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Summary

The morphological and biological characteristics are often used to determine the
basic features of entomopathogenic fungi. These methods, however, have their limits, so
the methods of molecular markers are being used to specify the strains precisely. Thanks
to them, it is possible to support or to displace taxonomic classification of examined
strains based only on the morphological characteristics. The combination of
morphological, biological and molecular markers seems to be a suitable and powerful tool

for taxonomic and evolutionary studies.

For using Beauveria bassiana as a biocontrol agent, it is very important to detect
genetic polymorphism among the strains and the possibility to monitor their distribution

and persistence in the environment.

The aims of this study were to develop the suitable molecular marker for precise
characterization and determination of Beauveria bassiana strains, their identification and
to get appropriate tool for evaluation of Beauveria bassiana populations. And finally to
have the chance to support concept of “local strain” with connection to geographical

origin and agro-ecological conditions.

There were tested four techniques of molecular markers — SSR, PCR-RFLP, AFLP
and sequencing. Each technique was optimized at first for application in laboratories of
Biotechnological centre, Faculty of Agriculture, USB Ceské Bud&jovice. After that,
functionality of particular marker system was tested on a wider set of samples. Finally,
each of these techniques was applied to the Beauveria bassiana population from National
Park Sumava, which was collected during MZP SP/2d1/41/08 project. Altogether 54
strains of different species were analyzed — strains of Beauveria bassiana, Beauveria

brongniartii and Isaria fumosorosea.



All molecular analyses proved the same character of a similarity of examined
samples, such as absolute homogenity of Beauveria bassiana population, collected in
National Park Sumava, as well as the polyphyletic character of whole species — Beauveria
bassiana. Further, it was demonstrated that all of the molecular markers used are
suitable to determine unknown samples on the genus and the species level, as well as to
confirm taxonomic classification after morphological analyses. Sequence analyses of LSU

rDNA or ITS region appear to be the best for taxonomic determination.
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1. Uvod

Houby predstavuji velmi Sirokou, sloZitou heterogenni skupinu organismU, u niz
doslo béhem evoluéniho procesu kvytvoreni celé Skaly adaptacnich mechanismu,
umoziujicich prizpldsobit se casto velmi diverznimu prostiedi. Z evolu¢niho hlediska
predstavuji polyfyletickou skupinu organism(, jejiz ¢lenové ale pIni podobné role
v ekosystémech. Houby mimo jiné zajistuji primarni dekompozici organického materialu
ve vSech ekosystémech, vytvari dlleZité symbiotické vztahy s Zivocichy a cévnatymi
rostlinami a predstavuji prevaznou vétsinu patogenl hospodarsky vyuZivanych rostlin.
K fyziologické a biochemické pfrizplsobivosti hub jejich prostredi, zejména rdznym
nutriénim zdrojim, patfi i schopnost syntetizovat fadu primdrnich a sekundarnich
metabolitd. Tato vlastnost se stala klicovou pro fadu pramyslovych odvétvi vyuZivajici

biotechnologie (Bruns et al. 1991; Carlile a Watkison 1994).

Pres duleZitost hub je dodnes zndmo velmi malo o evolucnich a fylogenetickych
vztazich v ramci této skupiny organism(. Mezi hlavni dlvody patfi nedostatek fosilnich
nalezl, jednoduchost morfologickych znak( vzhledem ke konvergentnimu vyvoji a vysoka
uroven diverzity, kdy v poméru k rozsahlosti jednotlivych taxond bylo prozkoumadno jen

malé procento jejich zastupc (Bielikova 2001).

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 ovSiem nepresné a k jejich upfesnéni se pouzivaji
metody molekularnich marker(. Diky nim lze podpofit i vyvratit taxonomické zarazeni
zaloZzené na morfologickych charakteristikdch (Driver a Milner 1998). Kombinace
morfologickych, biologickych a molekuldrnich markerd je vhodnym ndstrojem
pro fylogenetickou definici druhl nebo evolu¢né odlisitelnych skupin (Volger a Desalle

1994).






2. Literarni prehled

2.1 Entomopatogenni houby

Vyznamnou skupinou hub, kterou jsem se zabyvala (resp. jejimi zastupci), jsou
entomopatogenni houby. Jsou to organismy parazitujici na hmyzu, pro ktery byvaji ¢asto

letalni.

Predpoklada se, Ze potencidlné existujice asi 10 miliona druhd hmyzu, z nichz je asi
5 % napadano specifickou houbou (Hawksworth 1991). Ackoli je popsdno vice nez 750
druhG hub jako hmyzich patogenl(, intenzivné se studuje pouze mala cast z nich, a to
hlavné proto, Ze napada hmyzi skidce a tyto druhy jsou vyuZivany v biologické ochrané

rostlin (Glare a Milner 1991).

2.1.1 Obecna charakteristika

Entomopatogenni houby patfi mezi nejdéle znamé a nejcastéji determinované

mikroorganismy asociované s hmyzem, regulujici jejich populace (Landa 1998).

Entomopatogenni houby parazituji na zastupcich vSsech radd hmyzu. Nejcastéji
jsou parazitické mykdzy zjistovany na druzich patficich do fadu Hemiptera, Orthoptera,
Thysanoptera, Homoptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Coleoptera a Diptera (Weiser
1966; Ferron 1975; Tanada a Kaya 1993). Mohou napadat vSechna vyvojova stadia hmyzu,
ovsem nejcastéji infikovanym vyvojovym stadiem hmyzu jsou larvy. Méné casto jsou
infikovany kukly a dospélci hmyzu, vajicka hmyzu jsou infikovdna velmi vzacné (Tanada a
Kaya 1993). Nékteré druhy entomopatogennich hub mohou parazitovat na Sirokém
sortimentu hostitell, patficich do zcela odliSnych fadd hmyzu, a mohou infikovat i rliznd
vyvojova stadia téhoz hostitele (napf. Isaria fumosorosea, dtive Paecilomyces

fumosoroseus).

VétSina druhl Siroce polyfagnich entomopatogennich hub (napf. Beauveria

bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea, Lecanicillium lecanii a dalsi) mlze



obecné parazitovat na velmi Sirokém spektru hostiteld. SSirokou polyfagii je casto
spojena tvorba druhové identickych, nicméné rliznorodych kmena (izolatd), které mohou
vykazovat i Uzkou hostitelskou specializaci (McCoy et al. 1988). Typickym prikladem je
tvorba velmi specifickych patotypl u polyfagnich hub Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Lecanicillium lecanii, u kterych je hostitelské spektrum kmene vyrazné
prederminovdno druhem hostitele, znéhoZz byl konkrétni patotyp izolovdn. Druhova
specifita entomopatogennich hub ve vztahu khostitelim je nejcastéji podminéna
fyziologickym stavem hostitele, vlastnostmi kutikuly hostitelského druhu a nutritivni
specializaci (naroky) patogena (McCoy et al. 1988). A je nepfimo ovlivnéna i abiotickymi
faktory, jez jsou typické pro ekologickou niku hostitele. V komplexu interakci, které
podminuji Siti spektra hostitelskych druhd, sehravaji vyznamnou ulohu i obranné systémy

hostitele (Charnley 1984).

Z hlediska praktické biologické ochrany maji nejvétsi vyznam vlaknité
Deuteromycetes (Deuteromycota, Hyphomycetes, Moniliales). K nejznamé;jsim pati houby
rod( Beauveria, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Isaria, Tolypocladium a Lecanicillium

(Turcéani et al. 2009).
2.1.2 Klasifikace entomopatogennich hub

Z hlediska praktické biologické ochrany nepredstavuje takto rozmanity potencidl

zadna jina skupina entomopatogennich mikroorganisma.

V systému hub jsou entomopatogenni druhy zastoupeny v nékolika fadech a
riznych oddéleni, kde témi nejvyznamnéjsimi jsou houby z oddéleni Chytridiomycota
(Blastocladiales); Zygomycota (Zygomycetes: Entomophthorales, Mucorales); a pravé
Ascomycota (Laboulbeniomycets, Sordariomycetes) a Deuteromycota (Hyphomycetes;
Moniliales). Velmi vyznamnou a pomérné dobie zndmou skupinu entomopatogennich
hub predstavuji houby zfadu Entomophthorales (Zygomycota: Zygomycetes).
Entomopatogenni houby zastoupené vtomto fadu (napf. houby patfici do rodi

Conidiobolus, Entomophaga, Entomophthora, Erynia, Neozygites a dalsi) reprezentuji



prevazné obligatné parazitické druhy, jejichZ vyvojovy cyklus je vazan vyhradné na Zivého

hostitele (Landa 1998).
2.1.3 Vyvojovy cyklus vlaknitych hub (Deuteromycetes)

Hlavni faze generalizovaného vyvojového cyklu entomopatogennich hub Ize

definovat nasledujicim zplsobem (Obr. 1):

e Prichyceni a kli¢eni konidii na povrchu kutikuly hostitele.

e Pronikdni patogena do télni dutiny, interni proliferace a vytvareni povrchové
a mycelidlni sité (parazitickd faze vyvojového cyklu).

e Externi sporulace a tvorba konidii nové generace (saprotrofni faze vyvojového

cyklu) (Landa 1998).

Houbovou ndkazu zpravidla iniciuji vitalni a virulentni konidie. Sifeni konidii
v prostfedi a mechanizmy zajistujici jejich primarni kontakt s hostitelem jsou procesy
prevazné nahodilé, zprostiedkované abiotickymi nebo biotickymi faktory. Béznym
mechanismem S$ifeni houbovych nakaz v populacich hmyzu se stdva kontakt zdravych
jedincl s jedinci infikovanymi nebo tzv. autodisseminace, pfi niz dochazi k Sifeni konidii
uvnitif populace v souvislosti se specifickymi vnitropopulaénimi procesy (migrace,

kopulace, kladeni vajicek) (Landa 1998).

Konidie hub jsou opatfeny rliznymi mechanismy pro adhezi - lepivy mucilagenni
povrch (vytvareni pevné vazby s kutikulou hostitele jiz pfi prvém kontaktu, napf.
Lecanicillium lecanii). Konidie jsou suché, silné hydrofobni s rozmanité strukturovanym

povrchem (napf. Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea).

Kliceni konidii predstavuje prvni aktivni fazi interakce patogena s hostitelem
(Landa 1998). Konidie jsou dostatecné energeticky vybaveny k vykliceni a jejich aktivitu
znacné ovliviiuje teplota a relativni vzdusnad vlihkost. Faze penetrace predstavuje pronikani
hyf patogena pres kutikulu do téla hostitele a produkce degradujicich enzyma. Houby k

penetraci vyuZivaji i ptirozenych otvorl nebo iméné sklerotizovand mista ¢i mista



poskozena. Uvnitt téla hostitele dochazi ke kolonizaci jednotlivych orgdn( a k prechodu
vldknitych forem hub na rychle se délici a pomnoZujici téliska — blastospory. Tato téliska
se rychle namnoZuji, ve velmi kratké dobé zcela vyplnuji a mumifikuji hostitele, ktery je v
této fazi vyvoje mykdzy jiz usmrcen. Patogen prorista na povrch usmrceného hostitele a
postupné vytvari hustou mycelialni sit, jeZ porlsta cely povrch téla. Na vzdusném myceliu
se postupné vytvafi konidiofory, na nichz se ve finalni fazi vyvojového cyklu formuji nové
konidie. Konidie si v pfirozené dormantnim stavu udrzuji vitalitu po dobu nékolika tydn(
az mésicl. Jejich docasna dormance konci Sifenim a adhezi konidii na povrchu téla nového

vhodného hostitele (Sedrlova 2008).

Obr. 1: Zivotni cyklus Beauveria bassiana (Posada a Vega 2005).

Life cycle (days) for B. bassiana
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2.1.4 Rod Beauveria Vuillemin

Rod Beauveria reprezentuji prevainé druhy, které se béiné vyskytuji v pudé a

parazituji na pudnim hmyzu, resp. na stadiich hmyzu, kterd se vyskytuji vpldé



(napf. pti prezimovani) (Vanninen et al. 2000; Keller et al. 2003). V sortimentu hostitel(i
jsou zastoupeni zastupci zradl rovnokfidli (Orthoptera, napf. krtonozky), brouci
(Coleoptera, napf. larvy a kukly chroustd a chroustkd, mandelinky bramborové,
lalokonosctd a mnoha dalsich druht), larvy a kukly motylt (Lepidoptera) a dvoukridlého
hmyzu (Diptera). Byly izolovany také kmeny vykazujici vysokou virulenci na zdstupcich
stejnokridlého hmyzu (Homoptera, napf. na molicich a mSicich) (Bobkova 2006; Humber

1997).

Mezi zastupce rodu Beauveria jsou tazeny B. bassiana (konidie globoidniho az
subgloboidniho tvaru, konidiogenni struktury tvofi husté shluky - hrozny), B. brongniartii
(konidie podlouhlé vejcité az cylindrické, konidiogenni struktury stihlé, tvofi fidké hrozny),
B. globurifera, B. tenella (vejcité konidie), B. velata (konidie kulovité azZ elipsoidni, lehce
ornamentované, pokryté Zelatinovou vrstvou), B. amorpha (konidie cylinrické, ¢asto na

jedné strané zplostélé nebo lehce prohnuté) (Samsinakova 1963; Samson et al. 1988).

Je to pravdépodobné nejrozsadhleji studovany rod entomopatogennich hub,
vzhledem kjejich potencidlu v biologické ochrané rostlin. VSechny druhy jsou
fakultativnimi patogeny hmyzu a rfada testovanych kmenu vykazuje vysokou patogenitu
vici vyznamnym listovym hmyzim Skddcim a nékterému pldnimu hmyzu (Eyal et al.
1994). ZpUsobuji onemocnéni znamé jako bilda muskardina, tvofi husté bilé vatové az
praskové porosty na hmyzu i v kultufe (Weiser 1966; Kumar et al. 1999). Proto lze jeji

potencial vyuzit k biologické ochrané proti vice jak 70 druhim hmyzu (Aleshina 1980).

2.1.4.1 Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin

Taxonomie:
RiSe: Fungi
Oddéleni: Eumycota

Pomocné oddéleni: Deuteromycota

Pomocna trida: Hyphomycetes
Rad: Moniliales
Rod: Beauveria



Determinaci této entomopatogenni houby proved| v roce 1835 Giuseppe Balsamo
Crivelli a zafadil ji do rodu Botrytis (Botrytis paradoxa), pozdéji zménil oznaceni
na Botrytis bassiana na pocest jejiho objevitele. Vroce 1912 revidoval systematické
zarazeni Vuillemin a do dnesni doby je respektovdno jeho zafazeni do rodu Beauveria a
oznaceni druhu bassiana (Dirlbekova 1991). Vyskytuje se pfirozené v prirodé na vsSech
kontinentech, s vyjimkou Antarktidy. Byla izolovana z vice jak 700 druh( hmyzu z deviti
radu, parazituje hlavné na zastupcich skiidcl z rada Orthoptera, Coleoptera, Lepidoptera a

Diptera (Inglis et al. 1996; Watson et al. 1995; Chikwenhere a Vestergaard 2001).

Houbu Beauveria bassiana je mozno snadno kultivovat na pevnych médiich i
v tekutych Zivnych puiddach. Pro masovou produkci jsou vyuZivany dvoufdzové a submerzni
technologie kultivace. Pfi submerzni kultivaci vznika ¢asto smeés blastospor a konidii (Feng

et al. 1994).

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

B. caledonica (Driver a Milner 1998).

Obr. 2: Konidiofory s konidiemi Beauveria bassiana a vyvojova stadia
(http://www.uoguelph.ca/~gbarron/MISCELLANEOUS/nov01.htm)

youngest spore

conidiogenous cell

Morfologie

Vyznacuje se pomalu rostoucimi koloniemi, které jsou bélavé, lanozni, pozdéji
nazloutlé. Konidiogenni bunky wvyrastaji nejcastéji ve shlucich, maji charakteristicky
zdurelou 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, témér globoidniho az subgloboidniho tvaru, hladké,



2-3 x 2,0-2,5 pm v priméru. U starSich kultur se fialidy stavaji protahlejsi a vyrUstaji

Castéji i jednotlivé (Kubatova 2006; Dirlbekova 1991).

Tvofi husté bilé mycelium mlécné bilé barvy prekryvajici exoskelet hostitele, obéas
tvorici synemata (vzpfimené svazky hyf). Konidiogenni bunky casto byvaji v hustych
svazcich (nebo preslenech ¢i samostatné), jsou bezbarvé, s kulovitou nebo barkovitou
bazi a vroubkovitym (zubovitym) apikalnim prodlouzenim (rachis — pater), nesouci

po jedné konidii na kazdém zubu, konidie neprehradkované (Humber 1997).

V ptirodé pretrvdva druh Beauveria bassiana v povrchovych vrstvach pudy jako
mycelium jednak v uhynulych hostitelich, ale i na organickych zbytcich (saprofytni faze).
Navzdory velkému mnoZstvi hostitelt byly pouze ztfidka sledovény epizootie zplsobené
houbou B. bassiana u ptirozenych populaci skidcl (Feng et al. 1994). Houba muze téz
kolonizovat rostliny jako endofyt, cehoZ je mozno vyuzit pfi redukci zavijeCe kukuriéného

(Ostrinia nubilalis) (Bing a Lewis 1992).

Optimalni teplota rlstu je 23-26 °C pfi relativni vlhkosti vzduchu nebo vlhkosti
substratu 80-100 %. Beauveria bassiana roste v teplotnim optimu 5-35 °C, minimalni
teplota pro rist mycelia je 5-8 °C, maximalni teplota pro rlist mycelia je 28-31 °C, ale

preziva i za teploty 37 °C (Dirlbekovd 1991; Fernandes et al. 2007).

Fyziologie a infekce (prtibéh patogeneze)

Nejcastéjsi cestou penetrace houby B. bassiana do hostitele je povrch téla (Ferron
1978), pres kutikulu a stigmata. Kromé téchto hlavnich zplsobU infikuje hmyz téz per os,
zvlasté druhy s kousavym astnim Ustrojim (Feng et al. 1994), byly vSak zaznamenany také

infekce pres dychaci systém (Clark et al. 1968) a titni otvor (Siebeneicher et al. 1992).

K ndkaze hmyzu dochazi konidiemi, které ulpivaji a kli¢i na povrchu kutikuly a po
kratkém rlstu po povrchu vnikaji vldknem kolmo do chitinového pokryvu kutikuly a
pronikaji do dutiny télni. Rostouci kli¢ni vidakno penetruje kutikulu pomoci enzym (Smith
a Grula 1981). Aby mohlo dojit k penetraci a ndsledné infekci, musi B. bassiana

produkovat nejméné dva typy enzymu v urcitém poradi. Jakmile pronikne houba dovnitf



téla hostitele, produkuje sekunddrni metabolit beauvericin pro oslabeni imunitniho
systému hostitele. Po smrti hostitele umozinuje houbé produkované antibiotikum

(oosporein) konkurovat intestinalnim bakteriim (Mahr 1997).

Uvniti téla vznikajici valcovité konidie, endokonidie (blastospory), méri obvykle
2-3 x 7 um. Na fruktifikujicich vlaknech vyrastaji porliznu po dvou i vice na kratké stopce.
Z endokonidii nar(staji dalSi hyfy a na téch se po urcitém rlstu tvori opét endokonidie.
Timto dochazi k nartstu mycelidrni hmoty a Uplnému vyplnéni téla hmyzu (Weiser 1966)
(Obr. 3). Pfi dostatku vlhkosti (92 a vice %) prorlstaji hyfy na povrch téla (Mahr 1997).
Na povrchu mumifikovaného téla se zdvihaji vldkna, na kterych se vyvijeji vzdusné konidie

(Dirlbekova 1991).

Dalsi cesta infekce je mozna pfrijimanim potravy, na které ulpély konidie. Infekce
probihd ve své podstaté stejné, s tim rozdilem, Ze zacdtek infekce je prorlstanim

zazivaciho traktu hmyzu a nasledném Siteni v organismu.

Na rozdil od ostatnich skupin hmyzich patogen(, které obvykle infikuji hostitele
po poziti, entomopatogenni houby témér vidy napadnout hmyzi hostitele tim, Ze

pronikaji ptimo pres kutikulu (Groden 1999).

Obr. 3: Konidiofory s konidiemi Beauveria bassiana a vyvojova stadia
(http://www.uoguelph.ca/~gbarron/MISCELLANEOUS/nov01.htm)
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2.2 Morfologické markery (hodnoceni fenotypu)

Morfologické studie jsou zdkladem klasifikace hub, nejcastéji pouzivané
morfologické znaky pro identifikaci jsou tvar a velikost konidii, tvar a velikost kolonii,
produkéni charakteristiky a biologické vlastnosti (klieni spor a jeho dynamika, testy
biologické ucinnosti — FGDI-Fungus Growth Development Index apod.) (Osborne a Landa
1992). Variabilita téchto znak( je vsak pfriliS vysoka, tyto vlastnosti jsou inducibilni a
pouhda zména kultivatniho média je vzhledem krychlému generacnimu cyklu
mikroorganismd muUZe vyrazné pozménit. Ani dalsi fenotypové markery (jako
napf. detekce enzymatické aktivity) neptinesly v celé problematice vyraznéjsi posun

(Obornik 1995).

Morfologické markery nedovoluji rozliSeni na poddruhové urovni, ale v mnoha
studiich jsou dllezitym a podplrnym systémem umoZiujicim zakladni charakterizaci a

rozliSeni vychoziho materialu (Hall 1980; Vidal et al. 1998).

Nedostatek morfologickych charakteristik ucinil molekularni markery neocenitelné

pro studium aspektl ekologie, biologie a genetiky hub (Carter et al. 2004).
2.3 Molekularni markery

Kvalitativni a kvantitativni informace o diverzité jsou zakladnim aspektem mnoha
obor( v biologii, jak v klasické, tak i aplikované, jako je ekologie, evolu¢ni biologie,

taxonomie, zemédélstvi i Slechténi (Karp et al. 1997).

Molekuldrni analyzy odhaluji nejen detailni vlastnosti DNA (nebo protein(), ale
také odlisné charaktery, jez jsou specifické v poradi bazi (Avise 2004). Molekularni
techniky Ize také vyuZit ke zjistovani rozdilnosti sekvenci DNA mezi jednotlivymi druhy, ale
také mezi jednotlivymi jedinci téhoz druhu. Diky molekularnim markerim lze urcit i nové

druhy (Korzun 2003).

Molekularni markery jsou markery na urovni DNA, které jsou identifikovatelné

sekvence DNA umisténé na konkrétnich mistech na chromozomech, v blizkosti gend nebo
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pfimo v genech (Korzun 2003). Umoznuji detekovat odliSnosti v primdarni genetické
informaci, kterou DNA nese. DNA markery se zakladaji na polymorfismu sekvenci DNA.
Pomoci DNA markerQ lze detekovat rozdily v genetické informaci mezi analyzovanymi
druhy/populacemi/klony/jedinci/bunkami. VyuZivaji se napf. pro DNA fingerprinting
pri zjistovani genetické Cistoty osiva, ale i pro testovani otcovstvi, sledovani urcitych gend
béhem Slechtitelskych programl (napf. SLG geny), genetické mapovani, populaéni
genetiku a populaéni genekologii a pfi studiu evoluce na molekuldrni Udrovni,

pro fylogenetické analyzy a feSeni taxonomickych otazek (Caetano-Anollés 1997).

DNA markery jsou aplikovatelné u vSech organismu, kde je zvladnuta technika
izolace DNA. Molekuldrni markery maiji diky fyzikdlnim vlastnostem DNA nékolik vyhod.
A to takové, 7e DNA muizZeme ziskat nejenom ze Zivych, ale i z mrtvych tkani (v pfipadé
rostlin z herbarovych polozek). Molekula DNA je natolik stabilni, Ze mlze byt zachovana
i po dobu nékolika miliéna let (Cano et al. 1993). Dalsi vyhodou jsou mald mnoZstvi DNA,
jez jsou vétsinou k analyzam zapotrebi (DNA z 1 cm? ndm postaci na cca 100 PCR reakci).
DNA markery tedy lze mj. pouzit i u velmi ranych ontogenetickych stadii, coz znamena

zefektivnéni rychlosti prace predevsim ve Slechtitelské oblasti (Caetano-Anollés 1997).

Dulezitou vlastnosti markerl je nezdvislost na podminkach prostfedi. Odlisné
useky DNA jsou vystaveny raznym selekénim tlakdm. Vétsina sekvenci kddujicich Zivotné
dllezité proteiny podléhd silnému selekénimu tlaku, a proto nejsou variabilni a pro
analyzy nejsou vétSinou pouzitelné. Na druhé strané v nekddujicich oblastech (introny a
mezigenové regiony), u kterych lze predpokladat selekéni neutralitu ajejichz miru
polymorfismu muiZe ovliviiovat pouze geneticky drift, se snadno hromadi mutace, a proto

jsou nekddujici sekvence variabilni (Bergmann 1975).

Kvalitativni a kvantitativni informace tykajici se Urovné diverzity jsou nesmirné
dalezitym faktorem v mnoha oblastech biologického vyzkumu, at jiz zakladniho, nebo
aplikovaného: v ekologii, taxonomii, Slechténi a ochrané genofondu. Pro ,markerovani“
diverzity, pro detekci polymorfismu na drovni nukleovych kyselin (zejména DNA) je mozné

pouzit celou fadu rlznych molekularnich technik.
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Vétsina molekuldrnich markerl spadd do jedné ze tfi kategorii technik, jejich
poutziti se lisi napfiklad technickymi pozadavky, ¢asovou a financni naroc¢nosti, mnozstvim
genetickych marker(, které mohou byt detekovany v celém genomu nebo v jeho urcité

Casti. Kazdy z nich ma samoziejmé své vyhody, ale i nevyhody (Korzun 2003).

Obecné je princip molekularnich marker( zaloZzeny na (1) specifickém restrikénim
Stépeni analyzované DNA a ndsledné hybridizaci se zna¢enou sondou, (2) amplifikaci

specifickych fragmentu v in vitro podminkach pomoci PCR, (3) sekvencnim polymorfismu.

2.3.1 Techniky vyuzivajici restrikcni Stépeni a hybridizaci

2.3.1.1 RFLP

(Restriction Fragment Length Polymorphism — polymorfismus délky restrikénich

fragment()

RFLP patfi mezi historicky nejstarsi DNA markery. Pro rozvoj této metody byl
nutnym predpokladem zaprvé objev restrikénich enzym( (Smith a Wilcox 1970) a zadruhé
objev prenosu elektroforeticky separované DNA z gelu na membranu — metoda Southern
blot, pojmenovana po svém objeviteli. Metoda RFLP vyuziva délkového polymorfismu
restrikénich fragmentl analyzované DNA, ktery je, po provedeni elektroforetické separace
a prenosu fragmentl z gelu na pevny nosi¢ (nylonovou nebo nitrocelulézovou
membranu), detekovan pomoci hybridizace s homolognim fragmentem DNA — specifickou

sondou (Caetano-Anollés 1997).
2.3.2 Techniky zalozené na PCR reakci

PCR (Polymerase Chain Reaction — polymerdzova retézova reakce) reakce byla
vyvinuta v Cetus Corporation Emeryville v Kalifornii. 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 populdrnim prostfedkem pro identifikaci rostlinnych a

zivocCisSnych druhl (Korzun 2003).
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Jde o enzymatickou amplifikaci DNA, in vitro syntézou mnoha kopii vybrané
sekvence DNA v cyklické reakci o trfech teplotnich fazich (Saiki et al. 1985, Saiki et al.
1988). Princip je zaloZzen na replikaci nukleovych kyselin, kterd je zakladnim molekuldrnim
procesem viech Zivych organismG (Smarda et al. 2008). Podstatou PCR je cyklicky se
opakujici syntéza novych retézcl vybranych Usekl dvouretézcové DNA ve sméru 5°-> 3’
prostifednictvim DNA-polymerazy. Studovany Usek nukleotidové sekvence je vymezen
pfipojenim dvou primerd (uméle nasyntetizovanych oligonukleotidd 10-30 bazi
dlouhych), které se vazou na protilehlé retézce DNA tak, Ze jejich 3'- konce sméftuji proti
sobé. Po pfidani DNA-polymerazy a nukleotidli pak probihd syntéza novych vldken
na obou matricovych retézcich protismérné. K syntéze DNA se pouZivaji termostabilni
polymerdzy izolované ztermofilnich mikroorganisml, napf. Tag DNA-polymeraza
z Thermus aquaticus odolavajici teplotdm, pfi nichZ DNA denaturuje. To umoZnuje, aby
syntéza DNA probihala opakované formou cykl(. PCR je proces (Obr. 4), pfi némz se

v zavislosti na teploté reakéni smési pravidelné stfidaji t¥i kroky (Smarda et al. 2008).

