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Abstrakt: 

Biologická ochrana rostlin proti hmyzím škůdcům představuje významnou 

alternativu vůči ochraně chemické. Jedna z velmi významných skupin, použitelných 

v biologické ochraně rostlin proti hmyzím škůdcům jsou entomopatogenní houby. 

Entomopatogenní houby jsou mikroskopické houby, které jsou schopny vyvolávat 

primární onemocnění hmyzích škůdců. Je to druhově velmi heterogenní skupina a 

celosvětově bylo izolováno a popsáno více než 750 druhů entomopatogenních hub. 

Mezi nejvýznamnější rody entomopatogenních hub patří rod Beauveria. V České 

republice byl zaznamenán výskyt rodů B. bassiana, B. brongniartii a nově, na 

základě této práce, B. caledonica.  

Tato studie je zaměřena na potvrzení výskytu B. caledonica v NP Šumava. 

K potvrzení výskytu byly využity analýzy založené na metodách molekulárních 

markerů. Molekulární markery jsou nepostradatelnou součástí vědy v oblasti 

mykologie zahrnující například popis kmenů, populační genetiku, detekci a 

identifikaci hub, fylogenetické studie a evoluční biologii. Pro tuto studii byly použity 

sekvenační analýzy regionů ITS, EF1-α a LSU. Výstupní data těchto analýz byla 

použita na vytvoření fylogenetických stromů. Výsledkem je druhové zařazení 

zkoumaných izolátů.  

 

Klíčová slova: Ascomycota, Beauveria, B. caledonica, entomopatogenní houby, 

biologická kontrola, molekulární 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 Šumava. To confirm this occurrence, I 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-α 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. ÚVOD  

Biologická ochrana rostlin proti hmyzím škůdcům představuje významnou 

alternativu vůči, v současnosti stále ještě dominující, ochraně chemické. 

Jedna z velmi významných skupin, použitelných v biologické ochraně rostlin 

proti hmyzím škůdcům jsou entomopatogenní houby. Entomopatogenní houby jsou 

mikroskopické houby, schopné vyvolávat primární onemocnění hmyzích škůdců 

vyskytujících se jak v půdě tak ve fyloplánu kulturních rostlin. Mezi nejvýznamnější 

rody entomopatogenních hub patří houby rodu Beauveria Vuillemin, hlavně pak druh 

B. bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin. Houba B. bassiana je kosmopolitně 

rozšířený druh, jehož kmeny lze izolovat z půd na všech kontinentech. 

B. bassiana infikuje hospodářsky významné škůdce: např. zavíječe 

kukuřičného (Ostrinia nubilalis) a obaleče jablečného (Laspeyresia pomonella). Byly 

izolovány kmeny B. bassiana vykazující vysokou virulenci na druzích stejnokřídlého 

hmyzu (molice a mšice). Jako perspektivní se jeví možnost využití B. bassiana 

v ochraně řepky proti blýskáčku řepkovému (Meligethes aeneus), další možnost 

použití je také v ochraně proti svilušce chmelové (Tetranychus urticae).  

V České republice byl v rámci rozsáhlého projektu, ve spolupráci Zemědělské 

fakulty JU a Správy NP a CHKO Šumava, v NP Šumava realizován rozsáhlý 

monitoring přirozeného výskytu entomopatogenních hub asociovaných 

s lýkožroutem smrkovým (Ips typographus). 

V rámci území České republiky byl zaznamenán výskyt druhů B. bassiana, 

B. brongniartii (Saccardo) Petch.  

Jako hlavní charakteristika k určování druhů entomopatogenních hub se 

využívá jejich morfologických znaků, vyhodnocujících se na makroskopické a 

mikroskopické úrovni. K této druhové charakteristice se využívá zejména posouzení 

tvaru a velikosti konidií. Tyto metody ovšem nejsou vždy úplně přesné a k jejich 

upřesnění se používají metody molekulárních markerů.  

Molekulární marker je molekula bílkoviny nebo určitý úsek DNA, který může 

být porovnáván u jednotlivých zkoumaných druhů organismů. Molekulární markery 

jsou nepostradatelnou součástí vědy v oblasti mykologie, zahrnující například popis 

kmenů, populační genetiku, detekci a identifikaci hub, fylogenetické studie a 

evoluční biologii. Díky technikám molekulárních markerů lze podpořit či vyvrátit 
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taxonomické zařazení založené na morfologických charakteristikách. Pro tuto studii 

byly použity sekvenační analýzy regionů ITS, EF1-α a LSU.  

Kombinace morfologických vlastností a metod založených na molekulárních 

markerech se jeví jako vhodný nástroj k nesnadnému a často jinak ne příliš 

přesnému druhovému určení houbových izolátů napříč jednotlivými rody. 



  3 

 

2. LITERÁRNÍ PŘEHLED 

2.1 Entomopatogenní houby 

2.1.1 Úvod 

Entomopatogenní houby jsou druhově velmi heterogenní skupina. 

Celosvětově bylo izolováno a popsáno více než 750 druhů hub, které působí jako 

obligátní nebo fakultativní původci onemocnění mnoha živočišných druhů 

(Nielsen et al., 2008).  

Entomopatogenní houby patří do různých systematických skupin a jejich 

biologické vlastnosti jsou často velmi odlišné. V rámci patogenity všichni zástupci 

využívají jako své hostitele různé představitele kmene členovců (Arthropoda), 

zejména pak podkmene šestinozí (Hexapoda), do které spadá velmi početná a 

významná třída hmyz (Insecta). Parazitické mykózy mohou napadat všechna 

vývojová stádia hmyzu, nicméně nejčastěji se vyskytují na larvách a kuklách, méně 

často jsou houbami infikováni dospělci a vajíčka hmyzu (Lo, 2012). 

