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Abstrakt:

Biologicka ochrana rostlin proti hmyzim Skidcim pfedstavuje vyznamnou
alternativu vuci ochrané chemické. Jedna z velmi vyznamnych skupin, pouZitelnych
v biologické ochrané rostlin proti hmyzim Skidcim jsou entomopatogenni houby.
Entomopatogenni houby jsou mikroskopické houby, které jsou schopny vyvolavat
primarni onemocnéni hmyzich skdadca. Je to druhové velmi heterogenni skupina a
celosvétové bylo izolovano a popsano vice nez 750 druht entomopatogennich hub.
Mezi nejvyznamnéj$i rody entomopatogennich hub patfi rod Beauveria. V Ceské
republice byl zaznamenan vyskyt rodd B. bassiana, B. brongniartii a nové, na

zakladé této prace, B. caledonica.

Tato studie je zaméfena na potvrzeni vyskytu B. caledonica v NP Sumava.
K potvrzeni vyskytu byly vyuzity analyzy zaloZzené na metodach molekularnich
markerd. Molekularni markery jsou nepostradatelnou soucasti védy v oblasti
mykologie zahrnujici napfiklad popis kmenu, populaéni genetiku, detekci a
identifikaci hub, fylogenetické studie a evoluéni biologii. Pro tuto studii byly pouzity
sekvenacni analyzy regionu ITS, EF1-a a LSU. Vystupni data téchto analyz byla
pouzita na vytvofeni fylogenetickych stromu. Vysledkem je druhové zafazeni

zkoumanych izolata.

Klicova slova: Ascomycota, Beauveria, B. caledonica, entomopatogenni houby,

biologicka kontrola, molekularni markery
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Abstract:

Biological plant protection against insect pests is an important alternative to
chemical protection. One of the most important group used in the biological plant
protection against insect pests are the entomopathogenic fungi. Entomopathogenic
fungi are microscopic fungi that are able to induce a primary disease to insect pests.
It is a very heterogeneous group of species. Worldwide there were isolated and
described more than 750 species of entomopathogenic fungi. Genus Beauveria is
considered one of the most important genera of entomopathogenic fungi. In the
Czech Republic there has been confirmed species B. bassiana, B. brongniartii and

now, on the basis of this work, B. caledonica.

This study is aimed to confirm the occurrence of B. caledonica in National
Park Sumava. To confirm this occurrence, | used analyzes based on the methods of
molecular markers. Molecular markers are an indispensable part of science in the
field of mycology, for example the strain characterization, population genetics,
detection and identification of fungi, phylogenetic studies and evolutionary biology.
For this study there were used sequence analysis of ITS, EF1-a and LSU regions.
The output data of these analyzes were used to create phylogenetic trees. The
result of my thesis is taxonomical classification of studied isolates on species level.

Key words: Ascomycota, Beauveria, B. caledonica, entomopathogenic fungi,

biological control, molecular markers
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1. UVOD

Biologicka ochrana rostlin proti hmyzim Skidcim predstavuje vyznamnou

alternativu vici, v sou€asnosti stale jesté dominujici, ochrané chemickeé.

Jedna z velmi vyznamnych skupin, pouzitelnych v biologické ochrané rostlin
proti hmyzim Skddcum jsou entomopatogenni houby. Entomopatogenni houby jsou
mikroskopické houby, schopné vyvolavat primarni onemocnéni hmyzich Skdidci
vyskytujicich se jak v pudé tak ve fyloplanu kulturnich rostlin. Mezi nejvyznamné;si
rody entomopatogennich hub patfi houby rodu Beauveria Vuillemin, hlavné pak druh
B. bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin. Houba B. bassiana je kosmopolitné

rozSifeny druh, jehoz kmeny Ize izolovat z pad na vSech kontinentech.

B. bassiana infikuje hospodaisky vyznamné Skldce: napf. zavijeCe
kukufi¢ného (Ostrinia nubilalis) a obalece jable¢ného (Laspeyresia pomonella). Byly
izolovany kmeny B. bassiana vykazujici vysokou virulenci na druzich stejnokfidlého
hmyzu (molice a mSice). Jako perspektivni se jevi moznost vyuziti B. bassiana
v ochrané fepky proti blyskacku Fepkovému (Meligethes aeneus), dal$i moznost

pouziti je také v ochrané proti svilusce chmelové (Tetranychus urticae).

V Ceské republice byl v ramci rozsahlého projektu, ve spolupraci Zemédélské
fakulty JU a Spravy NP a CHKO Sumava, v NP Sumava realizovan rozsahly
monitoring  pfirozeného  vyskytu entomopatogennich  hub  asociovanych

s lykozroutem smrkovym (Ips typographus).

V ramci Gzemi Ceské republiky byl zaznamenan vyskyt druhi B. bassiana,

B. brongniartii (Saccardo) Petch.

Jako hlavni charakteristika k ur€ovani druhG entomopatogennich hub se
vyuziva jejich morfologickych znaku, vyhodnocujicich se na makroskopické a
mikroskopické urovni. K této druhové charakteristice se vyuziva zejména posouzeni
tvaru a velikosti konidii. Tyto metody ovSem nejsou vzdy upIné pfesné a k jejich

upresnéni se pouzivaji metody molekularnich markera.

Molekularni marker je molekula bilkoviny nebo urcity usek DNA, ktery muze
byt porovnavan u jednotlivych zkoumanych druht organism(. Molekularni markery
jsou nepostradatelnou soucasti védy v oblasti mykologie, zahrnujici napfiklad popis
kmenu, populaéni genetiku, detekci a identifikaci hub, fylogenetické studie a

evoluéni biologii. Diky technikam molekularnich markert |ze podpofit €i vyvratit

1



taxonomické zafazeni zaloZzené na morfologickych charakteristikach. Pro tuto studii

byly pouzity sekvenacni analyzy regiont ITS, EF1-a a LSU.

Kombinace morfologickych vlastnosti a metod zaloZenych na molekularnich
markerech se jevi jako vhodny nastroj k nesnadnému a Casto jinak ne pfilis

pfesnému druhovému ureni houbovych izolatd napfi¢ jednotlivymi rody.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Entomopatogenni houby

2.1.1 Uvod

Entomopatogenni houby jsou druhové velmi heterogenni skupina.
Celosvétové bylo izolovano a popsano vice nez 750 druhl hub, které pusobi jako
obligatni nebo fakultativni plvodci onemocnéni mnoha Zzivoc€iSnych druhu
(Nielsen et al., 2008).

Entomopatogenni houby patfi do rliznych systematickych skupin a jejich
biologické vlastnosti jsou ¢asto velmi odliSné. V ramci patogenity vSichni zastupci
vyuzivaji jako své hostitele ruzné predstavitele kmene ¢&lenoveu (Arthropoda),
zejména pak podkmene Sestinozi (Hexapoda), do které spada velmi pocCetna a
vyznamna tfida hmyz (Insecta). Parazitické mykoézy mohou napadat vSechna
vyvojova stadia hmyzu, nicméné nejCastéji se vyskytuji na larvach a kuklach, méné

Casto jsou houbami infikovani dospélci a vajicka hmyzu (Lo, 2012).

Zastupci entomopatogennich druhl, zejména pak Beauveria bassiana,
B. brongniartii, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosoroseus (=Paecilomyces
fumosoroseus), I. farinosa (= P. farinosus) a Lecanicillium lecanii se t&si velkému
zajmu v oblasti komercni biologické ochrany hmyzu (Ekesi et al., 2007). Do roku
2007 bylo uvedeno na trh zhruba 150 komercnich pfipravkll zalozenych na
entomopatogennich houbach (Faria & Wraight, 2007), poCet kazdym rokem dale
stoupa. Mezi cilové hmyzi hostitele patfi: lalokonosec vej€ity, ponravy chroustu,
bazlivec kukufiny, dratovci, octomilky, hadatka, lykozrout smrkovy a dalsi
(Ekesi et al., 2007).

2.1.2 Klasifikace entomopatogennich hub

Entomopatogenni houby jsou klasifikovany do odliSnych oddéleni, konkrétné:

Ascomycota, Chytridiomycota, Zygomocata a Basidiomycota (Gul et al., 2014).



Oddéleni Chytridiomycota

Je to skupina hub obsahujici ve svych bunéCnych sténach chitin a
neobsahujici celulézu (Gul et al., 2014). VétSina entomopatogennich druhl je
zastoupena fadem Blastocladiales a rodem Coelomomyces, ktery obsahuje
pfiblizné 70 druhu popsanych hmyzich patogent (Barr, 2001).

Zastupci kmene Chytridiomycota se mnozi nepohlavné produkci spor
v rozmanitych sporangiich. Bylo u nich v8ak nalezeno i mnoho druhl pohlavniho
rozmnozovani. Zoospory se totiz mohou za uréitych podminek chovat jako gamety a
fuzovat spolu za vzniku nového jedince. Jindy jsou gamety jiz pIné odliSené na
zakladé velikosti i barvy; nejvysSim stupném vyvoje je zfejmé oogamie, kdy samici
gameta (oosféra) zlstava na svém misté v gametangiu a je oplodnéna pohyblivymi

sam¢imi gametami (Kalina & Vana, 2005).

Oddéleni Zygomycota

Zygomycota neboli také spajivé houby jsou polyfyleticka skupina organismi,
zahrnujici organismy charakterizované kopulaci gametangii, vzacné i somatogamii
bé&hem pohlavniho rozmnozovani. Vysledkem gametangiogamie i somatogamie je
vznik tzv. zygosporangia. Nepohlavni rozmnozZovani je charakterizovano pfitomnosti

endogenné vznikajicich spor obvykle ve sporangiich (Kalina & Vana, 2005).

Hyfy jsou mnohobunétné a vétSinou netvofi prehradky (cenocytické)
(Gul etal.,, 2014). S hmyzem nejvice spojované druhy, jako napfiklad patogeny

komarl, mazeme najit ve tfidé Trichomycetes (Cooper & Sweeney, 1986).

Oddéleni Ascomycota a Deuteromycota

Do oddéleni Ascomycota neboli vfeckovytrusych hub spadaji houby
s haploidnim pfehradkovitym myceliem a tvorbou pohlavnich spor tzv. askospor
v asku na plodnicich zvanych askomata. V jednom asku se vytvafi nejcastéji osm

askospor. Zastupci tohoto oddéleni neprodukuji zoospory (Shah & Pell, 2003).

Taxonomie konididlnich stadii se déli na pohlavni (teleomorfni) a nepohlavni
(anamorfni) (Gul et al.,, 2014). U vétSiny druhd jsou teleomorfni stadia spiSe
vzacnosti. U velkého mnozstvi, pfedevS§im parazitickych druhl, je d&asové

pfevazujicim stadiem stadium anamorfa.



Druhy, u kterych neni znamo teleomorfni stadium, jsou zafazeny do pomocné
skupiny Deuteromycota (Kalina & Vana, 2005). Vytrusy (spory) vznikaji u téchto hub

jen nepohlavni cestou.

V tomto oddéleni se nachazi mnoho zastupci entomopatogennich hub,
Aschersonia, Culicinomyces, Lecanicillium, Isaria, Tolypocladium and Sorosporella
(Gul et al., 2014).