Obvykle PCR probihd v rozmezi 30-40 cykld (Edel 1998). Reakce se provadéji
v zafizeni nazyvaném termocycler, v némz se teplota méni automaticky

v naprogramovanych ¢asovych intervalech (Smarda et al. 2005).

Mnoho modernich termocyclerd vyuZiva PeltierQv efekt, jenZz umoZniuje i vytapéni
a chlazeni bloku PCR jednoduse tim, Ze obrati smér toku elektrického proudu (Rychlik et

al. 1990).

Jelikoz vysledek PCR je mnohondsobné zmnoZeni vybraného Useku DNA, lze
ji oznacit za zpUsob klonovani DNA. Presnost a Uspésnost PCR pfi amplifikaci urcitého
genu nebo ¢dasti sekvence genomové DNA je zdvisla na peclivém navrhu obou primerd,

pfi némz je treba pfihlizet k celkové sekvenci studovaného genomu.

Pfesné hodnoty teploty a dobu trvani jednotlivych krokd je vSak treba
optimalizovat. Pro ziskani poZzadovaného produktu, jeho specificnost a vytézku je duilezita

koncentrace jednotlivych sloZek reakéni smési (Smarda et al. 2005).
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Obr. 4: Princip PCR
(http://www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/MolStudents/01jeklotz/methods.html)

Em]mﬂ:ﬂ:f:ljmﬂm double-stranded template

T .
denaturation

Sl
[

f e T, _ Primerannealing

VWYYV

¥

I AWAWAWAWTIT L, extension

denaturation
FTITETTTEUTTTETPTETTTFTITTINTT

( L = primer annealing

extension

denaturation

primer annealing

extension

Slozky PCR reakce

DNA sekvence, které maji byt zmnozZeny; dva primery, které jsou komplementarni
k 3' konci kazdého fetézce; Tag polymerdza nebo jind DNA polymeraza s optimalni
teplotou nad 70 °C; 2'-deoxyribonukleotid-5"-trifosfaty (dNTPs); reakcni roztok, ktery
poskytuje vhodné chemické prostiedi pro optimalni ¢innost a stabilitu DNA polymerazy;

jako kofaktor se nejéastéji pouzivaji hoteénaté ionty Mg, nebo Mn?" (Pavlov et al. 2004).

Prilis vysoka koncentrace nékteré ze slozek reakce muiZe ovsem vést k chybam
a vzniku nespecifickych produkt(i. Optimalni pocet cykll je zavisly na vychozi koncentraci
templatové DNA a zpravidla se pohybuje v rozmezi od 25 do 35 cykld. PFilis vysoky pocet
cykld vyznamné zvySuje mnozstvi vznikajicich nespecifickych produktd PCR. Pro PCR je
dllezitd uplna pocatecni denaturace templatu a obvykle k tomuto Ucelu postacuje zahrati
smési na 94-97 °C po dobu 2-5 min. V pfipadé, Zze dojde pouze k ¢aste¢né denaturaci,
molekuly DNA velice rychle renaturuji, coz vede k nespecifické vazbé primert (,self-
priming”“) a faleSnym vysledklim. ProtoZze Taq DNA-polymerdza ma pfi 95 °C polocas
stability 40 min., voli se pro naslednou denaturaci amplikont béhem reakce doba pouze
15-45s. Podminky pro hybridizaci primerd zavisi na zastoupeni bazi, délce

oligonukleotidl a hodnoté T,, produktu (Innis et al. 1999).
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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).

Pro PCR jsou casto pouZivany jako zdroj DNA rlzné biologické materidly, napf.
hrubé extrakty z krve, téIni tekutiny, kultury mikroorganism(, burky z tkanovych kultur
atd. U téchto materidld by méla byt vénovdna 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 pripadld odstranény

dostate¢nym natedénim vzorku.

Vyslednym produktem PCR jsou amplikony — uUseky DNA definované délky
o velikosti obvykle desitky aZ tisice bp analogické restrikénim fragmentim, jejichz
pfitomnost se vreakéni smési prokazuje stanovenim jejich velikosti elektroforézou
v agarézovém nebo polyakrylamidovém gelu ¢i kvantitativnim mérenim mnozstvi

produktu v redlném &ase (Smarda et al. 2005).

Tato metoda se vyuzivda nejenom k védeckym potfebam, ale napriklad i
ke kontrole potravin a pro zjistovani GMO a geneticky modifikovanych slozek (Bartlett a

Stirling 2003).

2.3.2.1 I-PCR

(Inverse PCR —inverzni PCR)

Tento postup se pouziva pro amplifikaci fragmentd DNA o nezndmé sekvenci,
ktera je ohraniCena znamymi sekvencemi. Metoda je zaloZena na restrikénim Stépeni
znamé sekvence, jeZz umozni tvorbu kohéznich koncl. Druhy krok predstavuje vytvoreni
cirkularni molekuly. Amplifikace se zahaji protismérnym pfipojenim primer( ke znamé
sekvenci v cirkuldrni molekule. Timto zpUsobem je zajisténa amplifikace vnitfniho Useku

cirkularni molekuly (Caetano-Anollés 1997).
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2.3.2.2 Real Time — PCR (qRT PCR)

Amplifikace probiha obvyklym zplsobem jako standartni PCR. Reakéni smés
obsahuje kromé dvojice primerd jesté specifickou vnitfni sondu (TagMan sonda), ktera je
fluorescenéné znacend na 3’ konci tzv. zhasecem a na 5’ konci tzv. reportérem. Pokud
amplifikace neprobihd, je energie vyzafovana reportérem pohlcovana zhasecem. V
pfipadé amplifikace dojde k rozStépeni vnitfni sondy, reportér se dostane z dosahu

zhasece a uvolnény fluorescencni signal je zaznamenan pfistrojem.

Tato metoda se vyuziva zejména ke kvantitativnimu PCR pro zjisténi mnoZstvi
transgenu v biologickém materialu nebo pro posouzeni stupné napadeni hostitele

patogenem (Caetano-Anollés 1997).

2.3.2.3 CAPS (PCR-RFLP)

vvvvv

amplifikované DNA)

Metoda CAPS v sobé zahrnuje spojeni dvou metod: PCR a RFLP. Uvodni krok
predstavuje amplifikace PCR markeru (napf. ITS oblasti). Po nasledném rozstépeni
restrikéni endonukledazou jsou fragmenty elektroforeticky separovany na gelu. Diky
bodovym mutacim lze odliS§it dominantni a recesivni alely studovanych

genl/mezigenovych regiond (Caetano-Anollés 1997).

2.3.2.4 RAPD

(Random Amplified Polymorphic DNA — polymorfismus nahodné amplifikované DNA)

Metoda RAPD detekuje malé prevracené nukleotidové sekvence roztrousené
po celé genomické DNA (Welsh a McCleland 1990; Williams et al. 1990). Princip je zaloZen
na amplifikaci fragmentd DNA za poufZiti pouze jednoho oligonukleotidového primeru
o ndhodné nukleotidové sekvenci. Primery maji obvykle délku 10 bazi (ndhodné
vybranych s ohledem na zastoupeni jednotlivych bazi — vyrovnany pomér C:G). Kratka

délka motivu a vyrazné nizsi teplota annealingu zvySuji pravdépodobnost nasednuti
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primeru na mnoha mistech molekuly DNA (primery jsou tzv. nespecifické). Produkty
amplifikace mohou odpovidat oblastem geneticky aktivni templatové DNA, stejné tak
mohou odpovidat opakujicim se motiviim (Caetano-Anollés 1997). Principy RAPD jsou

detailné uvedeny v pracich Hadrys et al. (1992) a Tingey a del Tufo (1993).

2.3.2.5 Microsatellites (SSRs nebo VNTRs)

(Simple Sequence Repeats — tandemova opakovani kratkych motiv(

Variable Number Tandem Repeats — variabilita v po¢tu tandemovych opakovani)

Analyza mikrosatelitnich sekvenci nebo téz jednoduchych repetitivnich sekvenci
(SSR) je dalsi uc¢innou a znacné rozvijenou technikou. Mikrosatelity jsou tandemové
repetice obvykle 2—-4 pdarQ bazi (GA, TCC a GATA) (Powell et al. 1996), které jsou
rovhomérné rozptyleny v eukaryotickém genomu (Cregan 1992; Morgante a Olivieri
1993). Frekvence vyskytu mikrosatelitll je pétkrat castéjsi u rostlin nez u savcl
(Lagercrantz et al. 1993). Tyto sekvence s kodominantni dédi¢nosti se vyznacuji hojnosti a
polymorfismem, jenZ spociva ve variabilnim opakovani zdkladniho motivu (Ramel 1997).
Tato metoda je zaloZzena na PCR reakci s primery, které jsou komplementdrni se
sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem. Primery pro tuto metodu jsou
navrhovany tak, aby se pripojovaly k oblastem ohranicujici SSR — , flanking regions”. Tyto
ohranicujici sekvence byvaji konzervativni pouze v rdamci druhu, a proto je nutné
navrhovat pro kazdy druh novou sadu primer(. JelikoZz je mezi jedinci pocet repetici
znacné variabilni, vysledkem amplifikace je vznik rzné dlouhych PCR produktd, jeZ jsou
separovany. RozdilG v délce fragmentl genomové DNA podminéné pritomnosti SSR se
pouziva k odliseni blizce pfibuznych jedinci a k detekci vztahl mezi nimi zejména

v genetice populaci (Smarda et al. 2008).

Mezi nesporné vyhody, diky kterym mikrosatelity ziskavaji stale vétsi oblibu, pat¥i
vysoka druhova promeénlivost, a to i u druhl prakticky monomorfnich pro alozymové
lokusy; velkd pocetnost a rozmisténi po celém genomu; kodominantnost alel a moznost
jejich presné identifikace a jednoduchost analyzy (studie pomoci PCR pfi znalosti
primer(). BohuZel pro vétSinu organismu Zijicich v pfirodnich populacich jsou sekvence

primerd zatim neznamé. Nékteré mikrosatelitové lokusy vsak lezi v tésné blizkosti
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kodujicich oblasti nebo jsou pfimo jejich soucasti, a proto jsou velmi konzervované. Podle
mnoha soucasnych praci se zd3, Ze takovychto konzervativnich mikrosatelitovych lokus(
existuje mnohem vice, nez se plvodné myslelo. Logika véci vSak napovida, Zze ¢im bude
dana oblast konzervativngjsi, tim mensi polymorfismus bude vykazovat. Kdyz se
rozhodneme studovat novy druh, midZeme tedy nejprve vyzkouset tzv. cross-taxa/species
amplifikaci, kdy pouZijeme zndmé primery z jiného, jiz zndmého druhu (samoziejmé

fylogeneticky co nejptibuznéjsiho).

Naopak jejich hlavni nevyhodu predstavuje skutecnost, Ze je musime nejprve
nalézt a identifikovat vhodné primery pro jejich amplifikace, coZ je pracné a casové i
financné narocné. Vzhledem k tomu, Ze vétSina mikrosatelitd se nachdzi v nekddujicich
oblastech genomu, ktery je charakteristicky vysokou frekvenci nukleotidovych substituci,
je zpravidla nutné jednotlivé lokusy izolovat de novo pro druh, které jsou zkoumdny
poprvé (Muclinger 2009). Provadi se izolaci mikrosatelitd z genomovych knihoven a
zahrnuje tyto kroky: 1. konstrukce genomové knihovny, 2. detekce pozitivnich klon(
pomoci hybridizace s mikrosatelitovou sondou, 3. sekvenovani pozitivnich klon,
4. navrzeni primerU pro amplifikaci mikrosatelitovych lokusu a 5. testovani primer( (Tautz

1989).

2.3.2.6 AFLP

(Amplified Fragment Length Polymorphism — délkovy polymorfismus amplifikovanych

fragmenta)

Metoda zaloZzena na kombinaci restrikéniho Stépeni a PCR reakce spociva v tom, Ze
se studovana DNA stépi dvéma restrikénimi enzymy, k odpovidajicim restrikénim konciim
se liguji adaptory a poté je provedena PCR s primery, které maji sekvenci komplementarni
k adaptoru a navic obsahuiji selektivni baze (Vos a Kuiper 1997) (Obr. 5). AFLP se oznacuje
jako velice vykonna metoda, pomoci niz lze za velmi kratky ¢as zmapovat velké mnozstvi
novych marker(i. Ma fadu dalSich vyhod: je zaloZzena na PCR, da se zautomatizovat, je
neradioaktivni, nemusime znat zadné cilové sekvence studovaného organismu, vysledky
jsou dobre reprodukovatelné a spolehlivé. Problémem je vSak jejich kodominantni

charakter (Caetano-Anollés 1997). V dusledku rychlého rozvoje metod se technika AFLP
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rozSifuje i do této oblasti — studium diverzity a taxonomie vlaknitych hub a AFLP markery

zacinaji ve vétsi mire nahrazovat techniku RAPD (LeiSova et al. 2002).

Zakladem polymorfismu mohou byt mutace v restrikénich mistech sekvence
komplementarni k adaptorovym a selektorovym nukleotiddm (Matthes et al. 1998). AFLP
je spolehlivéjsi metoda nez RAPD (Vos et al. 1995; Jones et al. 1997), ale zaroven je také
naro¢néjsi financné, technicky a ¢asové (Milbourne et al. 1997; Powell et al. 1996). Tato
technika je Siroce pouZivanda pro mapovani (Mohan et al. 1997), DNA fingerprinting
(Powell et al. 1996), analyzy genetickych vztahl (Milbourne et al. 1997) a zjiSténi
genetické diverzity (Russell et al. 1997). Metoda se pouziva u nejriznéjsich plodin (Cooke
a Reeves 1998). Podobné jako analyza RFLP je i analyza polymorfismu délky

amplifikovaného fragmentu materidlové pomérné narocna.

AFLP markery mohou byt vyuZity pro jakykoliv organismus, a to bez predeslé
znalosti genomické struktury. Tyto markery jsou fazeny mezi velmi selektivni a presné
markery, coz eliminuje falesné signdly (méné nez 2 %) (Tohme a Gonzalez 1996; Winfield
et al. 1998), které poskytuji napf. RAPD markery. Vysledek ziskany na zakladé AFLP
metody je vysoce opakovatelny a reprodukovatelny i mezi riznymi pracovisti (chyba je

mensi nez 0,6 %).

Vysledkem byva obvykle ziskani priblizné sta fragmentl. Fragmenty jsou potom
rozdéleny podle velikosti a vizualizovany pomoci gelové elektroforézy na agardze,

polyakrylamidu nebo automaticky na sekvenatoru.
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Obr. 5: Grafické zndzornéni jednotlivych krokl techniky AFLP
(http://www.msu.edu/course/mmg/835/DNAmarkers/aflp.jpg)
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2.3.3 Techniky sekvenovani DNA

Na konci sedmdesatych let minulého stoleti byly objeveny rychlé a jednoduché
metody pro uréeni nukleotidové sekvence jakéhokoliv izolovaného fragmentu DNA. Patti
sem nékolik technik. Nejpouzivanéjsi z nich jsou zaloZeny na DNA-polymeraze, jez
syntetizuje ¢astec¢né kopie sekvenovaného fragmentu. Princip téchto technik spociva
v produkci sady fetézci DNA in vitro za podminek, které zajistuji, Ze nové vznikajici
fetézce DNA budou ukonceny po dosazeni jednoho konkrétniho nukleotidu (A, T, C, G).
Ve Ctyfech nezavislych reakcich tak vzniknou fragmenty DNA, které se liSi svoji délkou
o jediny nukleotid, pficemz z typu pouZité reakce je znamo, kterym nukleotidem fragment
konci. Tyto nové nasyntetizované fragmenty jsou elektroforeticky rozdéleny podle

velikosti sekvence ptivodni DNA (Osborn a Smith 2005).
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Dnes je zndma kompletni nukleotidova sekvence desitek tisic genli, nékolika
bakterialnich genomu, nékolika genom( rostlin a ZivoCichl. MnoiZstvi sekvenci DNA
uloZzenych v pocitacovych databazich je uz nyni tak ohromné, Ze pro praci s témito udaji
jsou potirebné specialni programy (Innis et al. 1990). Znalost sekvence DNA je pouZivana
k odvozeni informace o aminokyselinové sekvenci kddovanych proteini a umoznuje tak
detailné stanovit charakter mutaci, které se mohou projevit vlivem genetickych chorob

(Alberts et al. 2004).

K sekvenovani se pouZivaji dvé principialné odlisSné metody: chemickd metoda

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

2.3.3.1 Chemicka metoda sekvenovani - Maxamovo-Gilbertovo

sekvenovani

Podstatou chemické metody sekvenovani je specifické rozstépeni molekuly DNA
chemickymi cinidly v mistech, kde je lokalizovdana baze urcitého typu. Vychozim
materialem je soubor identickych fragmentl jednoretézcové DNA oznacenych na jednom
konci radioaktivni znackou. Kazdy ze ctyr typl bazi v molekule DNA Ize urcitym zpUsobem
modifikovat tak, aby bylo vtomto misté dosahnuto preruseni fetézce DNA. Podminky
reakce se zvoli takové, aby byla poskozena v priiméru pouze jedna baze v fetézci DNA,
ktery je velice citlivy ke Stépeni. Reakce se provadi ve velkém souboru molekul, proto je
vysledkem Stépeni soubor fragmentl DNA vsech rlaznych délek, které odpovidaji
vzdalenosti bazi pFisluného typu od znaéeného konce vychozi molekuly DNA (Smarda et

al. 2005).
2.3.3.2 Enzymova metoda sekvenovani — Sangerovo sekvenovani

Tato metoda byla objevena v roce 1975 britskym biochemikem a dvojnasobnym
nositelem Nobelovy ceny Frederickem Sangerem. Sangerovo sekvenovani se stalo
nejpouzivanéjsi molekuldrni technikou umoziujici analyzu gen(i na Urovni nukleotid(
(Canfield 1999). Je zaloZzena na poufZiti dideoxyribonukleosid trifosfatll — derivat(

normalnich deoxyribonukleosidtrifosfatl postradajicich 3’-OH skupinu, tento analog je
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zaClenén do rostouciho retézce DNA. V tomto pripadé vsak retézci chybi 3'-OH skupina,
coz blokuje pridani dalsiho nukleotidu, a syntéza tohoto vlakna je ukoncéena (Alberts et al.
2004). DNA je syntetizovdna in vitro ve smési, kterd obsahuje: jednoretézcovou molekulu
DNA, kterd ma byt sekvenovana; enzym DNA-polymerdzu; kratky primer DNA, ktery
umoznuje DNA-polymerdaze zacit replikaci; ¢tyfi deoxyribonuleosidtrifosfaty (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), které jsou DNA-polymerazou inkorporovany do rostouciho retézce DNA

podle pravidel o parovani bazi (Smarda et al. 2005).

Pro zkraceni procesu sekvenovani bylo vyvinuto automatické sekvenovani, jez
umoziuje stanovit sekvence mnohem rychleji nez pfi standardnich postupech. Vyuziva se
zejména pfi sekvenovani z genomovych knihoven. Automatické sekvenovani ma nékteré
odliSnosti od enzymové metody, napf. syntéza DNA probihd metodou asymetrické
polymerazové retézové reakce. K detekci reakénich produktl se pouZivaji Ctyfi rlzné

fluorescenc¢ni znacky, délka stanovené sekvence je obvykle mezi 500—-1000 bazemi.

Automatické sekvenovani vyuziva dva odliSné pfistupy: barevné znaCené primery,
nebo barevné znacené termindtory. Detekce produktli sekvenacnich reakci probiha
v pribéhu elektroforézy automaticky pomoci laserového detektoru napojeného
na pocitac. Ten diky specidlnimu softwaru z poradi signall v ptislusnych drahach pfimo
vyhodnocuje sekvenci DNA. U nejnovéjSich aparatur probihd elektroforetickda separace

v kapildrach.

Pokud je treba sekvenovat fragment delSi nez 1000 bazi, vyuZivaji se vtomto
pfipadé dvé odlisné strategie: nahodné sekvenovani, nebo usporadané sekvenovani
sousednich usekUl. Po upraveé koncl se fragmenty nahodile zaklonuji do vhodného vektoru

(Innis et al. 1999).

V soucasné dobé se vyuZivaji obé metody, ale Sangerova zaznamenala rychlejsi
rozvoj. A to hlavné z didvodu masivniho vyuziti automatickych kapilarnich sekvenator( a
jejich vyvoje. Dalsi vyvoj sméfuje k technikdm Next-Generation Sequencing (lllumina,

Roche, Applied Biosystems) (Mardis 2008).
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2.3.3.3 Ribozomalni RNA a jeji podjednotky

Ribozomalni RNA je zakladni sloZkou ribozomu a tvofi asi 80 % z celkové RNA
v bunice. Je to druh nekddujici ribonukleové kyseliny. Ribozom se sklada ze dvou hlavnich
¢asti: z ribonukleové kyseliny a z ribozomdlnich protein(i. VSechny organismy maji stavbu
ribozomU podobnou. Ovsem jsou rozdily mezi eukaryoty a prokaryoty (Schl6tterer et al.
1994). Zakladni rozdéleni ¢asti ribozomu je vidy na malou a velkou podjednotku, které se
po dokonceni translace oddéluji a znovu se sestavuji pti iniciaci translace. Kazda
podjednotka obsahuje velké slozené molekuly RNA, na kterych se sestavaji ribozomové
proteiny. Velikost ribozom(d se nejcastéji vyjadfuje ve Svedbergovych jednotkach
(sedimentacni koeficient). Je to veli¢ina, jez udava cas, za ktery probéhne v ultracentrifuze

sedimentace ribozomu (Alberts et al. 2004).

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 rGznych polypeptidd. Mald podjednotka ma jednu molekulu s velikosti

16S rRNA a 81 polypeptidd.

Eukaryotické ribozomy maji také dvé podjednotky, ovsem s velikostmi 60S a 40S.
Velkd podjednotka ma tfi rRNA (28S, 5,8S a 5S) a 49 polypeptidd. Mdla podjednotka ma
také jedinou molekulu, a to 18S rRNA a 33 polypeptid( (Lewin 2000) (Obr. 6).

Obr. 6: Grafické zobrazeni rRNA (White 1990)

NS1 NS3 NS5 NS7 ITS5 ITS1 ITS3

aa

5

NS2 NS4 NS6 NS8 ITS2 ITS4

Jaderné rRNA geny eukaryot jsou umistény v opakujicich se usecich. Ty jsou
spojeny geny pro malou podjednotku (SSU — z angl. small subunit) a velkou jadernou

podjednotkou (LSU — z angl. large subunit) (Gerbi 1985). Tyto geny ukazuji malé rozdily
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mezi sekvencemi u velmi podobnych druhl, metoda je velmi Uspésna pfti fylogenetickych

studiich zdanlivé pribuznych druh( (Taylor a LoBuglio 1993).

Pravé DNA sekvence odliSnych domén velké jaderné podjednotky rDNA jsou
vhodné pro urcovani fylogeneticky relativné podobnych organism( (Schlotterer et al.

1994).

Jaderné podjednotky rRNA sekvence se vyvijeji pomérné pomalu, a mohou byt
proto pouzity pro studium relativné vzdalenych organism, 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 zizolace a sekvenovani
jednotlivych genl. Pfimym sekvenovdanim rRNA mohou byt obvykle rychle ziskana

sekvencni data. Tato metoda vyZaduje relativné velké mnozstvi RNA (Lane et al. 1985).

2.3.3.4ITS regiony

V ITS regionu jsou zahrnuty dva variabilni nekédujici useky, kterymi jsou ITS1 a
ITS2. Tyto Useky jsou umistény uvnitf repetice rDNA mezi velmi konzervativnim genem
pro 18S rRNA (obsazenym v malé podjednotce ribozomu), genem pro 5,85 rRNA a genem
pro 28 rRNA (obsazenym ve velké podjednotce ribozomu) (Gerbi 1985). Vyhodou ITS je
vysoky mezidruhovy polymorfismus, a proto jsou dobrymi markery pro spolehlivou
detekci jednotlivych druh(, nejen u hub (Edel 1998). Je to vhodna oblast pro molekularni
charakteristiku hub, a to zejména proto, Ze je ITS region snadné amplifikovat i z malych,
zfedénych, nebo vysoce degradovanych vzork(; jednd se o relativné kratky usek (500-800
bp) a mize byt snadno amplifikovan pomoci univerzalnich primer( — ITS1 a ITS4 nebo ITS5
a ITS4 (White et al. 1990; Gardes a Bruns 1996). Druhové specifické sondy pro ITS oblast
mohou byt navrZzeny rychle, a to bez potieby vytvofeni chromozomalini knihovny
(Sreenivasaprasad et al. 1996). Sekvence ITS pouzivané pro vytvoreni druhové
specifickych sond se vyskytuji v mnoha kopiich a maji tendenci byt mezi jednotlivymi

druhy hub rGzné a uvnitf jednotlivych druhl podobné (Bridge a Arora 1998).

Mezi morfologicky vzdalenymi druhy maze byt ITS region velmi variabilni (Gardes a

Bruns 1993), a tak mohou byt nasledné PCR-RFLP restrikéni data zaloZzena na analyze ITS
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pouZita pro odhad genetické vzdalenosti a zaroven poskytovat data pro systematické a

fylogenetické analyzy (Bruns et al. 1991).
2.3.4 Separacni techniky

Po PCR amplifikaci vznikaji amplifikované fragmenty, jez jsou separovany nejcastéji
pomoci gelovych elektroforetickych technik, ale hojné se pouzivaji i jiné techniky, jako je
kapilarni fragmentacni analyza na automatickém sekvendtoru ¢i nové Cipova

elektroforéza.

Tradi¢ni agardzovy gel a polyakrylamidovy gel jsou Siroce vyuZivany v analyze
mikrosatelitd (SSR) (Wang et al. 2009), ale stale vice védcl se priklani k presnéjsim

technikdm, i pres jejich finanéni naroc¢nost.

Kapilarni elektroforéza se znacné vyuzivd v SSR a AFLP analyze. Tato technika
v kombinaci s pouZitim fluorescencné znacenych primerd poskytuje vysokou citlivost
detekce amplifikovanych DNA fragmentld. Nicméné naklady na pfistroje a cinidla,
fluorescenéné znacené primery a priprava vzork( jsou mnohem vyssi neZ pro gelové

analyzy (Wang et al. 2009).
2.3.4.1 Gelova elektroforéza

Principem elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli.
Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin jsou negativné nabité fosfatové skupiny,
a proto se nukleové kyseliny v elektrickém poli pohybuji k opacné nabité elektrodé —

anodé (Smarda et al. 2008).

Vhodnym nosi¢em je zde pravé gel. Elektroforetické gely pouZivané pro separaci
nukleovych kyselin jsou nejcastéji agarézové a polyakrylamidové, které vytvareji slozitou
sitovou strukturu polymernich molekul s péry, jejichz velikost Ize ovlivnit sloZzenim roztoku

a koncentraci polymeru (Smarda et al. 2008).
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Agarozova elektroforéza

Jedna se o nejjednodussi a nejbéznéjsi zpusob, jak oddélit molekuly nukleovych
kyselin. DNA je vizualizovana v gelu pfidanim ethidiumbromid, ktery se silné vmezefuje
mezi sousedni pary bazi v DNA, pohlcuje ultrafialové zareni a ¢ervené fluoreskuje (Lewis

2009).

Agarozovy gel je vhodny pro separaci molekul nukleovych kyselin o velikosti od
100 bp aZ po zhruba 50 kb (Smarda et al. 2008). Vyhoda tohoto gelu spociva v jeho

netoxicnosti a jednoduché pfripravé.