Zástupci entomopatogenních druhů, zejména pak Beauveria bassiana, 

B. brongniartii, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosoroseus (=Paecilomyces 

fumosoroseus), I. farinosa (= P. farinosus) a Lecanicillium lecanii se těší velkému 

zájmu v oblasti komerční biologické ochrany hmyzu (Ekesi et al., 2007). Do roku 

2007 bylo uvedeno na trh zhruba 150 komerčních přípravků založených na  

entomopatogenních houbách (Faria & Wraight, 2007), počet každým rokem dále 

stoupá. Mezi cílové hmyzí hostitele patří: lalokonosec vejčitý, ponravy chroustů, 

bázlivec kukuřičný, drátovci, octomilky, háďátka, lýkožrout smrkový a další 

(Ekesi et al., 2007). 

 

2.1.2 Klasifikace entomopatogenních hub 

Entomopatogenní houby jsou klasifikovány do odlišných oddělení, konkrétně: 

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

Je to skupina hub obsahující ve svých buněčných stěnách chitin a 

neobsahující celulózu (Gul et al., 2014). Většina entomopatogenních druhů je 

zastoupena řádem Blastocladiales a rodem Coelomomyces, který obsahuje 

přibližně 70 druhů popsaných hmyzích patogenů (Barr, 2001). 

Zástupci kmene Chytridiomycota se množí nepohlavně produkcí spor 

v rozmanitých sporangiích. Bylo u nich však nalezeno i mnoho druhů pohlavního 

rozmnožování. Zoospory se totiž mohou za určitých podmínek chovat jako gamety a 

fúzovat spolu za vzniku nového jedince. Jindy jsou gamety již plně odlišené na 

základě velikosti či barvy; nejvyšším stupněm vývoje je zřejmě oogamie, kdy samičí 

gameta (oosféra) zůstává na svém místě v gametangiu a je oplodněna pohyblivými 

samčími gametami (Kalina & Váňa, 2005). 

 

Oddělení Zygomycota 

Zygomycota neboli také spájivé houby jsou polyfyletická skupina organismů, 

zahrnující organismy charakterizované kopulací gametangií, vzácně i somatogamií 

během pohlavního rozmnožování. Výsledkem gametangiogamie i somatogamie je 

vznik tzv. zygosporangia. Nepohlavní rozmnožování je charakterizováno přítomností 

endogenně vznikajících spor obvykle ve sporangiích (Kalina & Váňa, 2005). 

Hyfy jsou mnohobuněčné a většinou netvoří přehrádky (cenocytické) 

(Gul et al., 2014). S hmyzem nejvíce spojované druhy, jako například patogeny 

komárů, můžeme najít ve třídě Trichomycetes (Cooper & Sweeney, 1986). 

 

Oddělení Ascomycota a Deuteromycota 

Do oddělení Ascomycota neboli vřeckovýtrusých hub spadají houby 

s haploidním přehrádkovitým myceliem a tvorbou pohlavních spor tzv. askospor 

v asku na plodnicích zvaných askomata. V jednom asku se vytváří nejčastěji osm 

askospor. Zástupci tohoto oddělení neprodukují zoospory (Shah & Pell, 2003).  

Taxonomie konidiálních stádií se dělí na pohlavní (teleomorfní) a nepohlavní 

(anamorfní) (Gul et al., 2014). U většiny druhů jsou teleomorfní stádia spíše 

vzácností. U velkého množství, především parazitických druhů, je časově 

převažujícím stádiem stádium anamorfa.  
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Druhy, u kterých není známo teleomorfní stádium, jsou zařazeny do pomocné 

skupiny Deuteromycota (Kalina & Váňa, 2005). Výtrusy (spory) vznikají u těchto hub 

jen nepohlavní cestou. 

V tomto oddělení se nachází mnoho zástupců entomopatogenních hub, 

z nichž nejvýznamnější jsou rody Aspergillus, Metarhizium, Hirsutella, Beauveria, 

Aschersonia, Culicinomyces, Lecanicillium, Isaria, Tolypocladium and Sorosporella 

(Gul et al., 2014).  

 

Oddělení Basidiomycota 

Do oddělení Basidiomycota, známého také jako stopkovýtrusné houby náleží 

zástupci charakterističtí způsobem svého pohlavního rozmnožování. Karyogamie 

i meióza probíhají v buňce zvané bazidie (odpovídající meiosporangiu). Haploidní 

bazidiospory (meiospory) se tvoří exogenně na sterigmatech (stopečkách), 

vyrůstajících na bazidii nejčastěji po čtyřech (Kalina & Váňa, 2005). 

Do tohoto oddělení spadá velmi malý počet entomopatogenních zástupců 

(Samson et al., 1988). 

 

2.1.3  Geografické a ekologické rozšíření 

Entomopatogenní houby jsou důležitou a rozšířenou složkou většiny 

suchozemských ekosystémů. Nacházejí se i v místech, kde je snížený výskyt 

hostitelských organismů - hmyzu a jiných členovců. Zástupce entomopatogenních 

hub lze nalézt prakticky po celém světě. Příkladem takového druhu může být 

Beauveria bassiana, jejíž výskyt byl potvrzen jak v tropickém deštném pralese 

(Aung et al., 2008), tak například v Severní Kanadě v 75° zeměpisné šířky 

(Widden & Parkinson, 1979). Druhy entomopatogenních hub konkrétně 

Tolypocladium cylindrosporum, B. bassiana a Metarhizium anisopliae byly rovněž 

zaznamenány v oblasti Severního polárního kruhu v Norsku (Klingen at al., 2002), 

B. bassiana, M. anisopliae a Isaria farinosa ve Finsku (Vänninen, 1995). Výskyt 

entomopatogenních druhů byl potvrzen dokonce i na arktickém Grónsku 

(Eilenberg et al., 2007) a Antarktidě (Bridge et al., 2005).  

