniho organismu, rist jeho populace do té doby nez
obsadi vSechny zdroje S$kiidct, jednd se o dlouhodobou regulaci populace Skudce.
Augmentativni biologickd ochrana pouzivd pfirozenych neptatel v sezénnich davkéch.
Vyuziva k potlaceni Skiidcii béhem sezény nebo béhem rtustového cyklu plodin jednu nebo

né&kolik aplikaci piirozenych nepiitel do prostiedi (Sedrlové, 2008).

Béhem poslednich nekolika let, pouziti entomopatogenni houby v zemich s intenzivni
zemé&délskou Cinnosti se téSi velikému zdjmu. Vzhledem k velkému potencidlu Beauveria
bassiana v biologické kontrole zemédélskych Skudci, ziskdvd studium pro genetické
zlepSovani houby stéle vétsi vyznam (Paccola-Meirelles, Azevedo, 1990).

Beauveria bassiana byla izolovédna z vice jak 700 druhii hmyzu z deviti fadl, nejvice
hostitelll se nachazi mezi Lepidoptera a Coleoptera, ma potencidl vyuziti k ochran¢ proti vice
jak 70 druhtim hmyzu.

V CR byly registrovany biopreparity Boverol a Boverosil. V zahraniéi je k dispozici
fada biopreparati formulovanych na béazi konidii nebo blastospor Beauveria bassiana
a Beauveria brongniartii, které jsou pouzivany zejména v lesnictvi a okrasném zahradnictvi
proti larvdm vrubounovitych a nosatcovitych broukli nebo proti Sirokému sortimentu Skiidct
rychlené zeleniny a okrasnych kvétin (napi. ptipravek MYCOTROL firmy Mycotek) (Landa,
1998).

V CR v lesnictvi je nejvice Beauveria bassiana vyuZivdna v boji proti kirovci
smrkovému (Ips typographus) a to v lokalitich NP Sumava a CHKO Sumava, kde na
vybranou lokalitu NP Sumava byla aplikovdna Beauveria bassiana s cilem zimérnd
indukovat houbovou infekci v populaci lykozrouta smrkového (Ips typographus). Projekt
zahrnuje rozsahly monitoring pfirozeného vyskytu entomopatogennich hub asociovanych
s lykoZroutem, detailni charakteristiku kmeni hub zachycenych v pribc¢hu monitoringu
a vyvoj biotechnologii produkce biomasy hub umoziujicich reintrodukci vybranych kment
do oblasti jejich ptivodu, s cilem zamérn€ indukovat vznik epizootie v populacich 1ykoZrouta.

Vyuzivani biopreparati na bazi Beauveria bassiana proti Ips typographus se stejné pouziva
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v Némecku, Svycarsku a Rakousku, na experimentdlni drovni je tato houba zkouSena i
v dalSich zemich (napt. USA, Francie, Austrélie, Finsko, Polsko) (Landa et al., 2007).

Rod Beauveria se pouziva pro sniZzeni regulace chrousta (Melolontha melolontha)
v Evropé, vyuziva se hlavné Beauveria brongniartii, jez je jeho piirodnim patogenem
(Schwarzenbach et al., 2009). Beauveria bassiana se pouZzivd pro kontrolu populace
Lutzomyia longipalpis (Diptera, Psychodidae), kterd je v Brazilii primarnim zdrojem
laischmaniézy, snaha je udrzet dlouhodobou regulaci tohoto vektoru (Amora et al., 2009).
V jizni Ciné se tato houba tsp&$né aplikuje ke kontrole housenky (Dendrolimus punctatus)
vyskytujici se na borovici (Wang et al., 2009). Smrtici G¢inek mad Beauveria bassiana na
vajicka roztoCe Tetranychus cinnabarinus (Acari: Tetranychidae) (Shi, Feng, 2004). Velké
ekonomické ztraty v péstovani jahod zpisobuji sktidci Lygus lineolaris, Anthonomus signatus
a Otiorhynchus ovatus, proti kterym se v Kanad¢ v Quebecu zkousela a uspésné aplikovala
Beauveria bassiana (Sabbahi et al., 2007).

V Cameroonu (stat ve stfedni Africe) se zavedla aplikace Beauveria bassiana na vektor
malérie Anopheles gambiae s.1.(Diptera; Culicidae), kde se aplikovala suchd kordidlni smés
na dosp¢lé jedince (Achonduh, Tondje, 2008).

Tato entomopatogenni houba ma kromé& pozitivnich uc¢ink1, i u¢inky nezadouci, tykaji
se snizovani populace bource moruSového. Ve Francii a Itdlii, kde vyroba hedvédbi byla
dilezita
v 16. a 17. stoleti, byly zaznamenany kazdy rok t¢zké ztraty larev bource morusového
zpusobené onemocnénim zvané ,,white muscardine,,, jehoz ptivodcem je pravé Beauveria

bassiana (Mahr,1997).

2.3. Molekularni markery

2.3.1. Charakteristika a typy molekularnich markeru

DNA markery jsou markery na drovni DNA. Umoziuji detekovat odliSnosti v primarni
genetické informaci, kterou DNA nese. DNA markery se zakladaji na polymorfismu sekvenci
DNA. VyuZivaji se napi. pro DNA fingerprinting pfi zjiStovani genetické Cistoty osiva, ale
i pro testovani otcovstvi, sledovani urcitych genti béhem Slechtitelskych programt (napt. SLG
geny), genetické mapovani, populacni genetiku a populacni genekologii a pfi studiu evoluce
na molekularni tdrovni (fylogenetické analyzy, feSeni taxonomickych otdzek) (Caetano-
Anollés, Gresshoff, 1997).
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DNA markery jsou aplikovatelné u vSech organismii, kde je zvladnuta technika izolace
DNA. Molekuldrni markery maji diky fyzikdlnim vlastnostem DNA né&kolik vyhod. Zaprvé,
DNA muzeme ziskat nejenom ze zivych, ale i z mrtvych tkdni (v pfipadé rostlin
z herbafovych polozek). Molekula DNA je natolik stabilni, Ze miiZe byt zachovana i po dobu
nékolika miliénil let (Cano et al., 1993). Dalsi vyhodou jsou mald mnoZstvi DNA, jeZ jsou
vét§inou k analyzam zapotiebi (DNA z 1 cm?® ndm postaéi na cca 100 PCR reakci, viz nize).
DNA markery tedy Ize mj. pouZit i u velmi ranych ontogenetickych stadii, coZ znamena
zefektivnéni rychlosti prace predevsim ve Slechtitelské oblasti (Caetano-Anollés, Gresshoff,
1997).

Obecné je princip molekuldrnich markerd zaloZeny na 1) specifickém restrikénim
Stépeni analyzované DNA a ndsledné hybridizaci se znacenou sondou 2) amplifikaci
specifickych fragmentl v in vitro podminkach 3) riznych kombinacich restrikéniho Stépent,

hybridizaci a amplifikaci:

2.3.1.1. Techniky molekularnich markeri zaloZené na restrikénim Stépeni a hybridizaci

RFLP

Restriction Fragment Length Polymorphism — polymorfismus délky restrikénich fragmentt

RFLP patii mezi historicky nejstar§i DNA markery. Pro rozvoj této metody byl nutnym
pfedpokladem 1. objev restrikénich enzyma (Smith, Wilcox, 1970) a 2. objev pfenosu
elektroforeticky separované DNA z gelu na membrdnu — metoda Southern blot (Southern,
1975), pojmenovand po svém objeviteli.

Metoda RFLP vyuziva délkového polymorfismu restrikénich fragmenti analyzované
DNA, ktery je, po provedeni elektroforetické separace a pienosu fragmentii z gelu na pevny
nosi¢ (nylonovou nebo nitrocelulézovou membrinu), detekovdn pomoci hybridizace

s homolognim fragmentem DNA — specifickou sondou (Caetano-Anollés, Gresshoff, 1997).