Pro elektroforézu nukleovych kyselin se pouzivaji gely obsahujici 0,8 az 4%

agarosy. Cim je obsah polysacharidu vyssi, tim je lepsi rozliSovaci schopnost gelu, ale tim

vevys

Agardzova elektroforéza se Synergelem

Synergel je oznaceni pro aditivum, jez zlepSuje ve vazbé s agardézou zostrujici
vlastnosti celého gelu. Tato kombinace je ve srovndni s Cistym agarosovym gelem
mnohem ucinnéjsi pri separaci fragmentd DNA. Fragmenty byvaji vice zaostfeny

a Synergel umoznuje i lepsi fotodokumentaci (Perlman et al. 1987).
2.3.4.2 Cipova elektroforéza

Cipova elektroforéza (Obr. 7) vyuziva mikrofluidni (mikrokapalinovou) technologii
k rozvoji proteomické a genomické expresni analyzy. PouZiva se k analyze proteini, RNA
a DNA. Centrem systému je mikrokapalinovy Cip, samotny systém se skladd ze separace,

detekce a analyzy dat.

Cipova elektroforéza se vyznacuje velmi dobrou reprodukovatelnosti vysledkg.
Pfinosem metody je minimalizace vlivu subjektivniho lidského faktoru a rovnéz
minimalizace rizika kontaktu obsluhy s rizikovymi toxickymi chemikaliemi (Stulik a Zima

2008).
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Vsechny operace (kromé naneseni gel( a vzork(li do jamek mikrocipu) probihaji
automatizované, vcetné vyhodnoceni vysledkiG ve formé virtudlnich geld nebo
elektroforetogram(i, vcetné kvantitativniho stanoveni a uvedeni molekulové hmotnosti

(Sykorova a Bradova 1996,2002).

PouZitim komeréné dodavaného kitu (napf. Experion DNA 1K kit, Bio-Rad), jenz
v kombinaci s mikroCipem a prfesnym DNA Ladderem (obsazenym v kitu), se zvysi
rozliSovaci schopnost separace a je umoznéno presné zjisténi velikosti fragment(i DNA a

presnd kvantifikace mnozstvi DNA ve vzorku.

Z ekonomického hlediska tato metoda samoziejmé predstavuje dosti vysoké
pofizovaci naklady na aparaturu i na nutny spotrebni material (mikroCipy a chemikalie),
jednd se vsak o kvalitativné vyssi droven, jak z hlediska Uspory Casu a pracnosti,

objektivnosti vysledkd, tak i bezpecnosti prace (Sykorova a Bradova 1996, 2002).

Obr. 7: Experion Automated Electrophoresis Systém, Bio-Rad. (www.bio-rad.com)
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2.3.4.3 Kapilarni elektroforéza v automatickém sekvenatoru

Kapilarni elektroforéza je vysokoucinna analyticka separaéni metoda, jez umoznuje
separaci, identifikaci a kvantifikaci nabitych iontd i neutrdlnich molekul, nebot zahrnuje
nékolik elektroforetickych technik liSicich se svym separa¢nim mechanismem, a je
doplnéna fluorescenénim detektorem. Je zalozena na ziskani DNA fragmentd PCR reakci
s jednim nebo vice pary primerQ, kdy jeden primer z paru je fluorescenéné znaceny.
Na 5’konci jsou ,forward” primery znacené fluorescenénim barvivem (NED, 6-FAM, HEX,
ROX) (Massiaggia a Grattapaglia 2006). PCR fragmenty jsou analyzovany na urcitém
sekvenatoru (napf. ABI3130, Applied Biosystems) a data jsou vyhodnocena pomoci
specidlnim softwaru (napf. GeneMapper, Applied Biosystems), kdy je vystupem
elektroforeogram, ve kterém lze zjistit délku fragmentl a v SSR analyze lze rozlisit

homozygoty a heterozygoty (Bergem et al. 2005).

Jednotlivé fragmenty DNA jsou elektroforézou v kapilafe rozdéleny podle délky
a pfi prdchodu laserovym paprskem dojde k vyzareni signalu, jenz je zaznamenan
detektorem. Pokud se jednotlivé lokusy vyrazné lisi délkou nebo typem fluorescencniho
znaCeni, mlZeme jich analyzovat nékolik soucasné. Spolu s kazdym vzorkem je
v analyzované smési i velikostni standard. Jednd se o smés fragment(i o znamé délce, jez
umozni prepocet elektroforetické rychlosti na délku jednotlivych fragment( (Applied

Biosystems 2005).
2.3.5 Molekularni markery u hub

Studium populaci pfirozenych $kldcl vyZaduje nastroje pro spolehlivou
identifikaci prislusnych druhl. U entomopatogennich hub védci pouzivaji morfologické
znaky na celkové posouzeni makro a mikroskopické struktury. Nedavné dikazy 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 druhl hub (Meyling 2008).
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| kdyZz v mnoha studiich jsou morfologické studie zakladem klasifikace hub, kde
mezi nejcastéji pouzivané morfologické znaky patfi tvar a velikost kolonii, tvar a velikost
konidii, radialni rGst, morfologie mycelia, tvar a typ konidiofori, mira sporulace a
extraceluldrni a intracelularni pigmentace, nedovoluji rozliSeni na poddruhové udrovni. Ale
vmnoha studiich jsou dullezitym a podplrnym systémem umoznujicim zakladni

charakterizaci a rozliSeni vychoziho materialu (Hall 1980; Vidal et al. 1998).

Nové moznosti v identifikaci izolatd hub pfinesly teprve molekularné-biologické
metody, predevsim detekce DNA polymorfismu jako potenciondlniho zdroje genetickych
jednotek (v rdmci rodu ¢i druhu), mohou nabidnout jediny mozny zpUsob rozliSeni a

klasifikace kmenQ hub (Bruns et al. 1991).

Zatimco vétsSina morfologickych marker(i mlzZe byt rozeznana na Urovni organismu
(kolonie, kultury), molekularni markery umoznuji ureni na Urovni bunék i organismu
vrizné fazi vyvojového cyklu. Pocet morfologickych markerd je limitovan, zatimco
molekuldrnich marker( je obrovské mnozZstvi a nejsou ovlivnény vnéjsim prostredim (Hillis

1987).

Populacni genetika stdle vice vyuZiva pfi studiu variability DNA mezi a uvnitf
populaci metod molekularni biologie (Hoezel 1992). Charakterizace, ale hlavné spolehliva
identifikace blizce pfibuznych organismd na druhové i podruhové Urovni
podle fenotypovych markert pfinasi urcité tézkosti (Hillis 1987; Tigano-Milani et al. 1995).
Pro ucely prfesného rozliseni jsou velmi vhodné metody pfimého sledovani struktury

genomu prostiednictvim studia DNA polymorfismu (Mor et al. 1996).

Molekularni markery jsou oproti morfologickym vice nezdvislé na vnéjsSich
podminkach prostredi. Vyhodou molekularnich i biochemickych marker( byva moznost
rychlého a snadného testovani rozsahlého materidlu, tento proces je nedestruktivni,
tj. pro analyzu se pouZiva jen mala ¢ast rostlinné tkané. Pouziti molekularnich markerd ma
oproti morfologickym klasickym znakim vyhody i v moznosti sledovani vétsiho poctu

zadanych znak.
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Molekularni metody zahrnujici PCR techniky jsou v soucasnosti kliCovym prvkem
vyzkumu entomopatogennich hub, nicméné jsou to technologie stale jesté v pocatecnim
stadiu svych aplikaci. Existuji i techniky, které u entomopatogennich hub nebyly jesté
pouzity nebo byly aplikovany pouze v omezeném rozsahu, a to RAMS (Hantula a Muller

1997) a AFLP (Majer et al. 1996).

Metody zaloZzené na PCR nabizeji mnoho novych ndstroji vhodnych pro
systematické studie u hub a pro vymezeni druhu jako taxonomické jednotky. Tyto
nastroje mohou byt pouZivany také pro vymezeni a urceni vztahl mezi druhy, a to bud’
bezprostfednim porovndnim, nebo prostfednictvim fylogenetickych analyz. PCR metody
vedly klepsimu pochopeni molekuldrni variability hub a zdlraznily nutnost peclivého
posouzeni strategie odbirani vzorku a jeho velikosti pred taxonomickou klasifikaci. To také
ukazuje, Ze molekularni variabilita v rdmci rdznych druhd hub neni konstantni a dUroven
jak homogenity, tak i heterogenity se bude ménit v zavislosti na studovaném druhu.
Mozna je prekvapuijici, Ze zavedeni PCR technik nevedlo k hromadnému revidovani nazv(
jednotlivych druh( hub, a v mnoha pripadech se jiz existujici pojeti druhu dokonce
posililo. Nicméné Siroky rozsah molekularni heterogenity, ktery byl nalezen u nékterych
druh(, vedl k zavéru, Ze uvnitt skupiny jiz existujicich druh(i se mGze vyskytovat i mnohem
vice druhll ,tajnych“ a nepopsanych. U téchto technik je nadéje, Ze budou moci
v budoucnosti poskytnout mnoho odpovédi na dosud nezodpovézené zdkladni otdzky

systematiky a biodiverzity (Bridge a Arora 1998).

Jedna z prvnich aplikaci technologie PCR v mykologii byla popsana v praci White et
al. (1990) a zabyvala se amplifikaci a sekvenovanim rDNA. Cilem této studie bylo

prokazani taxonomickych a fylogenetickych vztah(i u hub.

2.3.5.1 RAPD

RAPD byla velmi hojné vyuZivana k vytvareni molekularnich markerd, jez jsou
uzite€né v taxonomii a pro charakteristiku populaci hub. Hlavni vyhodou této metody je
to, Ze neni potreba znat sekvence DNA, takze jakykoli primer maze amplifikovat DNA

(Edel 1998).
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Na druhové uUrovni jsou RAPD data vyuzivana pro produkci druhové specifickych
sond a primer(, napt. u Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, Phytophtora cinnamoni, Tuber
magnatum a Glomus mosseae (Dobrowolski a O’Brien 1993; Lanfranco et al. 1998;
Manulis et al. 1994). V nékterych studiich jsou RAPD profily pouzivany pro rozliseni
individudlnich izoldtd v ramci druhu i mezi druhy, napf. u hub rodu Metarhizium a

Candida (Lehmann et al. 1992; Bridge et al. 1997).

Metoda RAPD se Casto pouziva k determinaci odliSnych vnitrodruhovych skupin,
jako jsou anastomodzni skupiny hub u druhu Rhizoctonia solani (Duncans et al. 1993;
Bidochka et al. 1994). Dalsi aplikace RAPD jsou v determinaci jednotlivych kmend uvnitf
konkrétni populace, napf. toxické kmeny Aspergillus flavus (Bayman a Cotty 1993) a

kmeny rodu Trichoderma (Fujimori a Okuda 1994; Schlick et al. 1994).

PFi technice RAPD se predpoklada, ze ,prouzky” se stejnou mobilitou i intenzitou
zbarveni jsou stejné nebo velmi podobné sekvence. Obecné to ne vidy byva pravda.
DalSim problémem je nedostatek znalosti, zda se markerovaci ,prouzky” skladaji
z kodujicich nebo nekoddujicich sekvenci a zda mohou reprezentovat geny, které by mély
podléhat selekci. Existuje jisty dikaz, Zze RAPD profil nemusi byt zcela ndhodny a Ze rdzné

»pruhy“ mohou byt homologni (Riesbergr 1996).

2.3.5.2 SSR

Aplikacni moznosti mikrosatelitl jsou obrovské a spektrum jejich vyuziti se stale
rozSifuje. Diky vysoké pocetnosti a celogenomové distribuci nachdazeji Siroké uplatnéni
predevsim v mapovani genomu, jejich vysokda proménlivost z nich ¢ini Ucinny nastroj
forenznich analyz, individudlniho typovani jedincl v populaci, ur¢ovani paternity, velikosti
a struktury populace, genetické proménlivosti, toku gend (mikrosatelity specifické
pro chromozom Y umoznuji srovnani miry migrace samcl a samic) a v ochrané pfirody

(Muclinger 2009).

V poslednich deseti letech se vyrazné zvysil pocet publikaci, které se tykaji aplikace
mikrosatelitd v mykologii. Prace uz nejsou zaméreny pouze na identifikaci jedincd a jejich

zabér se rozsifuje i na genetické studie populaci, mapovani genomu jednotlivych druhd
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hub apod. (Khachatourians a Uribe 2004). Zalinaji se objevovat ¢lanky tykajici se studia
entomopatogenni houby B. bassiana a pribuzného patogena B. brongniarti: Molekularni
vyzkum genetické pribuznosti a populacni struktury B. bassiana (Wang et al. 2003);
Druhové specifické mikrosatelitni markery u entomopatogennich hub B. brongniartii
(Enkerli et al. 2001); lzolace a charakterizace mikrosatelitovych lokus(
u entomopatogennich hub B. bassiana (Rehner a Buckley 2003); Charakterizace
entomopatogennich hub zalozenych na PCR pro ekologické studie s vyuzitim
mikrosatelitovych markerd pro biologickou ochranu (Meyling 2008); aplikace
mikrosatelitl je vSak popisovana i u jinych patogennich hub jako Metarhizium anisopliae,
zjisténi vnitrodruhové diferienciace pomoci RAPD, SSR a ITS marker(; nebo Isaria
fumosorosea, na zakladé mikrosatelitové variability zjisténi genetické diverzity a

populacni struktury (Gauthier et al. 2007).

| pres své Siroké vyuZiti maji mikrosatelity nékolik nevyhod. Jsou druhové
specifickymi markery a mikrosatelitové markery vyvinuté pro specificky druh vykazuji u
pfibuznych druhG malou Uspésnost (Enkerli et al. 2001). Také jsou za ucelem ucinného
pozndani druhovych hranic, stanoveni relativniho vyznamu sexualniho vs. asexualniho
rozmnozovani vic¢i genetické struktufe populace a lepsi pochopeni jejich ekologie a
potencialnich vlivli pfi jejich pouziti v biologické ochrané, potreba citlivéjsi molekularni

markery nebo kombinace rliznych technik (Velasquez et al. 2007; Wang et al. 2004).

2.3.5.3 AFLP

V dusledku rychlého rozvoje metod v posledni dekadé se technika AFLP rozsifuje i
do této oblasti — studium diverzity a taxonomie vlaknitych hub a AFLP markery zacinaji ve

vétsi mife nahrazovat techniku RAPD (LeiSova et al. 2002).

AFLP markery mohou byt vyuzity v jakékoli studii, jez vyuzivd DNA marker(
(Caetano-Anollés 1997), a to nejCastéji pfi studiu genetické variability populaci
eukaryotnich i prokaryotnich organismQ, konstrukce genetickych map Zivocicha,

charakterizace genotypl savc(, analyza genotypl bakterii, epidemiologicka identifikace
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bakterii, klasifikace hub na zadkladé analyzy genotypu, RNA fingerprinting pomoci cDNA-

AFLP a charakterizace a klasifikace patogennich organismU (Blears et al. 1998).

Stejné jako vSechny analyzy molekularnich markert je i AFLP technika vyuzivdna
v populaéni genetice u hub k ovérovani geografického plvodu i interakce s hostitelem
(de Muro et al. 2003; Fernandes et al. 2009). Avsak je vétSinou kombinovdna s dalSimi

technikami molekularnich markert (Uma Devi et al. 2006).
2.3.5.4 Ribozomalni RNA a jeji podjednotky

Analyzy hodnoceni rDNA sekvenci jsou hlavné pouzivany v taxonomickych a
fylogenetickych studiich, protoZe se bézné nachazi v bunkach, ve kterych maji dilezitou
funkci; tudiz jejich evoluce odrdzi evoluci celého genomu. Srovnani sekvenci malych
podjednotek nebo jejich genl mélo doslova revolu¢ni vyznam pro rozvoj v molekularni a
bunécné evoluci (Sogin et al. 1989; Taylor et al. 2000). Studie nukleotidovych sekvenci
genu ribozomdlni RNA poskytuje vyznamné fylogenetické analyzy v Sirokém rozsahu rady
taxonomickych stupnd (Jorgens a Cluster 1989). Tyto molekuldrni sekvence obsahuji
dostatecné evolucni informace umoziujici posouzeni fylogeneticky pfibuznych organism

(Sogin a Gunderson 1987).

DNA sekvence, které koduji ribozomalni RNA, jsou u hub pomérné Siroce
vyuzivany ke studiu taxonomickych vztah( a rovnéz tak i ke studiu genetickych zmén
(Bruns et al. 1992; Hibbert 1992). Geny pro ribozomalni RNA se nachdzeji vjadre a
mitochondriich a tyto geny se skladaji jak z velmi konzervativnich, tak i variabilnich

regiond (White et al. 1990).

Jaderné rRNA geny hub jsou usporadany jako tandemové opakovani nékolika
stovek kopii na genom. Konzervativni sekvence gen( velké podjednotky (Large Subunit =
LSU) a malé podjednotky (Small Subunit = SSU) ribozdmu se vyuZivaji ke studiu vztah(
mezi vzdalené pribuznymi houbami (Gaudet et al. 1989; Bowman et al. 1992; Bruns et al.

1992).

34



SSU rDNA se vyviji pomérné pomalu, a proto je vhodny pro rekonstrukci evoluce
taxonl vétsich nez druh. Naopak pro vnitrodruhové studie a urceni vztahd blizce
ptribuznych druh( jsou vhodné geny s vy3si substitucni rychlosti nebo nekddujici oblasti,
tak jako ITS (Internal Transcribed Spacer) nebo IGS (Intergenic Spacer) (Edel 1998). Proto
se dnes pro potieby fylogeneze pouziva také rada dalSich genl a vyjimkou uz nejsou ani

vicegenové studie (Rehner a Buckley 2005; Tartar 2005).
2.3.5.5 Analyza ITS regionti

Studie tykajici se struktury a polymorfismu ITS regionu vyustily i v praktické vyuZiti
ziskanych poznatkl pro ucely identifikace a diagnostiky hub (houbovych patogen().
Na zakladé téchto studii byly navrzeny univerzalni primery na podkladé sekvenci rDNA.
Tyto primery jsou specifické pro hlavni skupiny hub. Gardes a Bruns (1993) navrhli dva
selektivni primery (ITS1-F alTS4-B), které byly specifické pro houby, respektive
pro zastupce tridy Basidiomycetes. V ptipadé, Ze se primer ITS4-B zkombinoval
s univerzalnim primerem ITS1 nebo specifickym primerem ITS1-F, odlisil Basidiomycetes
od Askomycetes. Primery ITS1-F/ITS4-B byly vyuZity pro detekci rzi v infikovanych tkani
(ektomykorhizni houby patfici do tfidy Basidiomycetes=pododdéleni Basidiomycotina) a
mohly by byt pouzity ke studiu Sifeni rzi na alternativni hostitele a ke studiu
ektomykorhiznich spolecenstev (Vana 1998). Napfriklad pomoci analyzy ITS a porovnanim
jejich sekvenci byl vytvoren postup pro jednoznaénou identifikaci fytopatogennich hub
bez predchozi izolace a morfologické charakterizace (Moukhamedov et al. 1993; Beck a
Ligon 1995). Obdobné aplikace jsou vyuzivany pro identifikaci mykorhiznich hub
(Endrychovd 2004; Lanfranco et al. 1998)

Na zakladé srovnani 5,8S rDNA a prilehlych ITS1 a ITS2 regiont byl u 16 druhl rodu
Claviceps sestrojen fylogeneticky strom a restrikéni mapa ITS regionu. VSechny druhy byly
rozdéleny do dvou hlavnich skupin a prvni z nich obsahovala také dva nejznaméjsi druhy:
C. purpurea a C. paspali (Pazoutova 2001). RFLP analyza jaderné rDNA byla pouZita také

pro houby rodu Rhizoctonia a Fusarium (Bridge a Arora 1998).
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Nazar et al. (1991) vyuZili ITS sekvence pro popis, identifikaci a detekci na jimi
vybranych druzich hub. Identifikace odlisnych skupin nehomologickych nukleotid(
v regionech ITS1 a ITS2 umoznila navrZeni specifickych primeru, které zajistily specifickou
detekci téchto dvou vyznamnych rostlinnych patogen(. Obdobny princip pouZzili
Moukhamedov et al. (1993), ktefi pouzili sekvence z amplifikovanych usekt 5,8-28S rRNA
k odliseni zadstupcu jednotlivych druhl rodu Verticillium. Bylo zjiSténo, Ze sekvence 5,8S
byly u uvedenych druh( rodu Verticillium konzervativni, zatimco ITS oblast se u druhu
V. tricorpus dostatecné odliSovala. To pomohlo vytvofit dvojici druhové specifickych
primerQ, kterd umoznila detekci V. tricorpus v kulture i v infikovanych stoncich bramboru.

Pouzité PCR protokoly dovolily i kvantifikaci patogena u patogennich polnich plodin.

V samostatné studii Hopfer et al. (1993) pouzili specifické primery odvozené
ze sekvenci 185 rRNA pro rozpoznani hub z lidskych klinickych vzorkd. Rozsifujici
sekvencni databaze a pfistupy zde uvedené v kombinaci s dostate¢nymi referen¢nimi daty
umozni hlubsi pohled do populaéni struktury houbovych spolecenstev a detekci hub

z okolniho prostredi (Bridge a Arora 1998).

2.4 Vyuziti Beauveria bassiana v praxi — biologicka

ochrana rostlin

Biologické metody ochrany rostlin byly definovany nékolika zpUsoby:

Van Lenteren (1986) formuloval biologickou ochranu jako zamérné vyuzivani
ptirozenych nepratel s cilem regulace populaci skadct, plevel(i a pivodcli onemocnéni

rostlin.

Van Driesche a Hoddle (1996) ji definovali jako redukci populace $kodlivého hmyzu
pfirozenymi neprateli, pricemzZ role clovéka hraje vyznamnou roli. Pfirozeni nepratelé
Skodlivého hmyzu jsou zndmi jako Cinitelé biologické ochrany rostlin a zahrnuiji parazity,
predatory aentomopatogenni mikroorganismy (viry, bakterie, houby a hadata).
Mezi mikroorganismy, které reguluji plvodce rostlinnych onemocnéni, patii

antagonistické houby a bakterie a mykoparazitické houby (Wagner a Lewis 2000).
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Pouziti urc¢itého druhu organismu k redukci hustoty populace jiného cilového
organismu je nejuspésnéjsi, cenové nejpriznivéjsSi a environmentalné nejbezpecnéjsi
zpUsob likvidace Skodlivého hmyzu. Je to nejpfirozenéjsi zplsob, jak udriet mnozstvi

kodlivych organism0 na co nejnizsi urovni (Sedrlova 2008).

Biologicka ochrana se ¢leni na klasickou a na augmentativni. Klasickd je zamérna
introdukce neplivodniho organismu, rust jeho populace do té doby, nez obsadi viechny
zdroje skUdcl, jednd se o dlouhodobou regulaci populace sSkidce. Augmentativni
biologickd ochrana pouziva pfirozenych nepratel v sezénnich davkach. Vyuziva k potlaceni
SkGdcl béhem sezény nebo béhem rlstového cyklu plodin jednu nebo nékolik aplikaci

pfirozenych neptatel do prosttedi (Sedrlova 2008).

MuZe mit potencidlné pozitivni i negativni vliv na biodiverzitu. Biopreparat byl
mnohokrdt introdukovan na plochu, kde mél ochranovat pfirozené druhy od druh
exotickych, které se na této plose vyskytovaly (Rehner a Buckley 2005). OvSem zanesena
kontrola nemusi mit vzdy vliv pouze na zamysleny cilovy druh. Cilem mohou byt také

prirozené druhy (Tucker et al. 2004).

Registrované bioprepardty na bazi Beauveria bassiana jako BotaniGard ES®,
BotaniGard®, Naturalis TNO, Mycotrol® jsou registrovany zejména proti molicim, msicim,
tfdsnénkam, Cervclim, krisim, nosatcim Skodicim na zemédélskych plodinach a lesnich
porostech; v okrasném zahradnictvi proti larvam vrubounovitych a nosatcovitych brouk
nebo proti Sirokému sortimentu skidcl rychlené zeleniny a okrasnych kvétin. Béhem
poslednich nékolika let se pouziti entomopatogenni houby v zemich s intenzivni
zemédélskou cinnosti tési velikému zajmu. Vzhledem k velkému potencidlu Beauveria
bassiana v biologické ochrané rostlin proti zemédélskym sSkddcim ziskdva studium

pro genetické zlepSovani houby stale vétsi vyznam (Paccola-Meirelles a Azevedo 1991).

V Evropé byly tyto preparaty prvotné pouzity k potladeni populace skadcu
na kukuftici (Hafez et al. 1994). Ve Spojenych statech byly provadény testy proti Skidci

mandelince bramborové (Leptinotarsa decemlineata). Po oSetfeni pole pripravkem
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na bazi Beauveria bassiana byl vynos hliz vhodnych k prodeji mnohem vysSi nez

v predchozich letech (Anderson et al. 1988).

DalSimi priklady je pouZiti proti Skidclim na zeleniné, zejména proti druhu Orius
insidiosus, trasnénce Skodici na paprikach. Trasnénky ovlivnily jak vynos, tak kvalitu
zeleniny. Dale jako ochrany pred $k{idci plsobicimi na kukufici, a to zejména proti nosatci
(Sitophilus zeamais) (Adane et al. 1996). Nebo se pro snizeni regulace chrousta
(Melolontha melolontha) v Evropé vyuzil ptibuzny druh Beauveria brongniartii, jez je
jeho pfirozenym patogenem (Schwarzenbach et al. 2009). Preparaty na bazi Beauveria
bassiana se také pouZivaji pro kontrolu populace Lutzomyia longipalpis (Diptera,
Psychodidae), ktera je v Brazilii primarnim zdrojem laischmanidzy, a proto vznikd snaha
udrzet dlouhodobou regulaci tohoto vektoru (Améra et al. 2009). V jizni Ciné se Uspésné
aplikuje ke kontrole housenky (Dendrolimus punctatus) vyskytujici se na borovici (Wang et
al. 2009). Smrtici ucinek ma Beauveria bassiana na vajicka roztoce Tetranychus
cinnabarinus (Acari: Tetranychidae) (Shi a Feng 2004). Velké ekonomické ztraty
v péstovani jahod zpUsobuji skdci Lygus lineolaris, Anthonomus signatus a Otiorhynchus
ovatus, proti kterym se v Kanadé v Quebecu zkousSely a uspésné aplikovaly také tyto
preparaty (Sabbahi et al. 2008). V Kamerunu se zavedla aplikace téchto preparat( na bazi
Beauveria bassiana na vektor maldrie Anopheles gambiae s.|. (Diptera, Culicidae), kde se

aplikovala suchd kordidlni smés na dospélé jedince (Achonduh a Tondje 2008).

Ovsem Beauveria bassiana nemusi byt vidy pomocnikem v biologické kontrole.
V Ciné zplsobuje velké $kody na chovnych populacich bource moru$ového (Bombyx
mori), ktery se vyuZiva pro ziskavani hedvabi, a zplUsobuje tak vyznamné ekonomické
ztrdty. Ve Francii a Itdlii, kde vyroba hedvdabi byla dualezitda v 16. a 17. stoleti, byly
zaznamenany kazdy rok tézké ztraty larev bource morusového zplsobené onemocnénim

zvané ,,white muscardine”, jehoz pGvodcem je pravé Beauveria bassiana (Mahr 1997).

Vhodné kmeny hub pro prlmyslové ¢i biotechnologické aplikace jsou casto
vybirdany na zakladé monitoringu vlastnosti prirozené se vyskytujicich kmenl. V ramci
enormni pfirozené variability vétSiny druh( lze selekci ziskat kmeny, které mohou

napr. spliovat hlavni charakteristiky biopreparatu — vykazuji dostatecnou supresi
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patogena a maji vlastnosti vhodné z hlediska jejich masové produkce a finalizace

(Bielikova 2001).