Entomopatogenní houby jsou převážně půdní mikroorganismy, které napadají 

organismy žijící v půdě z důvodů vyhnutí se UV záření, které může v krátkém 
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časovém intervalu působit na povrch listu, dále mohou dešťové srážky smýt konidie 

pryč z povrchu rostliny. Půdní teplota a vlhkost je pro mikroorganismy příznivá díky 

izolační schopnosti půdy a spory tak mohou v půdě setrvávat delší dobu 

(Ekesi et al., 2007).  

 

2.2 Biologická ochrana 

Jako biologickou ochranu obecně chápeme využívání živých organizmů za 

účelem potlačení či snížení populačního výskytu či negativního vlivu škodlivých 

organizmů na cílové organizmy neškodlivé. Četnost či škodlivost těchto organismů 

je pak v nižší míře, než kdyby biologická ochrana nebyla použita (Eilenberg et al., 

2001). 

Základní metody, které jsou v rámci biologické ochrany rostlin využívány, jsou 

členěny s ohledem na způsob a podmínky, za jakých je přirozený nepřítel 

introdukován do zájmového agroekosystému. Jsou popisovány čtyři hlavní strategie. 

 Klasická biologická ochrana – Zajišťuje dlouhodobý efekt účinku 

introdukovaného druhu v oblastech adaptace, namnožení a rozšíření. Trvalé 

zavedení biologického kontrolního agens za účelem dlouhodobé ochrany rostlin 

proti škůdcům.  

 Inokulativní biologická ochrana – Vysazení přirozeného autochtonního 

organismu jako biologického kontrolního agens. Cílem je okamžitý efekt, který 

působí v delším časovém horizontu.  

 Inundativní biologická ochrana – Jednorázové či opakované uvolňování živých 

organismů (a virů) v ochraně rostlin proti původcům onemocnění a škůdcům. 

 Podpora a konzervace přirozených antagonistů – Využívání šetrných změn 

životního prostředí k negativnímu působení na původce onemocnění a škůdce 

rostlin (Eilenberg et al., 2001). 

 

V rámci biologické ochrany rostlin mohou být preparáty na bázi 

entomopatogenních hub využity ve všech čtyřech strategiích biologické ochrany 

rostlin (Shah & Pell 2003). 
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2.3 Rod Beauveria Vuillemin (1912) 

2.3.1 Obecná charakteristika 

Rod Beauveria  byl popsán v  roce 1912 francouzským mykologem 

Vuilleminem jako nový rod na počest vědce J. Beauvarie, který se zkoumáním 

houby dlouhá léta zabýval (Vuillemin, 1912). 

Beauveria patří mezi nepohlavně se rozmnožující houby spadající do oddělení 

Ascomycota do čeledi Cordycipitaceae (Sung et al., 2007). Je to kosmopolitní rod 

v půdě se vyskytujících entomopatogenních hub. Byla jednou z prvních objevených 

entomopatogenních hub a její působení bylo pozorováno na projevech plísňové 

choroby bource morušového v 18. a 19. století, které zapříčinilo začátek studií 

patologie zabývající se interakcí zástupců hmyzu a hub (Vega & Blackwell, 2005). 

Druhy rodu Beauveria reprezentují široce polyfágní houby, které se běžně 

vyskytují v půdě a parazitují na půdním hmyzu, případně na stádiích hmyzu, která 

se v půdě vyskytují pouze příležitostně (během hibernace). V sortimentu hostitelů 

jsou zastoupeny i fytofágní druhy z řádů rovnokřídlí (Orthoptera), brouci 

(Coleoptera), larvy a kukly motýlů (Lepidoptera, např. zavíječ kukuřičný) a 

dvoukřídlého hmyzu (Diptera). V současnosti jsou k dispozici i kmeny B. bassiana 

vysoce virulentní vůči některým druhům stejnokřídlého hmyzu (Homoptera). Nákazy 

vyvolané těmito houbami jsou označovány jako „bílé muskardiny“, protože 

infikovaný jedinec zpravidla porůstá hustým, bílým myceliem (Vey et al., 2001). 

Rod Beauveria vytváří rozmanité spektrum biologicky aktivních sekundárních 

metabolitů, které obsahují nepeptidové pigmenty a polyketidy, neribozomálně 

syntetizovaná peptidová antibiotika a další vylučované metabolity, hrající 

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

Mezi dva nejdůležitější zástupce se počítá B. bassiana a B. brongniartii, které 

se vyznačují snadnou kultivací a zároveň vysokou virulentní schopností, což z nich 

dělá příznivé kandidáty pro biologickou regulaci hmyzu (Li et al., 2001). 

Rod Beauveria je charakterizován kulovitými do baňky tvarovanými 

konidiogenními buňkami, ze kterých vyúsťují jednobuněčné, terminální holoblastické 

konidie v úzké apikální prodloužení zvané rachis. Druhy Beauveria se 

z morfologického hlediska rozlišují hlavně podle charakteristik konidií, které jsou 
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typicky tenkostěnné a hyalinní. Velikost je v rozmezí 1,5-5,5 μm a mají kulovitý, 

cylindrický nebo červovitý tvar (Rehner et al., 2011).  

V umělé kultuře tvoří Beauveria bílé až slabě narůžovělé mycelium. Optimální 

iniciační pH na produkci spor v laboratorních podmínkách při použití PDB 

(Potato Dextrose Broth) je 5,2. a optimální teplota je 25°C (Pham et al., 2009). 

 

2.3.2 Taxonomie 

Říše:          Fungi 

Oddělení:   Ascomycota 

Třída:         Sordariomycetes 

Podtřída:    Hypocreomycetidae 

Řád:           Hypocreales 

Čeleď:        Cordycipitaceae 

Rod:           Beauveria  

(Vuillemin, 1912) 

 

2.3.3 Životní cyklus 

Životní cyklus entomopatogenních hub se skládá ze dvou hlavních 

fází: parazitické fáze, kdy dochází k napadení a usmrcení hostitele a saprofytické 

fáze, která následuje po hostitelově smrti.  