Oddéleni Basidiomycota

Do oddéleni Basidiomycota, znamého také jako stopkovytrusné houby nalezi
zastupci charakteristicti zpisobem svého pohlavniho rozmnozovani. Karyogamie
i meidza probihaji v burice zvané bazidie (odpovidajici meiosporangiu). Haploidni
bazidiospory (meiospory) se tvofi exogenné na sterigmatech (stopeckach),

vyrastajicich na bazidii nej¢astéji po &tyfech (Kalina & Vana, 2005).

Do tohoto oddéleni spada velmi maly pocet entomopatogennich zastupcl
(Samson et al., 1988).

2.1.3 Geografické a ekologické rozsireni

Entomopatogenni houby jsou dulezitou a rozSifenou slozkou vétSiny
suchozemskych ekosystému(. Nachazeji se i v mistech, kde je snizeny vyskyt
hostitelskych organismu - hmyzu a jinych ¢lenovcll. Zastupce entomopatogennich
hub lze nalézt prakticky po celém svété. Prikladem takového druhu muze byt
Beauveria bassiana, jejiz vyskyt byl potvrzen jak v tropickém destném pralese
(Aung et al., 2008), tak napfiklad v Severni Kanadé v 75° zemépisné S§ifky
(Widden & Parkinson, 1979). Druhy  entomopatogennich  hub  konkrétné
Tolypocladium cylindrosporum, B. bassiana a Metarhizium anisopliae byly rovnéz
zaznamenany v oblasti Severniho polarniho kruhu v Norsku (Klingen at al., 2002),
B. bassiana, M. anisopliae a Isaria farinosa ve Finsku (Vanninen, 1995). Vyskyt
entomopatogennich druhd byl potvrzen dokonce i na arktickém Grénsku
(Eilenberg et al., 2007) a Antarktidé (Bridge et al., 2005).

Entomopatogenni houby jsou pfevazné pudni mikroorganismy, které napadaji
organismy zijici v padé z ddvodd vyhnuti se UV zafeni, které muze v kratkém
5



C¢asovém intervalu pUsobit na povrch listu, dale mohou destové srazky smyt konidie
pry¢€ z povrchu rostliny. Puadni teplota a vlhkost je pro mikroorganismy pfizniva diky
izolaéni schopnosti pudy a spory tak mohou v pudé setrvavat delSi dobu
(Ekesi et al., 2007).

2.2 Biologicka ochrana

Jako biologickou ochranu obecné chapeme vyuzivani zivych organizmu za
ucelem potlaceni &i snizeni populaéniho vyskytu & negativniho vlivu Skodlivych
organizm( na cilové organizmy neskodlivé. Cetnost & $kodlivost téchto organism
je pak v niz§i mife, nez kdyby biologickd ochrana nebyla pouzita (Eilenberg et al.,
2001).

Zakladni metody, které jsou v ramci biologické ochrany rostlin vyuzivany, jsou
Clenény s ohledem na zpusob a podminky, za jakych je pfirozeny nepfitel

introdukovan do zajmového agroekosystému. Jsou popisovany &tyfi hlavni strategie.

o Klasicka biologicka ochrana — Zajituje dlouhodoby efekt ac&inku

introdukovaného druhu v oblastech adaptace, namnozeni a rozSifeni. Trvalé
zavedeni biologického kontrolniho agens za ucelem dlouhodobé ochrany rostlin

proti Skadcim.

e Inokulativni__biologicka ochrana - Vysazeni pfirozeného autochtonniho

organismu jako biologického kontrolniho agens. Cilem je okamzity efekt, ktery

pusobi v del§im ¢asovém horizontu.

e Inundativni biologicka ochrana — Jednorazové &i opakované uvolfiovani Zivych

organismu (a virQl) v ochrané rostlin proti pivodciim onemocnéni a Skadcim.

e Podpora a konzervace pfirozenych antagonistt — Vyuzivani Setrnych zmén

zivotniho prostfedi k negativnimu plsobeni na puvodce onemocnéni a Skudce
rostlin (Eilenberg et al., 2001).

Vramci Dbiologické ochrany rostlin mohou byt preparaty na bazi
entomopatogennich hub vyuzity ve v8ech C&tyfech strategiich biologické ochrany
rostlin (Shah & Pell 2003).



2.3 Rod Beauveria Vuillemin (1912)

2.3.1 Obecna charakteristika

Rod Beauveria byl popsan v roce 1912 francouzskym mykologem
Vuilleminem jako novy rod na pocest védce J. Beauvarie, ktery se zkoumanim

houby dlouha léta zabyval (Vuillemin, 1912).

Beauveria patfi mezi nepohlavné se rozmnozujici houby spadajici do oddéleni
Ascomycota do Celedi Cordycipitaceae (Sung et al., 2007). Je to kosmopolitni rod
v pudé se vyskytujicich entomopatogennich hub. Byla jednou z prvnich objevenych
entomopatogennich hub a jeji pusobeni bylo pozorovano na projevech plisfiové

patologie zabyvajici se interakci zastupcd hmyzu a hub (Vega & Blackwell, 2005).

Druhy rodu Beauveria reprezentuji Siroce polyfagni houby, které se bézné
vyskytuji v pdé a parazituji na ptidnim hmyzu, pfipadné na stadiich hmyzu, ktera
se v pldé vyskytuji pouze pfilezitostné (béhem hibernace). V sortimentu hostitelt
jsou zastoupeny i fytofagni druhy z Fadd rovnokfidli (Orthoptera), brouci
(Coleoptera), larvy a kukly motyll (Lepidoptera, napf. zavije¢ kukuficny) a
dvoukiidlého hmyzu (Diptera). V souCasnosti jsou k dispozici i kmeny B. bassiana
vysoce virulentni vi¢i nékterym druhum stejnokfidiého hmyzu (Homoptera). Nakazy
vyvolané témito houbami jsou oznacovany jako ,bilé muskardiny®, protoze

infikovany jedinec zpravidla porusta hustym, bilym myceliem (Vey et al., 2001).

Rod Beauveria vytvafi rozmanité spektrum biologicky aktivnich sekundarnich
metabolitd, které obsahuji nepeptidové pigmenty a polyketidy, neribozomainé
syntetizovana peptidova antibiotika a dalsi vyluCované metabolity, hrajici

vyznamnou roli v patogenezi a virulenci hmyzu (Vey et al., 2001).

se vyznacuji snadnou kultivaci a zaroven vysokou virulentni schopnosti, coz z nich

déla pfiznivé kandidaty pro biologickou regulaci hmyzu (Li et al., 2001).

Rod Beauveria je charakterizovan kulovitymi do bariky tvarovanymi
konidiogennimi bufikami, ze kterych vyustuji jednobuné&cné, terminalni holoblastické
konidie v uzké apikdlni prodlouZzeni zvané rachis. Druhy Beauveria se

z morfologického hlediska rozliSuji hlavné podle charakteristik konidii, které jsou



typicky tenkosténné a hyalinni. Velikost je v rozmezi 1,5-5,5 pm a maji kulovity,

cylindricky nebo Cervovity tvar (Rehner et al., 2011).

V umélé kultufe tvofi Beauveria bilé az slabé naruzovélé mycelium. Optimalni
iniciaéni pH na produkci spor v laboratornich podminkach pfi pouziti PDB
(Potato Dextrose Broth) je 5,2. a optimalni teplota je 25°C (Pham et al., 2009).

2.3.2 Taxonomie
Rige: Fungi
Oddéleni: Ascomycota

TFida: Sordariomycetes

Podtfida: Hypocreomycetidae

Rad: Hypocreales
Celed: Cordycipitaceae
Rod: Beauveria

(Vuillemin, 1912)

2.3.3 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus entomopatogennich hub se sklada ze dvou hlavnich
fazi: parazitické faze, kdy dochazi k napadeni a usmrceni hostitele a saprofytické

faze, ktera nasleduje po hostitelové smrti.

Entomopatogenni houby rodu Beauveria jsou znamy jako puavodci
onemocnéni mnoha druhll hmyzu, zejména pak jedincl, ktefi jsou alespori Casti
svého vyvoje vazany na pudu (Landa et al., 2007). Ve srovnani s ostatnimi
entomopatogeny (bakterie, viry), ktefi vstupuji do téla hmyzu bud diky vné&jSimu
poranéni exoskeletu, nebo jsou pfijimany spolu s potravou, jsou entomopatogenni
houby schopny samostatné naruSit externi kutikulu a zpUsobit infekci hostitele.
Prabéh infekce zahrnuje pfichyceni spory na hostitelské kutikule a jeji vykliceni,
penetraci vykliCené spory do hostitele a nakonec vyvoj spory uvniti hostitele

s naslednou kolonizaci télni dutiny (Obr. 1) (Lo, 2012).
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Obr. 1: Zivotni cyklus entomopatogennich hub (Landa et al., 2008)

Prichyceni a kli€eni spory

Infekce hostitele je iniciovana konidiemi, které po pfichyceni na povrch
kutikuly Kkli¢i. Prvnim krokem patogenniho procesu je adheze propaguli na povrch
hostitele. Zatimco inicialni adheze na povrch hostitele je pasivni proces, nasledné
pfipevnéni a kli€eni spory je aktivni proces, ktery by nemohl probihat bez
pfitomnosti dulezitych enzym(. Hydrofobni konidie mnoha patogenlt se vazou
nespecifickym zplsobem na epikutikulu jak citlivych, tak rezistentnich hmyzich
hostiteld. Nicméné produkce penetracnich klicicich hyf se objevi pouze u citlivych
hostitelskych druh(. Proces kli¢eni zapo€ne pouze v dobrych podminkach, kterymi
jsou hlavné optimalni vlhkost a dostatek Zivin (Edwards, 2002). Kliivé spory
entomopatogennich hub rodu Beauveria dale produkuji apresorialni buriky, které
vytvari hlenem pokryty atvar zvany apresorium (Obr. 2), zodpovédny za pfichyceni

vlakna k hostiteli v misté penetrace (Samson et al., 1998).



Apresorium Konidie

Obr. 2: Pranik buné€nou sténou a kli¢eni hyfy uvnitf cytoplazmy hostitele
(Khang & Valent, 2010). Upraveno R. Binder

Proniknuti do hostitele

K infekci hostitele dochazi proniknutim vytrusu houby povrchem do télni dutiny
hostitele. V télni dutiné hmyzu se po proniknuti vytrusu houby zanou tvofit

nepohlavni bufiky (Landa et al., 2007).

Veskeré druhy entomopatogennich hub vyuZivaji k proniknuti kutikulou do
hostitele kombinaci mechanickych sil a kutikulu-degradujicich enzymd. Kutikulu
degradujici enzymy vyuzivané houbami rodu Beauveria jsou napfiklad proteazy,
esterazy, lipazy a chitinazy, z nichZz nejvyznamnéjSi roli hraji pravé proteazy
(Edwards, 2002).

Vyvoj houby uvniti hostitele

Uvnitf télni dutiny se tvofi ovalné blastospory, kliici v hustou mycelialni
masu, ktera hostitele mumifikuje. V kone¢né fazi vyvoje prorustaji hyfova vlakna na
povrch usmrceného jedince, kde se pak formuje vzdusné mycelium, na kterém se
tvofi nové konidie, které mohou iniciovat novy vyvojovy cyklus patogena (Obr. 3)
(Landa et al., 2007).
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Obr. 3: Zivotni cyklus Beauveria bassiana: A-inokulace, B-zabiti hostitele, C-zasatek

rdstu mycelia, D-pokryti hostitele myceliem, E-uvolnéni spor.