V Ceské republice vramci vyzkumu prof. Landy se entomopatogenni houba
Beauveria bassiana vyuzivd kochrané vlesnim hospodarstvi, zejména v boji
proti lykoZroutu smrkovému (Ips typographus), a to v lokalitdch NP Sumava a CHKO
Sumava, kde na vybranou lokalitu NP Sumava byla aplikovédna Beauveria bassiana s cilem
zamérné indukovat houbovou infekci v populaci lykoZzrouta smrkového (Ips typographus).
Projekt se zabyval rozsahlym monitoringem pfirozeného vyskytu entomopatogennich hub
asociovanych s lykozroutem smrkovym, detailni charakteristikou kmen( hub zachycenych
v prbéhu monitoringu a vyvojem biotechnologii produkce biomasy hub umoZnujicich
reintrodukci vybranych kment do oblasti jejich plivodu, s cilem zdmérné indukovat vznik

epizootie v populacich lykozrouta.

VyuZivani biopreparatll na bazi Beauveria bassiana proti Ips typographus se
obdobné pouzivd v Némecku, Svycarsku a Rakousku, na experimentalni drovni je tato
houba zkousena i v dalSich zemich (napf. USA, Francie, Australie, Finsko, Polsko) (Landa et
al. 2007). Nejcastéji je preparat na bazi Beauveria bassiana aplikovan formou vodni
suspenze spor na povrch napadenych stroml nebo stromovych lapakl. Vysledky
laboratornich studii a provoznich aplikaci dokazuji, Ze v porovnani s vétSinou ostatnich
druhli entomopatogennich hub vykazuje Beauveria bassiana po aplikaci na dospélce Ips
typographus nejen nejvyssi virulenci, ale zjevné i nejvétsi adaptaci na tohoto hostitele ve
smyslu autodiseminace (samosifeni), tj. schopnosti patogena Sifit se prostiednictvim

pfirozenych mechanismu odrazejicich populacni chovani hostitele (Doberski et al. 1980).
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3. Cile

Cilem predkladané disertacni prace bylo zhodnoceni a wvyuziti technik
molekuldrnich marker( u modelového druhu (Beauveria bassiana) entomopatogennich
hub. Smyslem této prace bylo optimalizovat a otestovat nékteré z aplikaci techniky PCR,

nebot tyto techniky se stavaji nedilnou soucasti hodnoticich metod v oblasti mykologie.
Hlavni cile této disertacni prace byly:

Zavedeni, optimalizace a vyvoj jednotlivych metod molekularni analyzy

mikrosatelit( a gen( pro ribozomalni RNA a metody AFLP.

Ovéreni funkénosti jednotlivych optimalizovanych molekuldrnich  marker(
na SirsSim souboru vybranych kmen( entomopatogennich hub, zdali jsou systémy vhodné

a vysledky vyuzitelné pro populacni analyzy.

Detailni zhodnoceni genetické variability kmen( Beauveria bassiana z oblasti
Narodniho parku Sumava pomoci jednotlivych metod a potvrzeni &i vyvraceni homogenity

Sumavské populace a hypotézy ,lokalniho kmene”.
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4. Material a metody

4.1 Pouzity material

V této praci byly pouzity kmeny entomopatogennich hub ze sbirky
entomopatogennich hub oddéleni Rostlinolékarstvi, Katedry rostlinné vyroby
a agroekologie, Zemédélské fakulty Jihoceské univerzity v Ceskych Budéjovicich. Tato
sbirka je ulozena ve formé alginatovych pelet a uchovavana pfi -20 °C. VSechny kmeny

pouzité v této studii jsou navic uloZzeny ve 20-ti procentnim roztoku glycerolu pfi-80 °C.

Do studie byly zahrnuty kmeny nasledujicich druhli entomopatogennich hub:

Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Isaria fumosorosea.

Prace probihala ve tfech tUrovnich a s rliznymi sadami kmen(:

Tab. 1: Zakladni soubor pro optimalizaci a vyvoj metody molekuldrniho fingerprintingu —
kmeny Bba 1101, Pk, Pm, PFR97.

Oznaceni ve Qe
, genetickou Plvod - lokalita | PGvod — zdroj
sbirce .
analyzu
Beauveria Prameny Vltavy, .
Bba 1101 B o v lecIT
bassiana ba 110 3 NP Sumava, CR dospélec
Beauyer/a Pk Pk Péncin, CR GBM
bassiana (Morava)
B ' Péncin, CR
eauw__’r/a" Pm Pm éncin, GBM
brongniartii (Morava)
Isaria . Biopreparat
fumosorosea PFR97 PFR Florida, USA PREFERAL

Vysvétlivky: IT — Ips typographus, GBM — galleria bait method, TBM — tenebrio bait
method, klra dodine — selektivni Zivna plda na bazi dodine, coZ je ucinna latka ve

fungicidu Sylit.
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Tab. 2: Modelovy soubor pro zjisténi funkénosti metody molekularniho fingerprintingu —
kmeny Bba 1101, KRNAP, Pk, Pm, svét.

Oznaceni ve
shirce

Oznaceni pro
genetickou
analyzu

Plvod - lokalita

Plvod — zdroj

Beauveria Prameny Vltavy, Y

bassiana Bbal 101 B5 NP Sumava, CR dospélec IT

Beauyer/a Pk Pk Péncin, CR GBM

bassiana (Morava)

BEGUV(:?I‘IG" Pm Pm Péncin, CR GBM
brongniartii (Morava)

Isaria . Biopreparat
fumosorosea PFR97 PFR Florida, USA PREFERAL

Beauveria Pénkavdi vrch, . .

bassiana KR0O006 KR6 KRNAP, CR ktra dodine

Beauveria Pénkavdi vrch, . .

bassiana KR0O007 KR7 KRNAP, CR ktra dodine

peauveria A24 Pol Polsko .

bassiana

Beauyer/a Bba 01 USA SpOJenej st:,aty i

bassiana americké

Beauyer/a A32 Rum Rumunsko -

bassiana

BEGUYEFIG A133 Col Kolumbie -

bassiana

BEGU\'/EI’IG A135 Fr Francie -

bassiana

Beauveria T08 SK08 Slovensko ]

bassiana

Beauveria A131 SSSR Rusko -

bassiana

peauveria A36 SVE Svédsko .

bassiana

Beauveria TO1A K01 Slovensko ]

bassiana

Beauveria A74 C Cina -

bassiana

peauveria A52 Ind Indie :

bassiana

Ostatni kmeny byly ze sbirky oddéleni rostlinolékatstvi, katedry rostlinné vyroby a

agroekologie, ZF JU v CB pochazejicich z oblasti: Krkono$sky narodni park, Péncin
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(Morava), Cina, Francie, Indie, Kolumbie, Polsko, Rumunsko, Slovenska republika,

Svédsko, Spojené staty americké a Rusko, u téchto kmend nebyl zndm zdroj.

Tab. 3: Soubor kmen, na které byl aplikovdn set molekularnich marker( pro identifikaci a
charakterizaci.

Oznaceni ve Oznaceni pro
, genetickou Plvod - lokalita
sbirce .
analyzu
Beauveria Bba | 101 Prameny Vltavy, .
bassiana BS NP Sumava, CR dospélec IT
Beau‘/er/a Pk Pk Péncin, CR GBM
bassiana (Morava)
Beauv?r/a" Pm Pm Péncin, CR GBM
brongniartii (Morava)
Isaria . Biopreparat
fumosorosea PFR97 PFR Florida, USA PREFERAL
Beauveria Pénkavci vrch, . .
bassiana KROO06 KR6 KRNAP, CR kdra dodine
Beauveria Pénkavci vrch, . .
bassiana KR0O007 KR7 KRNAP, CR kira dodine
peauveria A24 Pol Polsko .
bassiana
Beau‘/er/a Bba 01 USA SpOJeng st'f]ty i
bassiana americké
Beau‘/er/a A32 Rum Rumunsko -
bassiana
5 )
eam./er/a A133 Col Kolumbie -
bassiana
Beau\./er/a A135 Fr Francie -
bassiana
peauveria T08 SK08 Slovensko .
bassiana
peauveria A131 SSSR Rusko .
bassiana
peauveria A36 SVE Svédsko .
bassiana
Beauveria TO1A SK01 Slovensko ;
bassiana
Beauveria A74 C Eina ;
bassiana
peauveria AS2 Ind Indie .
bassiana
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Beauveria

. NP0001 1 Cerna hora dospélec IT
bassiana
BEGUYEFIG NP0002 12 Cerné hora dospélec IT
bassiana
Beauveria NP0003 23 Cerné hora dospélec IT
bassiana
Beauveria Jeleni skok - "
bassiana NP0008 34 Oblik dospélec IT
Beauveria l. zéna 19, 0dd.8
NP0007 oy dospélec IT
bassiana 000 35 Zlaty stolecek ospelec
Beaw‘/er/a NP0OOOS 36 Jeleni cclesta -U dospélec IT
bassiana Mlyna
BEGUYEFIG NPO009 38 Bfezova cesta dospélec IT
bassiana
BEGUYEFIG NP0010 39 Polednik dospélec IT
bassiana
Beauveria NP0100 40 Cerné hora dospélec IT
bassiana
Beauveria NP0101 41 Cerné hora dospélec IT
bassiana
Beauyena NP0102 42 Cerna hora dospélec IT
bassiana
Beaw‘/ena NP0103 43 Cerna hora dospélec IT
bassiana
Beauveria NPO104 44 Cerndhora | dospélecIT
bassiana
BEGUYEFIG NP0105 45 Cerna hora dospélec IT
bassiana
BEGUYEFIG NP0106 46 Cerné hora dospélec IT
bassiana
Beauveria NPOOO4A 50 Stykovalesni | slec IT
bassiana cesta
Beauveria Stykova lesni N
. NP0004B 51 dospélec IT
bassiana cesta
Beauveria NPO0O6 52 Borova lada = | - 4 o klec T
bassiana Silni¢ni slat
B j Ly .
eaw‘/ena NP0020 53 Staré draty dospélec IT
bassiana
B j , v M
EGUYEFIG NP0022 54 Zlaty stolecek dospélec IT
bassiana
B j , Y
EGUYEFIG NP0026 55 Vitavsky luh dospélec IT
bassiana
B i Rul ky y
eauveria NP0027 56 ulandsky dospélec IT
bassiana potok
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Beauveria NP0028 57 Smréina dospélec IT
bassiana
Beaw./erla NP0029 58 Pod studenou dospélec IT
bassiana horou
Beauveria NP0030 59 Studena dospélec IT
bassiana horizont
Beauveria NP0031 60 Zlaty stole¢ek | kdra GBM
bassiana
Beauveria Jeleni skok — . .
bassiana NP0O051 61 bunkelbach kbra dodine
Beauveria NP0052 62 Jeleniskok = ) o dodine
bassiana Bavorska cesta

Hrani¢ni
Beam./er/a NPOOS3 63 chvodnlk,’ kara dodine
bassiana Strelecky

prasmyk
Beauveria NP0054 64 78C4/2+GPS, |\ dodine
bassiana Staré draty
Beauveria NP00S3 66 Prameny Vitavy | dospélec IT
bassiana
Beauveria NP0084 67 OVO — 820 larva IT
bassiana
Beau‘/er/a NP0O085 68 Zamecky les (1 kura dodine
bassiana C5)
Beam./er/a NPOOSE 69 Skladka Zakova kura dodine
bassiana cesta
Beauveria NP0091 70 OLE-07,65A larva IT
bassiana 04
Beauveria NPO155 Bbr Stozetek kara TBM

brongniartii
Isaria NP0056 IFR V kotli kaira dodine
fumosorosea

Pro konfirmaci vysledku zde byl pouZit set vzorki modelového souboru a populace
Beauveria bassiana ziskanda béhem monitoringu kmene B. bassiana v Narodnim parku
Sumava b&hem projektu vedenym prof. Landou MZP SP/2d1/41/08 (jednotlivé vzorky
z NP Sumava byly izolovany pfevazné z dospélce lykozrouta smrkového (lps typographus),

pouze maly zlomek, z jeho larev, z plidy a z kQiry stroma.
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4.2 Metody

4.2.1 Kultivace analyzovanych kment hub

Kultivace jednotlivych kmen( probihala na umélé Zivné pGdé PDA (Potato
Dextrose Agar) v termostatu pfi 25 °C po dobu 14 dni a v tekuté Zivné padé PDB (Potato

Dextrose Broth) po dobu 3 dnd.

Pouzita média
PDA (Potato Dextrose Agar) HIMEDIA (Ceska republika)

SloZeni: bramborova infuse 200 g/|, dextrosa 20 g/, agar 15 g/I.
Koneé&né pH pfi 20 °C je 5,6.

Pfiprava: 39 g PDA do 1 | destil. vody, sterilujeme v autoklavu p¥i 121 °C po dobu 15 min.
PDB (Potato Dextrose Broth) HIMEDIA (Ceskd republika)

SloZeni: bramborova infuse 200 g/I, dextrosa 20 g/I.
Koneé&né pH pfi 25 °Cje 5,1.
Pfiprava: 24 g PDA do 1l destil. vody, sterilujeme v autoklavu pf¥i 121 °C po dobu 15 min.

4.2.2 Uchovani kultur

Pro dlouhodobé uchovani bylo mycelium homogenizovano sterilni ockovaci
klickou ve flow-boxu v roztoku sterilniho 20% glycerolu a 5% Tween 80, odebrano pomoci

mikropipety do kryozkumavek a zmrazeno v -80 °C.
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4.2.3 Izolace DNA

Pro optimalizaci mnoZstvi a kvality extrahované DNA byly pouzity tfi metody
izolace komeréné dodavanymi kity a dvé metody izolace pomoci CTAB v rlznych
modifikacich podle standardnich protokol(i Biotechnologického centra Zemédélské
fakulty Jihoceské univerzity v Ceskych Budéjovicich. Pro kaidou metodu byly pouzity dva
typy vzorkd, Cerstvé mycelium z kultury kultivované dva tydny na pevném mediu PDA a

lyofilizovand submerzni kultura kultivovana tfi dny v tekutém médiu PDB.

Metody izolace DNA komercénimi kity jsou zaloZeny na principu purifikace DNA
pomoci specidlnich mikrokolon — na prvni koloné dochdzi k zachyceni protein(,
polysacharid(i, detergentu a dalSich necistot, na druhé koloné dochazi k zachyceni DNA a
jejimu naslednému vymyti eluénim roztokem. Analyzovany vzorek muZe byt rozdrcen
v tekutém dusiku. Pokud nepouzivame tekuty dusik, rozdrtime vzorek homogenizatorkem
pfimo v mikrocentrifugacni zkumavce. Maximalni mnozZstvi Cerstvé biomasy, které

mulZeme pouzit, je 100 mg a maximalni mnozstvi lyofilizované submerzni kultury je 20 mg.

Metody izolace DNA pomoci CTAB slouzi k extrakci vétSiho mnoZstvi pomérné Cisté
DNA pro ucely standardizace metod a pro ucely analyz molekularnich markerd, kde je na
pocatku potreba vysSi mnozstvi DNA nez u standardnich PCR analyz. Metody jsou
zaloZzeny na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) vytvaret komplex s
nukleovymi kyselinami, ktery je pfi vysoké koncentraci soli rozpustny (0,7 M NaCl), ale pfi
snizené koncentraci soli (0,45 M NaCl) vytvati srazeninu (Murray a Thompson 1980). CTAB
zaroven puasobi jako detergencni Cinidlo, jeZz uvolfiuje DNA z komplexu membran a
proteind. Na zdkladé rozdilné rozpustnosti komplexu CTAB-protein je lze oddélit a ziskat

dostatecné Cistou rostlinnou DNA.

Modifikace jednotlivych metod spocivaji v pfidani rlznych aditiv jako je PVP
(polyvinylpyrrolidon), ktery odstranuje kontaminanty, nebo SDS (sodium dodecyl sulfate),
ktery ma schopnost narusit konformaci proteint, a tim je vyvazat z komplexd membran a

umoznit tak ziskani Cisté a kvalitnéjsi DNA.
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4.2.3.1 I1zolace DNA pomoci DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN)

10.

K homogenizovanému vzorku priddame 400 ul pufru AP1 predehfatého na 65 °C a 4 pl
RNazy A (20 mg/ml). Dlkladné protfepeme na vortexu. Smés inkubujeme 10 min. pfi
65 °C, béhem inkubace mikrocentrifugacni zkumavku 2—-3x pfevratime.

Pridame 130 ul pufru AP2, promichdme a inkubujeme 5 min. na ledu.

Lyzat preneseme do QlAshredder kolonek a centrifugujeme 2 min. pfi 8000 rpm. Pfi
pipetovani lyzatu do kolonek je nutné odstfihnout Spicku pipety. Pres filtr projde do
sbérné nadobky i mald ¢ast mrtvych bunécnych pletiv a srazenin, kde vytvori pelet.

Supernatant prfeneseme do novych mikrocentrifugaCnich zkumavek. Vétsinou
ziskdme 450 pl supernatantu. Je-li ho méné, prepofteme mnoZstvi roztokd
pridavanych v dalSich krocich.

Pfidame 0,5 dilu pufru AP3 a 1 dil etanolu (96-100%) a promichame pomoci pipety.
PF.: 450 ul supernatantu + 225 ul pufru AP3 + 450 pl etanolu.

650 pl smési z kroku 5 (vCetné srazenin) preneseme do DNeasy kolonek,
centrifugujeme 1 min. pfi > 8000 rpm a odstranime prefiltrovanou frakci.

Opakujeme krok 6 se zbyvajicim vzorkem, odstranime pfrefiltrovanou frakci i
centrifugacni zkumavky.

DNeasy kolonky umistime do novych centrifugacnich zkumavek, prfidame 500 ul pufru
AW do DNeasy kolonky, centrifugujeme 1 min. ptfi = 8000 rpm a odstranime
prefiltrovanou frakci.

Pridame 500 ul pufru AW do DNeasy kolonky, centrifugujeme 2 min. pti maximalnich
otackach az do vysuseni membrany v kolonce, odstranime prefiltrovanou frakci i
centrifuga¢ni zkumavky. DNeasy kolonky vynddme opatrné z centrifugacnich
zkumavek, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku etanolem obsazenym ve filtratu.

DNeasy kolonky preneseme do 1,5 ml (2 ml) mikrocentrifugacnich zkumavek a
pfiddme 100 pl pufru AE (zahratého na 65 °C) pfimo na membrany kolonek a
centrifugujeme 1 min. pfi > 8000 rpm. DNA uchovavame pfi-20 °C.

4.2.3.2 Izolace DNA s pouzitim Invisorb Spin Plant Mini Kit (INVITEK)

V mikrocentrifugacni zkumavce zhomogenizujeme stanovené mnoiZstvi vzorku.
Homogenat preneseme do 1,5 ml mikrocentrifugacnich zkumavek a pridame 400 pl
Lysis Buffer P a 20 pul proteinazy K. Vortexujeme a nechame 30 min. inkubovat pti 65
°C. Béhem inkubace 2—3x promichame. Pfipravime si Spin Filter do 2,0 ml Receiver
Tube.
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2. Vzorky pfeneseme na Spin Filter. Centrifugujeme 10 min. pfi 12000 rpm. Pokud je to
nutné priddme 40 pl Rndzy A (10 mg/ml), vortexujeme a nechame 5 min. inkubovat
pfi pokojové teploté.

3. Pfidame 200 ul Binding Buffer P a vortexujeme.

4. Umistime nové Spin Filter do 2,0 ml Receiver Tube, preneseme vzorky a 1 min.
inkubujeme. Centrifugujeme 1 min. pfi 12000 rpm.

5. Odstranime filtrat a Spin Filter umistime zpét do 2,0 ml Receiver Tube.

6. Pridame 550 pl Wash Buffer | a centrifugujeme 1 min. pfi 12000 rpm. Odstranime
filtrat a Spin Filter umistime zpét do 2,0 ml Receiver Tube.

7. Pfidame 550 pl Wash Buffer Il a centrifugujeme 1 min. pfi 12000 rpm. Odstranime
filtrat a Spin Filter umistime zpét do 2,0 ml Receiver Tube. Krok opakujeme. Nakonec
centrifugujeme 2 min. pfi 12000 rpm kvUli odstranéni ethanolu.

8. Spin Filter umistime do novych 1,5 ml Receiver Tube a prfiddme 100 pl Elution Buffer
D predehratého na 65 °C. Inkubujeme 3 min. pfi pokojové teploté. Centrifugujeme 1
min. pfi 10000 rpm. DNA uchovavame pfi -20 °C.

4.2.3.3 Izolace DNA s pouzitim NucleoSpin Plant Il Kit (Macherey-Nagel)

1. V mikrocentrifugacni zkumavce zhomogenizujeme stanovené mnozZstvi vzorku.
Pfiddme 150 mg sterilniho pisku a 200 ul buffer PL1, zhomogenizujeme a
zvortexujeme. Pfidame 100 ul buffer PL1 a 10 ul RNazy A (10 mg/ml) a pokradujeme
v homogenizaci.

2. Pfidame 100 ul chloroformu, vortexujeme 10 s a centrifugujeme 5 min. pti 12000
rpm.

3. Do novych 1,5 ml mikrocentrifugacnich zkumavek prepipetujeme vodnou fazi a
inkubujeme 10 min. pfi 65 °C.

4. Umistime nové NucleoSpin Filter (fialova) do nové 2,0 ml NucleoSpin Collection Tube,
preneseme vzorky a centrifugujeme 2 min. pti 12000 rpm.

5. Odstranime filtr a pfidame 450 ul Binding Buffer PC, min. 5x propipetujeme.

6. Umistime NucleoSpin Plant Il Column (zelend) do nové 2,0 ml NucleoSpin Collecting
Tube a preneseme vzorky. Centrifugujeme 1 min. pfi 12000 rpm (maximalni kapacita
je 700 ul, pro vetsi objem opakujeme krok).

Odstranime filtrat a filtr umistime zpét do 2,0 ml NucleoSpin Collection Tube.
7. Pridame 400 pl Wash Buffer PW1 a centrifugujeme 1 min. pfi 12000 rpm. Odstranime

filtrat a filtr umistime zpét do 2,0 ml NucleoSpin Collection Tube.
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10.

Pfidame 700 pl Wash Buffer PW2 a centrifugujeme 1 min. pfi 12000 rpm. Odstranime
filtrat a filtr umistime zpét do 2,0 ml Receiver Tube.

Pfiddme 200 pl Wash Buffer PW2 a centrifugujeme 2 min. pfi 12000 rpm kvl
odstranéni ethanolu.

NucleoSpin Plant Il Column umistime do novych 1,5 ml mikrocentrifugacnich
zkumavek a pridame 100 ul Buffer PE predehratého na 70 °C. Inkubujeme 5 min. pfi
70 °C a centrifugujeme 1 min. pfi 12000 rpm. DNA uchovavame pfi -20 °C.

4.2.3.4 Izolace DNA pomoci CTAB-PVP (polyvinylpyrrolidon)

Pfipravime si roztok 2x PVP—CTAB a 1% 2-merkaptoethanolu, na jeden vzorek
pocitdme 500 pl roztoku. Pfipraveny roztok dame pfedehrat na 65 °C.

Analyzovany vzorek mUZeme rozdrtit v tekutém dusiku. Pokud nepouZivame tekuty
dusik, do sterilnich 1,5 ml mikrocentrifugacnich zkumavek déme vzorek (cca 150 mg),
ze kterého chceme izolovat DNA. Pro lepsi drceni pletiva prfidame sterilni kiemicity
pisek.

Ke kazidému vzorku pfiddme 500 pl predehratého pufru, pletivo rozdrtime a
promichame s pufrem. Nechdame 60 min. inkubovat pfi 65 °C. Béhem inkubace
kazdych cca 15 min. lehce promichame.

Po centrifugaci 14000 rpm 10 min. se prevede supernatant (500 ul) do novych 1,5 ml
mikrocentrifugacnich zkumavek a pfida se 500 ul chloroformu s IAA, smés se 10 min.
promichava a ndsledné centrifuguje 5 min. pfi 14000 rpm.

Do novych mikrocentrifugacnich zkumavek odpipetujeme vodnou fazi. Pfidame 1/5
objemu 5% CTAB a smés se promicha, opét se prida 500 pl smési chloroformu—IAA a
10 min. protfepavame. Centrifugujeme 5 min. maximalni rychlosti pfi pokojové
teploté.

Do novych mikrocentrifugacnich zkumavek prepipetujeme vodnou fazi. Pridame 2/3
objemu isopropanolu (pfiblizné 250 ul) a 2-3x lehce promichdme. Dame na 30 min.
(az na noc) do -20 °C. Centrifugujeme 5 min. pfi 4 °C maximalni rychlosti. DNA by se
méla zachytit na dné mikrocentrifugacni zkumavky. Odstranime supernatant.

Priddme 300 ul 1x TE a nechame 30-60 min. inkubovat pfi 37 °C.

Pfiddme 2 objemy (600 ul) ledového abs. ethanolu, 2—3x lehce promichame. Vzorky
dame do -20 °C minimalné na 20 min., maximalné na 12 hodin (vétsi vytéZznost DNA).

Vzorky vyndame z -20 °C a 10 min. centrifugujeme maximalni rychlosti pti 4 °C. DNA
by méla vytvofrit viditelny pelet na dné mikrocentrifugacni zkumavky. Odstranime
supernatant.
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10.

12.

13.

Pfiddme 1 ml ledového 70% ethanolu, 2—3x lehce promichdme. Centrifugujeme 2
min. maximalni rychlosti pfi pokojové teploté. Okamzité odstranime vsechen
supernatant, pro odstaranéni viditelnych necistot opakujeme tento krok 2x. Vzorky
nechame dobfe vysusit (max. 3 hodiny).

Podle velikosti peletu (DNA) pfiddme 20-200 ul 1x TE pufru nebo sterilni vody
(rozpustit 40 min. pfi 37 °C).

Pfidame 1 pl Rnazy A a nechame 30 min. inkubovat ve 37 °C. DNA uchovavame pfi-20
°C.

4.2.3.5 Izolace DNA s pouzitim CTAB-SDS

12.

Pfipravime si roztok Lysis pufru a 1% 2-merkaptoethanolu, na jeden vzorek pocitame
500 pl roztoku.

Analyzovany vzorek muUzZeme rozdrtit v tekutém dusiku. Pokud nepouZivame tekuty
dusik, do sterilnich 1,5 ml mikrocentrifuga¢nich zkumavek ddme vzorek, ze kterého
chceme izolovat DNA a zhomogenizujeme. Pro lepsi drceni pletiva pfidame sterilni
kfemicity pisek.

Ke kazdému vzorku priddme 500 pl pufru, pletivo rozdrtime a promichame s pufrem.
Pfidame 50 ul 10% SDS, zhomogenizujeme a nechame 60 min. inkubovat pti 37 °C.
Béhem inkubace kazdych cca 15 min. lehce promichdme.

Pfiddme 75 ul 5M NaCl a promichdame. Pfiddme 60 pl 10% CTAB a 1 ul 1% PVP,
promichdme a nechdame 30 min. inkubovat pfi 65 °C

Po centrifugaci 14000 rpm 10 min. se pfevede supernatant (500 ul) do novych 1,5 ml
mikrocentrifugacnich zkumavek a pfida se 500 pl chloroformu s IAA, smés se 10 min.
promichava a nasledné centrifuguje 5 min. pfi 14000 rpm.

Do novych mikrocentrifugacnich zkumavek odpipetujeme vodnou fazi. Pfidame 5 ul
RNazy A (10 mg/ml) a nechame 30 min. inkubovat pti 37 °C.

Pfidame 0,6 objemu isopropanolu a 2—3x lehce promichame. Dame na 20 min. (aZ na
noc) do -20 °C. Centrifugujeme 10 min. pfi 4 °C maximalni rychlosti. DNA by se méla
zachytit na dné mikrocentrifugacni zkumavky. Odstranime supernatant.

Pfidame 1 ml ledového 70% ethanolu, 2-3x lehce promichdme. Centrifugujeme 2
min. maximalni rychlosti pfi pokojové teploté. Okamzité odstranime vsechen
supernatant, pro odstranéni viditelnych necistot opakujeme tento krok 2x. Vzorky
nechdme dobre vysusit (max. 3 hodiny).