2.3.1.2. Techniky molekularnich markeru zalozené na metodé PCR

PCR

Polymerase Chain Reaction — polymerazova fetézova reakce

PCR reakce byla vyvinuta v Cetus Corporation Emeryville v Kalifornii. Jde

o enzymatickou amplifikaci DNA, in vitro syntézou mnoha kopii vybrané sekvence DNA
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v cyklické reakci o tfech teplotnich fazich (Saiki et al, 1985, Saiki et al, 1988). Princip je
zaloZen na replikaci nukleovych kyselin, kterd je zdkladnim molekuldrnim procesem vSech
zivych organismi (Smarda et al, 2008).

PCR reakce umoziuje selektivné naamplifikovat urcité oblasti genomu, pokud zndme
sekvence lezici u této cilové oblasti — flanking sequences - tzv. primery. Primery jsou uméle
nasyntetizované oligonukleotidy (10-30 bazi dlouhé), které jsou komplementarni k sekvencim
na obou vldknech dubletu DNA.

Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézct vybranych
usekli dvouietézcové DNA ve sméru 5°—3” prostiednictvim DNA-polymerazy. Studovany
usek nukleotidové sekvence je vymezen pfipojenim dvou primert, které se vdZou
na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3’-konce sméfuji proti sobé. Po pfidani DNA-
polymerdzy a nukleotidli pak probihd syntéza novych vldken na obou matricovych fetézcich
protismérné. K syntéze se pouZivaji termostabilni polymerdzy izolované z termofilnich
mikroorganizml napt. Tag DNA-polymerdza z Thermus aquaticus odoldvajici teplotdm,
pfi nichz DNA denaturuje. To umoziiuje, aby syntéza DNA probihala opakované formou
cyklt (Smarda et al., 2008).

PCR je proces (obr. 3), pfi némzZ se v zavislosti na teploté reak¢éni smési pravidelné
stiidaji tfi kroky, b€hem nichz probihaji tfi odliSné d&je s odliSnymi néroky na teplotu:

e DENATURACE dvoufetézcovych molekul DNA (92-95°C)
e NASEDNUTI (ANNEALING) primert k oddélenym fetézciim DNA (30-65°C)
e SYNTEZA (ELONGACE)novych fetézci DNA prostiednictvim DNA-polymerdzy
(65-75°C)
Obvykle PCR probihda v rozmezi 30-40 cykli (Edel, 1998). Reakce se provadéji
v zafizeni nazyvaném termocycler, v némz se teplota méni automaticky v naprogramovanych

casovych intervalech (Smarda et al., 2005).

Podminky: GC:AT pomér v sekvenci primeru by mél byt ~ 1:1. Primery by nemély byt
mezi s sebou komplementdrni, zejména na 3” konci, kde miZe ptekryti dvou nebo ti{ bazi
zpusobit vznik oligodimeru (tzv. primer misspairing), zejména pii nadbytku primeru.

Koncentrace MgCl, (optimum 1,5 mm) ma vliv na specifitu a vykonnost PCR reakce.
Vyssi koncentrace zvysi vynos, ale sniZuje specifitu, mensi koncentrace naopak (Edel, 1998).

Pouziva se mix, ktery obsahuje jednotlivé sloZky reakce, aby se eliminovala chyba

pipetovani a neptesnosti (Edel, 1998).
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Obr. 3: Princip PCR

PCR-SPLAT (PCR-STS)
Specific Polymorphic Locus Amplification Test — amplifikace specific. polymorfniho lokusu

(Single Tagged Site — amplifikace jednoho cilového mista)

Jde o standartni PCR, kdy pomoci dvojice specifickych primeri je nareplikovan urcity

fragment — lokus (Caetano-Anollés, Gresshoff, 1997).

RT-PCR

Reverse Transcription PCR - reverzni (zpétnd) polymerdzova reakce

Jde o modifikovany postup PCR, urCeny pro amplifikaci molekul RNA. V prvnim
kroku je molekula RNA pifepsdna — reverzné transkribovdna pomoci enzymu reverzni
transkriptdzy na molekulu cDNA. Molekula cDNA je poté pouZita jako templét ndsledné PCR
(Caetano-Anollés, Gresshoff, 1997)
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Real Time — PCR (qRT PCR)

Amplifikace probihd obvyklym zptisobem jako standartni PCR. Reakéni smés obsahuje
krom& dvojice primert jeSt¢ specifickou vnitini sondu (7agMan sonda), kterd je
fluorescencné znacend na 3’ konci tzv. zhdseCem a na 5° konci tzv. reportérem (Ovesna,
DrasSnarovd, 2001). Pokud amplifikace neprobihd, je energie vyzafovand reportérem
pohlcovana zhaSecem.

V piipad¢ amplifikace dojde k rozSté€peni vnitini sondy, reportér se dostane z dosahu zhasece
a uvolnény fluorescencni signdl je zaznamenan piistrojem.

Tato metoda se vyuzivd zejména ke kvantitativnimu PCR pro zjisténi mnoZstvi

transgenu v biologickém materidlu nebo pro posouzeni stupn€ napadeni hostitele patogenem

(Caetano-Anollés, Gresshoff, 1997).

RAPD
Randomly Amplified Polymorphic DNA — polymorfismus ndhodné amplifikované DNA

RAPD metodu pouzil jako jeden z prvnich Williams et al., (1990). Princip je zaloZen
na amplifikaci fragmenti DNA za pouZziti pouze jednoho oligonukleotidového primeru.
Primery maji obvykle délku 10 bazi (ndhodné vybranych s ohledem na zastoupeni
jednotlivych bazi — vyrovnany pomér C:G). Kratkd délka motivu a vyrazn€ nizsi teplota
annealingu (35-38 °C) zvySuji pravdépodobnost nasednuti primeru na mnoha mistech
molekuly DNA (primery jsou tzv. nespecifické). Produkty amplifikace mohou odpovidat
oblastem geneticky aktivni templdatové DNA, stejné¢ tak mohou odpovidat opakujicim se
motiviim. Pro vybér primeru nepotiebujeme Zadnou znalost konkrétnich sekvenci, mizeme
pouzit jakykoliv primer a zajimd nds jen to, ktery z nich vykazuje u studovanych vzorka
polymorfni pattern. V soucasnosti je na trhu k dostani vice nez 400 riiznych primert (Firma

Operon Technologies) (Caetano-Anollés, Gresshoff, 1997).

2.3.1.3. Techniky molekularnich markera zalozené na ridznych kombinacich

restrikéniho Stépeni, hybridizace a amplifikace

I-PCR
Inverse PCR — inverzni PCR.

Tento postup se pouziva pro amplifikaci fragmentd DNA o nezndmé sekvenci, ktera je
ohranicena zndmymi sekvencemi. Metoda je zaloZena na restrikénim St€peni zndmé sekvence,

jenZ umozni tvorbu kohéznich koncii. Druhy krok ptedstavuje vytvofeni cirkuldrni molekuly.
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Amplifikace se zahdji protismérnym pfipojenim primert ke zndmé sekvenci v cirkuldrni
molekule. Timto zplsobem je zajiSténa amplifikace vnitinitho dseku cirkuldrni molekuly

(Caetano-Anollés, Gresshoff, 1997).

In situ - PCR

Amplifikace DNA probihd piimo v buiikdch nebo cytologickych preparatech. Produkt
amplifikace se ndsledné detekuje hybridizaci se specifickou sondou nebo s vyuZitim
imunochemickych metod. Oproti standardné¢ pouzivané hybridizaci in situ je tento postup
mnohondsobn¢ citlivéjsi. Na principu in situ-PCR jsou obvykle zalozeny tzv. bio-chipy

(Caetano-Anollés, Gresshoff, 1997).

CAPS (PCR-RFLP)
Cleaved Amplified Polymorhic Sequence — délkovy polymorfismus restrikéné Stépené

amplifikované DNA

Metoda CAPS v sob& zahrnuje spojeni dvou metod: PCR a RFLP. Uvodni krok
predstavuje amplifikace PCR markeru (napt. ITS oblasti). Po nasledném rozstépeni restrik¢ni
endonukledzou se fragmenty elektroforeticky separovany na gelu. Diky bodovym mutacim lze
odli§it dominantni a recesivni alely studovanych genl/mezigenovych regionti (Caetano-

Anollés, Gresshoff, 1997).