(http://www.npsumava.cz/cz/1598/2184/clanek/entomopatogenni-houba-beauveria-
bassiana/ stazeno dne 10. 4. 2015)

2.3.4 Vyuziti

Entomopatogenni houby rodu Beauveria se pomérné hojné vyuzZivaji
v biologické ochrané.

B. bassiana infikuje hospodaisky vyznamné Skldce: napf. zavijeCe
kukufiéného (Ostrinia nubilalis) a obale€e jablecného (Laspeyresia pomonella). Byly
izolovany kmeny B. bassiana vykazujici vysokou virulenci na druzich stejnokfidlého
hmyzu (molice a mSice). Jako perspektivni se jevi moznost vyuZiti B. bassiana v
ochrané fepky proti blyskacku fepkovému (Meligethes aeneus), dalSi moznost
pouziti je také v ochrané proti sviluSce chmelové (Tetranychus urticae).
B. brongniartii je povazovana za specifického patogena chroustl a je vyuzivana
k potlaeni vyskytu ponrav napfiklad v ovocnarstvi. Vyuziva se téz v ochrané révy
vinné (Koubova, 2009).
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2.3.5 Duleziti zastupci

Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin

B. bassiana je druh celosvétové rozSifené entomopatogenni houby, ktera
byva spojovana s napadanim mnoha hmyzich druhl, zejména pak téch, které jsou
alespon casti svého vyvojového cyklu vazany na pldu (Landa et al.,, 2007).
B. bassiana byla vSak nezfidka nalezena také na infikovanych jedincich mimo pudni
niku (Meyling et al, 2011). Meyling & Eilenberg (2007) uvadi, ze tato

entomopatogenni houba se prokazatelné vyskytuje u vice nez 700 druht hostitelG.

Konidie B. bassiana jsou globoidniho az subgloboidniho tvaru, velikost
(2-3) x (2-2,5) ym. Konidiogenni bunky tvofi husté shluky nebo hrozny. V umélé
kultufe roste B. bassiana jako bila plisef a na svych hostitelich vytvafi typickou
bilou muskardinu. Optimalni teplota pro rist a vyvoj je v rozmezi 23-26°C pfi
vihkosti substratu 80-100%. Minimalini teplota pro rust mycelia je 5-8°C, maximalni
teplota vSak 28-31°C, nacez pfi prekroCeni tohoto teplotniho maxima se rust houby

pozastavuje (Dirlbekova et al., 1991).

Na bazi entomopatogenni houby B. bassiana existuje v sou¢asné dobé cela
fada pfipravkl. Jsou to napfiklad BotaniGard 22WP, BotaniGard ES, Mycotrol O,
Boverol a Naturalis L.

Faria & Wraight (2007) ve své praci uvadi existenci 58 pfipravk(l na bazi
B. bassiana, coz je asi 34 % ze v8ech komeréné udavanych vyrobkl na bazi vSech
druht entomopatogennich hub. Nejvétsi vyrobci téchto pfipravki jsou USA, staty

Stfedni a Jizni Ameriky (Mexiko, Kolumbie, Brazilie), Jihoafricka republika, Indie a

Rusko.

Obr. 4: Konidie a konidiofory Beauveria bassiana (Rehner et al., 2011).
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Vyuziti biopreparatt na bazi B. bassiana

Biopreparaty na bazi B. bassiana se pomérné hojné& vyuzivaji v boji proti
lykoZroutovi smrkovém (Ips typographus) (Obr. 4). Efektivita téchto biopreparati
byla testovana napriklad v Némecku, Svycarsku, Rakousku a na experimentalni
urovni i v dalSich zemich (USA, Australie, Finsko, Polsko) (Landa et al., 2007).

Obr. 5: Dospélec lykozZrouta smrkového (Ips typographus).

(http://www.colpolon.biol.uni.wroc.pl/Foto/lps%20typographus.jpg stazeno dne 8. 3.
2015)

Bylo prokazano, Ze biopreparaty na bazi B. bassiana jsou velmi ucelné
zejména pak v situacich, kdy od aplikace biopreparatu neni ofekavan okamzity
ucinek, nybrz vyhlidka dlouhodobgjsiho potlacovani populaci Skidce
(Landa et al., 2007).

NejCastéji je B. bassiana aplikovana formou vodnich suspenzi spor na povrch
napadenych stromd nebo stromovych lapaku (Obr. 5).
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Obr. 6: Lokalni aplikace vodni suspenze spor B. bassiana v NP Sumava do porostu
pomoci upraveného rosiciho zafizeni neseného vrtulnikem. Cilem aplikace je
vytvoreni sporové mihy, ktera prostupuje korunami stroma, pokryva povrch kment

a vytvafi infekeni prostredi.

(http://www.npsumava.cz/cz/1598/2185/clanek/prakticke-vyuziti-houby-beauveria-

bassiana/ stazeno dne 6. 1. 2015)

Beauveria brongniartii (Saccardo) Petch

B. brongniartii je celosvétové rozSifena entomopatogenni houba, ktera je
znama svym velmi omezenym okruhem hostitelskych druht. Pfipravky na bazi této
houby se vyuzivaji v biologické ochrané proti zastupcim rodu Melolontha (chrousti)

ve vSech jejich vyvojovych stadiich.

Mycelium je vin vitro podminkach zbarveno do bila s naZloutlym az
nartizoveélym nadechem. Hyfy jsou hyalinni, hladkosténné 1,5-3 um Siroké. Konidie
B. brongniartii jsou hyalinni, hladké, globoidniho, zfidka aZ subgloboidniho tvaru o
velikosti (2,5-4,5) x (2-2,5) ym (MycoBank, 2014).

Obr. 7: Konidie a konidiofory Beauveria brongniartii (Rehner et al., 2011)
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Beauveria caledonica Bissett & Widden

Beauveria caledonica byla prvné izolovana z pudy raselinisté ve Skotsku.
Tento druh je charakterizovan kyjovitymi az kratce cylindrickymi konidiofory
(Bissett & Widden, 1988). Hyfy jsou hyalinni, hladké 1,8-4,1 uym Siroké, nesouci
seskupeni konidialniho aparatu. B. caledonica vytvafi konidie cylindrického, mirné
zakfiveného tvaru, obCas zuzené uprostfed, o velikosti (3,7-5,2) x (1,9-2,3) uym
(BCRC, 1997), (Glare et al., 2008). Mycelium je zbarvené obvykle od bilé az po
bilooranzovou barvu. Testy Glare et al. (2008) prokazaly, ze B. caledonica je
v laboratornich pokusech vysoce patogenni vici dospélciim Hylurgus ligniperda
a larvam Tenebrio molitor. Reay et al. (2008) dosli k zavéru, ze B. caledonica
je obecné spojovana s pfirozenym prostfedim karovcovitych broukd. Tento druh
entomopatogenni houby byl odizolovan z uhynulych jedinct, pldy, kiry, avSak nikoli
z zivych jedincl. B. caledonica by tedy potencialné mohla byt velmi dulezita

v biologické ochrané proti klirovcovitym broukim.

Obr. 8: Konidie a konidiofory Beauveria caledonica (Rehner et al., 2011).

2.4 Molekularni markery a populaéni studie

2.4.1 Uvod

Molekularni markery (znacky, ukazatele) jsou pro védce pfiblizné to, co otisk
prstu pro kriminalistu. Umoznuji identifikaci organismu, resp. jeho genetické
vlastnosti, stanovi pfibuzenské vztahy mezi organismy nebo napfiklad podaji

informaci o zdravotnim stavu organismu (Jankovsky & Smerda, 2006).

Molekularni markery se staly nepostradatelnou soucasti védy v rdznych
oblastech mykologie zahrnujici napfiklad popis kmena, epidemiologii, populacni

genetiku, detekci hub a identifikaci, genetické mapovani, izolaci genu, fylogenetické
15



studie a evolu¢ni biologii. U hub mizeme pouzivat molekularni markery na urovni
chromozomaini, extrachromozomalni nebo mitochondrialni DNA
(Khachatourians & Arora , 2004).

Dfive se jednalo pfedevsim o proteinové (izoenzymové) molekularni markery,
zatimco v dnedni dobé se stale Castéji vyuzivaji DNA markery. DNA markery jsou
variabilngj8i, mohou pokryt (charakterizovat) cely genom organismu
(Jankovsky & Smerda, 2006) a na rozdil od proteinovych markerd nejsou tak
vyznamné ovlivnény prostiedim a neni tedy naruSena jejich selektivni neutralnost,
coz v nékterych pfipadech nebyva splnéno u izoenzymovych marker(, na které
muze selekce plsobit bud pfimo, nebo skrze geny vystavenymi selekci, s nimiz

byvaji Casto ve vazbé (Bergmann, 1975).

Velkou vyhodou DNA markerll je rychlost a spolehlivost determinace.
Napfiklad v pfipadé potifeby stanoveni patogenniho agens z vegetativniho vzorku je
zapotfebi pfi kultivaénich metodach minimalné 2-3 tydnd. Pfi imunologickych
testech pak tato doba Cini vCetné pripravy vzorku cca 24 hodin, u polymerazoveé
fetézové reakce je mozno tuto dobu zkratit na 2-4 hodiny. Rovnéz v souvislosti s
vyuzivanim explantatovych kultur pro uchovavani genofondu a pfipravu sadebniho
materialu bude nutna kontrola deklarovanych vlastnosti
(Jankovsky & Smerda, 2006).

V praxi tedy nemusime hodnotit pfimo napfiklad znak odolnosti k houbovému
onemocnéni, ktery se povazuje za slozité hodnotitelny znak. Misto toho si mizeme
vybrat molekularni znak, ktery se na chromozomu nachazi velmi blizko genu pro
toto houbové onemocnéni. V potomstvech pak muzeme pomérné presné sledovat
pfenos tohoto molekularniho znaku (na zakladé sondy DNA) v zastoupeni nepfesné
sledovatelného znaku (odolnosti k houbovému onemocnéni, napfiklad padli
je€mene). Je to podstatné zpfesnéni a zvySeni moznosti vyuziti vazbovych map
kulturnich rostlin. Molekularni mapovani umozfiuje podstatné urychlit a zpfesnit
proces Slechténi (Ondfej & Drobnik, 2002).

Na zakladé hlavniho principu pouzité metody se molekularni (DNA) markery
déli na markery zalozené na hybridizaci DNA a markery zalozené na polymerazové
fetézové reakci (PCR).
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2.4.2 Techniky molekularnich markeri zalozené na restrikénim Stépeni a

hybridizaci

RFLP

Polymorfismus délky restrikénich fragmentd (RFLP, Restriction Fragment
Length Polymorphism) je technika, ktera umoznuje diferenciaci genomu na zakladé
spektra DNA fragmentl, které vzniknou po Stépeni genomové DNA restrikCnimi
endonukleazami. Jestlize se dva genomy liSi vzdalenosti mezi pozicemi Sté&peni
urcitou restriktazou, pak se vzniklé fragmenty budou liSit svoji délkou, pokud budou
genomy rozs$tépeny pravé touto restriktdzou. Podobnost spekter genomu vzniklych
metodou RFLP znaéi obecné pfibuznost téchto genomll. Po endonukleazovém
rozStépeni genomové DNA vznika velké mnozstvi fragmentd, které jsou rozdéleny
dle velikosti elektroforézou v agarézovém gelu. Vzniklé spektrum fragment(
genomové DNA je nepfehledné a nehodnotitelné. Proto se k analyze vyuziva jen
mala ¢ast vzniklych fragmentu. To, ktera ¢ast genomové DNA je pouzita, je dano
tzv. sondou. Sonda je kratky fragment genomové DNA, ktery hybridizuje
s komplementarnimi sekvencemi genomové DNA a vyhledava tak mezi mnoha
fragmenty genomové DNA jen ty, které v kone€ném dusledku vytvareji vysledné
spektrum (Barto$, 2007).