Podle mnozstvi peletu (DNA) pfiddme 20-200 ul 1x sterilni vody (rozpustit 40 min. pfi
37 °C). DNA uchovavame pfi-20°C.
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4.2.4 Analyzy molekularnich markert

4.2.4.1 SSR (single sequence repeat), mikrosatelity

Pro SSR analyzu byly pouzity primerové pary Ba01, Ba02, Ba03, Ba05, Ba06, Ba08,
Bal2, Bal3, Bb1F4, Bb8D6, Bb6A8, Bb2F8, Bb10D4, Bb2A3, Bb5F4, Bb4H9, Bb8C11,

Bb13A5 - sekvence primeru jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4: Sekvence primer( pouzivanych pro SSR analyzu u entomopatogennich hub.

Primer Sekvence ‘5—3’ Teplota
nasedani
Ba01l 5'—CCAACCCAATCAATCGTCAT -3’ 54°C
5'— GAGAGGCGGAGCTAAGCA-3’
Ba02 5'— AACGCTATGCCTTGACGAC- 3’ 54°C
5'—-GACGCCGAGCAATGTAACA -3’
Ba03 5'-GCATAGATATGTCTCGCACC -3’ 54°C
5'-ACTACCCTGTCCCGCTGA -3’
Ba05 5'—~AGGCAATACCGAGGTTGGC -3’ 58°C
5'— ATCCATGGCGAGCCGTCC -3’
Ba06 5'— GCGATTGACGAAAAGCTAGA- 3’ 54°C
5— ACTTGCTTTGCTGTTGCACA- 3’
Ba08 5 - TGTTGCCGACACGAATTGT — 3’ 56°C
5'-GGCTCAAGCGCAAAGAGAAA -3’
Bal2 5'-GGGTCCATCATGTACGGC - 3’ 56°C
5'-AGGCGTATACAGGTCGTG -3’
Bal3 5'—-CAGGCAACAACACGATTTCA -3’ 56°C
5'—ATGCCATCTACGACTTTATGA - 3’
Bb1F4 5'-GATCCTTCGTCACCTGCTC- 3’ 58°C
5 -CGGTGTTGGAGAGCTATTGT- 3’
Bb8D6 5 —TTTGTCCGAAGTTGTCTCAGT- 3’ 58°C
5 —TGCATTGTGAAAGGTAATGC- 3’
Bb6A8 5 —-GATGATGCGACCTCTTGGAC-3’ 56°C
5'-TGCGACAGATTCGGAGAGTA-3’
Bb2F8 5'—-GCACACTTTCGCTGTGTCAT- 3’ 58°C
5'—-ATGATGTCTGCCACGTCTGA- 3’
Bb10D4 5'—TCTCCATTCCATATATCCAAGC-3’ 58°C
5-ACGCTGTTGCCGTAGTAGTC- 3’
Bb2A3 5'—CACTTCAGTTATCATGCTCGAA- 3’ 58°C
5'—-ATCTGGCACGTCAAGTGTCT- 3’
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Bb5F4 5'—-CTCGATCACTTTTCCATCAA-3’ 56°C
5 -TGGTTGGGTCATGTTAGTCA- 3’

Bb4H9 5 -CTGCTCAGTGCTCATTGCTC-3’ 54°C
5'-ACAGCTCGGCATTGATGATT- 3’

Bb8C11 5 -TTGAATGGCCATGAGTTCTG- 3’ 58°C
5 -TGCTATGGTATGGATGGGCT- 3’

Bb13A5 5 —CGACTTTGCGTGGAAGTATG-3’ 58°C

5'-GGTTAGCAAATGGCCCTCTA- 3’
Rehner (2003); Enkerli (2001)

Protokol SSR analyzy vychdzi z metodiky Williams et al. (1990) upravené na

pracovisti Biotechnologického centra ZF JU Novakova (2008).

PCR reakce probiha v objemu 25 pl, v 1x reak¢ni pufru (75 mM Tris—HCI, pH=8,8,
20 mM (NH,4),S04, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs), 10 pM primeru
(Qiagen), 1,25 U Taq Purple DNA polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio, CZ) a 50 ng

templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:

e 12,5 ul PPP master mixu

e 1 ulDNA

e 0,5 ul primerF

e 0,5 ul primerR

e 10,5 ul dH,0 (voda do objemu 25 pl)

Amplifikace probiha na Bioer XP Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu:

e pocatecni denaturace 45 s 95°C

e 33 cykll: 40s 94°C
40s 54-58°C, dle pfisluiného primeru
30s 72°C

e konecnd elongace 5min. 72°C

e stop - 4°C

Pro separaci a detekci PCR produktl byla pouZita gelova elektroforéza na 2%
agardozovém gelu v 1x TBE pufru, elektroforéza na 3% Synergelu v 0,5x TBE pufru, Cipova
elektroforéza a fragmentacni analyza. Jako marker pfi gelové elektroforéze byl pouzit 100
bp DNA Ladder (NEB), pfi Cipové elektroforéze 1K Ladder (Bio-Rad) a pti fragmentacni

analyze Size Standard Gene Scan ™ -500 LIz ™ (Applied Biosystems, Life Technologies).
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4.2.4.2 ITS —RFLP

Tato metoda je zaloZzena na specifické amplifikaci ITS regionu a Stépeni
amplifikovaného produktu. Volbou primer(i je mozno amplifikovat Usek ITS1, ITS2 nebo

cely region zahrnujici ITS1+ITS2 a 5,8S rDNA.
Metoda se sklada ze dvou ¢asti:

I.  Amplifikace specifického fragmentu z ITS regionu.
Il. Stépeni pFisluiného fragmentu pomoci specifickych restrikénich endonukledz.

I. Protokol ITS-RFLP analyzy byl modifikovan z metodiky prace Gardes a Bruns
(1996) a Endrychova (2004). Pro ucely PCR-RFLP analyzy byly pouZzity univerzalni primery
ITS1 a ITS4, resp. ITS1F a ITS4; a ITS5 a ITS4 (Tab. 5).

Tab. 5: Sekvence primer(i pouzivanych pro amplifikaci ITS regionu.

Sekvence ‘5—3’

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS5 GGAAGTAAAAGTGGTAACAAGG
ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
White et al (1990)

PCR reakce probihd v objemu 25 pl, v 1x reakéni pufru (75 mM Tris—HCI, pH=8,8,
20 mM (NH4),S04, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs), 10 pM primeru
(Qiagen), 1,25 U Taq Purple DNA polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio, CZ) a 50 ng

templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:
e 12,5 ul PPP master mixu
e 1 ulDNA
e 0,5 ul primer ITS5 nebo ITS1 nebo ITS1F
e 0,5 ul primer ITS4
e 10,5 pl dH,0 (voda do objemu 25 pl)

Amplifikace probiha na Bioer XP Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu:
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Pro primerovy par ITS1F a ITS4:

e pocatecni denaturace 5min.  95°C
e 35 cykll: 1min. 95°C
45s 50°C
2 min. 72°C
e konecna elongace 10 min. 72°C
e stop - 4°C

Pro primerovy par ITS1 a ITS4, ITS5 a ITS4:

e pocatecni denaturace 2min.  94°C
e 10 cykll (-1°C/1 cyklus): 30s 94°C
30s 66°C
1 min. 72°C
e 25 cykll: 30s 94°C
30s 56°C
1 min. 72°C
e konecna elongace 10 min. 72°C
e stop - 4°C

Il. Po ukonceni PCR se ¢ast objemu reakéni smési pouzije pro RFLP analyzu. K této
Casti PCR reakce je pfidan pufr pro ptislusnou restrikéni endonukledzu, 5 U restrikéniho
enzymu, BSA (zlepsSuje provedeni restrikéniho Stépeni, mnozstvi je nutno optimalizovat
dle restriktazy a pouzitého RE pufru, 1 ul je vhodny u restriktdz NEB) a probiha Stépeni
amplifikovaného fragmentu. Stépeni amplifikovanych fragment& DNA je moino provadét
pomoci rtznych restrikénich endonukleaz. Na Stépeni produktd z PCR byly pouZity tyto
restrikéni enzymy: Hhal, Alul, Mbol, Haelll, Msel, Hpall, Clal, EcoRl, Hindlll, Sspl, Mspl,
Hinfl, Tag®l, Pstl (NEB, USA).

Stépici mista:

Hhal Alul Mbol
5 ..GCGGC...3 5 .. AGCT...3 5 GATC.. .3
3...CGCG...5 3...TCGA.. .5 3...CTAG,..5
Haelll Msel Hpall
. ¥ . . . . - ¥ E
5 GGCC 3 ... TTAA. .3 5...CCGG...3
3...CCGG... 5 3. AATT...5 3..GGCC...5
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Clal EcoRl Hindll

5 ATCGAT... 3 5 . GAATTC... 3 5 . . AAGCTT... 3
3. .TAGCTA...5 3. CTTAAG...5 3. TTCGAA. . .5
Sspl Mspl Hinfl
5 .  AATATT... % 5...0CGG...3 5 . . GANTC.. .3
3. . TTATAA. .5 3...GGCLC...§ 3. CTNAG.. .5
Tag®l Pstl
5 .. TCGA...3 5. CTGCAG...3
3'...HGC‘T...5 3'...Gl.ﬂxCGTI3.. 5

Pfiprava reakce pro restrikéni analyzu:

e 15 ul PCR reakéni smési
e 2 ul 10x RE reaction buffer (pufr dodavany spole¢né s RE)
e 0,5-1 ul restrikéni endonukledzy (= 5 U)
e +1ul0,02%BSA (bovine serum albumin, Sigma)
e voda do celkového objemu 20 pl
Stépeni probiha pfi teploté 37 °C po dobu 6-7 hodin vtermostatu nebo lépe

v termocykleru.

Produkty (nastépené fragmenty) se rozdéluji na 2 % agardzovém gelu v 1x TBE
pufru nebo na 3 % Synergelu v 0,5x TBE pufru, kde je dosazeno kvalitnéjsiho rozdéleni.
Jako marker se pouziva 100 bp DNA Ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim
pomoci ethidium bromidu pod UV svétlem. Na gel je nandseno 10 pl nestépenych

produktl a cely objem (20ul) stépenych fragmenta.
4.2.4.3 PCR-RFLP rDNA (LSU - large subunit)

Tato metoda je zaloZena na specifické amplifikaci ¢asti genl pro rRNA, kterd je
soucasti velké (LSU) podjednotky ribozému a ndsledném restrikénim Stépeni ziskanych

fragment(. Volbou primer( je moZzno amplifikovat rizné domény gent pro rRNA.
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Metoda se sklada ze dvou ¢asti:

I.  Amplifikace specifického fragmentu rDNA.
Il. Stépeni pisluiného fragmentu pomoci specifickych restrikénich endonukleaz.

I. Protokol PCR-RFLP analyzy byl modifikovdan z metodiky prace Gardes a Bruns

(1996). Pro ucely PCR-RFLP analyzy byly pouZity primery NL1 a NL4 (Tab. 6).

Tab. 6: Sekvence primer(l pouzivanych pro amplifikaci LSU.

Primer Sekvence ‘5—3’

NL1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG
NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

Obornik et al.(2001)

PCR reakce probihd v objemu 25 pl, v 1x reakéni pufru (75 mM Tris—HCI, pH=8,8,
20 mM (NH,4),S04, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs), 10 pM primeru
(Qiagen), 1,25 U Taq Purple DNA polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio, CZ) a 50 ng

templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:

e 12,5 ul PPP master mixu

e 1plIDNA

e 0,5l primer NL1/LS1

e 0,5 pl primer NL4 / LS5

e 10,5 ul dH,0 (voda do objemu 25 pl)

Amplifikace probiha na Bioer XP Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu:

Pro primerovy par NL1 a NL4:

e pocatecni denaturace 5min. 94°C
e 25 cykll: 1min. 94°C
1 min. 50°C
1,25 min. 72°C
e konecna elongace 5min. 72°C
e stop - 4°C
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II. Po ukonéeni PCR se ¢ast objemu reakéni smési pouzije pro RFLP analyzu. K této
Casti PCR reakce je pfidan pufr pro pfislusnou restrikéni endonukledzu, 5 U restri¢niho
enzymu, BSA (zlepsSuje provedeni restrikéniho Stépeni, mnozstvi je nutno optimalizovat
dle restriktdzy a pouzitého RE pufru, 1 pl je vhodny u restriktdz NEB) a probiha stépeni
amplifikovaného fragmentu. Sté&peni amplifikovanych fragmentd DNA je moZno provadét

pomoci rlznych restrikénich endonukledz (Mbol, Hinfl a EcoRl).
PFiprava reakce pro restrikéni analyzu:

e 15 pl PCR reakéni smési
e 2 ul 10x RE reaction buffer (pufr doddvany spolecné s RE)
e 0,5-1 pul restrikéni endonukledzy (= 5 U)
e +1ul0,02 % BSA (bovine serum albumin, Sigma)
e voda do celkového objemu 20 pl
Stépeni probiha pfi teploté 37 °C po dobu 6 hodin vtermostatu nebo lépe

v termocykleru.

Produkty (nastépené fragmenty) se rozdéluji na 2 % agardzovém gelu v 1x TBE
pufru. KvalitnéjSiho rozdéleni mlze dosazeno i na 3 % Synergelu. Jako marker se pouziva
100 bp DNA Ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim pomoci ethidium
bromidu pod UV svétlem. Na gel je nanaseno 10 pl nestépenych produktd a cely objem

(20ul) stépenych fragmentd.

Pro obé analyzy, jak pro ITS regiony, tak pro velkou podjednotku rDNA (LSU) bylo
nasledné po PCR-RFLP provedeno sekvenovani daného useku, z dlvodl vytvoreni

fylogenetickych strom( pribuznosti.
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4.2.4.4 1zolace fragmentd z gelu (JETQUICK Gel Extraction Kit (Genomed
GmbH)

1. K100 mg vyfiznutého prouzku z gelu pridame300 pl L1 pufru.
2. Inkubujeme pfi 50°c po dobu 15 minut (kazdé 3 minuty zvortexovat).

- Pokud ma agarosa vyssi koncentraci nez 2% nebo ma vytiznuty vzorek vice jak
300 mg, pridame na kazdych 100 mg gelu 600 ul L1 a vtomto pripadé
inkubujeme 20-30 minut

- Maximalni velikost vzorku muaze byt 400 mg

3. Mix pfeneseme do JETQUICK column, maximalni mnozstvi je 600 pl.
4. Centrifugujeme 1 min na max (14 000 rpm).

5. V pfipadé vétsiho mnoZstvi mixu opakujeme predchozi dva kroky.
6. Pridame 500 pl pufru L2 pfimo na filtr.

7. Centrifugujeme 1 min na max.

8. Odstranime filtrat a centrifugujeme 1 min na max.

9. Vlozime JETQUICK column do 1,5 ml mikrozkumavky a pfidame 50 ul predehratého
(65-70°¢) TE bufferu.

10. Inkubujeme 1 min pfi pokojové teploté.

11. Centrifugujeme 2 minuty na max. Uchovavédme pfi -20 °C.

4.2.4.5 Priprava sekvenacni reakce

Pro nase Ucely bylo sekvenovani provedeno na pracovisti BC AV, v. v. i. — Ustav
molekuldrni biologie rostlin na pfristroji ABI PRISM 3130x| od firmy Applied Biosystems za

pouziti BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit.

Pozadované mnoistvi pro pracovi§té BC AV, v. v. i. — Ustav molekuldrni biologie

rostlin:

e 2,5-10 ng DNA (dle koncentrace fragmentu)
e 0,5 ul primeru
e PCR H,0 do celkového objemu 7,5 pl
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4.2.4.6 AFLP (amplified fragment length polymorphism)

Byly pouzity 3 techniky AFLP analyzy — jedna dle originalniho protokolu dle Vos et
al. (1995) a dvé modifikované dle Suazo a Hall (1999) a de Muro et al. (2003).

AFLP (Vos et al. 1995):
Restrikce (50 pul celkovy objem):

e 40 pl vzorku DNA (min 200ng DNA) + 1x R/L pufr, 5 U EcoRlI, 5 U Msel

e Na1vzorek: 4 pl H20, 5 pl 10x R/L pufru, 0,25 ul EcoRI =5 U, 0,5 pl Msel =5 U

e 10 pl restrikéniho master mixu se pfida k 40 pl templatu DNA, promicha se a Stépi se
16 h pri 37 °C

Ligace (60 pl celkovy objem):

e 50 pl restrikéni smési + 1x R/L pufr, 5 pmol EcoRI 3’ adaptor, 5 pmol EcoRI 5’ adaptor,
50 pmol Msel 3’ adaptor, 50 pmol Msel 5’ adaptor, 1,2 pmol ATP, 1 U T4 DNA ligaza

e Na1vzorek:1 ul 10x RL pufru, 0,1 ul EcoRI-3' adaptoru =5 pmol, 0,1 pl EcoRI-5'
adaptoru =5 pmol, 0,2 ul Mse—3' adaptoru = 50 pmol, 0,2 ul Mse-5' adaptoru = 50
pmol, 1,2 ul 10 mM ATP, 1 ul (1 U) T4 Ligase, 6,2 pl vody

e 10 ul ligaéniho master mixu se pridd k 50 pl restrikéni smési, promicha se a inkubuje se
3 h pfi 37 °C

e R/Lsmés se po ukonceni ligace naredi 10x TO.1E pufrem (540 pl TO.1E pufru + 60 pl
R/L smési)

Preselektivni amplifikace (50 pl celkovy objem):

e 5 ulvzorku (10x nafedény vzorek po R/L), 1x PCR pufr, 4 mM MgCl,, 200 uM dNTP’s,
75 ng EcoRI-A primeru, 75 ng Msel-A primeru, 1 U Taq DNA polymerazy

e Nalvzorek:5 pl vzorku, 5 pl PCR pufru, 2 ul 50 mM MgCl,, 1 pl 10 mM dNTP’s, 0,15
ul EcoRI-A primeru (500 ng/ul), 0,15 pl Msel-A primeru (500 ng/ul), 0,2 ul Taq (5
uU/ul), 36,5 pul vody

e 45 pul PCR master mixu se prida k 5 ul vzorku

Preselektivni amplifikace — teplotni profil PCR reakce:

e pocateéni denaturace 2 min. 94°C
e 30 cyklG: 30s 94°C
30s 60°C
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1 min. 72°C

e konecnd elongace 9 min. 72°C
e stop - 4°C

Po ukonceni preselektivni amplifikace se 40 pl reakéni smési 20x naredi (860 pl TE

+ 40 pl templatu).

10 ul nenatfedéného PCR produktu se pouzije na elektroforézu (1,2% agarozovy gel
v 1x TBE/TAE pufru), pro ovéreni R/L a Pre-Amp kroku — pfitomnost fragmentu o velikosti

0 — 400 bp.

Selektivni amplifikace (10 pl celkovy objem):

e 2,5 ulvzorku (20x naredény vzorek po Pre-Amp), 1x PCR pufr, 1,5 mM MgCl,, 200 uM
dNTP’s, 5 ng ECoORI-FANN—-FAM primeru, 30 ng Msel-ANN primeru, 0,5 U Tag DNA
polymerazy

e Na1vzorek: 2,5 pl vzorku, 1 pl PCR pufru, 0,2 pl 10 mM dNTP’s, 0,087 pul ECoRI-ANN—
FAM primeru (10000 pmol), 0,095 pl Msel-ANN primeru (316 ng/ul), 0,1 ul Taq (5
U/ul), 6,018 ul vody

e 7,5 ul PCR master mixu se pfida ke 2,5 pl vzorku

Selektivni amplifikace — teplotni profil PCR reakce:

e pocatecni denaturace 2 min.  94°C
e 10 cyklG: 30s 94°C
30s 65°C (-1°C/cyklus)
1 min. 72°C
e 25 cyklh: 30s 94°C
30s 56°C
1 min. 72°C
e konecnd elongace 15 min. 72°C
e stop - 4°C

Detekce a separace probihala na automatickém genetickém analyzatoru —
sekvenatoru, kde byl jako velikostni standard pouZit Size Standard Gene Scan ™ — 500 LIZ

™ (ABI).
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AFLP (Suazo a Hall 1999)

Vysokomolekularni genomicka DNA (nebo v pripadé cDNA-AFLP ziskand cDNA) se
Stépi jednou restrikéni endonukledzou. Na vzniklou populaci restrikénich fragmentl se
liguji adaptory o znamé sekvenci a provadi se amplifikace. Primery pro tento amplifikacni

krok jsou komplementarni k adaptorim s dalSimi tfemi selektivnimi nukleotidy na 3’—

konci.
Tab. 7: Sekvence adaptor(i a primerQ pouzivanych pro ligaci a amplifikaci.
Ligace EcoRl adaptor U CTCGTAGACTGCGTACC
EcoRl adaptor L AATTGGTACGCAGTCTAC
Amplifikace GAC primer GACTGCGTACCAATTCGAC
ACA primer GACTGCGTACCAATTCACA
ACG primer GACTGCGTACCAATTCACG
AAG primer GACTGCGTACCAATTCAAG
ATG primer GACTGCGTACCAATTCATG
TTG primer GACTGCGTACCAATTCTTG
TCA primer GACTGCGTACCAATTCTCA
GTA primer GACTGCGTACCAATTCGTA
AAA primer GACTGCGTACCAATTCAAA
ACC primer GACTGCGTACCAATTCACC
GGG primer GACTGCGTACCAATTCGGG
GAT primer GACTGCGTACCAATTCGAT
GTT primer GACTGCGTACCAATTCGTT
AGA primer GACTGCGTACCAATTCAGA

Restrikce (20 pl celkovy objem):

e 500 ng DNA, 1x R/L pufr, 20 U EcoRl, 50 pmol EcoRl adaptor,

e 1UT4ligaza, 0,1M ATP, H,0

Suazo a Hall (1999)

e Na1vzorek: 8 ul H20, 2 ul 10x R/L pufru, 2 ul EcoRI =20 U, 1 ul EcoRl adaptor, 1 ul T4

ligdza = 1U, 1ul ATP, 5 ul DNA

e Stépeni a ligace probiha 8 h pt¥i 37 °C
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Selektivni amplifikace (25 pl celkovy objem):
e 1 plvzorku (vzorek po R/L), 1x PCR pufr, 4 mM MgCl,, 200 uM dNTP’s, 100 pmol
primeru, 5 U Taq DNA polymerazy
e Na 1lvzorek: 1 ulvzorku, 2,5 pl PCR pufru, 2 ul 50 mM MgCl;, 1 pul 10 mM dNTP’s, 2 ul
primeru, 1 ul Taq (5 U/ul), 15,5 pl vody

Teplotni profil PCR reakce:

e pocatecni denaturace 2 min. 94°C
e 10 cyklG: 30s 94°C
30s 65°C (-1°C/cyklus)
1 min. 72°C
e 25 cyklG: 30s 94°C
30s 56°C
1 min. 72°C
e konecna elongace 15 min. 72°C
e stop - 4°C

Produkty (amplifikované fragmenty) se rozdéluji na 2 % agarézovém gelu v 1x TBE
pufru nebo na 3% agardzo-Synergelovém gelu v 0,5x TBE pufru. Jako marker se pouziva

100 bp DNA Ladder (NEB).

AFLP (Muro et al. (2003)

Vysokomolekularni genomicka DNA (nebo v pfipadé cDNA-AFLP ziskana cDNA) se
Stépi soucasné dvéma restricnimi endonukledazami. Na rozdil od protokolu dle Vos et al.

(1995) je pouzita kombinace jinych restrikénich endonukledz — EcoRI a Hpall.

Tab. 8: Sekvence adaptor(l a primer( pouzivanych pro ligaci a amplifikaci.

Sekvence '5—3

Ligace EcoRl-adapters CTCGTA GACTGC GTACC
CAT CTG ACG CAT GGT TAA
Hpall-adapters GACGATGAGTCCTGAG

TG CTACTCAGG ACTCGC
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Pre-amp EcoRl-ad1 CTC GTA GACTGC GTACC
Hpall-ad1 GACGATGAGTCCTGAG

Sel-amp EcoRI-GC GACTGC GTA CCA ATT CGC
EcoRI-AT GAC TGC GTA CCA ATT CAT
Hpall-CTC GATGAG TCCTGAGCG CCT C
Hpall-ACC GAT GAG TCC TGA GCG CACC

Muro et al. (2003)

Restrikce (40 ul celkovy objem):

500 ng vzorku DNA + 1x R/L pufr, 5 U EcoRl, 5 U Hpall
Na 1 vzorek: 20 pl H20, 4 ul 10x R/L pufru, 0,25 pl EcoRl =5 U, 0,5 pl Hpall=5 U
St&peni probiha se 1 h pii 37 °C.

Ligace (50 pl celkovy objem):

40 pl restrikéni smési + 1x R/L pufr, 5 pmol EcoRI 3’ adaptor, 5 pmol EcoRI 5’ adaptor,
50 pmol Hpall 3’ adaptor, 50 pmol Hpall 5" adaptor, 1 mM ATP, 1 U T4 DNA ligaza

Na 1 vzorek: 1 pl 10x RL pufru, 0,1 pl EcoRI-3" adaptoru =5 pmol, 0,1 ul EcoRI-5'
adaptoru =5 pmol, 0,2 ul Hpal-3' adaptoru = 50 pmol, 0,2 ul Hpall-5' adaptoru = 50
pmol, 1 ul 10 mM ATP, 1 pl (1 U) T4 Ligase, 6,4 ul vody

10 pl liga¢niho master mixu se pfida k 50 pl restrikéni smési, promicha se a inkubuje se
3 hpti37°C.

Preselektivni amplifikace (20 pl celkovy objem):

1 ul vzorku (vzorek po R/L), 1x PCR pufr, 2,5 mM MgCl,, 500 uM dNTP’s, 50 pmol
EcoRl-ad1 primeru, 50 pmol Hpall-ad1 primeru, 1 U Tag DNA polymerazy

Na 1 vzorek: 1 pl vzorku R/L, 2 pl PCR pufru, 0,5 pl 50 mM MgCly, 5 pul 10 mM dNTP’s,
1 ul EcoRl—ad1 primeru (500 ng/ul), 1 pl Hpall-ad1 primeru (500 ng/ul), 0,2 ul Taq (5
u/ul), 9,3 ul vody
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Preselektivni amplifikace — teplotni profil PCR reakce:

e pocateéni denaturace 5 min. 94°C
e 31 cyklG: 30s 94°C
1 min. 56°C
1,5 min. 72°C
e konecna elongace 5min. 72°C
e stop - 4°C

Selektivni amplifikace (20 pul celkovy objem):

e 5 pulvzorku (vzorek po Pre-Amp), 1x PCR pufr, 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP’s, 5-30 ng
EcoRI-GC nebo —AT primeru (dle detekéniho systému neznaceny nebo znaceny FAM),
30 ng Hpall-CTC neo -ACC primeru, 0,5 U Taq DNA polymerazy

e Na1vzorek:5 pl vzorku, 2 pl PCR pufru, 0,4 ul 10 mM dNTP’s, 0,087 ul EcoRI-NN-
FAM primeru (10000 pmol), 0,1 pl Hpall-NN primeru (300 ng/ul), 0,1 pl Taq (5 U/ul),
6,018 ul vody

Selektivni amplifikace — teplotni profil PCR reakce:

e pocatecni denaturace 2min.  94°C
e 10 cykll: 30s 94°C
30s 65°C (-1°C/cyklus)
1 min. 72°C
e 25 cyklh: 30s 94°C
30s 56°C
1 min. 72°C
e konecna elongace 15 min. 72°C
e stop - 4°C

Detekce a separace probihala na automatickém genetickém analyzatoru —
sekvenatoru, kde byl jako velikostni standard pouZit Size Standard Gene Scan ™ — 500 LIZ

™ (ABI).
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4.2.5 Separace a detekce PCR produkti

4.2.5.1 Separace

Klasickou metodou, univerzalné pouzivanou k rozdéleni makromolekul, je elektroforéza. vV
elektrickém poli se makromolekuly s nenulovym elektrickym nabojem pohybuji k jedné z
elektrod v zavislosti na své relativni molekulové hmotnosti, celkovém naboji a tvaru. DNA
je kyselina, obsahuje zaporné nabité fosfatové skupiny. V elektrickém poli se pohybuji
fragmenty DNA od zdporné elektrody smérem ke kladné. K déleni fragmentl DNA se
uziva nejCastéji agardzovy gel ulozeny horizontalné. Fragmenty o stejné délce postupu;ji

stejné rychle a vytvofri prouzek.