AFLP
Amplified Fragment Length Polymorphism - délkovy polymorfismus amplifikovanych

fragment

Princip se zaklddd na selektivni amplifikaci restrikénich fragmentti celého genomu.
Postup se sklada ze tif zdkladnich krokt: 1. rozstépeni genomické DNA na fragmenty, na néz
se naliguji adaptory (kratky isek DNA se zndmou sekvenci, ktery ma komplementarni konec
s koncem fragmentu po Stépeni) 2. selektivni amplifikace fragmentli pomoci specidlnich
primert a 3. elektroforéza produktl a pocitacova analyza (Perkin, Elmer,1995).

AFLP se oznacuje jako velice vykonnd metoda, pomoci niZ lze za velmi kratky cas
zmapovat velké mnozstvi novych markerdt. M4 mnoho vyhod: je zaloZzend na PCR, da se
zautomatizovat, je neradioaktivni, nemusime znit ZzZadné cilové sekvence studovaného
organismu, vysledky jsou dobfe reprodukovatelné a spolehlivé. Problémem vSak plisobf jejich

kodominantni charakter (Caetano-Anollés, Gresshoff, 1997).
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2.3.1.3.1 Microsatellites (SSRs nebo STRs nebo VNTRSs)
Simple Sequence Repeats = Short Tandem Repeats — tandemova opakovani kratkych motivii

Variable Number Tandem Repeats — variabilita v poctu tandemovych opakovani

Charakteristika a struktura

Mikrosatelity jsou sekvence DNA sloZené z mnohokrit se opakujicich motivi. Délka
motivu je 2-, 3-, 4- nebo 6-bazi (napf. motivy (CA),, (CAA),). Jsou piitomné
v eukaryotickych genomech s Cetnosti az 80 kopii. V disledku mutaci nebo rekombinaci se
podet téchto repetici miZze zvysit nebo snizit (Smarda et al., 2008).

Celkova délka lokusu obvykle nepiesahuje 100 bp. Mikrosatelitové lokusy patii mezi
nejvariabilngjsi oblasti genomu: polymorfismus je dan zejména rozdilem v poctu opakovéni
zékladniho motivu (n), coz je patrn¢ zpusobeno ,klouzdnim*“ DNA polymerdzy b&éhem
replikace (tzv. replication slippage), ale také zménami sekvenci v okoli mikrosatelitového
lokusu.

Mikrosatelitové markery, ziskdme PCR reakci s primery, které jsou komplementarni se
sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem. Primery pro tuto metodu jsou
navrhovany tak, aby se pfipojovaly k oblastem ohranicujici SSR — ,,flanking regions*. Tyto
ohranicujici sekvence byvaji konzervativni pouze v rdmci druhu a proto je nutné navrhovat
pro kazdy druh novou sadu primert. JelikoZ je mezi jedinci pocet repetici znacné variabilni,
vysledkem amplifikace je vznik rtzné¢ dlouhych PCR produkti, které jsou separovany.
Rozdili v délce fragmenti genomové DNA podminéné piitomnosti SSR se pouziva k odliseni
blizce piftbuznych jedinct a k detekei vztahtl mezi nimi zejména v genetice populaci (Smarda
et al., 2008).

Sekvence primeril se ziskdvaji prohleddavanim zndmych sekvenci obsazenych v riznych
databéazich (napt. EMBL nebo GenBank, ty vSak obsahuji pfedevs§im sekvence modelovych
organismil, kulturnich plodin a hospodatskych zvitat), nebo z jiz opublikovanych praci (napft.
v Casopise Molecular Ecology, Primer notes) a nebo de novo izolaci z genomovych knihoven
(Tautz, 1989).

MozZnosti elektroforetické separace PCR produkti je nékolik: nejhorsi rozliSeni
dostaneme na agar6zovém gelu barveném etidium bromidem, polyakrylamidovy gel barveny
etidium bromidem ma rozliSeni lepsi a sekvenacni polyakrylamidovy gel barveny stiibrem,
nebo jsou stdle Castéji vyuzivany k tomuto ucelu automatické sekvenatory — v tomto piipadé
se pouzivaji znacené primery, které analyzy prodrazi. Vyhodou je vSak piesnd separace
a identifikace a rozliSeni alel (velikost produktii se, napt. u dinukleotidovych motivii, mize

lisit tteba jen o 2 baze) (Wang et al., 2009)
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Mezi nesporné vyhody, diky kterym mikrosatelity ziskdvaji stdle vétSi oblibu, patii
vysokd druhova proménlivost, a to i u druhl prakticky monomorfnich pro alozymové lokusy;
velka pocetnost a rozmisténi po celém genomu; kodominantnost alel a moZnost jejich presné
identifikace a jednoduchost analyzy (studie pomoci PCR pfi znalosti primert). Bohuzel
Nekteré mikrosatelitové lokusy vSak leZi v t€sné blizkosti kédujicich oblasti nebo jsou pfimo
jejich soucasti, a proto jsou velmi konzervované. Podle mnoha soucasnych praci (napft.
Primmer et al., 1999) se zdd, Ze takovychto konzervativnich mikrosatelitovych lokusi
existuje mnohem vice, nez se pivodné myslelo. Logika véci v§ak napovidd, Zze ¢im bude dana
oblast konzervativnéj$i, tim mensi polymorfismus bude vykazovat. KdyZ se rozhodneme
studovat novy druh, miiZzeme tedy nejprve vyzkouset tzv. cross-taxa/species amplifikaci, kdy
pouzijeme zndmé primery z jiného, jiz zndamého druhu (samoziejmé fylogeneticky co
nejpiibuznéjsiho).

Naopak jejich hlavni nevyhodou je, Ze je musime nejprve nalézt a identifikovat vhodné
primery pro jejich amplifikace, coZ je pracné a asove i financné naro¢né. Vzhledem k tomu,
Ze vétSina mikrosateliti se nachdzi v nekdédujicich oblastech genomu, ktery je charakteristicky
vysokou frekvenci nukleotidovych substituci, je zpravidla jednotlivé lokusy izolovat de novo
pro druh, které jsou zkoumdny poprvé (Muclinger, 2009). Provadi se izolaci mikrosatelitt
z genomovych knihoven a zahrnuje tyto kroky: 1. konstrukce genomové knihovny, 2. detekce
pozitivnich klonli pomoci hybridizace s mikrosatelitovou sondou, 3. sekvenovani pozitivnich

klonii a 4. navrZeni primert pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust a 5. testovani primerti.

2.4 Aplikace a vyuziti mikrosateliti (SSR)

Aplikacni moznosti mikrosatelitii jsou obrovské a spektrum jejich vyuziti se stile
rozSifuje. Diky vysoké pocetnosti a celogenomové distribuci nachdzeji Siroké uplatnéni
pfedev§im v mapovani genomu, jejich vysokd proménlivost z nich ¢ini uU¢inny néstroj
forenznich analyz, individudlniho typovéni jedincti v populaci, urovani paternity, velikosti
a struktury populace, genetické promeénlivosti, toku genti (mikrosatelity specifické
pro chromosom Y umoZiiuji srovndni miry migrace samcl a samic) a i v ochrané piirody

(Muclinger, 2009).
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Po roce 2000 se rapidné zvySuje pocet publikovanych praci, které se tykaji aplikace
mikrosateliti v mykologii. Price uz nejsou zaméteny pouze na identifikaci jedinct a jejich
zabér se rozSifuje 1 na genetické studie populaci, mapovani genomu jednotlivych druh hub
apod. (Khachatourians et Arora, 2004). V této dobé se rovnéZz zacinaji objevovat ¢lanky
tykajici se studia patogenni houby B. bassiana a ptibuzného patogena B. brogniarti:
Molekularni vyzkum genetické piibuznosti a populacni struktury B. bassiana ( Wang et al,
2003). Druhové specifické mikrosatelitni markery u entomopatogennich hub B. brogniarti
(Enkerli et al, 2001). Izolace a charakterizace mikrosatelitovych lokust u entomopatogennich
hub B. bassiana (Rehner, Buckley, 2003). Charakterizace entomopatogennich hub zalozenych
na PCR pro ekologické studie s vyuZitim mikrosatelitovych markerti pro biologickou ochranu
(Meyling, 2008). Aplikace mikrosatelitii je vSak popisovédna i u jinych patogennich hub jako
Metarhizium anisopliae, zjisténi vnitrodruhové diferienciace pomoci RAPD, SSR a ITS
markert (Veldsquez et al, 2007), nebo Paecilomyces fumosoroseus, na zéaklad¢
mikrosatelitové variability zjiSténi genetické diverzity a populacni struktury (Gauthier et al,

2007).