V pribéhu evoluce dochazelo ke zménam v sekvencich DNA. Na téchto
zmeénach jsou zalozeny RFLP markery. Tyto zmény jsou zplUsobeny bodovymi
mutacemi v mistech Stépeni restrik&nimi endonukledzami. Inzerce &i delece mohou
vést k nerovhomérnému crossing-overu v ramci urcitého chromozomu. Prvni pouZiti
RFLP markerl u rostlin bylo v oblasti konstrukce genovych map. Jsou to
kodominantni markery, které umozniuji urcit, zda je vazany znak pfitomen u urcitého

jedince v homozygotnim nebo heterozygotnim stavu (Repkova & Relichova, 2001).

2.4.3 Techniky molekularnich markert zalozené na metodé PCR

PCR

Jednou z nejvyuzivanéjSich metod souCasné molekularni biologie je PCR
(Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce). VétSina technik
studia DNA markert se odvozuje pravé od této metody. PCR probiha v podminkach

in vitro a principialné je velmi podobna replikaci DNA in vivo.
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Polymerazova fetézova reakce je metoda zmnozZeni urcité sekvence DNA.
Specificnost této metody je zalozena na pouziti dvou vychozich primer(
(nukleotidovych sekvenci), které jsou nasledné hybridizovany s komplementarnimi
sekvencemi paralelnich vidken DNA. Vychozi primery pak ohrani€uji Zadanou
sekvenci. Ohfevem vzorku DNA dochazi k denaturaci (rozpleteni dvousroubovice
DNA) a na rozpleteny fetézec DNA se navazi primery. DNA polymeraza smérem od
primeru navazuje komplementarni volné nukleotidy obsazené v reakéni smési a
vlakno DNA je tak prodluzovano. Dvé vilakna DNA slouzi pak jako matrice pro
syntézu nové DNA ze dvou primert. Opakovani cykll denaturace, pfipojeni primeru
k jejich komplementarnim sekvencim a prodluzovani pfipojenych primerd DNA
polymerazou vede k exponencialnimu mnozeni segmentll DNA o definované délce
(Smarda et al., 2008).

Prvni PCR reakce pouzivaly DNA polymerazu Escherichia coli, ktera vsak
byla v kazdém denaturacnim cyklu teplem nevratné zniCena. Nahrada teplotné
stabilni DNA polymerazou z Thermus aquaticus, organismu, ktery zije a rozmnozuje
se pfi 70-80°C, tento problém odstranila a umoznila reakci automatisovat. MnoZit je
takto mozné sekvence DNA o délce od 50-100 bp az do 2,5 kbp, s tim Zze metoda
dovoluje namnozit a analyzovat DNA z jediné bunky (Murray, 2002). K vizualici

produktl PCR se vyuziva napfiklad gelova elektroforéza.

Prubéh reakce PCR

PCR reakce probihaji v zafizeni zvané termocykler, ve kterém se stfidaji
teplotni cykly. Kazdy cyklus ma tfi faze (Obr. 9) (denaturace, annealing a extension).
Tento cyklus se opakuje obvykle 25-35x, pfiemz mnozstvi nasyntetizovanych
sekvenci pfibyva exponencialni fadou (2"; n=pocet cykll). Do reakce se navic

zafazuje pocateCni denaturace a zavére¢na polymeracni reakce (Bartova, 2011).
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Obr. 9: Pribéh PCR: 1 — denaturace, 2 — annealing, 3 — extension

(http://mmp.vfu.cz/opvk2011/?title=popis metod-pcr&lang=cz stazeno dne
28. 12. 2014)

RAPD

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) je metoda odvozena od PCR.
Narozdil od PCR vSak nevyZaduje znalost cilové sekvence DNA. Reakce probiha
diky nahodnému nasedani kratkého oligonukleotidu (primeru) na analyzovanou
genomovou DNA. Soubor amplifikovanych uUsekl je charakteristicky pro jednotlivé

druhy, variety, odrady (Jankovsky & Smerda, 2006).

V dnesni dobé se jiZ tolik nepouziva, vzhledem k neopakovatelnosti vysledku.

RT-PCR

RT-PCR (Reverse Transcription PCR — reverzni (zpétna) polymerazova
reakce) je modifikovana technika PCR, urCena pro amplifikaci molekul RNA.
V prvnim kroku je molekula RNA pFfepsana — reverzné transkribovana pomoci
enzymu reverzni transkriptazy na molekulu cDNA. Molekula cDNA je poté pouzita

jako templat nasledné PCR (Ovesna & DraSnarova, 2001).
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Real Time — PCR

U Real Time — PCR probiha amplifikace béznym zpUsobem jako standardni
PCR. Kromé dvojice primerl obsahuje reakéni smés navic specifickou vnitfni sondu
(TagMan sonda), ktera je na 3’ konci a 5’ konci fluorescenéné znacena. Na 3’ konci
tzv. zhadeCem a na 5 konci tzv. reportérem. V dobé kdy neprobiha amplifikace
zhaseC pohlcuje energii vyzafovanou reportérem. V pfipadé amplifikace dojde k
rozStépeni vnitini sondy, reportér se dostane z dosahu zhaseCe a uvolnény
fluorescenéni signal je zaznamenan pfistrojem. Tato metoda je vyuzivana zejména
ke kvantitativnimu PCR pro zjisténi mnozstvi transgenu v biologickém materialu

nebo pro posouzeni stupné napadeni hostitele patogenem (Caetano-Anollés, 1997).

AFLP

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) je technika, ktera kombinuje
postupy jak RFLP tak PCR. Po nastipani genomové DNA restrikEnimi enzymy se na
precnivajici konce vzniklych fragmentl pfipoji (naliguji) specifické adaptéry. Po
ligaci nasleduje PCR s primery komplementarnimi s adaptéry (Jankovsky & Smerda,
2003).

Mikrosatelity

Mikrosatelity (MS; STRs — Short Tandem Repeats nebo SSRs — Simple
Sequence Repeats) jsou 2-6 nukleotidové sekvenéni motivy v 5-40 opakovanich
nepfesahujici délku 100 pard bazi. V disledku mutaci se mize snizovat nebo
zvySovat pocCet opakovani (repetic). Po namnozeni (amplifikaci) mikrosatelitu
pomoci PCR a elektroforetickém rozdéleni, se rozdily v délce fragmentl pouzivaji k
urCeni  nejrazngjSich  parametrd  populaci i  jednotlivych  organismu
(Jankovsky & Smerda, 2003).

ITS (Internal Transcribed Spacer, vnitini integrovany mezernik)

Jednou z nejoblibengjSich  sekvenci pro fylogenetické analyzy u
entomopatogennich hub je vnitfni transkribovany mezernik (ITS), region
18S-5,8S-28S jaderného ribozomalniho cistronu (Alwarez, 2003).
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Jaderny usek ITS byl stanoven jako doplfikovy marker pro skupiny, kde je
mozné pouzit pfimé sekvenovani po provedeni amplifikace metodou PCR, tedy bez
nutnosti  klonovani, které by cely postup prodluZzovalo a zdraZzovalo
(Zaveska-Drabkova, 2012).

Geny pro 18S, 5.8S a 28S rRNA jsou u hub navzajem oddéleny ITS.
Konkrétné mezi 18S a 5.8S rRNA se nachazi ITS1 a mezi 5.8S a 28S rRNA se
nachazi ITS2 (Obr. 11).

IT§1 IT§2
r A\ r A\
0L 18s ] 5.85] [ 8s ][I
—> ¢
ITS5 ITS4

Obr. 11: Struktura ITS regionl a pozice primer0, Sipky znazorfuji pfibliznou pozici

primerd, vyuzivanych pro PCR amplifikaci.

(http://www.gatc-biotech.com/fileadmin/Kundendaten/Upload 8.0/Bilder/ITS region

Analysis.png stazeno dne 28. 11. 2014, upraveno R. Binder)

ITS odkazuje na nefunkéni RNA nachazejici se mezi strukturnimi
ribozomalnimi RNA (rRNA), dale vykazuje rychlejsi evoluci nez vétSina jinych gena
a muze se tedy znacné lisit i mezi blizce pfibuznymi druhy. Z tohoto ddvodu
obsahuje velké mnozstvi polymorfickych pozic, které jsou primarné zplsobeny
variabilnim poctem jednoduchych opakujicich se jednotek mezigenovych oblasti.
taxonomickych urovni (Baldwin, 1992; Douglas et al., 2001). Vyhodou ITS regionu
je, ze pro analyzu sta¢i pomérné malé mnozstvi DNA, dale pak jeji univerzalnost,

moznost detekce hybridizace a dostate¢na variabilita i uvnitf druhu.

EF 1- a (Elongation Factor, elongacni faktor)

Elongaéni faktory (EF) jsou proteiny, které jsou zapojeny do mechanismu
elongace (prodluzovani) polypeptidového fetézce vznikajicich bilkovin na ribozomu
(v prabéhu translace). Za ur€itych okolnosti se bez nich ribozom obejde, ale za cenu

snizené efektivity a pfesnosti (Alberts, 1998).
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EF1-a je gen, ktery koduje protein a je obsazen ve vSech eukaryotickych
organismech. Tento protein se pomérné Casto vyskytuje v cytosolu, kde se u€astni
GTP dependentniho procesu vazani aminoacyl-tRNA do A mista ribozomu v
2. kroku translace mRNA. Z hlediska taxonomické determinace se jedna o velmi
vyznamny marker a to hned z nékolika davodi: aminokyselinova sekvence je
konzervovana a umoznuje analyzu druhu v Sirokém taxonomickém méfitku, dale je
umoznéna determinace i na druhové urovni diky diferenciaci na tfetich variabilnich
kodonovych pozicich. Nékteré vlastnosti tohoto molekularniho markeru s sebou
ovSem pfinaseji i ur€ité komplikace. PFitomnost intrond a degenerace 3. pozice
znesnadnuji vyvoj univerzalnich primerl, dal$i komplikaci je maly pocet kopii (dvé
na bunku u diploidnich organismi ve srovnani se stovkami az tisici kopii u
mitochondrialnich & ribozomalnich markerd), ktery komplikuje amplifikaci.
Amplifikace i nasledné taxonomické analyzy mohou byt vyrazné zkresleny
paralognimi kopiemi a heterozygositou. V ramci Celedi také vyrazné kolisa vyskyt,

pocet, pozice a délka intrond (Havill et al., 2007).