Elektroforéza v 2% agarézovém gelu

Pfiprava gelu:

1. Agardéza se smichd svodou a pufrem vpfislusSném poméru v Sirokohrdlé
Erlenmayerové barice a rozvafi se v mikrovinné troubé (2+1 min. na max. vykon,
nesmi zpénit); agaréza musi byt dokonale rozpusténd, béhem rozvareni je nutné
s Erlenmayerovou barnkou nékolikrat zamichat.

2. Roztok agardzy je tfeba zchladit cca na 55 °C, poté se pfida odpovidajici mnozstvi
ethidium bromidu, vSe se dikladné promicha a nalije se do ptipravené vanicky;
nalévaci vani¢ka musi byt dokonale vyrovnana do vodorovné polohy. Agardzu je
nutné nalévat opatrné a plynule, bez tvorby bublin, pfipadné bubliny je zapotrebi
eliminovat.

3. Ponaliti agardzy se do vanicky umisti hfebinek a gel se necha 30—-60 min. ztuhnout.

4. Ztuhly gel je umistén do elektroforetické vany a pod hladinu pufru jsou do jamek
vkladany vzorky.

Nanaseni vzork:
Vana elektroforetické jednotky se naplni dostate¢nym mnoZstvim pracovniho
roztoku 1x koncentrovaného pufru (2 mm nad uroven gelu). K celému objemu PCR reakce

(25 pl) se prida 4 pl nanaseciho pufru (LB), promichd se Spickou a nanese pod hladinu

elektroforetického pufru do jamek. Alternativné je mozné nanést vzorky na gel a poté
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opatrné vlozit gel i se vzorky pod hladinu elektroforetického pufru. PFi pouziti PPP Master

Mixu (Top-Bio) se jiz nanaseci pufr nepfidava, tento mix jiz barvivo obsahuje.
Nanaseci pufr — LB:
e 0,25% bromfenolové modfi, 40% (w/v) glycerolu nebo sacharozy ve vodé

e 0,025 g bromfenolové modfi, 4 g sacharézy — rozmichat do 10 ml vody, pufr se
rozpipetuje do mikrocentrifugaénich zkumavek a uchovava v lednici

Roztok ethidium bromidu — EtBr:

e 10 mg ethidium bromidu se rozpusti v1 ml destilované vody (v digestofi je tfeba
pracovat s rouskou)

Marker — DNA ladder:

e 100 bp DNA ladder (NEB) — 1 ul markeru, 10 pul vody, 2 pl LB se promicha a nanese na
gel

Podminky separace:

e 40V po dobu 20 min. a poté 80 V po dobu 2,5 hod

Vizualizace DNA:

e Gel je polozen na UV transilumindtor a pod UV svétlem je

zaznamendno/vyfotografovano spektrum marker(

Priprava gelQ a pufri:

Tab. 9: SloZeni 0,7% agardzového gelu v TBE pufru.

Elektroforéza 0,7% agardzovy gel [pufr 5x TBE] — vyuziti pro detekci DNA

po izolaci
objem gelu mnoz. mnoz. vody mnoz. pufru | mnoz. Et. Br.
[ml] agarozy [g] [ml] TBE [ml] [l
50 0,35 40 10 4
100 0,7 80 20 5
150 1,05 120 30 6
200 1,4 160 40 7
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Tab. 10: SloZeni 2% agarézového gelu v TBE pufru.

| Elektroforéza 2% agardzovy gel [pufr 5x TBE] ||
——————————— ——S—$—Bj8™MMm—-—§—m—

objem gelu |mnozZ.agardzy| mnoz.vody |mnoZz. pufru TBE| mnoz. Et.
[ml] (g] [ml] [ml] Br. [p]
50 1 40 10 4
100 2 80 20 5
150 3 120 30 6
200 4 160 40 7

Tab. 11: Pfiprava pracovnich roztokl TAE a TBE pufru.

1x pufr TAE/TBE na 100 ml

koncentrace “ .
mnoz. vody [mnozZ. pufru
pufru
50x 98 2
10x 90 10
5x 80 20

Tab. 12: SloZeni zasobnich roztok( TAE a TBE pufr(.

Tris (Trizma) 242 g 54
0,5M EDTA 100 ml 20 ml
led. kys. octovd| 57,1 ml -
kys. borita - 27,5
dH,0 vodadolL|vodadollL
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Elektroforéza v 3% Synergelu

Synergel je pripravek, ktery po smichani s agarézou vytvari gel a vyrazné zvysuje
separacni moznosti agardzového gelu. Separované fragmenty DNA vytvari ostré pruhy,
dobre rozdélené. Synergel se pouziva zejména pro separaci a detekci malych fragmentu.
Oproti PAGE gelu je zachovana jednoduchost pfipravy a provedeni gelu a jeho

netoxicnost.

Vypocet mnoizstvi synergelu, které pridavame k agardze — koncentraci Synergelu

vypocitdme na zakladé nasledujici ho vzorce:

CONCsynergel = (A-0,7) / 2

e kde A je koncentrace agardzového gelu bez pridavku Synergelu, ktery chceme prevést
na Synergel/agardzovy gel
e 0,7 —je hodnota koncentrace zakladniho agardzového gelu

Napf. v pfipadé, kdy standardni 3% agarozovy gel nahrazujeme gelem s pfidavkem

Synergelu je sloZeni gelu nasledujici:

e A =3% mnoizstvi Synergelu ve smési: (3-0,7) / 2 =1,15%
e 1,15% Synergelu pfidame k 0,7% agardzy, tj. pro pfipravu 250 ml roztoku pouZijeme
2,875 g Synergelu a 1,75 g agarozy

Pfiprava gelu:

1. Navazime dana mnozstvi agardzy a synergelu do Erlenmayerovy bariky.

2. Pridame abs. ethanol — rozmichame (nesmi se tvofit hrudky).

3. Priddme 0,5x TBE pufru a rozvafime v mikrovinné troubé.

4. Pfiddme EtBr, dikladné promichame.

5. Nalijeme do vany bez bublin a vloZime hrebinek, nechame tuhnout 60-90 minut.

Nanaseni vzorku a elektroforéza:
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Stejné jako u elektroforézy v agardézovém gelu az na jednu vyjimku: do

elektroforetické vany lijeme 0,5x TBE pufr.

Tab. 13: SloZeni 3% agarézo-synergelového gelu v TBE pufru.

Elektroforéza 3% agar6zo-synergelovy gel [pufr 0,5xTBE] .‘l

objem gelu mnoz. mnoz. Synergelu| mnozZ. pufru 0,5x | mnoZz. Et. Br.
[ml] agarozy [g] (g] TBE [ml] [ul]
100 0,7 1,15 100 5
200 1,4 2,3 200 7
250 1,75 2,9 250 8

Separace fragmentti DNA na ,,Cipové“ elektroforéze

Analyza amplifikovanych, resp. restrikénich fragmentd DNA byla provedena na
systému automatické Cipové elektroforesy Experion (Bio-Rad, USA), kterd pracuje na
principu mikrofluidni technologie, kdy se celd analyza odehrdva v miniaturnim prostredi
specialniho Cipu. Vlastni separace a detekce fragment(i DNA probiha ve specidlnich ¢ipech
zaloZzenych na kombinaci mikrofluidni technologie LabChip (Caliper Life Sciences') a citlivé
fluorescentni detekce. Pro analyzu DNA se pouZiva analyticky kit Experion DNA 1K/12K
Analysis Kit, ktery obsahuje DNA standard (1k nebo 12k Ladder), vzorkovy pufr (sample
buffer), gelovy roztok, fluorescenéni barvu, centrifugacni filtry a mikrofluidni Cipy; kazdy
Cip pojme 11 vzork(. Priprava vzorku pro analyzu spociva ve smichani 1 pl vzorku a 5 pl
vzorkového pufru. Na Cipy, do kterych jsou pred vlastni analyzou zavedeny gelové roztoky
pomoci pfistroje “priming station” (dodavaného jako soucast systému), jsou vzorky
aplikovany v mnozstvi 6 pl po vySe uvedené Upravé. Vlastni analyza na pfistroji Experion a
zpracovani ziskanych dat je provadéno pomoci specidlniho software Experion, version 3.1

(Bio-Rad, USA).
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Protokol Experion ™ DNA 1K Kit

Zapneme elektroforetickou stanici a spustime software.

Vsechny reangenty z kitu vytemperujeme na pokojovou teplotu, poté zvortexujeme a
kratce stoCime. Jen DNA ladder uchovavame na ledu.

Pfiprava DNA barveného gelu: pfidame 12,5 pul DNA barviva do zkumavky s 250 ul
gelu, dakladné zvortexujeme cca 10 s, kratce centrifugujeme, preneseme obarveny gel
na filtra¢ni zkumavku, centrifugujeme pfi 2400 rpm 15 min., zkontrolujeme, zda gel
prosel filtrem, filtr vyhodime a obalime zkumavku alobalem.

Ptiprava Cipu: Cip 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 (priming station) a zapneme program C3. Po nastfiku Cip
vyjmeme a ze spodni strany zkontrolujeme, zda se mikrokanalky zaplnily gelem s
barvivem, poté do zbyvajicich tfech jamek oznacenych GS na ¢ipu napipetujeme 9 pl
gelu s barvivem.

Nandseni vzorkl na Cip: pfipravime si premixy pro vzorky - do kazdé
z 12 mikrocentrifugaénich zkumavek napipetujeme 6 pl 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.

Cip vloZime opatrné do elektroforézni stanice, vybereme 1K DNA analyzu, oznadime
pocet vzork( pro analyzu a zahajime zacatek analyzy (cca 40 min).

Po probéhnuti analyzy ¢ip vyndame, vlozime Cistici ¢ip s 800 upl dH,0 a nechame
elektrody elektroforézni stanice Cistit cca 60 s.

Podminky pipetovani ¢ipové elektroforézy:

dodrZujeme kolmé a opatrné pipetovani
kontrolujeme nepfitomnost bublin
dodrZujeme spradvnou manipulaci s ¢ipem pro zamezeni kontaminace

Fragmentacni analyza na genetickém analyzatoru

Pfiprava vzork(l na fragmentacni analyzu:
11 pl formamidu

0,5 pl Size Standard Gene Scan ™ — 500 LIZ ™(ABI)
1,0 pl vzorku (po selektivni amplifikaci)
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Vzorky se dukladné promichaji, musi byt bez bublinek, v cykleru jsou denaturovany
— 4 min. pfi 95 °C. lhned (!) po ukonéeni denaturace jsou poloZeny nejméné na 2 min. do
cold bloku vychlazeného na -20 °C, poté je provedena fragmentacni analyza (ABI —

automaticky geneticky analyzator — sekvenator) dle manudlu k sekvenatoru.

Pro analyzu mikrosatelitd byly vybrany pouze ¢tyfi primerové pary (Tab. 14) ze
sady pouzivanych pro analyzu SSR. PouZivaji se F (forward) primery, které jsou

fluorescencné znacené.

Tab. 14: Sekvence primerud pouzivanych pro fragmentacni analyzu SSR.

Primer Sekvence Teplota nasedaci

02 3luta F: AACGCTATGCCTTGACGAC 6-FAM 54°C
R: GACGCCGAGCAATGTAACA

03 oransova F: GCATAGATATGTCTCGCACCVIC 54 °C
R: ACTACCCCTGTCCCGCTGA

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

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

Schéma pipetovani a postup plné odpovida analyze SSR. Vyjimka nastava v pouziti
Master Mixu, kdy u FA byl pouZit Plain Master Mix, ktery neobsahuje detekéni barvivo pro

separaci fragment( na gelu.

Pro AFLP analyzu jsou znacCeny primery pouzité v selektivni amplifikaci 6-FAM.
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4.2.5.2 Detekce

U gelové elektroforézy byly DNA fragmenty vizualizovany barvenim pomoci
ethidium bromid (EtBr). VaZe se dovnitf dvousroubovice DNA a po ozareni ultrafialovym
svétlem (UV) oranzové fluoreskuje (Curn et al. 2005). Bylo pouZito i barveni pomoci
barviva SYBR GREEN. Jedna se vSak o barvivo, které muaze ovlivnit mobilitu DNA v gelu
v zavislosti na jeji koncentraci. TudiZz pfianalyze vzorkd s rlznou koncentraci DNA
ovliviiuje toto barvivo moznost detekce spravné velikosti fragmentl. Z tohoto hlediska
bylo uprednostnéno barveni pomoci EtBr. Fingerprinty se zaznamenavaji pomoci Epson
Ultra Cam 3100Z Imaging System a nasledné se vyhodnocuji pomoci specializovaného
software (BioProfil 1D+, Vilber Lourmat; GelManager, UltraQuant, UltraLum). Ziskana

primarni data byla dale statisticky zpracovana.

U cipové elektroforézy je soucasti kitu DNA 1K pro vizualizaci DNA fragment(
“DNA stain gel”, ktery obsahuje fluorescentni barvivo. Vlastni analyza na pfistroji Experion
a zpracovani ziskanych dat jsou provadény pomoci specidlniho software Experion, version

3.1 (Bio-Rad, USA). Ziskand primdrni data se dale statisticky zpracovavaji.

U fragmentacni analyzy byly pro vizualizaci DNA fragment( pouZity znacené
primery fluorescencnimi barvivy 6-FAM, VIC, NED a PET. Pro vyhodnoceni ziskanych dat
byl pouzit specialni software GeneMapper 4.0 (ABI). Ziskana primarni data byla statisticky

vyhodnocena.
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4.2.6 Statistické hodnoceni dat

Hodnoceni fingerprintd (PCR produktt)

Pro ucely komplexniho hodnoceni molekularnich markerd je vhodné vyuZit
statistického zpracovani dat. Metoda digitalni analyzy pak predstavuje prostifedek pro
primarni zpracovani elektroforeogramu a zaznamenani pozice pruhd na gelu. Na zakladé
takto zjiSténych a korelovanych pruhli na gelu je moZné sestavit matice

pritomnosti/nepritomnosti pruhu v dané zéné a provést statistické hodnoceni.

Pro tyto ucely byl vyuzit program Statistica 6.0 (Statsoft) a MVSP (Kovach Comp.
Serv.), zejména z dlvodu moZnosti vypoctu genetické distance dle Nei-Li metriky
koeficientll podobnosti. Tyto programy umoziuji, vypocty genetickych vzdalenosti Ci
podobnosti, clusterovou /UPGMA — unweighted pair group method averages/ a ordinacni

/PCO — Principal Coordinates Analysis/ analyzu a sestaveni grafu.

Hodnoceni sekvenacnich dat

Obdrzena data byla zpracovana v programu SEQUENCE SCANNER SOFTWARE v1.0

a nasledovné upravena v programech: CLUSTAL W, Bioedit a SplitsTree.

Bioedit, CLUSTAL W

Tyto programy jsou vhodné pro takzvany ,aligment” — dochazi k porovnani
jednotlivych sekvenci. U programu CLUSTAL W je vyhodou jeho dostupnost na webovych
strankach (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) a kompatibilita
s programem Bioedit. V tomto programu lze ru¢né upravit jednotlivé sekvence pro dalsi

fylogenetickou analyzu.

SplitsTree 4 (version 4.11.3)

V programu SplitsTree lze vytvorit fylogenetické stromy stejné jako v programu
PAUP. Lze vném upravovat stromy do tvaru fylogramu ¢i kladogramu, prehazovat
jednotlivé vétve i upravovat text. A dale vtomto programu je moZnost zakorenéni

fylogenetického stromu vybranim , kotene”.
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5. Vysledky

Optimalizace a vyvoj metod, jak izolace DNA, tak analyz molekularnich markerd,
byly nejprve aplikovany na zdkladnim souborl ¢ty kmen( (Tab. 1). Na rozSifeném
modelovém souboru sedmnacti kmenU (Tab. 2) byla po optimalizaci metody testovana jeji
funkénost, opakovatelnost a reprodukovatelnost. A pro praktickou aplikaci jednotlivych
molekuldrnich markerd byl vyuZit soubor padesati ¢tyf kmen0 (Tab. 3), na jejichZ zakladé

byl tento soubor vyhodnocen a charakterizovan.
5.1 I1zolace DNA

Pro volbu vhodné techniky izolace DNA bylo testovano 5 izolacnich technik: tfi
komeréni kity od firmy Qiagen, Invitek a Macherey-Nagel, a dvé metody

»klasické/standardni” izolace vyuZivajici detergenty CTAB-PVP a CTAB-SDS.

Bylo sledovano osm popisnych charakteristik a parametr(, dle nichz byla dale
posuzovana vhodnost a pouZitelnost danych izolacnich technik. Jak finanéni naro¢nost, ale
tak i vytéZnost jsou parametry velmi sledované z hlediska poctu vzorkd vstupujici do
studie, a proto je dullezZité pfi vybéru izolacni techniky mit predstavu o jejich konecném
poctu a metodé analyzy. ProtoZe ne vSsechny metody molekularnich marker( maji stejné

naroky na kvalitu, mnozZstvi a Cistotu DNA.
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Tab. 15: Porovnani metod izolace DNA

Poget tazek | oneentr
Doba . | Pracnos | Praces y ace Vytézek
. vzorkdu roztoku
izolace t fenole roztoku DNA
na den DNA
[h] o m [ul] DNA [ng]
[ug/ml]
CTAB+P 8
VP 11 | (2dny)* | 2x24 4 ne 10-200 | 100-400 2-40
CTAB+S 8(2
DS 12 dny)* 2x24 3 ne 10-200 | 100-400 2-40
INVITEK 72 1,5-2 4x24 1 ne 100 5-10 0,5-0,1
QIAGEN 120 1,5-2 4x24 1 ne 100 5-20 0,5-0,2
MN 71 1,5-2 4x24 2 ne 100 5-10 0,5-0,1

Vysvétlivky:

* osm hodin, ale rozlozeno do dvou dn(

ok standardni laboratof, 1 pracovni linka, 1 centrifuga srotorem pro 24

mikrocentrifugacnich zkumavek

**¥%* 1 -nejméné ndrocné, 4 — nejvice narocny postup

Podle sledovanych charakteristik byla jako optimdlni metoda pro ucely analyzy
mikrosatelitd a ITS regionu vybrana izolace pomoci DNeasy Plant Mini Kitu - Qiagen, ktera
nejlépe spliovala sledované vlastnosti. Tato metoda je srovnatelnd sobéma
kitovymi izolacemi, které jsou oproti DNeasy Plant Mini Kitu (QIAGEN) sice cenové
vyhodnéjsi, ale kvalita a mnoZstvi extrahované DNA neodpovida poZadavkim pro analyzy
molekuldrnich markera. Vyssi cena ,kitové” izolace oproti standardnim metodam izolace
byla vyvadzena faktem, Ze jsou ziskany standardni vzorky DNA, opakovatelné a
reprodukovatelné u celé sady izolatd. DNA byla ziskana v kvalité, ktera umoZriovala
bezproblémovou analyzu Sirokého spektra DNA marker(i. V této metodé jsou spojeny
pozadavky na jednoduchou standardni a rychlou metodu, kterd bude moci byt uplatnéna

v bézné praxi.
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Pro optimalizaci metod a pro uUcely hodnoceni LSU a AFLP markerU je ale pro
izolaci DNA vhodnéjsi CTAB—SDS metoda. U této metody Ize modifikovat jednotlivé kroky,
je dosahovdana vyssi vytéZnost a Cistota DNA, neni ale vhodnd pro velkosériové izolace a
pro pripady jednoduchych screeningovych analyz. Obé dvé metody izolace zalozené na
pouziti CTAB (metoda CTAB-PVP a metoda CTAB-SDS) maji stejné parametry pfi zakladnim
porovnani (pracnost, mnozstvi izolované DNA). OdliSnost je zejména v kvalité a Cistoté
technik, jako jsou genové specifické LSU a AFLP markery. U méné ndrocnych technik

(analyzy ITS, mikrosatelity) jsou tyto techniky srovnatelné a poskytuji stejné vysledky.

5.2 Analyza mikrosatelitt

5.2.1 Optimalizace na zakladnim souboru

Pro optimalizaci analyzy mikrosatelitd byla pouzita DNA extrahovana pomoci
izola¢niho kitu od firmy Qiagen, zdlvodu rychlosti a nasledné pouZitelnosti pfi
populacnich analyzach, ke kterym analyza mikrosateliti je hlavné vyuzivana a dale

z dlivodu dostate¢ného mnozstvi kvalitni DNA pro tuto analyzu.

Byly provedeny optimalizace jednotlivych cykli a nasedacich teplot v PCR reakci,
vhodné koncentrace primerl, vyhodnoceni pouzitelnosti jednotlivych primerovych pari
pro analyzu mikrosatelit a separacnich technik, jak z hlediska reprodukovatelnosti, tak

z hlediska financ¢ni naroc¢nosti technik.

Pro podrobné testovani zkoumanych vzorkd byly ze sady primer( vybrany Ba01,
Ba02, Ba03, Ba06, Ba08, Bal2, Bal3, Bb1lF4, Bb8D6, Bb2F8, Bb1l0D4. Z ddvodu
bezproblémové amplifikace specifického mikrosatelitu bez pozadi — nespecifickych
produktl, bylo ziskdno dobfe hodnotitelné spektrum a vSechny poskytovaly

reprodukovatelné vysledky.
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Obr. 8: Velikostni marker, pouzivany ve vsech gelovych separacnich technikach - 100 bp
DNA Ladder (NEB) (L):

Base Pairs  Mass (ng)

- 1817 48
= 1,200 )
— 1,000 95
— 900 7
— 800 24
— 700 21
— &00 18

S00/517 97

400 kL]

300 29
— 200 25
— 100 48

Obr. 9: Vzorové charakteristiky SSR u kmenu Bba 1101.

s
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Tab. 16: Velikosti jednotlivych alel u vzorku B5, uréené v programu UltraQuant na 3%

Synergelu.
" Primer | BaO1| Ba02| 203 | Ba0G6 | Ba08 | Ba12 | Bal3 | Bb1F4| BbEDG| Bb2F8 | Bb10D4]
velikost
(uilflés) 195 | 200 | 165 | 185 | 170 | 140 | 135
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Pro porovnani Ctyf rdznych separacnich technik byly vybrany Ctyfi primerové pary:

Ba02, Ba03, Ba08 a Bal2. Obr. 10 predstavuje ukazku primarnich dat ziskanych po

separaci SSR analyzy (primerovy par Ba02) za pouziti jednotlivych technik na zédkladnim

souboru c¢tyr vzorkd. Testovany byly ¢tyfi metody separace - elektroforéza na 2%

agarézovém gelu, elektroforéza na 3% synergelu, Cipova elektroforéza a fragmentacni

analyza.

Obr. 10: Vystupy z testovanych separacnich technik (primer Ba02): A - elektroforéza na

2% agardzovém gelu, B - elektroforéza na 3% synergelu, C - ¢ipova elektroforéza, D -

el

L ' Pk: "PmIBSRER

Tab. 17: Porovnani metod separace mikrosatelitl (SSR)

Pk P

i

fragmentacni analyza

5 PER

~ V i
Casova stuvpm’ Citlivost
Cena/1lvz. . . mnozstvi v
Metoda Y narocnost Pracnost | rozliSeni
(K& h] DNA (bp]
2 PCR [l] P
2% agardzova elektroforéza 15 3 25 3 10-20
Elektroforéza v 3% synergelu 20 4 25 3 10-15
Cipova elektroforéza 69 1 1 1 2-10
Fragmentacni analyza 220 2 1 2 1-2

Vysvétlivky: 1 — nejméné narocné, 4 — nejvice narocny postup
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Cena jednoho vzorku byla vypocitdna zpramérnych spotieb chemikalii
v Biotechnologickém centru ZF JU v CB v bé&Zném provozu a za fragmentaéni analyzu je
zde uvedena cena sluzby, poskytované Laboratofi genomiky, BC AV CR Ceské Budéjovice.
Neni zde zahrnuta pofizovaci cena pristroji potifebnych pro jednotlivé techniky, coz ma
také velky vliv na volbu separacni techniky. Pro gelové elektroforézy elektroforetické vany
a zdroje elektrického napéti, pro Cipovou Experion Automated Electrophoresis System a
pro fragmenta¢éni analyzu geneticky analyzitor. Casovd ndroénost je nejvy3si u
elektroforézy v3% synergelu a to ztoho dlvodu, Ze pomalejsi separace vzork( je
zpUsobena vyssi hustotou gelu nez u 2% agardzové elektroforéza. U fragmentacni analyzy
je vtomto pripadé tato charakteristika ovlivnéna formou provedeni, a to sluzbou. | presto
je tato separacni metoda velmi rychla, provedeni samotné separace na genetickém

analyzatoru je zvyhodnéno poctem kapildr, umoZnujici analyzu vice vzork( najednou.

rozliSovaci schopnosti, relativné rychla a nejlevnéjsi metoda, hojné vyuzivana hlavné pro

primarni screeningy.

Technika vyuzivajici gel 3% synergelu je pracnéjsi z dlivodu poufZiti aditiva, se
kterym se hlre manipuluje vrozpusténém stavu. Ale pravé diky Synergelu se jeji

rozliSovaci schopnosti zlepsi oproti 2% agarézovém gelu.

Cipova elektroforéza je rychla, elegantni technika, pfi které se eliminuje prace
s barvivy, jejiz vysledky by bylo mozZno zpracovavat velmi rychle, z diivodu jejich okamzité
digitalizace. Jeji asi nejvétsi nevyhodou je, Ze zatim jakoZzto technika vyvinuta pro analyzy
proteinl, neni jesté tak optimalizovana pro potifeby DNA analyz, jeji separacni schopnosti
nejsou presné a v jednotlivych opakovanich se vysledky dost lisi. Fragmentacni analyza
vysla v porovnani téchto ¢tyf metod nejlépe z hlediska separacnich schopnosti a presnosti
vysledkli, pouze cena analyzy jednoho vzorku vychazi financné nehlrfe a primarni

investice do pfistroje je nejvyssi.
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5.2.2 Ovéreni funkcnosti metody SSR analyzy na modelovém

souboru

Analyza mikrosatelitd modelového souboru byla provedena na setu Ctyf
primerovych part Ba02, Ba03, Ba08, Bal2, kdy byl sledovan polymorfismus u jednotlivych
vzork(. Hodnocena vyuZitelnost pro pouziti v populaéni studii a moznost aplikace na
Sirokém souboru lll. Byly otestovany vSechny ctyfi techniky separace, stejné tak jako u

souboru pro optimalizaci, pro ovéreni citlivosti rozliseni.