Entomopatogenní houby rodu Beauveria jsou známy jako původci 

onemocnění mnoha druhů hmyzu, zejména pak jedinců, kteří jsou alespoň částí 

svého vývoje vázány na půdu (Landa et al., 2007). Ve srovnání s ostatními 

entomopatogeny (bakterie, viry), kteří vstupují do těla hmyzu buď díky vnějšímu 

poranění exoskeletu, nebo jsou přijímány spolu s potravou, jsou entomopatogenní 

houby schopny samostatně narušit externí kutikulu a způsobit infekci hostitele. 

Průběh infekce zahrnuje přichycení spory na hostitelské kutikule a její vyklíčení, 

penetraci vyklíčené spory do hostitele a nakonec vývoj spory uvnitř hostitele 

s následnou kolonizací tělní dutiny (Obr. 1) (Lo, 2012). 
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Obr. 1: Životní cyklus entomopatogenních hub (Landa et al., 2008) 

 

Přichycení a klíčení spory 

Infekce hostitele je iniciována konidiemi, které po přichycení na povrch 

kutikuly klíčí. Prvním krokem patogenního procesu je adheze propagulí na povrch 

hostitele. Zatímco iniciální adheze na povrch hostitele je pasivní proces, následné 

připevnění a klíčení spory je aktivní proces, který by nemohl probíhat bez 

přítomnosti důležitých enzymů. Hydrofobní konidie mnoha patogenů se vážou 

nespecifickým způsobem na epikutikulu jak citlivých, tak rezistentních hmyzích 

hostitelů. Nicméně produkce penetračních klíčících hyf se objeví pouze u citlivých 

hostitelských druhů. Proces klíčení započne pouze v dobrých podmínkách, kterými 

jsou hlavně optimální vlhkost a dostatek živin (Edwards, 2002). Klíčivé spory 

entomopatogenních hub rodu Beauveria dále produkují apresoriální buňky, které 

vytváří hlenem pokrytý útvar zvaný apresorium (Obr. 2), zodpovědný za přichycení 

vlákna k hostiteli v místě penetrace (Samson et al., 1998). 
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Obr. 2: Průnik buněčnou stěnou a klíčení hyfy uvnitř cytoplazmy hostitele 

(Khang & Valent, 2010). Upraveno R. Binder 

 

Proniknutí do hostitele 

K infekci hostitele dochází proniknutím výtrusu houby povrchem do tělní dutiny 

hostitele. V tělní dutině hmyzu se po proniknutí výtrusu houby začnou tvořit 

nepohlavní buňky (Landa et al., 2007).  

Veškeré druhy entomopatogenních hub využívají k proniknutí kutikulou do 

hostitele kombinaci mechanických sil a kutikulu-degradujících enzymů. Kutikulu 

degradující enzymy využívané houbami rodu Beauveria jsou například proteázy, 

esterázy, lipázy a chitinázy, z nichž nejvýznamnější roli hrají právě proteázy 

(Edwards, 2002).  

 

Vývoj houby uvnitř hostitele 

Uvnitř tělní dutiny se tvoří oválné blastospory, klíčící v hustou myceliální 

masu, která hostitele mumifikuje. V konečné fázi vývoje prorůstají hyfová vlákna na 

povrch usmrceného jedince, kde se pak formuje vzdušné mycelium, na kterém se 

tvoří nové konidie, které mohou iniciovat nový vývojový cyklus patogena (Obr. 3) 

(Landa et al., 2007). 
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Obr. 3: Životní cyklus Beauveria bassiana: A-inokulace, B-zabití hostitele, C-začátek 

růstu mycelia, D-pokrytí hostitele myceliem, E-uvolnění spor. 

(http://www.npsumava.cz/cz/1598/2184/clanek/entomopatogenni-houba-beauveria-

bassiana/ staženo dne 10. 4. 2015) 

  

2.3.4 Využití  

Entomopatogenní houby rodu Beauveria se poměrně hojně využívají 

v biologické ochraně.  

B. bassiana infikuje hospodářsky významné škůdce: např. zavíječe 

kukuřičného (Ostrinia nubilalis) a obaleče jablečného (Laspeyresia pomonella). Byly 

izolovány kmeny B. bassiana vykazující vysokou virulenci na druzích stejnokřídlého 

hmyzu (molice a mšice). Jako perspektivní se jeví možnost využití B. bassiana v 

ochraně řepky proti blýskáčku řepkovému (Meligethes aeneus), další možnost 

použití je také v ochraně proti svilušce chmelové (Tetranychus urticae).                  

B. brongniartii je považována za specifického patogena chroustů a je využívána 

k potlačení výskytu ponrav například v ovocnářství. Využívá se též v ochraně révy 

vinné (Koubová, 2009). 

 

(http:/www.npsumava.cz/cz/1598/2184/clanek/entomopatogenni-houba-beauveria-bassiana/
(http:/www.npsumava.cz/cz/1598/2184/clanek/entomopatogenni-houba-beauveria-bassiana/
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2.3.5 Důležití zástupci  

Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin 

B. bassiana je druh celosvětově rozšířené entomopatogenní houby, která 

bývá spojována s napadáním mnoha hmyzích druhů, zejména pak těch, které jsou 

alespoň částí svého vývojového cyklu vázány na půdu (Landa et al., 2007).                           

B. bassiana byla však nezřídka nalezena také na infikovaných jedincích mimo půdní 

niku (Meyling et al., 2011). Meyling & Eilenberg (2007) uvádí, že tato 

entomopatogenní houba se prokazatelně vyskytuje u více než 700 druhů hostitelů. 