LSU (Large Subunit, velka ribozomalni podjednotka)

Eukaryotické ribozomy se skladaji ze dvou podjednotek se sedimentacnim
koeficientem 60S a 40S. Velka podjednotka ma tfi molekuly rRNA (28S, 5,8S a 5S),
mala podjednotka jednu (18S rRNA) (Lewin, 2000). Jaderné rRNA geny eukaryot
jsou umistény v opakujicich se usecich. Ty jsou spojeny geny pro malou
podjednotku (SSU) a velkou jadernou podjednotkou (LSU) (Gerbi, 1985).

PFi vybéru genu pro sekvenalni analyzu pro ucely molekularni taxonomie a
fylogenetiky je tfeba zvazovat v prvni fadé rychlost molekularni evoluce pfislusného
genu. Pro vnitrodruhové studie nebo pro studie fylogeneze blizce pfibuznych druh
je tfeba vybrat geny, pro které je typicka vysoka substitucni rychlost. V pfipadé, Ze
studujeme druhy, které se odvétvovaly pied delSi dobou, je naopak tfeba zvolit
geny, které se vyvijely co nejpomaleji. Pro studium fylogeneze vyS$Sich taxonl velmi
Casto pouzivame sekvenci gent pro rRNA malé (18S) a velké (28S) ribozomalni
podjednotky (SSU a LSU rRNA). U eukaryot je substituéni rychlost v genu SSU
rRNA zhruba o 30% Vvétsi nez v genu pro LSU rRNA (Flegr, 2007).

Tyto geny ukazuji malé rozdily mezi sekvencemi u velmi podobnych druh,
tudiz je metoda velmi uspésna pfi fylogenetickych studiich zdanlivé pfibuznych
druht (Taylor & LoBuglio 1993; Schiétterer et al. 1994).
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2.4.4 Sekvenovani DNA

Na konci sedmdesatych let dvacatého stoleti byly objeveny jednoduché a
rychlé metody pro ureni nukleotidové sekvence jakéhokoliv izolovaného fragmentu
DNA. Bylo vyvinuto nékolik technik, zaloZzenych na DNA-polymeraze, ktera
syntetizuje ¢asteéné kopie sekvenovaného fragmentu. Princip této techniky spociva
v produkci sady fetézcl DNA in vitro za podminek, které zajistuji, Zze nové vznikajici
fetézec DNA bude ukoncen po dosazeni jednoho konkrétniho nukleotidu (A, T, C
nebo G). Ve &tyfech nezavislych reakcich tak vzniknou fragmenty DNA, které se liSi
svoji délkou o jediny nukleotid, pfiemz z typu pouzité reakce je znamo, kterym
nukleotidem fragment kon&i. Tyto nové nasyntetizované fragmenty jsou
elektroforeticky rozdéleny podle velikosti a sekvence puvodni DNA je ¢tena na gelu
Z jejich poradi (Alberts, 1998).

V roce 1977 vyvinuly dva védecké tymy nezavisle na sobé prvni sekvenaéni metody

pod nazvy Sangerova a Maxam-Gilbertova metoda.

e Sangerova metoda — tato metoda vyuziva syntézy komplementarniho fetézce
DNA polymerazami in vitro, ukoncované nahodné& v misté jednotlivych bazi
(Sanger et al., 1977)

¢ Maxam-Gilbertova metoda — pfi této metodé dochazi k chemickému Stépeni
DNA v misté ur€itych bazi (Maxam & Gilbert, 1977)

NejCastéji se pouziva Sangerova metoda, také nazyvana dideoxy
sekvenovani nebo enzymova sekvenace. Tato metoda je zaloZena na pouZziti
dideoxyribonukleosidtrifosfatl — derivatd normalnich deoxyribonukleosidtrifosfat(
postradajicich 3’-hydroxylovou skupinu. DNA je syntetizovana in vitro ve smési,
ktera obsahuje jednofetézcové molekuly DNA, ktera ma byt sekvenovana, enzym
DNA-polymerazu, kratky primer DNA, ktery umoznhuje DNA-polymeraze zadit
replikaci, a Ctyfi deoxyribonukleosidtrifosfaty (dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Jestlize je
do této reakce pfidan dideoxyribonukleosidovy analog jednoho z nukleotidu, je tento
analog zaclenén do rostouciho fetézce DNA. V tomto pfipadé vSak fetézci chybi
3’-hydroxylova skupina, coz blokuje pfidani daldiho nukleotidu a syntéza tohoto
vlakna je ukonCena. Ke stanoveni kompletni nukleotidové sekvence dvouvlaknové

DNA je nutné nejprve oddélit oba fetézce a jeden z nich pouzit jako templat pro
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sekvenovani. Ve Ctyfech oddélenych sekvenacnich reakcich se stejnym
jednofetézcovym DNA templatem jsou pouzity Ctyfi rizné
dideoxyribonukleosidtrifosfaty (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Vysledkem kazdé
reakce je sada molekul DNA, ktera kon¢i na riznych mistech puvodni sekvence.
Produkty vSech &tyf sekvenacnich reakci jsou paralelné vedle sebe elektroforeticky
rozdéleny v polyakrylamidovém gelu. Nové nasyntetizované fragmenty jsou
detekovany radioaktivné nebo fluorescenéné, pfiemz oznacen mulze byt bud primer
nebo jeden z deoxyribonukleosidtrifosfatl. V kazdém sloupci reprezentuji prouzky
fragmenty DNA, které konci vzdy stejnym druhem nukleotidu, ale v rdznych pozicich
puvodni DNA. Smérem zdola nahoru poté Ize po porovnani v§ech &tyfech sloupcl

odecdist sekvenci nové nasyntetizované DNA (Alberts, 1998).

2.4.5 Populaéni studie

Populaéni analyza neboli fylogeneticka analyza usiluje o rekonstrukci vztah
mezi sekvencemi — je zalozena na jejich homologii. Informace je prezentovana
formou fylogenetického stromu, ktery popisuje v zakladné (kofeni) stromu pfedka
vSech analyzovanych sekvenci a pribéh evoluce podél jeho délky, kde vétveni
pfedstavuji nejposlednéjSi udalosti. Délka kazdé vétve fylogenetického stromu je
slozena z €asu odchylky a stupné evoluce. DelSi vétve a odchylky blizSi kofeni
predstavuji star$i evoluéni jednotky bé&hem kolisani ve stupni evoluce
(Martinkova, 2010).

2.5 Elektroforetické separa¢ni metody

Elektroforéza patfi v molekularni biologii k nejpouzivangjSim separacnim
technikam pfi izolaci a analyze nukleovych kyselin a proteind. Principem
elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul ve stejnosmérném elektrickém
poli (Rosypal & Doskar, 1997). Kladné nabité Castice (kationty) se pohybuji ke

katodé a zaporné nabité ¢astice (anionty) putuji k anodé (Obr. 10).

RGzné molekuly mohou byt pfi ur€itém pH rGzné nabité. Nabité molekuly se
pohybuji v elektrickém poli, pfi¢emz rychlost pohybu zavisi na velikosti a tvaru
molekul. PFfi elektroforéze se vyuziva rozdilu rychlosti pohybu molekul, s tim ze

nejrychleji pohybujici jsou malé nevétvené molekuly.
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Na vhodném podkladu Ize pak rdzné molekuly od sebe elektroforeticky oddélit
a tak stanovit, zda se hledana latka ve vzorku vyskytuje popfipadé v jakém
mnozstvi. Jednotlivé latky Ize poté i izolovat (Cast gelu se s danou latkou oddéli)
(Berger, 1996).

<) Kkationty

katoda O— anionty anoda

Obr. 10: Pohyb kladné a zaporné nabitych iont(i (Siman, 2013)

Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza patfi mezi nejprakti¢téjSi a nejvykonnéjsi metody
pouzivané pro déleni makromolekul. Separace molekul je zaloZena na gelové filtraci
a na elektroforetické pohyblivosti délenych latek. Gel tvofi trojrozmérnou sit’ s pory,
které slouzi jako molekulové sito (Voet & Voet, 1995). Elektroforetické gely
pouzivané pro separaci nukleovych kyselin €i bilkovin jsou nejCastéji tvofeny
polyakrylamidem nebo agarézou. Polyakrylamid s agardézou vytvareji slozitou
sitovou strukturu polymernich molekul s péry, jejichz velikost Ize ovlivihovat
slozenim roztoku a koncentraci polymeru. Agarézovém gely jsou vhodné pro
separaci molekul nukleovych kyselin o velikosti od nékolika set bp az po zhruba
50 kb, zatimco polyakrylamidové gely se pouzivaji k separaci menSich molekul
(10-1000 bp) (Rosypal & Doskar, 1997).
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3. CILE PRACE

e Porovnani vysledk morfologickych charakteristik a molekularnich analyz vzork

entomopatogennich hub na monitorovaném Gzemi NP Sumava.
e Analyza sbirkovych kmen( pro validaci taxonomického zafazeni.

e Potvrzeni vlastnich vysledkd po sekvenacni analyze zkoumanych usekl
porovhanim s vysledky uvedenych v databazi NCBI a jejich statistické

vyhodnoceni.

Predpokladem této prace bylo potvrzeni taxonomického zafrazeni, na druhové
urovni, dle morfologickych charakteristik. Timto potvrzenim se bude moci ovéfit Ci
vyvratit vyskyt entomopatogenni houby Beauveria caledonica na uzemi NP
Sumava, potazmo celé Ceské republiky. Na zakladé molekularnich analyz budou
ziskany sekvence souboru vzork(l Bba a Bca. Tyto sekvence ze sekvenacnich
analyz budou porovnany s referenénimi vzorky z databaze NCBI. Timto porovnanim

se zajisti spravné taxonomické zafazeni zkoumanych vzorkd.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

V ramci mé diplomové prace byl pouzit material (Tab. 1) dodany Oddélenim
rostlinolékarstvi, Katedry specialni produkce rostlinné, Zemédélské fakulty,
Jihodeské univerzity v Ceskych Budé&jovicich (Ing. Andrea Bohata, Ph.D.).
Monitoring probihal na tzemi NP Sumava vrozmezi let 2008 a 2010. Bylo
sesbirano 22 vzorku v raznych lokalitach (Obr. 12) a jako zdroj odbéru byli dospélci
lykozrouta smrkového (Ips typographus) a klira smrkovych stromd. Pro tuto analyzu
byly pouzity entomopatogenni houby rodu Beauveria. Vzorky byly dle druhovych

morfologickych charakteristik ureny jako B. bassiana a B. caledonica.