Obr. 11: Dendrogram a graf PCO analyzy vytvoreny na zdkladé analyzy mikrosatelit(
pomoci 4 primerovych pdru — separace 2% agardzovy gel

UPGMA

1 UsAa I I
o | SVE

I 88SR
COL
KR7

SKO01
Pm
RUM
POL
PFR
IND
FRA
SK08
| KR6
Pk
B5

I T T T
052 08 058 076 084 092 1

I

Gower General Similarity Coefficient

Pfi analyze dendrogramu se vzorky usporadaly do tfi hlavnich skupin, kdy v prvni
(1) je samostatné vzorek USA. Druha skupina (ll) sestava ze vzork( — SVE, SSSR, Col, KR7, C,
SKO01, Pm a Rum, kde byla vétsSina morfologicky determinovana jako Beauveria bassiana a
pouze jeden vzorek (Pm) jako Beauveria brongniartii. Nicméné na zakladé molekularnich
charakteristik je predpoklad, Ze celd tato skupina odpovida druhu Beauveria brongniartii.
Tato skupina se dale rozStépuje na dalsi 3 podskupiny (1,2,3), které v podstaté odpovidaji
jejich geografickému plvodu. Treti skupina (Ill) obsahuje vzorky — Pol, PFR, Ind, Fra, SK08,
KR6, Pk, B5, dale se rozdéluje do dalSich 3 podskupin (4,5,6), kde vzorky KR6, Pk a B5
vykazuji mezi sebou 100 procentni podobnost a ve své podskupiné zahrnuji i vzorek SKO8

a to pravdépodobné také v zavislosti na geografickém plvodu.
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Obr. 12: Dendrogram a graf PCO analyzy vytvoreny na zdkladé analyzy mikrosatelitQ
pomoci 4 primerovych paru — separace 3% Synegel

UPGNA
SKO08

RUM
Pk l.
I IND
\ POL
FRA I "
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4‘ Pm

KR7
SKO01 1.
SVE
SSSR
COL
‘ PFR
| KR V.
I B5

Gower General Similarity Coefficient

Na dendrogramu vytvoreného na zakladé separacni techniky 3% Synergelu se
odlisily ¢tyfi hlavni skupiny. Prvni (1) pfedstavuji vzorky SKO8, Rum, Pk, Ind a Pol, kde jsou
Pk a Ind na zakladé této analyzy shodné. Druhd skupina (1) zahrnuje vzorky Fra a USA a
treti skupina (Ill) je tvorena vzorky C, Pm, KR7, SKO1, SVE, SSSR a Col, i zde je zahrnut
jeden vzorek determinovany jako Beauveria brongniartii (Pm) a odpovida skupiné druhé

z Obr. 11. Posledni ¢tvrta (IV) skupina zahrnuje vzorky PFR, KR6 a B5.
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Obr 13.: Dendrogram a graf PCO analyzy vytvofeny na zakladé analyzy
mikrosatelitd pomoci 4 primerovych paru — separace Cipova elektroforéza
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Gower General Similarity Coefficient

Na Obr. 13 vytvofenym pomoci separacni techniky Cipové elektroforézy vSechny
vzorky vykazuji vétsi vzajemnou podobnost neZz na predeslych grafech. Ale i tak je zde
patrny polymorfismus péti hlavnich skupin. Kde prvni skupina (l) jsou vzorky Fra a Rum,
které mezi sebou vykazuji odlisSnost az 28%. Druha skupina (Il) sestava ze vzork( Ind, KR7
a USA, kde je vzajemnd odlisnost jednotlivych vzorkl na udrovni 15 az 20%. Podobnou
odli$nost mezi vzorky vykazuje skupina tieti (Il1), kterd obsahuje SKO1, Pm a SK08. Ctvrta
skupina (IV) zahrnuje vzorky C a Pk, které jsou si vzdjemné podobné pouze z 15%. Jako
posledni, patad skupina (V) se objevily vzorky SVE, SSSR, Col, PFR, Pol, KR6 a B5. Tato
skupina se na urovni 85-ti procentni podobnosti rozdéluje na dvé podskupiny (1,2). Kde

vzorky B5 a KR6 také vykazuji 100% podobnost jako na Obr. 11 a Obr. 12.

85



Obr. 14: Dendrogram a graf PCO analyzy vytvoreny na zdkladé analyzy mikrosatelit(
pomoci 4 primerovych paru — separace fragmentacni analyza
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Na tomto dendrogramu (Obr. 14), ziskaného pomoci separaéni metody
fragmentacni analyzy, se jednoznacéné odlisila pouze jedna skupina (l) vzorkd, a to SKOS,
Pk a Rum. V porovnani s predchozimi dendrogramy se v tomto grafu vytvari dalsi skupiny
zde dalsi dvé skupiny vzorku, které opakuji trend z predeslych dendrogram(i — KR6 a B5
spolu s PFR (lll) a SVE, SSSR a Col (ll). Ostatni vzorky souboru se ptifazuji jednotlive,
z ¢ehoz vyplivd, Ze tato metoda, diky své citlivosti, by byla vhodnd pro kmenovou

charakteristiku a je moZzné hodnotit individualitu kmenu.

Koneé¢nym porovnanim vsech testovanych separacnich technik, byly zaznamenany
rozdily v jednotlivych podobnostech mezi vzorky, se nékteré trendy se opakovaly. Vzorky
B5 a KR6 se ve vSech ¢tyfech dendrogramech podobaly ze 100 procent. Ddle skupina
vzorkd SSSR, Col, SVE si byly také ve vSech dendrogramech velmi podobné a vidy

vytvarely jednu skupinu. U tfi z nich (kromé Obr. 14) se k nim pfipojily i dalsi vzorky a to,
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Pm a SKO1 a u dvou (Obr. 11 a Obr. 12) také KR7 a C. Ostatni vzorky nevytvarely zadné
pravidelné opakujici se skupiny a jejich vzdjemnou pribuznost neni mozno konstantné

determinovat.

Diky témto vysledklm jsem dospéla kzavéru, Ze nevhodnéjsi metodou je
fragmentacni analyza. A to hlavné diky citlivosti a ¢asové nenarocnosti metody. Avsak
finanéni ndrocnost na vybaveni pro fragmentacéni analyzu je obrovska a i analyzy je
z testovanych finanéné nejndrocnéjsi a ztohoto dlvodu byla pro dalsi testovani 3.
aplikacni sady vybrana metoda gelové elektroforézy na 3% Synergelu. Rozdil vysledki
téchto dvou metod nebyl nijak markantni, a protoZe se jednd o analyzu mikrosatelit(, kde
je vysledkem jednoduchy fingerprint ke skérovani, je elektroforéza na 3% Synergelu
levnéjsi alternativou fragmentacni analyzy a také citlivéjsi metodou nez elektroforéza na
2% agarézovém gelu. Cipova elektroforéza, je sice metodou velmi rychlou oproti
ostatnim, ale nestabilita a nevyrovnanost vzorkll po analyze je dosud nejvétsSim

nedostatkem.

5.2.3 Analyza souboru kment pro aplikaci

Analyza mikrosatelitd na aplikacnim souboru byla provedena pomoci 11
primerovych pard - Ba01, Ba02, Ba03, Ba06,Ba08, Bal2, Bal3, Bb1F4, Bb2F8, Bb10D4 a
Bb8D6, na jejimz zakladé dale hodnocena geneticka variabilita populace sebrané v NP

Sumava (Obr. 15).
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Obr. 15: Dendrogram a graf PCO analyzy vytvoreny na zakladé analyzy mikrosatelit(
pomoci 11 primerovych paru — separace 3% Synegel
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Dendrogram na Obr. 15 ziskany analyzou souboru 54 vzorku aplikaéniho souboru
pomoci mikrosatelitovych marker( kopiruje trendy predchozich vysledk(. Odlisilo se zde
pét hlavnich skupin. Prvni (1) pfedstavuji vzorky z NP Sumava a KR6, které na zakladé této
analyzy vykazuji naprostou shodu, a tim i homogenitu celé zkoumané populace. Druha
skupina (Il) obsahuje vzorky Bbr, IFR a PFR, kde zastupci rodu lsaria vykazuji také
naprostou shodu. Tfeti skupina (Ill) Pol, Ind, C, SKO8, Rum, Pk a Fra vykazuje vysokou
heterogenitu a podobnost téchto vzork( je nizka. Ctvrta skupina (IV) zahrnuje vzorky Col,
SVE, SSSR, Pm a KR7, i zde je zahrnut jeden vzorek determinovany jako Beauveria
brongniartii (Pm) a naznacuje, zda zafazeni k druhu Beauveria bassiana je spravné.
Posledni, patou skupinu (V) zastupuje pouze jeden vzorek — USA, ktery se vykazuje

nejvyssi odliSnosti od ostatnich.
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5.3 ITS-RFLP

5.3.1. Optimalizace na zakladnim souboru

Optimalizace metody, stejné jako u ostatnich metod molekularnich markert
probihala na zakladnim souboru, kdy byly optimalizovany poZzadavky analyzy na
genomickou zdrojovou DNA, podminky PCR reakce, jak v jejim sloZeni, tak v jejim prabéhu
a vhodné techniky separace. Dale byly upraveny podminky restrikce, jak jeji délka, tak

koncentrace restrikénich endonukleaz pro dobrou reprodukci restrikéniho profilu.

Obr. 16: Ukazka vizualizace nestépeného cilového fragmentu ITS regionu po PCR,
elektroforéza 2% agardzovy gel; rGzné primerové kombinace A: ITS5-ITS4, B: ITS1-1TS4, C:

ITS1F-ITS4
BS Pk Pm PFR L L B5 Pk Pm PFR L BS Pk Pm PFR
&'\
— —
—. ]
T T T . . - -m
—— o
T ITS- nest ITS-nest
A ITS-nest B C &

Na téchto cilovych produktech bylo dale otestovano ¢trnact restrikénich

endonukledz a pro dalsi analyzy vybrany pouze ty, které Stépily dany fragment.

Pouze jako ukazka jsou zde uvedeny vzorové charakteristiky pro primerovy par

ITS5-ITS4 (Obr. 17 na zakladnim souboru ¢tyr vzorkd pro optimalizaci metod.
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Obr. 17: Restrikéni profily cilového fragmentu ITS regionu po PCR, primerovy par ITS5-1TS4
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Dle prGbéznych vysledkl, kdy restrikéni profily vSech testovanych primerovych
kombinaci vysly naprosto stejné, byla pro analyzy dalSich soubor( vybrana pouze jedna
primerova kombinace a to 5-4. A to z dUvodu nejlepSich restrikénich profilG a také, Ze

postihuje cely region ITS1i2 a 5.8S.

5.3.2 Ovéreni funkcnosti metody ITS-RFLP na modelovém souboru

Tab. 18 uvadi pocty ziskanych fragmentl a polymorfni charakter jednotlivych
restrikénich endonukledz v modelovém souboru. Na jejimz zakladé byla z prvnich péti
(Hhal, Alul, Mbol, Haelll a Msel) provedena klastrovd analyza v programu MVSP a

vytvoren podobnostni dendrogram (Obr. 18).

Tab. 18: Restrikéni polymorfismus testovanych endonukleaz.

Pocet fragmentt / polymorfni charakter

Hhal 2-4 fragmenty
Alul 0-2 fragmenty
Mbol 2-3 fragmenty
Haelll 4-5 fragmentu
Msel 0-2 fragmenty
Hpall 4 fragmenty/ neni polymorfni
Clal 2 fragmenty/ neni polymorfni
Mspl 4 fragmenty/ neni polymorfni
Hinfl 4 fragmenty/ neni polymorfni
Tag®l 3 fragmenty/ neni polymorfni
EcoRl nestépila
Sspl nestépila
Pstl nestépila
Hindlll nestépila
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Obr. 18: Dendrogram vytvoreny na zakladé restrikéniho Stépeni 5 restrik¢nimi
endonukledzami Hhal, Alul, Mbol,Haelll, Msel fragmentu po PCR, primerova kombinace
ITS5-ITS4.
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Na urovni 70-ti procentni podobnosti Ize odlisit dvé skupiny vzork(, kdy prvni
skupinu (1) predstavuje samostatny vzorek PFR, kterd se od druhé odliSuje z 50-ti procent.
Druhd skupina (1) se na Urovni 87 procent rozstépuje na dalsi tfi podskupiny, kde prvni (1)
obsahuje vzorky Pm, KR7, Kol, SVE, SSSR, SKO1 a zahrnuje jeden vzorek (Pm) uréeny jako
Beauveria brongniartii. Druhd podskupina (2) obsahuje Pk a SK08, které vykazuji na
zakladé této analyzy shodu a vzorky B5, KR6, Rum a USA, které jsou si taktéZ podobné ze

100 procent. A tfeti podskupina (3) C, Ind, Fr a Pol.

5.4 Sekvenacni analyza ITS regionu

Pro detailnéjsi porovnani viech vzork( byla provedena sekvenacni analyza daného
fragmentu — ITS5-ITS4. Pro vzorky ze zakladniho souboru je zde zobrazen alignment
ziskanych sekvenci ITS regionu. Fylogeneticky strom pro tyto ctyti vzorky nebyl
samostatné vytvaren, protozZe se vSechny Ctyti vzorky objevuji i v sadé modelové. Pro tu

jiz byl fylogeneticky strom v programu SplitsTree4 vytvoren (Obr. 20).
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5.4.1 Optimalizace na zakladnim souboru

Porovndni sekvenci ITS5-ITS4 fragmentu ¢tyf vzork( zakladni sady (Pk, Pm, B5 a
PFR) je zobrazeno na Obr. 19, kde jsou na prvni pohled patrné Ctyri vétsi delece (pozice
42-43, 102-103, 111-125 a 137-139) u vzorkl Pk, Pm a B5 oproti vzorku PFR. Objevuje se

zde i mnoho bodovych mutaci, napf. v rozmezi 160. a 180. baze nebo v okoli 480.

Obr. 19: Alignment vzorkud zakladni sady, vytvoreny v programu Bioedit.

DUTILINE 2 T T T T T Y T T T T T B B A B B

- 10 20 30 40 50 G0 70
B5 TCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT -~ CAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGT

PK TCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT -~ CAACTCCCCAACCCTTCTGTGAACCTACCTATCGT
PM TCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTT -~ CAACTCCCAARACCCTTATGTGAACCTACCTATCGT
PFR TCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTAACGAGTTTTTTCAACTCCCTAACCCTT - TGTGAACATACCTATCGT

UL A T T O T O L T O T T O O TN O T O O I O O O T O T O R I B B R BRI )
| I | I | I | | I | I | I |

- 80 950 100 110 120 130 140 150
B5 TGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGC - CCGGACG CGGACTGGACC ~AGCGGCCCGLCGGGGACT
PK TGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGC -~ CCGGACG CGGACTGGACC ~AGCGGCCCGCCGGGGACT
PM TGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGC - C-GGACG CGGACTGGACC ~AGCGGCC-GCCGGGGACC

PEFR TGCTTCGGCGGACT CGCCCCGGCGT CCGGACGGCCUTGECGCCECCCEUGACCCGGACCCAGGCGGCC-GCCGGAGATT

;<lll‘|'lll‘llll‘lrll‘lllllllll‘llll‘llll‘llll‘lrll‘lllllllll‘llll‘llll‘llll‘llllﬂ

160 170 180 190 200 210 220 230
B5 TCAAACTCTTGTATT -CCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAA - CAAATGAATCAAAACT TTCAACAACGGA
PK TCAAACTCCTGTATT-CCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAAACARATGAATCAAAACTTTCAACAACGGA

PM ATCAAACTCTTGTATTATCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAA-CAANTAAATTAAAACTTTCAACAACGGA
PFR CACAAATTCTGTTTCTATCAGTCT -TTCTGAATCCGCCGCAAGGCAAAN - CAMATGAATCAAANCTTTCAACAACGGA

DU T A O T R O T O T T O O O T O O T O TN I O N T O O O A O N O TN B B R Y OO T
{\ | I | I | I | I | I | I | I

270 280 290 300 310
B5 TCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAARACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT CCAGTGAATCATCG

PK TCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT CCAGTGAATCATCG
PM TCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT CCAGTGAATCATCG
PEFR TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCG

DUUIS I T T O T T L O O L L O B

B 320 330 340 350 360 370 380 391
B5 AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCCCC

PK AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCC
PM AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCC
PER AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAARCCCTCGACACCC

IR R R N N N AN T N A N N L AU L AR RN AR NN A A R R N S N N I SN AL NI N A SN U N AN N AR N N AL AU N B BN AR T

BS CCTTGGGGAGGTYGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCETCCGCGGCGACCT
PK CCTTGGGGAGGTCGGCGETTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCETCCGCGGCGACCT
PM CTTTGGGGAAGTCGGCGETTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCCCETCCGCGGCGACCT
PEFR CTTCGGGGGAGTCGGCGETTGGGGACCGGCAGCATACCGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGCCCETCCGCGGCGACCT

Al“lll‘llll‘llll‘llll‘llll‘lll“llll‘llll‘llll‘llrl‘llll‘l'll‘llll‘llll‘llll‘lﬂ
- 470 480
B5 CTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTARAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCG

PK CTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTARAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCG
PM CTGCGTAGTAAACCAACTCGCACCGGAACCCCGACGTGGCCACGCCGTARAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCG
PEFR CTGCGTAGTACTCCAACGCGCACCGGGAACCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCG

LA I L T R L N B

550 560 570
B5 AATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTA

PK AATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTA
PM AATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTA
PFR GATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTA
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5.4.2 Oveéreni funkcnosti sekvenacni analyzy ITS regionu na

modelovém souboru

Na zakladé zjisténi, Ze je metoda vtomto provedeni opakovatelnd a
reprodukovatelna, byla aplikovana na modelovy soubor kmenu (viz tab. x), kde byla

ovérena jeji funkénost a reprodukovatelnost.

Obr. 20: Fylogeneticky strom modelového souboru vytvoreny na zakladé sekvenacni
analyzy ITS regionu (ITS5-1TS4) — 17 taxon(, metoda NJ, nezakofenény (sekvence obsahuiji
576 znaku, 497 znakl je konstantnich, parsimony informativnich znakd je 16).

FFR I V_

Na zakladé sekvenacni analyzy ITS regionu byl vytvoren fylogeneticky strom, ve
kterém se objevilo pét zakladnich shluk(. Prvni tfi (I, Il, Ill) pfedstavuji druh Beauveria
bassiana, ctvrty (IV) Beauveria brongniartii a paty (V) druh Isaria fumosorosea
(Paecilomyces). Shluk | obsahuje vzorky B5 a KR6, které jsou na zakladé této analyzy
shodné, shluk Il zahrnuje vzorky Pol, Fr, C a Ind a shluk 1ll USA, Pk, Rum a SK08. Ctvrta
skupina (IV) sestava ze vzorkd Pm, Col, SSSR, SVE, SKO1 a KR7 a patd (V) pouze jeden
vzorek a to PFR. Mezi jednotlivymi druhovymi skupinami nedochazi k prolinani vzorku, a

proto lze o tomto molekuldrnim markeru fici, Ze na rodové a druhové Urovni slouzi velmi

94



dobre, ale na kmenové jiz nikoliv. | kdyZ se druh Beauveria bassiana rozpadl do tfi skupin,
coz také urcuje jeho polyfyleticky charakter, je vidét, Ze je to stale kompaktni skupina
vzorkd. To také naznaduje, Ze primdrni uréeni vzorkd Col, SSSR, SVE, SKO1 a KR7 jako
Beauveria bassiana bylo chybné. A jelikoz jiz druhy molekuldrni marker tyto vzorky
pfifazuje opakované kvzorku Pm, jakoZto predstaviteli druhu B. brongniartii, 1ze toto

druhové pfic¢lenéni brat jako smérodatné.

5.4.3 Analyza souboru kment pro aplikaci

Obr. 21: Fylogeneticky strom aplika¢niho souboru vytvoreny na zakladé sekvenacni
analyzy ITS regionu (ITS5-1TS4) — 54 taxon(, metoda NJ, zakofenény vzorkem PFR
(sekvence obsahuji 583 znak, 483 znak je konstantnich, parsimony informativnich
znaku je 49)
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Stejné tak jako u predeslého fylogenetické stromu (Obr. 20) se i zde podafilo
odlisit druh Beauveria brongniartii od Beauveria bassiana, jejiz skupina sestava ze tfi
shlukd (1, 11, lll). ZnichZ jeden predstavuje naprosto homogenni skupinu vzork( z NP
Sumava a KR6 (1), viechny predstavujici B. bassiana. Dal$i dva shluky jsou zjinych
geografickych a agroekologickych oblasti a tento fakt miZe znamenat jejich zarazeni ve
fylogenetickém stromé. | kdyz pGvod vzorku Pk je CR je zafazeni do vzdalené&jsi skupiny
muze byt divodem jiného typu odbérové lokality. Touto otdzkou jsem se v této praci
nezabyvala, ale mohl by to byt dalS$i namét pro pokracovani tohoto projektu. Dale se zde
vyClenily vzorky Pm, KR7, Col, SSSR Sve a SKO1 do samostatné skupiny (IV), kterd
pfedstavuje druh B. brongniartii. V paté skupiné (V) je pouze samostatny vzorek Bbr,
prislusejici druhu B. brongniartii také, stejné jako IV. skupina vzork(. Pouze jeho
geograficky puvod odbéru je odlisny, ale jeho podobnost se IV. skupinou je vyssi nez se

skupinami I, I, 111.

Pro potvrzeni ziskanych vysledkl druhového zafazeni jednotlivych skupin
sekvenacni analyzou ITS regionu, byl vytvoren jesté jeden fylogeneticky strom, ve kterém

jsou zatazeny vzorky, jejichz sekvence byly ziskdny z databaze NCBI.

Tab. 19: Seznam vzork( z NCBI pouZitych pro analyzu ITS regionu

Druh (oznaceni Accesion Oznaceni
autora) number v NCBI | v genetické analyze
Beauveria bassiana GU233704 BbaGU233
Beauveria HM595509 Bbr_ HM595
brongniartii

Isaria fumosorosea GU194181 IFR_GU194

Lecanicillium lecanii EU284720 Lecanicil

Isaria farinosa JF718690 Isaria_fa
Neurospora crassa F1537097 Neurospor
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Obr. 22: Fylogeneticky strom vytvoreny na zakladé sekvenacni analyzy ITS regionu (ITS5-
ITS4) — 25 taxonl, metoda NJ, zakorenény vzorkem Neurospor (sekvence obsahuji 598
znak(l, 308 znak je konstantnich, parsimony informativnich znaku je 51)
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Po pfifazeni sekvenci vzorkd uvedenych v Tab. 19 do analyzy ke vzorkim
modelového souboru byl ziskdn fylogeneticky strom, ktery vykazuje stejny trend, jako je
uvedeno na Obr. 22. Doslo k potvrzeni druhového a rodového zarazeni nami
analyzovanych vzorkd a jejich usporadani do homogennéjsich skupin, kdy Beauveria
bassiana je velmi polyfyletickou skupinou a pravdépodobné by analyza presného plivodu

odbéru a typu odbérové lokality dodala lepsi informacni rozmér celé analyze.
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5.5 LSU-RFLP

Postup testovani vhodnosti LSU-RFLP probihal stejné jako u vSech testovanych
metod molekularnich markerd, ale po testovani na jak na zdkladnim, tak na modelovém
souboru nebyl prokdzdn zadny restrikéni polymorfismus, proto bylo pfistoupeno

k sekvenacni analyze daného useku velké podjednotky ribosomalni DNA.

Pro demonstraci jsou zde uvedeny tfi obrazky, kdy prvni predstavuje produkt

cilového useku LSU a druhé dva ukazku restrikéniho Stépeni daného produktu.

Obr. 23: Vizualizace cilovych produktl LSU po PCR (A) a restrik¢nich profilG Mbol (B) a
Hinfl (C)po elektroforéze na 2% agarézovém gelu.
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5.6 Sekvenacni analyza LSU rDNA

5.6.1 Optimalizace na zakladnim souboru

Optimalizace metody, stejné jako u ostatnich metod molekularnich markert
probihala na zakladnim souboru, kdy byly optimalizovany poZadavky analyzy na

genomickou zdrojovou DNA, podminky PCR reakce, jak v jejim sloZeni, tak v jejim prabéhu

a vhodné techniky separace.
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Pro vzorky ze zdkladniho souboru je zde zobrazen alignment danych sekvenci
useku genu velké podjednotky ribosomalni DNA. Fylogeneticky strom pro tyto Ctyfi vzorky
nebyl samostatné vytvaren, protoZze se vSechny Ctyfi vzorky objevuji i v sadé modelové.

Pro tu jiz byl fylogeneticky strom v programu SplitsTree4 vytvoren (Obr. 25).

Porovnani sekvenci ziskanych amplifikaci pomoci primerového paru NL1-NL4
fragmentu Ctyf vzork( zdkladni sady (Pk, Pm, B5 a PFR) je zobrazeno na Obr. 24, kde
nejsou na prvni pohled patrné zadné vétsi delece ani inzerce, ale objevuje se zde i mnoho
bodovych mutaci, napt. na pozici 399, 462 a 463 nebo v rozmezi 480-482. Diky sekvenacni

eV v

analyze byly zjiStény presné velikosti jednotlivych vzork(, které se liSily fadové

v jednotkach bazi.

Obr. 24: Alignment vzorkd zakladni sady, vytvoreny v programu Bioedit.

R RN R RN R RN R R RN RN RN RN RN R R RN R R RN R RN R RPY
- | | | | | | | | | | I | | | | | | | | | | |

- 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
B5 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATT TGAAATCTGGCTCTCAGGGCCCGAGTTGTAAT
Pk GCATATCAATAAGCGGAGGAARAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCARATCCTGARATCTGGCTCTCAGGGCCCGAGTTGTAAT
Pm GCATATCAATAAGCGGAGGAARAGAAACCARCAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCARCAGCTCARATT TGARATCTGGCCCTC GGGTCCGAGTTGTAAT
PFR GCATATCAATAAGCGGAGGAAARAGAARCCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCARCAGCTCAAATT TGARATCTGGCCCTC GGGTCCGAGTTGTAAT
T T R T U U U U U U U T T T U T R T [T rn e
- 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
BS TTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGARACGGGACGCCACAGAGGGTGAGAGCCCCGTATGGTCGGACACCGAGCCTCTGTRAAGCTCCTTCGAC
Pk TTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCACAGAGGGTGAGAGCCCCGTATGGTCGGACACCGAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGAC
Pm TTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTCGGACACCGAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCAAC
PFR TTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTCGGACACCGAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGAC
NEEERER RN RN R N NN R R N N RN RN RN R RN R
# 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
B5S GAGTCGAGTAGTTTGGGAARTGCTGCTCAARATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTARATATTGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGAT GAARAGC
Pk GAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCAARATGGGAGGTATATGTCTTCTARAAGCTARATATTGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGC
Pm GAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCAARATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTARATATTGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGARAGATGAAAAGC
PFR GAGTCGAGTAGTTTGGGAARTGCTGCTCAARATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTARATATTGGCCAGAGACCGATAGCGCACARGTAGAGTGATCGARAGAT GAARRGC
T U U O U R [T T U [ U O [Tt
- 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440
BS ACTTTGARAAGAGGGTTARARARGTACGTGARATTGTTGAAAGGGAAGCGCCTATGACCAGACTTGGGCCCGGTGAATCACCCAGCGTTCTCGCTGGTGCACTTTGCCGGGC
Pk ACTTTGARRAAGRAGGGTTARARARGTACGTGARATTGTTGAAAGGGAAGCGCCTATGACCAGACTTGCGCCCGGTGAATCACCCAGCGTTCTCGCTGGTGCACTTTGCCGGGC
Pm ACTTTGARAAGAGGGTTARRAARGTACGTGARATTGTTGAAAGGGAAGCGCCTATGACCAGACTTGCGCCCGGTGARTCATCCAGCGTTCTCGCTGGTGCACTTTGCCGGGC
PFR ACTTTGARAAGAGGGTTAARRAAGTACGTGARATTGTTGAAAGGGAAGCGCCTATGACCAGACTTGAGCCCGGTGAATCATCCAGCGTTCTCGCTGGTGCACTTTGCCGGGC
T T T O R O R R U U U R U L O Y |
- 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550
BS ACAGGCCAGCATCAGTTCAGCGCGGGGGAGRAAGGCTTCGGGAATGTGGCTCCCTCGGGAGTGTTATAGCCCGCTGCGTAATGCCCTGCGCCGGACTGAGGTACGCGCATT
Pk ACAGGCCAGCATCAGTTCAGCGCGGGGGAGRAAGGCTTCGGGAATGTGGCTCCCTCGGGAGTGTTATAGCCCGCTGCGTAATGCCCTGCGCCGGACTGAGGTACGCGCATT
Pm ACAGGCCAGCATCAGTTTGGCGCGGGGGARRAAGGCTTCGGGAATGTGGCTCCCTCGGGAGTGTTATAGCCCGCTGCGTAATACCCTGCGCCGGACTGAGGTACGCGCATC
PFR CCAGGCCAGCATCAGTTTGGCGCGGGGGATARAGGTGACGGGAATGTGGCTCCCTCGGGAGTGTTATAGCCCGCTACGTAARTACCCTGCGCCGGACTGAGGTACGCGCATT
LT O |
ﬂ 560 570 580 590 600
BS TGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAGCGACCCGTCTTGRAACACGGACC
Pk TGCAAGGATGCTGGCGTARTGGTCATCAGCGACCCGTCTTGARAACACGGACC
Pm CGCAAGGATGCTGGCGTARTGGTCATCAGCGACCCGTCTTGAAACACGGACC
PFR TGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAGCGACCCGTCTTGARACACGGACC

5.6.2 Ovéreni funkcnosti metody LSU rDNA na modelovém

souboru

v

Na zakladé zjisténi, Ze je metoda vtomto provedeni opakovatelnd a
reprodukovatelnd, byla aplikovdna na modelovy soubor kmenu (viz tab. x), kde byla

ovérena jeji funkénost a reprodukovatelnost.
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Obr. 25: Fylogeneticky strom modelového souboru vytvoreny na zakladé analyzy sekvenci
LSU rDNA — 17 taxonu, metoda NJ, nezakorenény (sekvence obsahuji 607 znaku, 580
znak je konstantnich, parsimony informativnich znak( je 12)

S56R

Sl
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Tento fylogeneticky strom (Obr. 25) vykazuje obdobnou charakteristiku ziskanych
dat jako sekvenacni analyza ITS regionu (viz vyse), vytvorily se zde Ctyfi hlavni skupiny.
Shoda vzork( Pm, KR7, Col, SSSR, SVE a SKO1 (ll) potvrzuje plvodni urceni B. bassiana jako
chybné a potvrzuje vysledek zpredchozich analyz, Ze druhové zarazeni mezi B.
brongniartii je spravné. Vzorky B5, KR6, Pol, Fr (I) vykazuji naprostou shodu v sekvenci
daného useku a pomoci jeho analyzy je nelze odlisit. Pfi¢inou této podobnosti bude jejich
geograficky plvod a pravdépodobné agroekologicky typ lokality odbéru, kterou se ostatni
vzorky B. bassiana v této sadé lisi nebo jsou si geograficky vzdalenéjsi — Rum, SK08, Ind,
USA, Pk, C (IV). Posledni skupinu zastupuje vzorek PFR (lll), ktery pfedstavuje rodové

vzdalenéjsi skupinu.
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5.6.3 Analyza souboru kment pro aplikaci

Obr. 26: Fylogeneticky strom aplika¢niho souboru vytvoreny na zakladé analyzy sekvenci
LSU rDNA — 54 taxonu, metoda NJ, zakorenény vzorkem PFR (sekvence obsahuji 609
znak(l, 577 znakU je konstantnich, parsimony informativnich znaku je 18)
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Na zakladé vysledk(ll analyzy sekvenci LSU aplikacniho souboru (Obr. 26) je

homogenita populace NP Sumava potvrzena jiz tfetim molekuldrnim markerem. Analyza
useku LSU rDNA, jakoZto oblasti kédujici oblasti, ma stejny charakter vysledk(l jako oba

predchazejici molekuldrni markery (SSR a ITS).