2.5 Separacni techniky

Po PCR amplifikaci vznikaji amplifikované fragmenty, jeZ jsou separovany nejéastéji
pomoci gelovych elektroforetickych technik, ale jak uz bylo zminéno zacinaji se pouZzivat ¢im
dal vice jiné techniky, jako automatické sekvenatory ¢i nové Cipova elektroforéza.

Tradi€ni agar6zovy gel a polyakrylamidovy gel jsou Siroce vyuzivdny v analyze
mikrosatelitli (SSR) (Wang et al., 2009).

Kapilarni elektroforéza se velice pouzivda v SSR a AFLP analyze (Wang et al., 2009).
Nejvice vyuzivana kapilarni elektroforéza je CEQTM 8000 (CEQ 8000: Genetic Analysis
System, Beckman Coulter, USA) a ABI 3100x]1 DNA sekvenétor (ABI 3100x1: Applied
Biosystems, USA).

Kapilarni elektroforézy v kombinaci s pouzitim fluorescenéné znacenych primera
poskytuji vysokou citlivost detekce amplifikovanych DNA fragmenti. Nicméné ndklady
na pfistroje a Cinidla, fluorescen¢né znacené primery a piiprava vzorkll jsou mnohem vyssi

neZ pro rutinni analyzu mikrosatelitd (Wang et al., 2009).
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2.5.1 Gelova elektroforéza

Principem elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli.
Hlavnim nositelem nédboje nukleovych kyselin jsou negativné nabité fosfiatové skupiny,
a proto se nukleové kyseliny v eletrickém poli pohybuji k opacné nabité elektrodé — anod¢
(Smarda et al., 2008).

Vhodnym nosi¢em je zde pravé gel. Elektroforetické gely pouzivané pro separaci
nukleovych kyselin jsou nejcastéji agaréza a polyakrylamid, které vytvéfeji sloZitou sitovou
strukturu polymernich molekul s pory, jejichz velikost lze ovlivnit slozenim roztoku

a koncentraci polymeru (Smarda e al., 2008).

Agarozova elektroforéza

Jednd se o nejjednodussi a nejbéZnéjsi zpusob, jak oddelit molekuly nukleovych
kyselin. DNA je vizualizovand v gelu pfidinim ethidiumbromid, ktery se silné vmezetuje
mezi sousedni pary bazi v DNA, pohlcuje ultrafialové zéareni a Cervené fluoreskuje (Lewis,
2009).

Agarozovy gel je vhodny pro separaci molekul nukleovych kyselin o velikosti od 100
bp aZ po zhruba 50 kb (Smarda er al., 2008). Vyhoda tohoto gelu spoéivd v jeho netoxi¢nosti
a jednoduché ptiprave.

Pro elektroforézu nukleovych kyselin se pouZzivaji gely obsahujici 0,8 az 4 % agarosy.

Cim je obsah polysacharidu vysi, tim je lepsi rozliSovaci schopnost gelu, ale tim také probiha

Vev s

Elektroforéza se synergelem

Jako synergel se oznaluje typ gelu, ktery se velice dobfe vdze na agarosu a vytvari
kombinaci synergel-agarosovy gel. Tato kombinace je ve srovndni s Cistym agarosovym
gelem mnohem UuCinngj$i pii separaci fragmenti DNA. Bandy byvaji vice zaostieny,

a synergel umoznuje i lepsi fotodokumentaci.

2.5.2 Cipova elektroforéza

Cipova elektroforéza (obr. 4) vyuZzivd mikrofluidni (mikrokapalinovou) technologii

k rozvoji proteomické a genomické expresni analyzy. PouZziva se k analyze proteinii, RNA
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a DNA. Centrem systému je mikrokapalinovy Cip a systém se sklddd ze separace, detekce
a analyzy dat.

Cipovd elektroforéza se vyznaduje velmi dobrou reprodukovatelnosti vysledki.
Pifinosem metody je minimalizace vlivu subjektivniho lidského faktoru a rovnéz minimalizace
rizika kontaktu obsluhy s rizikovymi toxickymi chemikéliemi (Stulik, Zima, 2008).

VSsechny operace (kromé naneseni gelll a vzorka do jamek €ipu) probihaji automatizované
véetné¢ vyhodnoceni vysledki ve form¢ virtudlnich geli nebo elektroforetogrami, vcetné

kvantitativniho stanoveni a uvedeni molekulové hmotnosti (Sykorova, Bradova, 1996,2002).

Pouzivame kit od Bio-Rad Experion DNA 1K kit, jenZ v kombinaci Cipu a ptesného
DNA laddaru obsazeného v kitu, zvySuji rozliSovaci schopnost separace, pfesné zjiSteni

velikosti DNA a pfesné zjiSténi mnoZstvi DNA ve vzorku.

Ekonomicky tato metoda samoziejmé piedstavuje dosti vysoké pofizovaci ndklady
na aparaturu i na nutny spotfebni materidl (¢ipy a chemikdlie), jednd se vSak o kvalitativné
vyS$$i droven, jak z hlediska dspory ¢asu a pracnosti, objektivnosti vysledk, tak i bezpecnosti

prace (Sykorova, Bradova, 1996, 2002).

Obr. 4: Experion Automated Electrophoresis Systém, Bio-Rad.

21



2.5.3 Kapilarni elektroforéza v automatickém sekvenatoru (fragmentacni

analyza)

Kapilarni elektroforéza (CE) je vysokoucinnd analytickd separatni metoda, kterd
umoziuje separaci, identifikaci a kvantifikaci nabitych iontll i neutrdlnich molekul, nebot
zahrnuje nékolik elektroforetickych technik liSicich se svym separatnim mechanismem a je
doplnéna fluorescenénim detektorem. Je zaloZena na ziskdni DNA fragmenti PCR reakci
s jednim nebo vice pary primerti, kdy jeden primer z paru je fluorescencné znaceny.
Na 57konci jsou ,,forward* primery znacené fluorescen¢nim barvivem (NED, 6-FAM, HEX,
ROX) (Missiaggia, Grattapaglia, 2006). PCR fragmenty jsou analyzovdny na urcitém
sekvendtoru (v naSem piipadé¢ ABI 3130, Applied Biosystems) a data jsou vyhodnoceny
pomoci softwaru GeneMapper, kdy vystupem je elektroforeogram, ve kterém lze zjistit délku

fragmentl a v SSR analyze lze rozliSit homozygoty a heterozygoty (Bergem, 2005).

Jednotlivé fragmenty DNA jsou elektroforézou v kapilafe rozd€leny podle délky
a pfi prichodu laserovym paprskem dojde k vyzafeni signdlu, jenZ je zaznamendn detektorem.
Pokud se jednotlivé lokusy vyrazné 1isi délkou nebo typem fluorescen¢niho znaceni, miiZzeme
jich analyzovat nékolik soucasné. Spolu s kazdym vzorkem je v analyzované smési
i velikostni standard. Jednd se o smés fragmentl o zndmé délce, jeZ umoZni prepocet
elektroforetické rychlosti na délku jednotlivych fragmentt.

Piiprava vzorku na fragmentani analyzu probihd nésledujicim zplsobem. PCR
produkty jsou smichdny s 11 pl formamidu a 0,5 pl velikostniho standardu (Forntskova,

2007).
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3. Material a metodika

3.1 Material

3.1.1 Pouzité kmeny

V této studii byly pouzity kmeny Beauveria bassiana odebrané z oblasti NP Sumava
(tab. 1) a kmeny B. bassiana z KRNAP a z celého svéta (tab. 2).