Oznaceni ve

Oznaceni sbirce Misto sbéru Zdroj Morf. uréeni
Bba_118 NP 0218 N49 07.493 E13 55.589  dospélec B. bassiana
Bba_222 NP 0097 N49 00.367 E13 30.054 kdra TBM  B. bassiana
Bba_223 NP 0142 N49 05.880 E13 26.146  dospélec B. bassiana
Bba_224 NP 0238 N49 04.664 E13 21.794  dospélec B. bassiana
Bba_225 NP 0241 N49 03.605 E13 26.133  dospélec B. bassiana
Bca_27 NP 0107 N48 58.662 E13 32.795 dospélec  B. caledonica
Bca_28 NP 0156 N48 43.684 E13 57.279 kUra TBM B. caledonica
Bca_29 NP 0232 N49 07.645 E13 16.701  kdra TBM  B. caledonica
Bca_30 NP 0230 N49 04.664 E13 21.794 kGra TBM  B. caledonica
Bca_31 NP 0155 N48 52.241 E13 50.903 kura TBM B. caledonica
Bca_32 NP 0163 N48 53.611 E1347.500 kGra TBM B. caledonica
Bca_33 NP 0165 N49 02.998 E13 30.944 kira TBM B. caledonica
Bca_34 NP 0131 N48 50.736 E13 45.961  dospélec  B. caledonica
Bca_35 NP 0162 N48 49.136 E13 52.457 kura TBM B. caledonica
Bca_36 NP 0242 N49 03.605 E13 26.133  dospélec  B. caledonica
Bca_37 NP 0235 N49 06.431 E13 21.093 kura TBM B. caledonica
Bca_38 NP 0188 N49 08.339 E13 17.394  dospélec  B. caledonica
Bca_39 NP 0227 N48 58.436 E13 33.732  dospélec  B. caledonica
Bca_40 NP 0179 N48 57.322 E13 36.293 kGra TBM B. caledonica
Bca_41 NP 0164 N48 50.736 E13 45.961 kura TBM B. caledonica
Bca_42 NP 0210 N49 09.558 E13 16.803 kGra TBM B. caledonica
Bca_43 NP 0180 N49 06.050 E13 31.247 kUra TBM B. caledonica
Bbr_617 Francie ARSEF  B. brongniartii
Bca_2567 Skotsko ARSEF B. caledonica

Tab. 1: Seznam zkoumanych vzorku
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Obr. 12: Lokality sbért vzorkd v NP Sumava

Pro taxonomické uréeni hub byly pouzity referenéni vzorky ze sbirky ARSEF
(The USDA — ARS Collection of Enthomopathogenic Fungal Cultures), konkrétné
B. caledonica 2567 (zemé plvodu Skotsko) a B. brongniartii 617 (zemé& puvodu

Francie).

4.2 lIzolace entomopatogennich hub

Cilem izolace entomopatogennich hub bylo ziskani Cisté biomasy kmene. Byly

pouzity nasledujici postupy:

e |zolace entomopatogennich hub pfimo z povrchu infikovanych dospélcl
lykozrouta smrkového — pfimy pfenos pasazi z povrchu infikovaného hostitele
(sterilni inokulaéni jehla nebo inokulaéni ocko, separacni &ary na povrchu

agarizovaného Zivného média - PDA)

e TBM (Tenebrio Bait Method) — postup izolace entomopatogennich hub z kury
smrkovych stromO pomoci Zzivych pasti reprezentovanych larvami potemnika

moucného (Tenebrio molitor) (Landa et al., 2008).
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4.3 Kultivace a uchovani

Pro namnozeni biomasy byly vzorky, po dobu 2 tydnu, kultivovany v Petriho
miskach na PDA (Potato Dextrose Agar, Himedia) pfi 25°C ve tmé. Material pro
izolaci DNA byl sebran z misek a ulozen pfi -20°C. Suspenze spor a mycelia byla
poté pifevedena do kryovialek s roztokem 20% glycerolu a 5% Tweenu 80. Tim byly

vzorky pfipraveny na uchovavani s postupnym zamrazenim na -80°C.

4.4 lzolace DNA ze vzorku

Izolace DNA ze vzork( byla provadéna dle komeréné dostupného kitu DNeasy

Plant Mini Kit 250 od firmy QIAGEN (podrobny protokol je uveden v pfiloze €. 1)

Standardni protokol byl v prib&hu provadéni experimentu optimalizovan
v krocich homogenizace a inkubace. Homogenizace byla provadéna za pfitomnosti
tekutého dusiku a nasledna inkubace probihala ve vodni lazni pfi 55°C. Za téchto
modifikovanych podminek byla ziskana CistSi a koncentrovanéjsi DNA. Pfitomnost
¢i nepfitomnost a DNA ve vzorcich byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy. DNA
byla dale skladovana kratkodobé pfi teploté 4°C ¢i dlouhodobé v mrazicim boxu pfi
teploté -20°C.

45 PCR

Amplifikace DNA probéhla metodou PCR. Byly provedeny tfi typy analyz,
které se liSily dle cilového markeru (ITS, EF 1-a a LSU). Tyto tfi regiony byly
vybrany pro vyjime€né porovnavaci vlastnosti pfi taxonomickych studiich. Analyza
kazdého regionu se liSila zastoupenim primert a odliSnostmi v jednotlivych cyklech

samotné PCR, ktera probihala v termocykleru.
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o Reakce pro ITSregion s primery ITS4 aITS5

Slozeni reakce (25 pl)

12,5 ul PPP Master Mixu (Top Bio)
10,9 yl H20

1 ul DNA

0,3 ul primer ITS4

0, 3 ul primer ITS5

Pouzité primery:

ITS5 -5 — GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G -3’
ITS4 -5 -TCC TCC GCT TAT TGATAT GC -3’

(White et al., 1990)

Cyklus PCR reakce:

1. 94°C — 2 min
2. 94°C-30s

3. 63°C — 3 min
4. 72°C — 1 min
5. 72°C — 10 min

6. 4°C—w

2. az 4. krok byl opakovan 35 x.

30



e Reakce proregion EF 1- a s primery 983F a 2218R

SlozZeni reakce:

12,5 ul PPP Master Mixu (Top Bio)
10,9 yl H20

1 ul DNA

0, 3 ul primer 983F

0, 3 ul primer 2218R

Pouzité primery:

983F — 5" — GCY CCY GGH CAY CGT GAY TTY AT -3’
2218R -5 — ATG ACACCR ACR GCRACRGTY TG -3

(Rehner, 2005)

Cyklus PCR reakce:

1. 94°C — 2 min
2. 94°C-30s

3. 66°C—-30s

4. 72°C-45s

5. 94°C-30s

6. 56°C — 30s

7. 72°C-45s

8. 72°C — 30 min

9. 4°C —

2. az 4. krok byl opakovan 9 x; v kazdém cyklu se sniZila teplota o 1°C.

5. az 7. krok byl opakovan 35 x.
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e Reakce pro LSU region s primery NL1 a NL4

Slozeni reakce:

12,5 ul PPP Master Mixu (Top Bio)
10,9 yl H20

1 ul DNA

0, 3 ul primer NL1

0, 3 ul primer NL4

Pouzité primery:

NL1 -5 — GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG - 3°
NL4 -5 - GGT CCG TGT TTC AAG ACG G -3’

Obornik et al.(2001)

Cyklus PCR reakce:

1. 94°C — 5 min
2. 94°C — 1 min
3. 50°C — 1 min
4, 72°C—-1minal5s
5. 72°C — 5 min

6. 4°C —

2. az 4. krok byl opakovan 25 x.
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4.6 Separace a detekce vzorku

Pro separaci vzorkd byla zvolena gelova elektroforéza. Vzorky byly naneseny
na 2% agarézovy gel (4 g agardézy na 200 ml TBE) s obsahem barviva ethidium
bromid. Nasledna detekce fragmentu spocivala ve fluorescenénich schopnostech
barviva ethidium bromid pod UV zafenim. Jednotlivé fragmenty byly z gelu vyfiznuty

skalpelem.

4.7 Uprava vzorkl pied sekvenovanim

Po amplifikaci DNA a vyfiznuti fragmentl z agarézového gelu nasledovalo
jejich precisténi. K precisténi byl pouZzit komeréné dostupny kit Invisorb Fragment

Cleanup od firmy Stratec (podrobny protokol je uveden v pfiloze €. 2).

Po této operaci byla DNA pfipravena k odeslani na sekvenacni analyzu.

4.8 Sekvenovani

Nasledné po odeslani materialu do firmy SEQME, nabizejici sekvenacni
analyzy, nam byly poskytnuty data presnych nukleotidovych sekvenci vzorkd.
Jednotlivé sekvence vzorku se liSily v jednotkach az desitkach bazi. Po obdrzeni
vysledkd byly data statisticky vyhodnoceny ve specializovanych programech
(Obr. 13).

S e

= Ej @ @ @ @ '.J e Geos;}fia

Go to Base No. Find Sequence || ACGT

TG AGGG6TCCCCG 6C6G6CCG6CTGEGTCCAGTCCGOGTCOCCOCGEGE 6CTG G6G6G6LCG6 A
410 420 430 440 450

Obr. 13: Vyfez nukleotidové sekvence v programu FinchTV
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4.9 Statistické vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni dat bylo provadéno v programech:

FinchTV — ¢teni sekvenci, pfiprava sekvenci na alignment, kontrola spravnosti

jednotlivych nukleotidd po alignmentu.
ClustalW2 — alignment forward a reverse sekvenci.

NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) — taxonomické urCeni

druht rodu Beauveria na molekularni urovni.

Geneious — program na vyhodnoceni fylogenetické analyzy (fylogenetickych
stromQ).
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5. VYSLEDKY

5.1 lzolace DNA

Material pro izolaci byl uchovavan v lednici pfi teploté 4°C, v pfipadé
dlouhodobéjsiho uchovani v mrazicim boxu o teploté -20°C. Izolace probihala dle
protokolu viz kapitola 4.4. lzolace byla provadéna v nékolika opakovani
s postupnym optimalizovanim protokolu, konkrétné v bodech homogenizace a

inkubace. Po této optimalizaci byla ziskavana kvalitn&j$i vystupni data.

Pritomnost, kvantita i kvalita ziskané DNA byla po izolaci ovéfena pomoci

gelové elektroforézy (Obr. 14).

Obr. 14: Kontrola pfitomnosti DNA pomoci gelové elektroforézy.

5.2 Gelova elektroforéza

Po dokonceni PCR analyz nasledovala gelova elektroforéza, vizualizace a
uprava gelu. Fragmenty z gelu byly nasledné vyfiznuty a preciStény dle komercniho

kitu viz kapitola 4.7.
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Obr. 15: Velikostni marker, pouzivany ve vSech elektroforetickych operacich — DNA

molecular weight marker (100 bp ladder), firma Amresco INC.

e ww

ITS

Obr. 16: Ukazka vizualizace amplifikovaného produktu po PCR reakci ITS s primery

ITS5 a ITS4. Amplifikace probihala u vdech 24 vzorku (v€etné 2 referencnich vzorku

ze sbirky ARSEF). Cilové fragmenty byly o velikosti cca 500 bp. Nasledné vyfiznuti
jednotlivych fragmentl bylo provedeno z divodu nespecifické amplifikace.
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EF1-a - - .---

Obr. 17: Ukazka vizualizace amplifikovaného produktu po PCR reakci EF 1- a
s primery 983F a 2218R. Amplifikace probihala u vSech 24 vzork( (véetné 2
referenCnich vzorkl ze sbirky ARSEF). Cilové fragmenty byly o velikosti cca
1000 bp. Nasledné vyfiznuti jednotlivych fragmentl bylo provedeno z divodu

nespecifické amplifikace.

| e - e

LSU

Obr. 18: Ukazka vizualizace amplifikovaného produktu po PCR reakci LSU
s primery NL1 a NL4. Amplifikace probihala u vSech 24 vzork( (v€etné 2
referenénich vzorkl ze sbirky ARSEF). Cilové fragmenty byly o velikosti cca
600 bp. Nasledné vyfiznuti jednotlivych fragmentl bylo provedeno z diivodu

nespecifické amplifikace.
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5.3 Fylogeneticka analyza

Vyslednym produktem fylogenetické analyzy jsou nasledujici fylogenetické
stromy. Pro kazdy ze tfi typl PCR reakci je uvadén jeden strom. Mimo referenéni
vzorky a zkoumané vzorky, morfologicky pfibuzné na druhové uarovni, byly do
analyzy pfidany také data nepfibuzného druhu houby Isaria fumosorosea za ucelem

vytvoreni tzv. kofenu.