Konidie B. bassiana jsou globoidního až subgloboidního tvaru, velikost         

(2-3) x (2-2,5) μm. Konidiogenní buňky tvoří husté shluky nebo hrozny. V umělé 

kultuře roste B. bassiana jako bílá plíseň a na svých hostitelích vytváří typickou 

bílou muskardinu. Optimální teplota pro růst a vývoj je v rozmezí 23-26°C při 

vlhkosti substrátu 80-100%. Minimální teplota pro růst mycelia je 5-8°C, maximální 

teplota však 28-31°C, načež při překročení tohoto teplotního maxima se růst houby 

pozastavuje (Dirlbeková et al., 1991). 

Na bázi entomopatogenní houby B. bassiana existuje v současné době celá 

řada přípravků. Jsou to například BotaniGard 22WP, BotaniGard ES, Mycotrol O, 

Boverol a Naturalis L. 

Faria & Wraight (2007) ve své práci uvádí existenci 58 přípravků na bázi 

B. bassiana, což je asi 34 % ze všech komerčně udávaných výrobků na bázi všech 

druhů entomopatogenních hub. Největší výrobci těchto přípravků jsou USA, státy 

Střední a Jižní Ameriky (Mexiko, Kolumbie, Brazílie), Jihoafrická republika, Indie a 

Rusko.  

 

Obr. 4: Konidie a konidiofory Beauveria bassiana (Rehner et al., 2011). 
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Využití biopreparátů na bázi B. bassiana  

Biopreparáty na bázi B. bassiana se poměrně hojně využívají v boji proti 

lýkožroutovi smrkovém (Ips typographus) (Obr. 4). Efektivita těchto biopreparátů 

byla testována například v Německu, Švýcarsku, Rakousku a na experimentální 

úrovni i v dalších zemích (USA, Austrálie, Finsko, Polsko) (Landa et al., 2007). 

 

 

 

Obr. 5: Dospělec lýkožrouta smrkového (Ips typographus). 

(http://www.colpolon.biol.uni.wroc.pl/Foto/Ips%20typographus.jpg staženo dne 8. 3. 

2015) 

 

Bylo prokázáno, že biopreparáty na bázi B. bassiana jsou velmi účelné 

zejména pak v situacích, kdy od aplikace biopreparátu není očekáván okamžitý 

účinek, nýbrž vyhlídka dlouhodobějšího potlačování populací škůdce                

(Landa et al., 2007). 

Nejčastěji je B. bassiana aplikována formou vodních suspenzí spor na povrch 

napadených stromů nebo stromových lapáků (Obr. 5).  

 

http://www.colpolon.biol.uni.wroc.pl/Foto/Ips%20typographus.jpg
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Obr. 6: Lokální aplikace vodní suspenze spor B. bassiana v NP Šumava do porostu 

pomocí upraveného rosícího zařízení neseného vrtulníkem. Cílem aplikace je 

vytvoření sporové mlhy, která prostupuje korunami stromů, pokrývá povrch kmenů 

a vytváří infekční prostředí. 

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

bassiana/ staženo dne 6. 1. 2015) 

 

Beauveria brongniartii (Saccardo) Petch 

B. brongniartii je celosvětově rozšířená entomopatogenní houba, která je 

známa svým velmi omezeným okruhem hostitelských druhů. Přípravky na bázi této 

houby se využívají v biologické ochraně proti zástupcům rodu Melolontha (chrousti) 

ve všech jejich vývojových stadiích.  

Mycelium je v in vitro podmínkách zbarveno do bíla s nažloutlým až 

narůžovělým nádechem. Hyfy jsou hyalinní, hladkostěnné 1,5-3 µm široké. Konidie 

B. brongniartii jsou hyalinní, hladké, globoidního, zřídka až subgloboidního tvaru o 

velikosti (2,5-4,5) x (2-2,5) μm (MycoBank, 2014).  

 

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

 

http://www.npsumava.cz/cz/1598/2185/clanek/prakticke-vyuziti-houby-beauveria-bassiana/
http://www.npsumava.cz/cz/1598/2185/clanek/prakticke-vyuziti-houby-beauveria-bassiana/
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Beauveria caledonica Bissett & Widden 

Beauveria caledonica byla prvně izolována z půdy rašeliniště ve Skotsku. 

Tento druh je charakterizován kyjovitými až krátce cylindrickými konidiofory 

(Bissett & Widden, 1988). Hyfy jsou hyalinní, hladké 1,8-4,1 μm široké, nesoucí 

seskupení konidiálního aparátu. B. caledonica vytváří konidie cylindrického, mírně 

zakřiveného tvaru, občas zúžené uprostřed, o velikosti (3,7-5,2) x (1,9-2,3) μm 

(BCRC, 1997), (Glare et al., 2008). Mycelium je zbarvené obvykle od bílé až po 

bílooranžovou barvu. Testy Glare et al. (2008) prokázaly, že B. caledonica je 

v laboratorních pokusech vysoce patogenní vůči dospělcům Hylurgus ligniperda  

a larvám Tenebrio molitor. Reay et al. (2008) došli k závěru, že B. caledonica 

je obecně spojována s přirozeným prostředím kůrovcovitých brouků. Tento druh 

entomopatogenní houby byl odizolován z uhynulých jedinců, půdy, kůry, avšak nikoli 

z živých jedinců. B. caledonica by tedy potenciálně mohla být velmi důležitá 

v biologické ochraně proti kůrovcovitým broukům. 

 

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

 

2.4 Molekulární markery a populační studie  

2.4.1 Úvod 

Molekulární markery (značky, ukazatele) jsou pro vědce přibližně to, co otisk 

prstu pro kriminalistu. Umožňují identifikaci organismu, resp. jeho genetické 

vlastnosti, stanoví příbuzenské vztahy mezi organismy nebo například podají 

informaci o zdravotním stavu organismu (Jankovský & Šmerda, 2006). 

Molekulární markery se staly nepostradatelnou součástí vědy v různých 

oblastech mykologie zahrnující například popis kmenů, epidemiologii, populační 

genetiku, detekci hub a identifikaci, genetické mapování, izolaci genů, fylogenetické 
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studie a evoluční biologii. U hub můžeme používat molekulární markery na úrovni 

chromozomální, extrachromozomální nebo mitochondriální DNA 

(Khachatourians & Arora , 2004). 