Tyto kmeny byly poskytnuty oddélenim rostlinolékatstvi, katedra rostlinné vyroby
na Zemédglské fakulté v Ceskych Bud&jovicich. Do studie byly zahrnuty i kmeny Beauveria
brongniartii, Isaria fumosoroseus a kmeny Pk a Pm pochézejici z jizni Moravy. Vsechny
kmeny byly dodany ze sbirky katedry rostlinné vyroby Zemédélské fakulty JU. Tyto kmeny
poslouzily, vzhledem kvuli jejich znalosti produkti, které pii PCR vytvaieji, ke srovnéni a
vzdjemnému odliSeni. Nékteré vzorky do studie vstupovaly jako B. bassiana a na zdklad¢
analyzy SSR a r DNA doslo k spravnému zafazeni.

Jednotlivé vzorky z NP Sumava byly izolovdny pievazné z dospélce lykoZrouta
smrkového (Ips typographus), pouze maly zlomek, z jeho larev, z pudy a z kiry stromu.

U vzorkd patiici do skupiny ostatni kmeny, nebyl zndm zdroj.
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Tab. 1: Seznam pouiitychv kment Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii — odebrané
kmeny v roce 2008 v NP SUMAVA

OZNACENI
PRO GENETICKOU
ANALYZU

OZNACENI
VE SBIRCE

PUVOD/LOKALITA

BS Bbal 101 Prameny Vltavy

1 NP0001 Cernd hora

12 NP0002 Cernd hora
23 NP0003 Cernd hora
34 NP0008 Jeleni skok - Oblik
35 NP0007 I. z6na 19, odd.8 Zlaty stolecek
36 NP0005 Jeleni cesta — U Mlyna
38 NP0009 Biezova cesta
39 NP0010 Polednik
40 NP0100 Cernd hora
41 NP0101 Cernd hora
42 NP0102 Cernd hora
43 NP0103 Cernd hora
44 NP0104 Cernd hora
45 NP0105 Cernd hora
46 NP0106 Cernd hora
50 NP0004A Stykova lesni cesta
51 NP0004B Stykové lesni cesta
52 NP-0006 Borova Lada — Silni¢ni slat’
53 NP0020 Staré draty
54 NP0022 Zlaty stolecek

55 NP0026 Vltavsky luh

56 NP0027 Rulandsky potok

57 NP0028 Smrcina

58 NP0029 Pod studenou horou

59 NP0030 Studena horizont

60 NP0031 Zlaty stoleCek

61 NP0051 Jeleni skok — Dunkelbach
62 NP0052 Jeleni skok — Bavorska cesta
63 NP0053 Hranic¢ni chodnik, Strelecky

prasmyk

64 NP0054 78C4/2 + GPS, Staré drity
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 NPO0155 Beauveria StoZecek

brongniartii
IFR NP0056 Isaria V kotli
fumosorosea
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Izolaty reizolované z lokality Cerna Hora, kde byl aplikovan kmen Bba I 101 |

47 A-Bba I101-001 Cern4 hora
48 A-Bba I 101-002 Cern4 hora
49 A-Bba I1101-003 Cern4 hora

Tab. 2: OSTATNI KMENY

OZNACENI g
PRO GENETICKOU RN PUVOD/LOKALITA

ANALYZU

PFR PFR 97 Florida Biopreparit PREFERAL

Pk Pk CR - Pénéin (Morava)

Pm Pm CR - Pénéin (Morava)

KR 6 KR 0006 CR - KRNAP, Pénkav¢i vrch

KR 7 KR 0007 CR — KRNAP, Pénkavéi vrch

KR 9 KR 0009 CR - KRNAP, Na Kouli

KR 14 KR 0014 CR - KRNAP, Lvi dil

KR 16 KR 0016 CR - KRNAP, Cervend Hora

KR 19 KR 0019 CR - KRNAP, Na Kouli

Pol A24 Polsko

USA Bba 01 Spojené staty americké, FL

Rum A32 Rumunsko

Col A133 Kolumbie

Fr Al135 Francie

Sk08 T08 Slovensko - Tatry

SSSR A131 Rusko

Svéd A36 Svédsko

Sk01 TO1A Slovensko - Tatry

C A74 Cina

Ind A52 Indie
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3.2 Metody

3.2.1 Sterilizace a sterilni prace

Zivna média, mikrobiologické sklo a nastroje byly sterilizovany v autoklavu pii 120°C,

0,1 MPa, 30min. Sterilni prace byly provadény v laminarnim boxu.
3.2.2 Piiprava stiedovych kultur a piiprava zasoby materialu pro metodiku
Z oddéleni rostlinolékaistvi KRA ZF JCU byly obdrZeny povrchové ¢isté kultury

kultivovany na PDA plotnéch, staré 21 dni.

Priprava pro dlouhodobé uchovavani mycelia

V prvni fadé byl namichan roztok 20% glycerolu s 5% Tween 80 a poté byl
zautokldvovan. Podle pfisluSného postupu bylo piipraveno zivné médium PDA.
Po zautokldvovani bylo zivné médium rozlito na plotny. Dodané kmeny byly rozockovany
paraleln€ (2 plotny od kazdého kmene): ockovaci klickou bylo pfeneseno inokulum na stied
plotny a plotny byly zabezpeceny parafilmem proti kontaminaci. Naockované plotny byly
kultivovany pii 25°C po dobu 21 dni.

Vychozi kultura byla pielita roztokem glycerolu a Tweenu a za pomoci ockovaci klicky
bylo mycelium a spory smyto z povrchu plotny. Smyté mycelium bylo pfeneseno pipetou
do predem oznacenych kryoprezervacnich zkumavek, které byly umistény pro uchovéni
v mrazédku pii -80°C.

Priprava zasoby mycelia pro izolaci DNA

Z nakultivovanych ploten od kazdého kmene bylo pomoci skalpelu odebrdno mycelium
do mikrocentrifugacnich zkumavek o navdzce 100-150mg (pro kaZzdy kmen byly navaZeny 2-

3 zkumavky). Tyto mycelidlni zdsoby byly umistény do mrazdku a uchovavany pii -20°C.

SloZeni a priprava zivného média PDA (Potato-Dextrose Agar)

§ Bramborova infuse 200g/1

§ Dextrosa 20g/1

§ Agar 15¢g/1
Konec¢né pH (pii 25°C) 5,6 £ 0,2
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Ptiprava: Do objemu 300ml destilované vody bylo navdzeno 11,7 g PDA a tato smés byla

zahtivana do uplného rozpusténi. Sterilizace viz. vySe.

Chemikalie

S
S
S

PDA, vyrobce: HiMedia Laboratories Pvt. Ltd
Glycerin bezvody p.a., vyrobce: Lach-Ner
Tween 80

Ptistroje

S
S

Laminarni box Biohazard box ST VBH, autokldv, termostat, pfedvazky
Petriho misky, jednordazové ockovaci klicky, skalpel, buni¢ina, Erlenmayerovy bariky,
parafilm, 2 ml kryoprezervacni zkumavky, 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky, sada

automatickych pipet, Spicky

3.2.3 Izolace genomové DNA

Izolace byla provedena pomoci DNeasy Plant mini Kitu (QIAGEN)

Metoda je zaloZena na principu purifikace DNA pomoci specielnich mikrokolon —

na prvni kolon¢ dochdzi k zachyceni proteini, polysacharidl, detergentu a dalSich necistot,

na druhé kolon¢ dochazi k zachyceni DNA jejimu ndslednému vymyti elu¢nim roztokem

(Curn e al., 2008).

Protokol:

1.

Do sterilnich 1,5 ml mikrocentrifuganich zkumavek odvdZzime z mycelidlnich zdsob
100 mg mycelia. Mycelium rozdrtime piimo v centrifuga¢nich zkumavkach pomoci
homogenizétorek.

K homogenizovanému vzorku ptiddme 400 pl pufru AP1 ptedehidtého na 65°C a 4 ul
RNazy A. Dikladné protiepeme na vortexu. Smés inkubujeme 10 min. pfi 65°C,

behem inkubace mikrocentrifugacni zkumavku 2-3x pfevratime.