Nize uvedené fylogenetické stromy (Obr. 19, 20, 21) jsou vyslednym
produktem sekvenacnich analyz tfi odliSnych regiona (ITS, EF 1- a, LSU).

Z vysledkl analyzy je patrné, zZe byl zakladni soubor dat rozdélen na Ctyfi skupiny:

e Skupina | — kofen, ktery je zastoupen vzorkem Isaria fumosorosea
e Skupina Il — soubor charakteristicky pro Beauveria brongniartii
e Skupina lll — soubor charakteristicky pro Beauveria bassiana

e Skupina IV — soubor charakteristicky pro Beauveria caledonica
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Fylogeneticky strom vzorkd ur€enych morfologickymi charakteristikami jako
Beauveria bassiana a B. caledonica, ziskany na zakladé analyzy sekvenacnich dat
ITS regionu a porovnani se sekvencemi referencnich vzorki z NCBI databaze je
zobrazen na Obr. 19. Jako kofen byl zvolen vzorek Isaria fumosorosea GU354346
(na stromu oznacCen cCerné&). B. Brongniartii je na stromu vyznacCena Cervené,
B. bassiana zelené a B. caledonica modie. Referen¢ni vzorky jsou zvyraznény

tuénym pismem.

Ifr_GU354346
100| Bbr_617
| Bbr_NR111595
Bba_ 223
Bba_224
Bba_225
Bba_HQ880760
Bca_29

100
100 Bca_34
100| Bba 118
Bba_222

Bca_ 27
Bca_28

Bca_ 38
Bca_2567
Bca_40
Bca_41
Bca_42
Bca_43
Bca_HQ880817
Bca_HQ880816
Bca_35
Bca_36
Bca_33
Beca_32

50 Beca_31
959 Bca_39

100| Bca_37
Bca_30

100
100

100
100

100

51.6
58.5
61.6
64.6

66
67.7
69.7
73.9
76.6
76.9
82.6
88.5

89

0.01

Obr. 19: Fylogeneticky strom vytvofeny metodou Neighbour-joining obsahujici 26
izolath Beauveria spp. a jeden izolat Isaria fumosorosea. Metoda vychazi ze

sekvenacnich analyz useku ITS regionu. Bootstrap hodnota=1000 replicates.
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Fylogeneticky strom vzorkd ur€enych morfologickymi charakteristikami jako
Beauveria bassiana a B. caledonica, ziskany na zakladé analyzy sekvenacnich dat
regionu EF1-a a porovnani se sekvencemi referen¢nich vzorki z NCBI databaze je
zobrazen na Obr. 20. Jako kofen byl zvolen vzorek Isaria fumosorosea JN998771
(na stromu oznacCen cCerné). B. Brongniartii je na stromu vyznaCena Cervené,
B. bassiana zelené a B. caledonica modfe. Referen¢ni vzorky jsou zvyraznény

tuénym pismem.

Ifr_JN998771

Egéq Bbr 617
Bbr_HQ880991

Bba_225

Bba_224

Bba_AY531904

Bba_223

Bba_222
Bba_118

88.3

[100]
100
100
100

100

100
10(1 Bca_ 29

Bca_34
Bca_31
Bca_32
Bca_33
Bca_35
Bca_36
Bca_37
Bca_38
Bca_39
Bca_40
Bca_41
Bca_42
Beca_43
Bca_HQ881012

Bca_ 2567
96.2
085 Beca_30
g9.9| Bca_28
Beca_27

99.9

65.1
68.6
70.6

71
71.8

77.5

90.7
95.4
95.9

0.009

Obr. 20: Fylogeneticky strom vytvofeny metodou Neighbour-joining obsahujici 25
izolath Beauveria spp. a jeden izolat Isaria fumosorosea. Metoda vychazi ze

sekvenacnich analyz useku regionu EF1-a. Bootstrap hodnota=1000 replicates.
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Fylogeneticky strom vzorkd ur€enych morfologickymi charakteristikami jako
Beauveria bassiana a B. caledonica, ziskany na zakladé analyzy sekvenacnich dat
regionu LSU a porovnani se sekvencemi referenCnich vzork( z NCBI databaze je
zobrazen na Obr. 21. Jako kofen byl zvolen vzorek Isaria fumosorosea JN998771
(na stromu oznacCen cCerné). B. Brongniartii je na stromu vyznacCena Cervené,
B. bassiana zelené a B. caledonica modie. Referen¢ni vzorky jsou zvyraznény

tuénym pismem.

Ifr_EF429304
Bbr_AB027381

899! Bbr 617

66.8 Bba AB576868

Bca_34
Bca 29
Bba 225

Bba 224
100

Bba 223
100 -
100 Bba_118
Bba_222

100

100
100
100

Bca_35
Bca_32
Bca_36
Bca_37
Bca_38
Bca_ 39
Bca_31
gg.2| Bca_40
Bca_41
Bca_43
Bca_AF339520
Bca_2567
Beca_30
Bca_28
Bca_27
57.8| Bca_33
Bca_42

0.004

Obr. 21: Fylogeneticky strom vytvofeny metodou Neighbour-joining obsahujici 25
izolath Beauveria spp. a jeden izolat Isaria fumosorosea. Metoda vychazi ze

sekvenacnich analyz useku regionu LSU. Bootstrap hodnota=1000 replicates.
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Vysledky fylogenetické analyzy tedy vyvratily plvodni taxonomické oznaceni
zkoumanych entomopatogennich hub. Toto oznaceni bylo zaloZené na biologickych
a morfologickych vlastnostech hub a ukazalo se jako nespravné ve dvou z dvaceti
dvou pfipadd. Na zakladé vysledku analyzy byl potvrzen vibec prvni vyskyt
entomopatogenni houby B. caledonica nejen v NP Sumava, ale i v celé Ceské

republice.

Z nasledujici  tabulky Ize  vycist plOvodni  taxonomické  urceni
entomopatogennich hub rodu Beauveria zalozené na morfologickych vlastnostech

hub a uréeni nové, které je zalozeno na metodach molekularnich markerd.

Oznaceni Morf. uréeni Urceni na zdkladé MM
Bba_ 118 B. bassiana B. bassiana
Bba_222 B. bassiana B. bassiana
Bba_223 B. bassiana B. bassiana
Bba_224 B. bassiana B. bassiana
Bba_225 B. bassiana B. bassiana
Bca 27 B. caledonica B. caledonica
Bca 28 B. caledonica B. caledonica
Bca_29 B. caledonica B. bassiana
Bca 30 B. caledonica B. caledonica
Bca_31 B. caledonica B. caledonica
Bca_32 B. caledonica B. caledonica
Bca_ 33 B. caledonica B. caledonica
Bca_34 B. caledonica B. bassiana
Bca 35 B. caledonica B. caledonica
Bca 36 B. caledonica B. caledonica
Bca_37 B. caledonica B. caledonica
Bca 38 B. caledonica B. caledonica
Bca_39 B. caledonica B. caledonica
Bca_40 B. caledonica B. caledonica
Bca 41 B. caledonica B. caledonica
Bca_42 B. caledonica B. caledonica
Bca 43 B. caledonica B. caledonica

Tab. 2: Uréeni zkoumanych vzork( dle morfologickych charakteristik a dle metod

molekularnich markerd (MM).
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6. DISKUSE

Rehner et al. (2011) ve své studii uvedli, ze rod Beauveria je charakterizovan
kulovitymi do barnky tvarovanymi konidiogennimi bunkami, ze kterych vyustuji
jednobunécéné, terminalni holoblastické konidie v uzké apikalni prodlouzeni zvané
rachis. Druhy Beauveria se z morfologického hlediska rozliSuji hlavné podle
charakteristik konidii, které jsou typicky tenkosténné a hyalinni. Velikost je v rozmezi
1555 pm a maji kulovity, cylindricky nebo Cervovity tvar. Dale
Rehner & Buckley (2005) uvedli, Ze i pfesto, Ze je rod Beauveria dostatecné
morfologicky odliSny na rodové urovni, na urovni druhové je odliSeni jednotlivych
druht kvuli strukturni jednoduchosti a nedostatku rozliSovaci fenotypové variace
velmi obtizné. UrCovani druhli na zakladé biologickych a morfologickych vlastnosti
vyuzivajicich se k identifikaci zastupcld rodu Beauveria se tedy jevi jako ne vzdy
UpIné pfesné a ke kompletnimu pfesnému uréeni je vhodné tuto metodu doplinit o

metody vyuZivajici molekularni markery.

Podobnou problematikou se zabyval D’Alessandro et al. (2014) u rodu Isaria.
Morfologicky (dle cylindrickych konidii) se jevi B. caledonica velmi podobna
B. brongniartii, avSak Glare & Inwood (1998) a Rehner & Buckley (2005) ve svych

studiich prokazali fylogenetickou odliSnost téchto druhl na molekularni drovni.

Velmi dulezitym krokem v této studii bylo zajisténi vstupniho materialu,
odpovidajici kvantity a hlavné kvality, pro nasledujici operace. Timto materidlem je
mySlena vysoce kvalitni DNA, ktera byla ze ziskanych vzork( hub extrahovana.
Naptiklad Enkerli & Widmer (2009) konstatovali, Ze extrakce vysoce kvalitni DNA
je velice dllezitou soucasti molekularni analyzy entomopatogennich hub. V mé
praci byla zvolena metoda extrakce podle komeréné dostupného kitu DNeasy
Plant Mini Kit 250 od firmy QIAGEN. Extrakci dle tohoto komeréniho kitu uved! ve
své praci napriklad i Castrillo et al. (2010).

Standardni protokol extrakce DNA byl v pribéhu provadéni experimentu
optimalizovan v krocich homogenizace a inkubace. Homogenizace byla provadéna
za pfitomnosti tekutého dusiku a nasledna inkubace probihala ve vodni lazni pfi
55°C. Za téchto modifikovanych podminek byla ziskéna CistSi a koncentrovangjsi
DNA.
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V této studii bylo na zakladé metod molekularnich markerd taxonomicky
ur¢eno 22 vzorkl entomopatogennich hub rodu Beauveria, které byly sebrany na
Uzemi NP Sumava. V ramci této studie byly molekularnimi analyzami uréeny druhy
B. bassiana a B. caledonica. Ur€enim druhu B. caledonica byl zarover potvrzen jeji
prvni oficialni vyskyt vNP Sumava, potazmo vcelé Ceské republice. U
morfologického rozliSeni druhd B. bassiana a B. caledonica se vyuziva zejména
morfologickych odliSnosti ve tvaru a velikosti konidii. Rozliseni druh( B. bassiana a
B. caledonica na zakladé odliSnosti morfologickych znakl se jevi jako ne zcela
jednoduché a stoprocentné presné. Diky vysokému DNA polymorfismu jednotlivych
pouzitych regionl bylo mozné, na druhové urovni, zkoumané houby rodu Beauveria
s presnosti urcit. U vSech tfi vyuzivanych lokusl (ITS, EF1-a a LSU) se jednotlivé

sekvence druhu B. bassiana a B. caledonica liSily v pfiblizném poctu desitek bazi.