Vytvorily se zde tfi hlavni skupiny, kdy prvni (I) obsahujici celou zkoumanou
populaci z NP Sumava, KR6, Pol aFr jsou na zakladé téchto zcela shodné. Druhd skupina
(1) zahrnuje vzorky Pk, USA, C, Rum, SKO8 a Ind, které jsou prvni skupiné velmi podobné a
spole¢né predstavuji druh Beauveria bassiana. Treti skupina (lll) — vzorky Pm, KR7, SVE,
SKO01, Col, SSSR a Bbr se jednoznacéné odlisSila od predchozich skupin a predstavuje druh

Beauveria brongniartii. Cely strom je zakofenén vzorkem PFR, jakoZto druhové
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nevzdalenéjsim od vSech ostatnich, ktery spolu se vzorkem IFR pfedstavuje druh Isaria

fumosorosea.

Pro potvrzeni ziskanych vysledkl druhového zafazeni jednotlivych skupin
sekvenacni analyzou LSU, byl vytvoren jesté jeden fylogeneticky strom, ve kterém jsou

zarazeny vzorky, jejichz sekvence byly ziskany z databaze NCBI.

Tab. 20: Seznam vzork( z NCBI pouzitych v analyze

Druh (oznaceni autora) Accesion Oznaceni
number v NCBI | v genetické
analyze

Beauveria bassiana AY312602 Bba_AY312
Beauveria bassiana AF049164 Bba_AF049
Beauveria brongniartii AB027381 Bbr_AB027
Isaria fumosorosea EF429304 Pfr97_EF4
Isaria fumosorosea AF170081 Pfr_AF170
Paecylomyces sp. AF173002 Paesp_AF1
Lecanicillium lecanii AF172336 Lle_AF172
Lecanicillium lecanii ui17421 Lle_U1742
Isaria farinosa AF172342 Ifar_AF17
Cordyceps militaris AF049166 Cormi_AF
Neurospora crassa u40124 Neurospor
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Obr. 27: Fylogeneticky strom aplika¢niho souboru vytvoreny na zakladé analyzy sekvenci
LSU rDNA — 28 taxonu, metoda NJ, zakorenény vzorkem Neurospor (sekvence obsahuiji
614 znaku, 506 znakd je konstantnich, parsimony informativnich znak je 30).
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Charakter tohoto fylogenetického stromu (Obr. 27) je obdobny jako u pfedchozich,
pouze v tomto jsou do analyzy zarazeny vzorky, jejichz sekvence byly ziskany z databaze
NCBI. A i pres tyto pridané vzorky Ize spolehlivé uréit jak rod, tak druh a jako druhovy
marker je vhodny. Na poddruhové urovni se geograficky pribuzné vzorky v sekvenci

shoduji a nelze je odlisit.

Lze zde spatfovat ctyfi skupiny vzork(, jako prvni () Beauveria bassiana,
rozpadajici se skupina, druha (ll) Beauveria brongniartii, tfeti (lll) vzorky rodu Isaria a
posledni (IV), kde jsou zafazeny vzorky Lecanicillium lecanii. Cely strom je zakofenén

vzorkem Neurospora crassa.
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5.7 AFLP

Byly testovany tfi metodiky, jedna dle origindlniho protokolu dle Vos (1999) a dvé
modifikované dle Suazo (1999) a de Muro (2003). Od prvnich dvou nebyly ziskany témér
zadné relevantni vysledky. Pfi pouziti standardniho protokolu dle Vose pouzivaného pro
ostatni genomy Uspésné, se projevil vtomto pripadé maly genom hub jako nevyhoda
vtom, Ze se generovalo pfiliS malo produktd a nebylo moZno ziskat hodnotitelné

vysledky.

U protokolu dle de Muro se objevil problém vhodnosti pouZité restrikéni
endonukleazy. Tento protokol je jednoduchou modifikaci protokolu dle Vose, jako hlavni
zména je zde v poutiiti jiného restrikéniho enzymu a spojeni dvou krok( — restrikce a

ligace.

Ani jeden ztéchto dvou protokoll nebyl pro ucely AFLP analyzy u mnou
zkoumanych entomopatogennich hub vhodny a proto byl po téchto zjisténich pouzit pro

testovani viech souborU treti protokol — dle Suazo (2003).
5.7.1 Optimalizace na zakladnim souboru

Pro optimalizaci AFLP analyzy byla pouzita DNA extrahovana pomoci protokolu
CTAB-SDS, jak z dlivodu vétsi vytéZnosti vysokomolekularni DNA, kterou k této analyze
potfebujeme. Byly provedeny optimalizace jednotlivych krok( protokolu, PCR cykll a
nasedacich teplot pro amplifikaci, vhodné koncentrace primerG a adaptor(, vyhodnoceni
pouzitelnosti jednotlivych primerl a vybér vhodné separacni techniky, jak z hlediska

reprodukovatelnosti, tak z hlediska finan¢ni ndroénosti.

Z celkového poctu 14-ti testovanych primer( (viz Tab.) bylo pro analyzy vybrano 7,

z dlivodu jejich reprodukovatelnosti, opakovatelnosti a moznosti dobrého hodnoceni.
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Obr. 28: Ukazka AFLP profili selektivnich primerd ATG, AAG po separaci na 2%
agarézovém gelu.

5.7.2 Ovéreni funkcnosti metody AFLP na modelovém souboru

Po otestovani vSech dostupnych selektivnich primerd, byly vybrany pro analyzu
modelového souboru primery — GAC, ACA, ACG, AAG, ATG, TTG a TCA (viz Tab. 21) Na
zakladé vyhodnoceni ziskany profill, byl vytvofen dendrogram v programu MVSP, jez

vypovida o jejich pribuznosti.

Tab. 21: Pocty generovanych pruht u jednotlivych selektivnich primer( pouzitych
v analyze AFLP

Selektivni Pocet generovanych
primer pruh
GAC 25
ACA 26
ACG 30
AAG 27
ATG 27
TG 21
TCA 24
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Obr. 29: Dendrogram analyzy vytvoreny na zakladé AFLP analyzy pomoci 7 selektivnich
primerQ.
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Pomoci AFLP analyzy se podafilo odlisit jak jednotlivé rody, tak i druhy
zkoumanych vzorkli entomopatogennich hub. Je mozné odlisit vSechny individualni
kmeny, které se formuji do dvou hlavnich skupin. Prvni skupina (I) obsahujici vzorek PFR
se od druhé (), ktera predstavuje druhy Beauveria, odliSuje na 50-ti procentni Grovni. Na

urovni 70-ti procentni podobnosti se druha skupina rozdéluje na devét podskupin.

Prvni (1) a druha (2) podskupina sestava z jednotlivych vzork( USA a SK08. Treti (3)
ze vzork® Ind a Rum. Ctvrta podskupina (4) obsahuje vzorek SKO1 a pata (5) vzorky KR7,
SSSR, SVE a Col, ktera témér plné odpovida skupinam z pfedchozich analyz — Beauveria
brongniartii. Sestd podskupina (6), vzorky Fra a Pol, vykazuje nejvy$si miru podobnosti
mezi témito dvéma vzorky a to 80 procent. Sedma (7) a osma (8) podskupina obsahuiji
vzorky Pk a Pm a devata podskupina B5, KR6, C. Vzorky ve vSech podskupinach kromé
paté odpovidaji druhu Beauveria bassiana, az na jeden jediny vzorek, a to Pm, ktery byl
v predchozich analyzach zatazovan do skupiny Beauveria brongniartii. Dlvodem mohou
byt typ a pocet pouzitych selektivnich primer(. Nebo také stejny typ odbérové lokality

mezi vzorky Pm a Pk.
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Obr. 30: Graf PCO analyzy vytvoreny na zakladé AFLP analyzy pomoci 7 selektivnich
primerq.
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Po PCO analyze stejného souboru jako na Obr. 29 se seskupily tfi hlavni skupiny,

kdy prvni (I) a druha (ll) ptedstavuji druh Beauveria bassiana a treti (lll) Beauveria

brongniartii. | tato analyza potvrdila druhové zarazeni vzorkl SSSR, SVE, Col, KR7, SKO1

Beauveria brongniartii jako spravné.

5.7.3 Analyza souboru kment pro aplikaci

Pro analyzu aplika¢niho souboru pomoci metody AFLP byly pouzity stejné

selektivni primery jako u modelového souboru a ziskan dendrogram Obr. 31.
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Obr. 31: Dendrogram vytvoreny na zadkladé AFLP analyzy pomoci 7 selektivnich primera.
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Po pridani do statistické analyzy celé zkoumané populace Beauveria bassiana z NP
Sumava a dvou vzorkd IFR a Bbr, takté? odebranych v NP Sumava, byl ziskdn tento
dendrogram, které kopiruje vysledky predchdazejiciho obrazku (Obr. 29). Tak jako
v analyze mikrosatelitd, ITS regionu i LSU rDNA i zde je populace B. bassiana z NP Sumava
homogenni a jako nejpfibuznéjsi vzorek je KR6. Ostatni vzorky B. bassiana pouze dokazuji
polyfyleticky charakter tohoto druhu. Vzorek B. brongniartii, ktery byl jiz morfologicky
determinovan jako B. brongniartii potvrdil sprdvnost vSech analyz, na jejichz zakladé byly

zarazeny vzorky SKO1, KR7, SSSR, SVE a Col k tomuto druhu.
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6. Diskuze

Uspésnost a kvalita vysledkl viech analyz molekuldrnich markerd zavisi na mnoha
technickych i chemickych aspektech. Stejné jako Lugert et al. (2006), Enkerli a Widmer
(2009) a Myoung-Hwan Chi et al. (2009) zdlrazrnovali, Ze dobra extrakce vysoce kvalitni
DNA je velice dUlezitou otazkou v pfipadé molekuldrni a ekologické analyzy
entomopatogennich hub, je i v této praci kladen velky dliraz na vhodnou techniku izolace
DNA pro jednotlivé metody analyzy DNA u entomopatogennich hub. Jiz Vega et al. (2008)
se zminovali o problému extrakce DNA z mycelia hub Beauveria bassiana, kdy se zaméfili
na vyznam mechanického rozruseni bunécné stény hub, pomoci zirkoniovych sklenénych
kulicek. V. mém pripadé jsem vyuzila tfi komercni kity a dvé metody zaloZzené na pfidani
raznych chemickych aditiv, jez napomahaji k vyvazani DNA z komplexd membran a

lepSimu procisténi.

Z péti testovanych metod extrakce DNA byly vybrany dvé — izolace pomoci DNeasy
Plant Mini kitu (Qiagen), ktera se jevila v této studii vhodna pro dvé metody MM — analyzy
mikrosatelitd a ITS regionu. Tento kit je vyuZivany hlavné pro izolaci DNA z rostlinnych
tkdni (napf. Wang et al. (2009)), pro které je plvodné urcen, ale v mykologii nasel
v mnoha pripadech vyuziti také. Tuto metodu vyuzili také Reay et al. (2008) pro izolaci
DNA Beauveria bassiana a naslednou amplifikaci fragmentu genu pro EF-1alfa, Castrillo et
al. (2008), ktefi proanalyzu mikrosatelitovych markerld, na jejichz zadkladé byla
posuzovana geneticka variabilita mezi izolaty Beauveria bassiana nebo i Fernandes et
al.(2009) pfi testovani genetické variability populace Beauveria bassiana v Brazilii. A jako
druhd metoda vyuZivajici CTAB-SDS byla pro analyzy velké podjednotky ribosomalni RNA a
AFLP vybrana z divodu potieby dostatecného mnoiZstvi vysokomolekuldrni DNA, ktera
byla pro reprodukovatelny vysledek nutna. Zde se s nazory nékterych autorl (napf.
Obornik et al. 2001), kteti tvrdi, Ze pro PCR a naslednou sekvenacni analyzu je dostacujici
mnozZstvi DNA do 10ng, rozchazim, ale pro podminky mych analyz vysoké mnoZstvi

pocatecni DNA bylo nezbytné.
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Vybér vhodné separacni a detekéni metody ze CEtyr testovanych po analyze
mikrosatelitd z pohledu nejcitlivéjsi a nejpresnéjsi metody padl na metodu vyuZivajici
sekvenator — fragmentacni analyza. Tuto metodu kladné hodnotil i Wang et al.
(2009), ktefi uvedli, Ze pouzity sekvenator ABI 3130x| byl schopen rozlisit velikost alel
vrozmezi 1-2 bp. Pfi vyuZiti této techniky separace také hlavné odpadd nutnost
naro¢ného nalévani gelu a nandseni vzork( na gel (TreSlovda 2008). Z hlediska
nejpfijatelnéjsiho financniho zatiZzeni studie byla vyhodnocena pozitivné metoda
elektroforézy na 3% Synergelu, ktery oproti elektroforéze na agarézovém gelu ma lepsi

rozliSovaci schopnosti.

Analyza mikrosateliti predstavuje vsoucasné dobé nejpopuldrnéjsi geneticky
marker, ktery se pouzivd k hodnoceni populacni struktury a genetické variability u
entomopatogennich hub (Enkerli a Widmer 2009). Rehner a Buckley (2003) uvadi, zZe
mikrosatelitni markery jsou velmi vykonnymi nastroji pro ekologické a epidemiologické
studie, a pro presnou genotypizaci kmen( Beauveria bassiana. V této studii byl pouzit pro
analyzu mikrosatelitl soubor 54 kmen(, kde 36 z nich predstavovalo populaci Beauveria
bassiana sebranou na Gzemi NP Sumava, ostatni kmeny druhu B. bassiana byly z jinych
geografickych oblasti a zbytek byly zastupci jinych druhl — Beauveria brongniartii a Isaria
fumosorosea. Na zakladé analyzy mikrosatelitovych markerd nebyla prokazana zadna
geneticka odli$nost u populace z NP Sumava a tim jsem dospéla kzavéru, Ze tato
populace je naprosto geneticky homogennim souborem. CoZ poukazuje na uzavienou
oblast a také na potvrzeni hypotézy o ,lokdlnim kmenu“. Také Enkerli et al. (2001)
hodnotili uroven polymorfismu mikrosatelitovych markert ve sbirce kmenl Beauveria
pochdzejici z rlznych zemi, oblasti a zr(zného hmyziho hostitele, kdy potvrdili
geografickou zavislost jednotlivych populaci i pfibuznost na zakladé hostitele. Obdobnou
studii provedl|i Castrillo et al. (2008), ktefi pomoci mikrosatelitovych markert zkoumali
(potvrdili) vztah mezi kmeny Beauveria bassiana odebranych zrlznych stadii i typu
hostitele. Stejné tak Meyling et al. (2009) vyuzili tuto metodu pro charakterizaci
(genotypizaci) populace Beauveria bassiana v Dansku spolu s dalSimi typy molekularnich

markerd.
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DalSim testovanym molekuldrnim markerem v této praci je analyza ITS regionu,
které jsou jiz dlouho vyuZzivany v populacnich (Rehner a Buckley 2005) i taxonomickych
studiich (Liu et al. 1997). Mnoho studii prokazalo, Ze ITS region je ¢asto vysoce variabilnim
usekem u morfologicky odlisnych druhl hub, ale mohou se objevit i vyjimky (Gardes a
Bruns 1993). Vysledkem analyzy ITS regionu zkoumaného souboru v této studii bylo
druhové i rodové odliseni vzork(i a potvrzeni homogenity populace z NP Sumava. Stejné
jako Neuveglise et al. (1994) pouzili uspésné jak ITS-RFLP tak sekvenacni analyzu daného
Useku pro determinaci 30 kmenu rodu Beauveria pochdzejicich z riznych geografickych
oblasti a prokazali vyznamny stupen shody u vzorkd pochazejicich ze stejného hostitele,
tak i Fernandes et al. (2009) potvrdili vztah mezi geografickym plvodem a variabilitou ITS
regionu na druzich Beauveria bassiana pochazejicich z Brazilie a USA. Tak jako Coates et
al. (2002) rozdélil 90 kmen( Beauveria bassiana do osmi klastrd a tim naznadil
polyfyleticky charakter tohoto druhu, i v této praci doslo k potvrzeni heterogenity druhu

Beauveria bassiana.

Sekvenacni analyza LSU rRNA v mykologii je pomérné castym a vyuzZivanym
molekuldrnim nastrojem pro studium jejich biodiversity. A to z dlvodu, Ze 28S rRNA je
vysoce konzervativni opakujici se sekvence, pro jejiz analyzu lze pouZit univerzalni primery
(White et al. 1990). To bylo potvrzeno pti fylogenetické analyze na zakladé sekvenacni
analyzy Useku 28S rRNA, kdy byly pro srovnani pouzity rizné druhy entomopatogennich
hub a rozdily v sekvencich vykazovali nizsi variabilitu nez u ITS analyzy. Van der Auwera et
al. (1994) provadéli studie fylogenetickych vztahG u druhl hub Oomycetes,
Hyphochytridiomycetes a Chytridiomycetes na zakladé sekvenci 28S rRNA. Stejnou
metodu poutzili Sherriff et al. (1994) u rodu Colletotrichum i Guaded et al. (1989) u rodu
Fusaria. Vsichni dosli kjednomu zavéru a to k takovému, Ze se jednotlivé kmeny ve
fylogenetické analyze formovaly do shluku na zakladé taxonomické pribuznosti. Diky této
hojné vyuZivané vlastnosti tohoto molekuldrniho markeru — LSU rRNA, byla potvrzena
domnénka, kterd byla naznacena jiz prvnimi dvéma technikami — SSR a ITS, a to Ze kmeny
na zakladé morfologické charakteristiky determinované jako Beauveria bassiana mély
profil na zakladé analyzy molekuldrnich markert charakteristicky pro druh Beauveria

brongniartii a shlukovaly se do odliSného klastru. VSechny genotypy plvodem z NP
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Sumava byly na zakladé i této analyzy LSU rRNA naprosto shodné, a to ndm pouze znovu

potvrzuje uzavienou homogenni populaci.

Wang et al. (2003) provedli studii na 125 kmenech entomopatogenni houby
Beauveria bassiana sebranych zejména na Uzemi Ciny a z rdznych hostitelG. PouZili
specifické primery pro analyzu specifického Useku LSU rRNA intronu | o velikosti 830 bp. A
dospél ve svém vyzkumu k vyznamnému vysledku. Totiz, Ze genetickd pribuznost je vice
asociovana s geografickym umisténim, nez sdruhem hostitele, z kterého byl kmen
odebran. V nasem pripadé byl také prokazan vliv geografického plvodu a to hlavné u
kmen( Beauveria bassiana pochézejicich z odlidnych lokalit ne? NP Sumava a tim opét

také polyfyleticky charakter celého druhu.

Stejné jako vsechny analyzy molekularnich markertd je i AFLP technika vyuZivana
v populacni genetice u hub k ovérovani geografického plvodu i interakce s hostitelem (de
Muro et al. 2003; Fernandes et al. 2009). Avsak je vétSinou kombinovana s dalSimi
technikami molekuldrnich marker(i (Uma Devi et al. 2006). Své vysledky jsem porovnala s
praci Suazo a Hall (1999), ktefi metodu AFLP aplikovali pfi genotypizaci kmenl
entomopatogenni houby Nomuraea riley. Autorlim se pomoci této metody podafilo
vzorky rozdélit do tfi klastrl v zdvislosti na jejich geografickém plvodu. Pfi pouziti
stejnych primer( jako Suazo a Hall (1999) jsem rozlisila kmeny Beauveria bassiana a
Beauveria brongniartii odebrané zNP Sumava od ostatnich vzorkl, pochazejicich
zrlznych oblasti svéta. Stejné jako autorovi, i mné se podafilo odliSit pomoci
dendrogramu, zalozeném na AFLP polymorfismu tfi klastry a vzorky tak rozdélit do skupin

podle geografického plivodu.

Meyers et al. (2007) pomoci AFLP provaddéné dle protokolu Suazo a Hall (2000)
ziskal dva specifické molekularni markery, pomoci kterych je mozno sledovat distribuci
Isaria fumosorosea — lokdlniho kmene v oblasti Florida (USA) a odliSit ho od Isaria

fumosorosea 97 Apopka.
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Ackoliv entomopatogenni druh houby Beauveria bassiana je u nas vyuzivana jako
soucast biologické ochrany nejcastéji proti lykoZzroutu smrkovém (/ps typographus),
ktery zptsobuje $kody na smrkovych porostech, v Ciné je naopak vyskyt tohoto druhu
nezadouci, jelikoZz zpUsobuje vyznamné ztraty na bourci morusovém (Bombyx mori).
Vyskytuje se na ném v podobé bile muskardiny a zplsobuje jeho smrt, a tedy i velké
ekonomické ztraty pti produkci hedvabi (Kumar et al. 1999). Jako vyznamnd biologicka
ochrana jsou preparaty na bazi Beauveria bassiana vyuzivany po celém svété k regulaci
napf. termitl, molic anebo proti moskytim zpusobujicim malarii (Clark et al. 1968). Dalsi
vyuziti je napriklad biologicka ochrana pred tfasnénkami u rychlené zeleniny péstované ve

sklenicich (Ludwig et al. 2002).

V biologické ochrané by mohlo mit toto zjisténi vyuziti v aplikaci kmene Beauveria
bassiana odebraného z NP Sumava zpatky do této oblasti pro ochranu proti lykoZroutu

smrkovému, nez aplikace komercéniho biopreparatu, u néhoz by nebyl znam pavod.
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7. 2Zavér

Pro hodnoceni genetické variability vSech zkoumanych soubor(i byly pouzity Ctyfi
rizné typy molekuldrnich marker(. SSR (analyza mikrosatelitl) jako druhové specificky
marker nekddujicich oblasti celym genomem, analyza ITS regionu — specificky
amplifikovaného nekddujiciho Useku, analyza LSU rDNA, jez postihuje specificky
amplifikované casti genl kédujici velkou podjednotku ribosomalni RNA, a AFLP jako
nespecificky marker, jehoz produkty zaujimaji cely genom a mohou obsahovat jak

koduijici, tak nekdduijici oblasti.

Typy analyz byly vybrany takto ucelové, aby dosSlo k zahrnuti vsech typu
molekuldrnich marker(, které se v populacnich analyzach pouzivaji nejcastéji, a aby se tak

ziskal co nejlepsi vysledek v porovnani danych metod.

VSechny analyzy prokazaly stejny charakter pribuznosti zkoumanych vzorkd. Jak
naprostou homogenitu populace Beauveria bassiana sebranou v NP Sumava (s tim i
souvisejici hypotézu ,lokdlniho kmene“), tak polyfyleticky charakter celého druhu
Beauveria bassiana. V celém souboru je patrna geografickd podobnost/zavislost, ktera je
pravdépodobné v nékterych pfipadech narusena vlivem typu odbéru nebo ekologickych
podminek odbérové lokality. Tato charakteristika nebyla u vSech analyzovanych vzork
sledovana, proto neni zahrnuta do charakteristik. Tento jev by mél byt zkouman v dalSich

studiich daného souboru entomopatogennich hub.

Dale bylo potvrzeno, Ze vSechny pouzité molekularni markery jsou vhodnym
nastrojem pro rodové i druhové zarazeni neznamych vzorkd, stejné tak i pro potvrzeni
taxonomického zarazeni po provedenych morfologickych charakteristikach. A pravé
vzorky KR7 (KRNAP, CR), SSSR (Rusko), SVE (Svédsko), SKO1 (Slovensko) a Col (Kolumbie),
které byly prvotné po morfologickych a biologickych charakteristikach urceny jako
Beauveria bassiana, byly na zakladé pouZitych molekularnich analyz zafazeny ke druhu

Beauveria brongniartii.
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Vsechny metody analyzy genetické variability u entomopatogennich hub jsou
vhodné, ale zalezi na Urovni hodnoceni (mezirodové, mezidruhové nebo vnitrodruhové),
na které se studie pohybuje, a tento fakt je nejdllezitéjsi pfi volbé molekuldrniho
markerd. Pro vnitrodruhovou variabilitu se zda byt nejvhodnéjSim markerem analyza
AFLP, jeZ se jevi jako nejcitlivéjsi, a pravé to, Ze postihuje cely genom, bude dlvodem

nejvyssi variability mezi vSemi testovanymi vzorky.

Pro spravnou taxonomickou determinaci se jevi jako nejvhodnéjsi sekvenacni
analyza LSU rDNA nebo ITS regionu. Sekvenacni analyza gen( pro velkou podjednotku
ribosomalni RNA se jiz mnoho let vyuziva v jak populacnich, tak v evolu¢nich studiich. A to
z dlvodu, Ze se jednd o Usek velmi konzervativni a zmény, které mohou v sekvenci nastat,
se déji s nizkou frekvenci. ITS region je o néco méné konzervativni, mnou zkoumany Usek
zahrnuje ITS 1 a 2 a 5.8S podjednotku rDNA, kde ITS 1 a 2 nejsou kddujici oblasti, a zmény
v téchto ¢astech nemusi byt pro organismus letdlni, cozZ je také dlivodem vyssi druhové

variability v téchto usecich.

Vsechny tfi zminéné analyzy jsou relativné casové narocné, i kdyZz vypovidaci
hodnota vysledku je velmi vysokd. Analyza mikrosatelitl je na rozdil od ostatnich technik
testovanych v této praci velmi rychld a vysledky ziskané touto metodou maji také vysokou
reprodukovatelnost. Jediny vyrazny rozdil oproti ostatnim je nutnost detekce

mikrosatelitd ve zkoumaném organismu.
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