Dříve se jednalo především o proteinové (izoenzymové) molekulární markery, 

zatímco v dnešní době se stále častěji využívají DNA markery. DNA markery jsou 

variabilnější, mohou pokrýt (charakterizovat) celý genom organismu 

(Jankovský & Šmerda, 2006) a na rozdíl od proteinových markerů nejsou tak 

významně ovlivněny prostředím a není tedy narušena jejich selektivní neutrálnost, 

což v některých případech nebývá splněno u izoenzymových markerů, na které 

může selekce působit buď přímo, nebo skrze geny vystavenými selekci, s nimiž 

bývají často ve vazbě (Bergmann, 1975). 

Velkou výhodou DNA markerů je rychlost a spolehlivost determinace. 

Například v případě potřeby stanovení patogenního agens z vegetativního vzorku je 

zapotřebí při kultivačních metodách minimálně 2-3 týdnů. Při imunologických 

testech pak tato doba činí včetně přípravy vzorku cca 24 hodin, u polymerázové 

řetězové reakce je možno tuto dobu zkrátit na 2-4 hodiny. Rovněž v souvislosti s 

využíváním explantátových kultur pro uchovávání genofondu a přípravu sadebního 

materiálu bude nutná kontrola deklarovaných vlastností 

(Jankovský & Šmerda, 2006). 

 

V praxi tedy nemusíme hodnotit přímo například znak odolnosti k houbovému 

onemocnění, který se považuje za složitě hodnotitelný znak. Místo toho si můžeme 

vybrat molekulární znak, který se na chromozomu nachází velmi blízko genu pro 

toto houbové onemocnění. V potomstvech pak můžeme poměrně přesně sledovat 

přenos tohoto molekulárního znaku (na základě sondy DNA) v zastoupení nepřesně 

sledovatelného znaku (odolnosti k houbovému onemocnění, například padlí 

ječmene). Je to podstatné zpřesnění a zvýšení možností využití vazbových map 

kulturních rostlin. Molekulární mapování umožňuje podstatně urychlit a zpřesnit 

proces šlechtění (Ondřej & Drobník, 2002). 

Na základě hlavního principu použité metody se molekulární (DNA) markery 

dělí na markery založené na hybridizaci DNA a markery založené na polymerázové 

řetězové reakci (PCR). 

 



  17 

 

2.4.2 Techniky molekulárních markerů založené na restrikčním štěpení a 

hybridizaci 

RFLP 

Polymorfismus délky restrikčních fragmentů (RFLP, Restriction Fragment 

Length Polymorphism) je technika, která umožňuje diferenciaci genomů na základě 

spektra DNA fragmentů, které vzniknou po štěpení genomové DNA restrikčními 

endonukleázami. Jestliže se dva genomy liší vzdáleností mezi pozicemi štěpení 

určitou restriktázou, pak se vzniklé fragmenty budou lišit svojí délkou, pokud budou 

genomy rozštěpeny právě touto restriktázou. Podobnost spekter genomů vzniklých 

metodou RFLP značí obecně příbuznost těchto genomů. Po endonukleázovém 

rozštěpení genomové DNA vzniká velké množství fragmentů, které jsou rozděleny 

dle velikosti elektroforézou v agarózovém gelu. Vzniklé spektrum fragmentů 

genomové DNA je nepřehledné a nehodnotitelné. Proto se k analýze využívá jen 

malá část vzniklých fragmentů. To, která část genomové DNA je použita, je dáno 

tzv. sondou. Sonda je krátký fragment genomové DNA, který hybridizuje 

s komplementárními sekvencemi genomové DNA a vyhledává tak mezi mnoha 

fragmenty genomové DNA jen ty, které v konečném důsledku vytvářejí výsledné 

spektrum (Bartoš, 2007).  

V průběhu evoluce docházelo ke změnám v sekvencích DNA. Na těchto 

změnách jsou založeny RFLP markery. Tyto změny jsou způsobeny bodovými 

mutacemi v místech štěpení restrikčními endonukleázami. Inzerce či delece mohou 

vést k nerovnoměrnému crossing-overu v rámci určitého chromozomu. První použití 

RFLP markerů u rostlin bylo v oblasti konstrukce genových map. Jsou to 

kodominantní markery, které umožňují určit, zda je vázaný znak přítomen u určitého 

jedince v homozygotním nebo heterozygotním stavu (Řepková & Relichová, 2001). 

 

2.4.3 Techniky molekulárních markerů založené na metodě PCR 

PCR  

Jednou z nejvyužívanějších metod současné molekulární biologie je PCR 

(Polymerase Chain Reaction, polymerázová řetězová reakce). Většina technik 

studia DNA markerů se odvozuje právě od této metody. PCR probíhá v podmínkách 

in vitro a principiálně je velmi podobná replikaci DNA in vivo. 
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Polymerázová řetězová reakce je metoda zmnožení určité sekvence DNA. 

Specifičnost této metody je založena na použití dvou výchozích primerů 

(nukleotidových sekvencí), které jsou následně hybridizovány s komplementárními 

sekvencemi paralelních vláken DNA. Výchozí primery pak ohraničují žádanou 

sekvenci. Ohřevem vzorku DNA dochází k denaturaci (rozpletení dvoušroubovice 

DNA) a na rozpletený řetězec DNA se naváží primery. DNA polymeráza směrem od 

primeru navazuje komplementární volné nukleotidy obsažené v reakční směsi a 

vlákno DNA je tak prodlužováno. Dvě vlákna DNA slouží pak jako matrice pro 

syntézu nové DNA ze dvou primerů. Opakování cyklů denaturace, připojení primerů 

k jejich komplementárním sekvencím a prodlužování připojených primerů DNA 

polymerázou vede k exponenciálnímu množení segmentů DNA o definované délce 

(Šmarda et al., 2008).  