Schoch et al. (2012) udava, ze region vnitiniho integrovaného mezerniku
(internal transcribed spacer, ITS) jaderné ribozomalni DNA je formalni DNA

barcoding region (barcode=¢arovy kdd) pro identifikaci hub na molekularni drovni.

Rehner & Buckley (2005) vydali studii, kde za pouZiti sekvenacnich analyz
regionu ITS provedli molekularni fylogenetickou analyzu na souboru vzorki
patficich do rodu Beauveria. Na zakladé této studie byly jednotlivé izolaty hub
rozdéleny na druhy B. bassiana, B. brongniartii, B. amorpha, B. caledonica a
B. vermiconia. V mé praci byly timto zplsobem analyzovany druhy B. bassiana,

B. brongniartii a B. caledonica.

Pro potvrzeni vysledkld metody sekvenacni analyzy ITS regionu byla ma
studie doplnéna jesté o dalSi dvé metody — sekvenacéni analyzu regionu EF1-a a

regionu LSU.

Rehner et al. (2011) ve své studii popsal dalSich sedm druhl rodu Beauveria
na zakladé pouziti molekularnich metod vyuzivajicich jaderny intergenovy region

Bloc a tfi jaderné protein-kédujici geny — EF1-a, RPB1 a RPB2.

Pravé metoda sekvenacni analyzy regionu EF1-a byla dalSi pouZitou metodou
v mé studii. Amplifikace DNA fragmentu byla provedena za pfitomnosti primert
983F a 2218R. Stejnou metodu vyuZil u rodu Isaria napfiklad
D’Alessandro et al. (2014). Tato metoda potvrdila vysledky metody sekvenaclni

analyzy ITS regionu.
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Wang et al. (2003) popisuje zpusob haplotypizace detekci pfitomnosti i
absence skupiny | intrond pro pouziti v populacni studii entomopatogenni houby

B. bassiana. V této studii vyuziva velkou ribozomalni podjednotku (LSU) 28S rDNA.

Metoda sekvenacni analyzy regionu velké ribozomalni podjednotky (LSU) byla

vybrana jako tfeti a posledni ovéfovaci metoda.

Taylor & LoBuglio (1993) a Schlbtterer et al. (1994) uvadi, Zze geny velké
ribozomalni podjednotky vykazuji malé rozdily mezi sekvencemi u velmi podobnych
druht, tudiz je metoda velmi UspéSna pfi fylogenetickych studiich zdanlivé
pfibuznych druhll. Metoda sekvenacni analyzy regionu LSU potvrdila vysledky

predchazejicich metod pouzitych v této praci.

Na zakladé vysledkd analyzy sekvenci LSU je ureni druhu B. caledonica v
NP Sumava potvrzeno jiz tfetim molekularnim markerem. Interpretace dat
analyzovaného useku LSU rDNA ma stejny charakter vysledk( jako obé pfedchozi

metody (ITS a EF1-a) neni tedy pochyb o pfitomnosti B. caledonica v NP Sumava.

Glare et al. (2008) ve své praci uvedl, zZze entomopatogenni houba
B. caledonica ma potencial proti Skiidcim z fadu brouci (Coleoptera). Dale uvadi, ze
ve Velké Britanii B. caledonica kolonizuje vyznamné Skidce v oblasti lesnictvi,

konkrétné Hylobius abietis, ktery je vazny Skidce smrkovych a borovych stromd.

V lokalitt NP Sumava byly vzorky B. caledonica odebrany z uhynulych
dospélch Ips typographus, ¢imz byla potvrzena jejich patogenita vac&i tomuto
vyznamnému lesnimu Skudci. Vedle biopesticidnich pfipravkl( na bazi B. bassiana je

zde moznost potencialniho vyuZiti pravé druhu B. caledonica.
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7. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo porovnat morfologické analyzy
s molekularnimi analyzami vzorkd entomopatogennich hub ziskanych z lokality NP
Sumava. Déle pak na zakladé metod molekularnich markert potvrdit vyskyt
entomopatogenni houby Beauveria caledonica, jejiz vyskyt v Ceské republice nebyl

doposud zaznamenan.

Vzorky entomopatogennich hub z oblasti NP Sumava, dodané Oddé&lenim
rostlinolékarstvi, Katedry specialni produkce rostlinné, Zemédélské fakulty,
Jihogeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich (Ing. Andrea Bohata, Ph.D.), byly
uréeny, dle morfologickych charakteristik, jako B. bassiana a B. caledonica. Tento
soubor vzorkd byl podroben sekvenaénim analyzam tfi odliSnych regionu (ITS, EF1-
a, LSU). Na zakladé vysledkl téchto molekularnich analyz byly vyhotoveny
fylogenetické stromy, které vedly k pfesnému taxonomickému uréeni jednotlivych

vzorkd.

Metody sekvenacnich analyz regiont ITS, EF1-a a LSU se v ramci této studie

ukazaly jako vhodné.

Pfi porovnani metod zalozenych na morfologickych vlastnostech a na
metodach molekularnich markert, se urCeni, dle morfologické charakteristiky
jednotlivych druht, ukazalo jako nespravné ve dvou z dvaceti dvou pfipadech. Dle
porovnani vyslednych sekvenci se sekvencemi uvedenych v databazi NCBI, bylo u

vzorku Bca_29 a Bca_34 potvrzeno uréeni B. bassiana misto B. caledonica.

Uréenim druhu B. caledonica v NP Sumava se potvrdil prvni oficialni vyskyt
tohoto druhu entomopatogenni houby v NP Sumava, potazmo vcelé Ceské

republice.

Hypotézou bylo potvrzeni taxonomického zafazeni na udrovni druhu dle
morfologickych charakteristik. Tato hypotéza byla potvrzena. Pomoci MM je mozné
verifikovat a upfesnit morfologickou klasifikaci a u nespravné ¢i sporné uréenych
vzorkl pouzit MM pro jejich spravné uréeni. To se ukazalo na studovaném souboru,
kdy dvacet z dvaceti dvou analyzovanych vzorkl bylo spravné morfologicky uréeno

a MM potvrdily tuto klasifikaci.
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9. PRILOHY

Pfiloha €. 1: Protokol firmy QIAGEN pro izolaci DNA.

DNeasy® Plant Mini Kit

The DMeasy Plant Mini Kit (cat. nos. 69104 and 69106) can be stored af room
temperature (15-25°C) for up to 1 year.

For more information, please refer to the DNeasy Plant Handbook, which can be
found at www.giggen.com/handbooks.

For fechnical assistance, please call toll-free 00800-22-44-6000, or find
regional phone numbers at www.giogen.com/contact.

Notes before starting

—_

Perform all centrifugation steps at room femperature (15-25°C).

If necessary, redissolve any precipitates in Buffer AP1 and Buffer AP3/E
concenfrates.

Add ethanol to Buffer AW and Buffer AP3/E concentrates.

Preheat a water bath or heating block to 65°C.

Disrupt samples (=100 mg wet weight or =20 mg lyophilized fissue) using
the TissueRuptor®, the Tissuelyser, or a mortar and pestle.

Add 400 ul Buffer AP1 and 4 Ul RNase A. Vortex and incubate for 10 min
at 65°C. Invert the fube 2-3 times during incubation.

MNote: Do not mix Buffer AP1 and RMase A before use.
Add 130 ul Buffer AP2. Mix and incubate for 5 min on ice.

Recommended: Centrifuge the lysate for 5 min at 20,000 x g

(14,000 rpm).

Pipet the lysate into a QllAshredder spin column placed in a 2 ml collection
tube. Ceninifuge for 2 min at 20,000 x g.

Transfer the flow-through into @ new tube without disturbing the pellet if
present. Add 1.5 volumes of Buffer AP3/E, and mix by pipefting.

Transfer 650 ul of the mixture into a DNeasy Mini spin column placed in a
2 ml collection tube. Centrifuge for 1T min at =6000 x g (=8000 rpm).
Discard the flow-through. Repeat this step with the remaining sample.

Place the spin column info @ new 2 ml collbcﬁon tube. Add 500 ul
Buffer AW, and centrifuge for 1 min at =6000 x g. Discard the flow-
through.

Add ancther 300 ul Buffer AW. Centrifuge for 2 min at 20,000 x g.

Mote: Remove the spin column from the collechon tube carefully so that the
column does not come into confact with the flow-through.

Transfer the spin column to a new 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tube.

Add 100 ul Buffer AE for elufion. Incubate for 5 min at room temperature
(15-25°C). Centrifuge for 1 min at =6000 x g.

Repeat step 11.
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Pfiloha €. 2: Protokol pro precisténi DNA Invisorb Fragment CleanUp od firmy

Stratec Biomedical.

Protocol 4: Extraction of a DNA-fragment from an agarose gel slice

Flease read the instructions carefully and conduct the prepared procedure!
for Invisorb® Spin DNA Extraction Kit and Invisorb® Fragment CleanUp

Important: TBE-gels contain more pofentially inhibitors for down siream applicafion than TAE-gels. So we

recommend the use of TAE-gels for critical downstream application!
Before starting with the purification procedure please place a Spin Filter info a 2.0 m!
Receiver Tube!

Attention: Please be aware, that you have fo prepare the Binding Enhancer — see instruction page: 16

1

Excise the DNA-fragment from the agarose gel with a sharp scalpel. Minimize the agarose
gel slice. Check the waight.

For gel slices up to 150 mq add 500 pl Gel Solubilizer S.

For gel slices = 150 mg add 1 ml of Gel Solubilizer S.

Do not use more than 300 mg gel slice for one Spin Filter.

Transfer the gel slice into a 1.5 or 2.0 reaction fube.

. Incubate at 50°C for 10 minutes until the agarose gel slice is completely dissolved.

Incubation under continucus shaking (e.g. Eppendorf Thermao mixer) is very helpful.

. Add 250 pl Binding Enhancer to a 500 pl reaction volume or 500 pl Binding Enhancer to a

1 ml reaction volume and mix the suspension by pipetting some times or by vortexing.

Load approx. 800 pl of the sample onto the Spin Filter. Centrifuge at 11.000 x g (11.000 rpm)
for 2 minute. Discard the filtrate. For reaction volumes > 800 pl reload the residual volume
onto the Spin Filter and repeat the centrnfugation step.

. Add 500 pl Wash Buffer to the Spin Filter and centnfuge for 1 min at 11.000 x g (11.000 rpm)

Discard the filirate. Repeat the washing step once again.

. Discard the filtrate. Remove the residual ethanol of the Wash Buffer by centrifugation for

4 min at maximum speed.

. Transfer the Spin Filter into a new 1.5 ml Receiver Tube.

Add at least 20 pl Elution Buffer directly onto the center of the Spin Filter.
Incubate at room temperature for 5 minutes. Centrifuge for 1 minute at 11.000 x g
(11.000 rpm).

Note: Toincrease the final DNA yield we recammend using a higher volume of Eiution Buffer.

Flease take info account that an increasing volume of Elution Buffer reduces the final
concentration of the puriied DNA.

An extended incubafion time with Elution Buffer {up to 10 minutes) leads also to a shightly
higher final yield.
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