3. Ptidame 130 pl pufru AP2, promichdme a inkubujeme 5 min. na ledu.

Lyzat prepipetujeme do QIAshredder mini spin kolonek v 2 ml mikrocentrifugacnich
zkumavkdch a centrifugujeme 2 min. pti max. 14000 rpm.

Prefiltrovany supernatant pieneseme do novych 1,5 ml mikrocentrifuganich
zkumavek. VétSinou ziskdme 450 pl supernatantu. Je-li ho méné, piepocteme

mnozstvi roztokl ptiddvanych v dal$ich krocich.
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6. Pfidame 1,5 x dilu AP3/E, tedy pifi objemu supernatantu 450 ul ptiddme 675 ul
AP3/E, promichdme pomoci pipety.

7. 650 pl smési z kroku 6 piepipetujeme do DNeasy mini spin kolonek v 2 ml
mikrocentrifuga¢nich zkumavkéach, centrifugujeme 1 min. pti 12000 rpm a odstranime
prefiltrovanou frakci.

8. Opakujeme krok 7 se zbyvajicim vzorkem, odstranime ptefiltrovanou frakci
1 s mikrocentrifuga¢nimi zkumavkami.

9. DNeasy mini spin kolonky z kroku 8 umistime do novych 2 ml mikrocentrifugacnich
zkumavek, pfiddme 500 upl pufru AW, centrifugujeme 1 min. pii 12000 rpm
a odstranime prefiltrovanou frakci.

10. Pfiddame 500 pl pufru AW opét do DNeasy mini spin kolonek, centrifugujeme 2 min.
pii max. 14000 rpm, odstranime piefiltrovanou frakci i centrifuga¢ni kolonky. DNeasy
mini spin kolonky opatrné vynddme z mikrocentrifuganich zkumavek, aby nedoslo
ke kontaminaci vzorku pufrem obsaZenym ve filtritu.

11. Ty samé DNeasy mini spin kolonky pfeneseme do novych 1,5 ml
mikrocentrifuga¢nich zkumavek a pfiddme 100 pl pufru AE zahiatého na 65°C piimo
na membrany kolonek, nechdme inkubovat 5 min. pti RT a poté centrifugujeme 1 min.
pfi . 14000 rpm.

12. Eluci miZeme zopakovat do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek.

Chemikdlie
§ Kit DNeasy Plant mini QIAGEN (roztoky a kolonky)
S Ledova tiist
§ Ethanol
§ dH0

Ptistroje
§ Chlazena centrifuga, sada automatickych pipet, homogenizitorky, vortex, tfepaci

vodni lazen, termostaticky blok, analytické vdhy

Véetné této metody byly testovdny i jiné, jako izolace DNA pomoci kitu INVITEK,
izolace DNA pomoci CTAB, nebo i CTAB-SDS izolace, ale ndslednym méfenim koncentrace
a cCistoty genomické DNA, byla metoda izolace pomoci kitu QIAGEN zvolena jako

nejvhodnéjsi, a vyizolované mnoZzstvi DNA jako dostacujici pro analyzu SSR.
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Extrakce DNA je a byla u hub velice problematickd, vyplyva to z jejich chemického
sloZzeni. Bunécnd sténa se skldda z polysacharidi, chitinu, celuldzy, linin-like struktury, tuk,
voskl a barviv. Pigmenty je chrani pied tic¢inkem UV zéieni. VSechny tyto slozky ptsobi jako
rusivé elementy pii izolaci a je sloZité je eliminovat. Ddle je obtizZné mechanicky narusit

bunécnou sténu a tim ziskat velké mnozstvi Cisté genomické DNA.

3.2.4 Méieni koncentrace vyizolované genomické DNA

Koncentrace genomické DNA byla méfena pomoci fluorimetru kitem Quant-iT™
dsDNA HS Assays Kit, 500 assays

Cistota a koncentrace DNA se zjisti spektrofotometricky na fluorimetru. Nukleové
kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem absorbance v oblasti vlnové délky okolo 260 nm,
zatimco proteiny v oblasti okolo 280nm. Stupeni Cistoty nukleovych kyselin se stanovuje
z poméru absorbance pii 260 a 280 nm (idedlni pomér 260/280 = 1,8). Pii znecisténi vzorku

proteiny bude vypocteny pomé&r vyrazné nizsi (Vl1askova, Treslova, 2008).

Protokol
§ Pufr, reangent a dva standardy dikladné vortexujeme a ddle postupujeme piesné€ podle

schématu (obr. 5), pipetujeme 5 ul DNA podle toho se voli dal$i objemy:

n... poéet vzorki + 2 standardy

Standardy z kitu
[T} (I,
1out X 104l N
kone¢ny objem
— P——
Quant-T™ [ 190uL \/ U is 200 L
J

Reagent

g |
lHH_I Lw — Nase vzorky
\/ o ‘ \ = = =
- iy
v v ¥
Quant-iT™ Quant-T™ \ 1—20uL\ |_20u|_\ 1-20 uL\ Potsing
pufr pracovni \ - i T objem
| \ Rt oaseu || {f \[ is200m
N / v v v

Obr. 5: Postup pripravy vzorku na méreni koncentrace DNA
§ Po napipetovani, 2-3 s vortexujeme, nechdme inkubovat 2 min. pti pokojové teploté.
§ Zkalibrujeme fluorimetr pomoci standardu 1 a 2 a méfime koncentrace u jednotlivych

vzorkd.
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Chemikalie

§ Quant-iT™ dsDNA HS Assays Kit, 500 assays (reangent, pufr, standardy)

Pfistroje

§ Fluorometr Qubit ™ Invitrogen, vortex

§ Sada automatickych pipet, mikrocentrifugacni zkumavky

3.2.5 Analyza mikrosateliti SSR

Pro SSR analyzu u Beauveria bassiana byly pouZzity nasledujici primerové pary (tab. 3).
Tyto primery byly jiz pouzity v jinych studiich provadénych na Biotechnologickém centru
Zeméd&lské fakulty JihoCeské univerzity v Ceskych Bud&ovicich, pifi nichz byly

optimalizovény jejich nasedaci teploty a celkovy pribéh PCR reakce.

Tab. 3: Sekvence primeri pouzivanych v SSR analyze u Beauveria bassiana

Primer Sekvence Teplota nasedaci
F: CCAACCCAATCAATCGTCAT .
o R: GAGAGGCGGAGCTAAGCA e
F: AACGCTATGCCTTGACGAC .
02 R: GACGCCGAGCAATGTAACA e
F: GCATAGATATGTCTCGCACC .
0 R: ACTACCCCTGTCCCGCTGA e
F: GCGATTGACGAAAAGCTAGA .
00 R: ACTTGCTTTGCTGTTGCACA e
F: TGTTGCCGACACGAATTGT .
08 R: GGCTCAAGCGCAAAGAGAAA 20°C
F: GGGTCCATCATGTACGGC .
12 R: AGGCGTATACAGGTCGTG 20°C
F: CAGGCAACAACACGATTTCA .
= R: ATGCCATCTACGACTTTATGA 20°C
1F4 F: GATCCTTCGTCACCTGCTC 58 oC

R: CGGTGTTGGAGAGCTATTGT
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oES F: GCACACTTTCGCGTGTCAT 58 oC
R: ATGATGTCTGCCACGTCTGA

L0D4 F: TCTCCATTCCATATATCCAAGC sg oC
R: ACGCTGTTGCCGTAGTAGTAGTC

D6 F: TTTGTCCGAAGTTGTCTCAGT 58 oC
R: TGCATTGTGAAAGGTAATGC

PCR reakce probihad v objemu 25ul za pouZziti pro analyzu PPP Master Mixu (Top-Bio
s.r.0.). PPP Master Mix se doddvéd 2x koncentrovany: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8, 40 mM
(NH4)2S04, 0,02% Tween 20, S mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, uM dGTP, 400
uM dTTP, 100 U/ml Taq Purple DNA polymerazy, stabilizatory a aditiva.

Schéma pipetovani
§ 12,5 ul PPP Master Mixu
10,5 ul dH,O (do objemu 25 ul)

0,5 pl primer F
0,5 pl primer R
1 ul DNA

W W W

—

Vsechny chemikalie promichdme na vortexu.