První PCR reakce používaly DNA polymerázu Escherichia coli, která však 

byla v každém denaturačním cyklu teplem nevratně zničena. Náhrada teplotně 

stabilní DNA polymerázou z Thermus aquaticus, organismu, který žije a rozmnožuje 

se při 70-80°C, tento problém odstranila a umožnila reakci automatisovat. Množit je 

takto možné sekvence DNA o délce od 50-100 bp až do 2,5 kbp, s tím že metoda 

dovoluje namnožit a analyzovat DNA z jediné buňky (Murray, 2002). K vizualici 

produktů PCR se využívá například gelová elektroforéza. 

 

Průběh reakce PCR 

PCR reakce probíhají v zařízení zvané termocykler, ve kterém se střídají 

teplotní cykly. Každý cyklus má tři fáze (Obr. 9) (denaturace, annealing a extension). 

Tento cyklus se opakuje obvykle 25-35x, přičemž množství nasyntetizovaných 

sekvencí přibývá exponenciální řadou (2n; n=počet cyklů). Do reakce se navíc 

zařazuje počáteční denaturace a závěrečná polymerační reakce (Bártová, 2011). 
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Obr. 9: Průběh PCR: 1 – denaturace, 2 – annealing, 3 – extension 

(http://mmp.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-pcr&lang=cz staženo dne 

28. 12. 2014) 

 

RAPD  

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) je metoda odvozená od PCR. 

Narozdíl od PCR však nevyžaduje znalost cílové sekvence DNA. Reakce probíhá 

díky náhodnému nasedání krátkého oligonukleotidu (primeru) na analyzovanou 

genomovou DNA. Soubor amplifikovaných úseků je charakteristický pro jednotlivé 

druhy, variety, odrůdy (Jankovský & Šmerda, 2006). 

V dnešní době se již tolik nepoužívá, vzhledem k neopakovatelnosti výsledků. 

 

RT-PCR 

RT-PCR (Reverse Transcription PCR – reverzní (zpětná) polymerázová 

reakce) je modifikovaná technika PCR, určená pro amplifikaci molekul RNA. 

V prvním kroku je molekula RNA přepsána – reverzně transkribována pomocí 

enzymu reverzní transkriptázy na molekulu cDNA. Molekula cDNA je poté použita 

jako templát následné PCR (Ovesná & Drašnarová, 2001). 

 

http://mmp.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-pcr&lang=cz
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Real Time – PCR  

U Real Time – PCR probíhá amplifikace běžným způsobem jako standardní 

PCR. Kromě dvojice primerů obsahuje reakční směs navíc specifickou vnitřní sondu 

(TaqMan sonda), která je na 3’ konci a 5’ konci fluorescenčně značená.  Na 3’ konci 

tzv. zhášečem a na 5’ konci tzv. reportérem. V době kdy neprobíhá amplifikace 

zhášeč pohlcuje energii vyzařovanou reportérem. V případě amplifikace dojde k 

rozštěpení vnitřní sondy, reportér se dostane z dosahu zhášeče a uvolněný 

fluorescenční signál je zaznamenán přístrojem. Tato metoda je využívána zejména 

ke kvantitativnímu PCR pro zjištění množství transgenu v biologickém materiálu 

nebo pro posouzení stupně napadení hostitele patogenem (Caetano‐Anollés, 1997). 

 

AFLP 

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) je technika, která kombinuje 

postupy jak RFLP tak PCR. Po naštípání genomové DNA restrikčními enzymy se na 

přečnívající konce vzniklých fragmentů připojí (naligují) specifické adaptéry. Po 

ligaci následuje PCR s primery komplementárními s adaptéry (Jankovský & Šmerda, 

2003). 

 

Mikrosatelity  

Mikrosatelity (MS; STRs – Short Tandem Repeats nebo SSRs – Simple 

Sequence Repeats) jsou 2-6 nukleotidové sekvenční motivy v 5-40 opakováních 

nepřesahující délku 100 párů bází. V důsledku mutací se může snižovat nebo 

zvyšovat počet opakování (repetic). Po namnožení (amplifikaci) mikrosatelitu 

pomocí PCR a elektroforetickém rozdělení, se rozdíly v délce fragmentů používají k 

určení nejrůznějších parametrů populací i jednotlivých organismů 

(Jankovský & Šmerda, 2003). 

 

ITS (Internal Transcribed Spacer, vnitřní integrovaný mezerník) 

Jednou z nejoblíbenějších sekvencí pro fylogenetické analýzy u 

entomopatogenních hub je vnitřní transkribovaný mezerník (ITS), region             

18S-5,8S-28S jaderného ribozomálního cistronu (Álwarez, 2003). 
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Jaderný úsek ITS byl stanoven jako doplňkový marker pro skupiny, kde je 

možné použít přímé sekvenování po provedení amplifikace metodou PCR, tedy bez 

nutnosti klonování, které by celý postup prodlužovalo a zdražovalo             

(Záveská-Drábková, 2012). 

Geny pro 18S, 5.8S a 28S rRNA jsou u hub navzájem odděleny ITS. 

Konkrétně mezi 18S a 5.8S rRNA se nachází ITS1 a mezi 5.8S a 28S rRNA se 

nachází ITS2 (Obr. 11). 

 

Obr. 11: Struktura ITS regionů a pozice primerů, šipky znázorňují přibližnou pozici 

primerů, využívaných pro PCR amplifikaci. 

(http://www.gatc-biotech.com/fileadmin/Kundendaten/Upload_8.0/Bilder/ITS region 

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

 

ITS odkazuje na nefunkční RNA nacházející se mezi strukturními 

ribozomálními RNA (rRNA), dále vykazuje rychlejší evoluci než většina jiných genů 

a může se tedy značně lišit i mezi blízce příbuznými druhy. Z tohoto důvodu 

obsahuje velké množství polymorfických pozic, které jsou primárně způsobeny 

variabilním počtem jednoduchých opakujících se jednotek mezigenových oblastí. 