2. Napipetujeme PPP Master mix, dH,O, oba primery a nakonec templdtovou DNA
podle schéma pipetovani.

3. Po napipetovani smési kratce centrifugujeme.

4. Provedeme PCR s teplotnim profilem dle daného primeru.

Amplifikace probihala v termocykleru BIOER XP CYCLER p¥i nasledujicim teplotnim

§ Pocatecni denaturace 2 min. 95°C
35x
§ Denaturace 30s 94°C
S Annealing 30s 54, 56, 58°C dle ptisluSného primeru
S Elongace 1 min. 72°C
§ Konecnd elongace Smin. 72°C

§ Zavéreéné zchlazeni na 0 4°C
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Chemikalie
S PPP Master mix
§ PCR dH,O
§ primery

§ templiatova DNA

Pristroje

Termocykler BIOER XP CYCLER
Vortex

Centrifuga

Chladnicka

W W W

3.2.6 Detekce a separace PCR produktia (SSR)

DETEKCE

U gelové elektroforézy byly DNA fragmenty vizualizovany barvenim pomoci ethidium
bromid (EtBr). Véaze se dovnitf dvousSroubovice DNA a po ozéfeni ultrafialovym svétlem
(UV) oranzové fluoreskuje (Curn et al., 2008). Bylo pouZito i barveni pomoci SYBR
GREEN. Jedna se vSak o barvivo, které ovliviiuje mobilitu DNA v gelu v zdvislosti na jeji
koncentraci. TudiZ pfi analyze vzorkli s riznou koncentraci DNA ovliviiuje toto barvivo
moZnost detekce spravné velikosti fragmentd. Z tohoto hlediska bylo upfednostnéno barveni

pomoci EtBr.

U ¢ipové elektroforézy je soucasti kitu DNA 1K pro vizualizaci DNA fragmenti “DNA stain

gel®, ktery obsahuje fluorescentni barvivo.

U fragmenta¢ni analyzy byly pro vizualizaci DNA fragmenti (SSR) pouzity znacené

primery fluorescenc¢nimi barvivy 6-FAM, VIC, NED a PET.
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SEPARACE

Elektroforéza v 2% agarézovém gelu

Ptiprava gelu

1.
2.

Ptipravime si vanu s hiebinkem, vyvazime, vana musi byt dokonale vyrovnana.

Gel o objemu 200ml: 4 g agar6zy se smicha s 200 ml IxXTBE pufru v Erlenmayerové
bance, zamichdme a rozvafime v mikrovinné troubé na max. vykon (doba podle
potfeby — nesmi se vytvéret vldkna, agar6za musi byt dokonale rozvaiena), béhem
rozvateni nékolikrat s Erlenmayerovou baitkou zamichame.

Roztok agar6zy zchladime, ptiddme 4ul EtBr, dikladné promichdme.

Agaro6zu lijeme do vanicky opatrné a hlavné bez bublin (bubliny se musi eliminovat).
Po naliti do vanicky umistime hiebinek a gel nechdme tuhnout cca 30 min.

Poté vyndame hiebinek a nandsime vzorky do jamek v gelu.

Nand$eni vzorku a elektroforéza

1.

Vzorky nemusime barvit nanaSecim pufrem (LB), protoze PPP Master Mix obsahuje
barvivo.

Elektroforetickou vanu naplnime dostate¢nym mnoZstvim pufrem 1x TBE.

Vzorky nanaSime postupné do jamek v gelu, po strandch naneseme marker DNA
ladder 12ul, gel se vzorky poté opatrné¢ vlozime pod hladinu pufru do elektroforetické
vany.

Elektroforéza bézi nejdiive pii 40V cca 10 min a pak zvySime na 70 V po dobu 2,5
hodiny.

Elektroforéza v 3% Synergelu

Ptiprava gelu

1.
2.

Pfipravime si vanu s hiebinkem, vyvazime, vana musi byt dokonale vyrovnana.

Gel o objemu 200 ml: navazime si 2,3 g Synergelu a 1,4 g agar6zy do Erlenmayerovy
banky, pfiddme abs. ethanol — rozmichdme (nesmi se tvofit hrudky), pfidime 200 ml
0,5x TBE pufru a rozvaifime v mikrovlnné troub€ na mirn€j$i vykon nez agar6za.
Roztok Synergelu nezchlazujeme, ptiddme 4ul EtBr, dikladné promichdme.

Nalijeme do vany bez bublin a vloZime hiebinek, nechdme tuhnout tak cca 60 min.

Poté vyndame hiebinek a nandsime vzorky do jamek v gelu.
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Nanaseni vzorku a elektroforéza

S

Stejné jako u elektroforézy v agar6zovém gelu, pouze vyjimka: do elektroforetické

vany lijeme 0,5x TBE pufr

Chemikaélie pro obé elektroforézy

S

W W W W W

Agarosa SERVA Electrophoresis GmbH

Synergel DIVERSIFIED BIOTECH

1x,0,5x TBE ( TRIS, kyselina boritd, 0,5M EDTA pH 8, dH,0)
Absolutni ethanol MERK

Marker DNA ladder (10ul dH,0 + 2ul LB + 1ul ladder) NEB
EtBr (10mg Ethidium bromidu rozpustén v 1 ml dH,O) SERVA

Piistroje pro obé elektroforézy

S
S

Ptredvazky, horizontélni elektroforéza, zdroj napéti, mikrovlnna trouba, vortex

Sada automatickych pipet, Erlenmayerovy banky

Cipova elektroforéza Experion "™ DNA 1K Kit

Protokol

1. Zapneme elektroforézni stanici a spustime software.

2. Pred pouzitim vSechny pouZivané reangenty v kitu vytemperujeme na pokojovou
teplotu (cca 15-20 min.), poté vortexujeme a kratce centrifugujeme. DNA barvivo
udrzujeme v alobalu proti vypafovani a pifesvéd¢éime se, Ze je zcela rozmrazeno.

3. DNA ladder umistime na led.

4. Ptiprava DNA barveného gelu (stain gelu): pfiddme 12,5 pl DNA barviva
do zkumavky s 250 ul gelu, diikladné vortexujeme cca 10 s, kritce centrifugujeme,
prelijeme barveny gel do rotacné filtrovaci zkumavky, centrifugujeme pti 2400 rpm 15
min, zkontrolujeme zda gel proSel filtrem, filtr vyhodime a obalime zkumavku
alobalem.

5. Ptiprava Cipu: €ip vyjmeme z baleni a umistime na dokonale €istou a rovnou plochu,

napipetujeme 9 ul gelu s barvivem do tmavé zelené jamky GS, Cip umistime
do nastfikovaci stanice a zapneme program C3, cca 60 s, po nastfiku Cip vyjmeme
a ze spodni strany zkontrolujeme, zda se mikrokandlky zaplnily gelem s barvivem
(jevi se jako matné), poté do zbyvajicich tfech jamek oznaCenych GS na Cipu

napipetujeme 9 ul gelu s barvivem.
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6. NandSeni vzorki na {ip: pfipravime si premixy pro vzorky: do kazdé

z 12 mikrocentrifugacnich zkumavek napipetujeme 6 ul LB a do 11 zkumavek 1,2 pl
kazdého PCR vzorku a do posledni 1,2 ul DNA ladderu, tyto mixy napipetujeme
do jamek na Cipu oznacenych Cisly pro vzorky a do jamky oznacené L napipetujeme
mix s DNA ladderem.
7. Napipetovany Cip vlozime opatrné do elektroforézni stanice, vybereme 1K DNA
analyzu, oznacime pocet vzorkid pro analyzu a zahdjime zacatek analyzy (cca 40 min).
8. Po prob¢hnuti analyzy ¢ip vyndame, vloZime Cistici ¢ip s 800 ul dH,0 a nechdme

elektrody elektroforézni stanice Cistit cca 60 s.

Podminky pipetovani ¢ipové elektroforézy

§ dodrZzujeme kolmé a opatrné pipetovani

§ kontrolujeme nepiitomnost bublin

§ dodrzujeme spravnou manipulaci s ¢ipem k zamezeni kontaminace
S

prace v rukavicich

Chemikalie
§ Experion™” DNA 1K kit (DNA ladder, DNA barvivo, DNA gel, LB)
§ dH,0
§ ledova tist

Piistroje a vybaveni

§ Elektroforézni stanice, nastfikovaci stanice, vortex stanice, software, mikrocentrifuga,
vortex

S DNA cipy, Cistici Cip

§ Sada automatickych pipet, sterilni Spicky, alobal
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Fragmentacni analyza
Pro tuto analyzu byly vybrany pouze Ctyfi primerové pary (tab. 4) ze sady pouzivanych

pro analyzu SSR. Pouzivaji se F primery, které jsou fluorescentné znacené.

Tab. 4: Sekvence primeri pouzivanych pro fragmentacni analyzu SSR u Beauveria

bassiana
Primer Sekvence Teplota nasedaci
F: AACGCTATGCCTTGACGAC 6-FAM
02 Zluta 54 °C

R: GACGCCGAGCAATGTAACA

F: GCATAGATATGTCTCGCACC VIC
03 oranzova 54 °C
R: ACTACCCCTGTCCCGCTGA

F: TGTTGCCGACACGAATTGT NED
08 Cervena 56 °C
R: GGCTCAAGCGCAAAGAGAAA

F: GGGTCCATCATGTACGGC PET
12 fialova 56 °C
R: AGGCGTATACAGGTCGTG

Schéma pipetovani a postup plné odpovida analyze SSR.

Vyjimka nastdva v pouZziti v Master Mixu, kdy u FA byl pouZzit Plain Master Mix, ktery

neobsahuje detek¢ni barvivo pro separaci fragmentl na gelu.

PCR reakce probiha v objemu 25ul za pouZiti Plain Master Mixu (Top-Bio s.r.0.). Plain
Master Mix se dodavd 2x koncentrovany: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8, 40 mM (NH4),SOy,
0,02% Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, uM dGTP, 400 uM dTTP,
100 U/ml Taqg DNA polymerazy, stabilizatory a aditiva . Plain Master Mix je vhodny
pro rutinni analyzu produktd PCR reakci pomoci automatickych detektorti (kapildrni

chromatografie, real-time PCR, atd.)

Amplifikace probihala v termocykleru BIOER XP CYCLER pii stejném teplotnim profilu
s vyjimkou pouzitych poctu cykld, ktery byl na zdklad¢ testii optimalizace sniZen z 35 na 30
cykl.

Testy optimalizace PCR reakce probihali v nékolika kombinacich se zvySovanim
a snizovanim objemu DMSO, BSA a MgCl, v kombinaci se snizovanim cykla.

Za nejlepsi optimalizaci bylo zvoleno sniZzeni cykli z 35 na 30 na zdkladé separace PCR

produktli na gelu.
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Priprava PCR produkti pro fragmentacéni analyzu ABI 3130, Applied Biosystems

§ 1ul PCR produktu se zna¢enym primerem
§ 0,5 ul standard
§ 11 pl formamid

Chemikalie
§ Plain Master Mix
F znacené primery (Ba 02, 03, 08, 12) a R primery
Templatovda DNA
PCR dH,O
Formamid

Size Standard Gene Scan ™ — 500 LIZ ™

1972 T ¥/ R v/ WL ¢/ W /|

Pristroje
§ Termocykler BIOER XP CYCLER
§ Vortex
§ Centrifuga
§ Chladnicka
§ ABI 3130, Applied Biosystems

3.2.7 Digitalni obrazova analyza a statistické hodnoceni dat

Komplexni pocitatové zpracovani gelu pti vyuziti digitdlniho fotoaparatu jako soucasti
Gel documentation systém. Po digitalizaci zpracovavame gely pomoci specidlniho software
Bioprofil 1D++ (Vilber Lourmat, France), TotalLab TL100 (Nonlinear Dynamics, Velka
Britanie), GeneMapper (Applied Biosystems, USA) a Experion Software 2.1.

Pro tucely hodnoceni molekuldrnich markert bylo vyuzito statistické zpracovani dat.
Na zdklad¢ digitdlni obrazové analyzy takto zjiSténych pruhd na gelu a detekci profilt
v histogramech byly sestaveny matice pfitomnosti/nepfitomnosti a bylo provedeno statistické
hodnoceni (vypocet koeficienti genetické podobnosti/odliSnosti, clusterovd /UPGMA -
Unweighted Pair Group Method Averages/ a ordinacni /PCO - Principal Coordinates
Analysis/ analyza a sestaveni dendrogramil a ordinac¢nich diagramil). Pro tyto tucely je

vyuzivéan program Statistica 6.0 (Statsoft) a MVSP (Kovach Comp. Serv.)
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4. Vysledky a diskuze

Tato kapitola bude vloZena po vydani védecké publikace.
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5. Zavér

Pro volbu vhodné metody izolace DNA pro néslednou analyzu mikrosatelitovych
markert byla zvolena metoda pomoci kitu od firmy QIAGEN. Tato metoda se
prokdzala jako velmi optimdlni pro izolaci kvalitni a ¢isté DNA a jeji mnoZstvi bylo
dostacené a reprodukovatelné pro analyzu mikrosatelit.

Na zédklad¢ porovnéani 4 separacnich metod: elektroforézy na 2% agarézovém gelu,
elektroforézy na 3% synergelu, ¢ipové elektroforézy a fragmentacni analyzy, byla jako
nejlepsi, nejpiesnéjsi a nejcitlivéjs$i metoda pro separaci a detekci mikrosatelitovych
markerd vyhodnocena fragmentacni analyza. Jedinou mens$i ptekdZkou byla vysSsi
finan¢ni stranka. Vyplynulo doporuceni, Ze pro podobné studie, u kterych by bylo
vhodné se do budoucna zaméfit na ekonomickou stranku fragmentacni analyzy,
protoZe z hlediska presnosti a citlivosti separace SSR nema tato metoda konkurenci.

Z tohoto ditvodu byla pro hodnoceni genetické variability mikrosatelitnich markert
celé populace kmenti Beauveria bassiana zvolena elektroforéza na 3% synergelu.
I ptes horsi rozliSovaci schopnost 3% synergelu byly ziskany obdobné vysledky jako
na zdklad¢ fragmentacni analyzy.

V této studii na zdkladé mikrosatelitovych markeri nebyla prokdzdna genetickd
odlinost kmend B. bassiana pochézejicich z NP Sumava. Poukdzalo to na to, e kmen
byl homogenni a e by bylo mozné ho oznadit jako ,lokdlni kmen”. Usp&iné
byly kmeny z této oblasti odliSeny od kment odebranych z jinych zemich.

V biologické ochrané proti lykoZrotu smrkovému (Ips typographus) v lokalitich
CHKO Sumava a NP Sumava v rdmci projektu MZP SP/2d1/41/08 by mohlo mit toto
zjisténi velké vyuziti v aplikaci kmene Beauveria bassiana odebraného z NP Sumava
zpatky do této oblasti, neZ pripadnd aplikace komer¢niho biopreparatu, u n¢hoz by

nebyl zndm plivod.
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Graficky list 1. Beauveria bassiana a 1ykozrout smrkovy (Ips typographus)

Obr. 1: Beauveria bassiana — kolonie na PCA 10 dni, kultivace p¥i 25°C, Kubatova (2006).

Obr. 2: Lykozrout smrkovy (Ips typographus) napaden houbou Beauveria brongniartii



Graficky list 2. Matice pfitomnosti/nepfitomnosti ,,pruh” pro vzorky na 3% synergelu pro 4
primerové pary

PFR_POL USA RUM COL FRA SK08 SSSR SVED IND Bbr Pk Pm ] SKo1 Cina IFR _KR6 KR7 KR9 KR14 KR16 ]| KR 19

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 (U] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0o 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1
0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0o 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0o o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 (U] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0o 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1
1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1
0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0o o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0



Graficky list 3. Vystup z GeneMapperu, primer 02

Vzorek B5 jako zdstupce kmenti Beauveria bassiana odebranych z NP Sumava a 3 kmeny ze

skupiny , oznacené jako ostatni kmeny.
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