Díky tomuto DNA polymorfismu můžeme organismy rozdělit i do těch nejnižších 

taxonomických úrovní (Baldwin, 1992; Douglas et al., 2001). Výhodou ITS regionu 

je, že pro analýzu stačí poměrně malé množství DNA, dále pak její univerzálnost, 

možnost detekce hybridizace a dostatečná variabilita i uvnitř druhu. 

 

EF 1- α (Elongation Factor, elongační faktor) 

Elongační faktory (EF) jsou proteiny, které jsou zapojeny do mechanismu 

elongace (prodlužování) polypeptidového řetězce vznikajících bílkovin na ribozomu 

(v průběhu translace). Za určitých okolností se bez nich ribozom obejde, ale za cenu 

snížené efektivity a přesnosti (Alberts, 1998). 

http://www.gatc-biotech.com/fileadmin/Kundendaten/Upload_8.0/Bilder/ITS%20region%20Analysis.png
http://www.gatc-biotech.com/fileadmin/Kundendaten/Upload_8.0/Bilder/ITS%20region%20Analysis.png
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EF1-α je gen, který kóduje protein a je obsažen ve všech eukaryotických 

organismech. Tento protein se poměrně často vyskytuje v cytosolu, kde se účastní 

GTP dependentního procesu vázání aminoacyl-tRNA do A místa ribozomu v 

2. kroku translace mRNA. Z hlediska taxonomické determinace se jedná o velmi 

významný marker a to hned z několika důvodů: aminokyselinová sekvence je 

konzervovaná a umožňuje analýzu druhů v širokém taxonomickém měřítku, dále je 

umožněna determinace i na druhové úrovni díky diferenciaci na třetích variabilních 

kodonových pozicích. Některé vlastnosti tohoto molekulárního markeru s sebou 

ovšem přinášejí i určité komplikace. Přítomnost intronů a degenerace 3. pozice 

znesnadňují vývoj univerzálních primerů, další komplikací je malý počet kopií (dvě 

na buňku u diploidních organismů ve srovnání se stovkami až tisíci kopií u 

mitochondriálních či ribozomálních markerů), který komplikuje amplifikaci. 

Amplifikace i následné taxonomické analýzy mohou být výrazně zkresleny 

paralogními kopiemi a heterozygositou. V rámci čeledí také výrazně kolísá výskyt, 

počet, pozice a délka intronů (Havill et al., 2007). 

 

LSU (Large Subunit, velká ribozomální podjednotka) 

Eukaryotické ribozomy se skládají ze dvou podjednotek se sedimentačním 

koeficientem 60S a 40S. Velká podjednotka má tři molekuly rRNA (28S, 5,8S a 5S), 

malá podjednotka jednu (18S rRNA)  (Lewin, 2000). Jaderné rRNA geny eukaryot 

jsou umístěny v opakujících se úsecích. Ty jsou spojeny geny pro malou 

podjednotku (SSU) a velkou jadernou podjednotkou (LSU) (Gerbi, 1985). 

Při výběru genu pro sekvenační analýzu pro účely molekulární taxonomie a 

fylogenetiky je třeba zvažovat v první řadě rychlost molekulární evoluce příslušného 

genu. Pro vnitrodruhové studie nebo pro studie fylogeneze blízce příbuzných druhů 

je třeba vybrat geny, pro které je typická vysoká substituční rychlost. V případě, že 

studujeme druhy, které se odvětvovaly před delší dobou, je naopak třeba zvolit 

geny, které se vyvíjely co nejpomaleji. Pro studium fylogeneze vyšších taxonů velmi 

často používáme sekvenci genů pro rRNA malé (18S) a velké (28S) ribozomální 

podjednotky (SSU a LSU rRNA). U eukaryot je substituční rychlost v genu SSU 

rRNA zhruba o 30% větší než v genu pro LSU rRNA (Flegr, 2007).  

Tyto geny ukazují malé rozdíly mezi sekvencemi u velmi podobných druhů, 

tudíž je metoda velmi úspěšná při fylogenetických studiích zdánlivě  příbuzných 

druhů (Taylor & LoBuglio 1993; Schlötterer et al. 1994). 
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2.4.4 Sekvenování DNA 

Na konci sedmdesátých let dvacátého století byly objeveny jednoduché a 

rychlé metody pro určení nukleotidové sekvence jakéhokoliv izolovaného fragmentu 

DNA. Bylo vyvinuto několik technik, založených na DNA-polymeráze, která 

syntetizuje částečné kopie sekvenovaného fragmentu. Princip této techniky spočívá 

v produkci sady řetězců DNA in vitro za podmínek, které zajišťují, že nově vznikající 

řetězec DNA bude ukončen po dosažení jednoho konkrétního nukleotidu (A, T, C 

nebo G). Ve čtyřech nezávislých reakcích tak vzniknou fragmenty DNA, které se liší 

svojí délkou o jediný nukleotid, přičemž z typu použité reakce je známo, kterým 

nukleotidem fragment končí. Tyto nově nasyntetizované fragmenty jsou 

elektroforeticky rozděleny podle velikosti a sekvence původní DNA je čtena na gelu 

z jejich pořadí (Alberts, 1998). 

 

V roce 1977 vyvinuly dva vědecké týmy nezávisle na sobě první sekvenační metody 

pod názvy Sangerova a Maxam-Gilbertova metoda. 

 Sangerova metoda – tato metoda využívá syntézy komplementárního řetězce 

DNA polymerázami in vitro, ukončované náhodně v místě jednotlivých bází 

(Sanger et al., 1977) 

 Maxam-Gilbertova metoda – při této metodě dochází k chemickému štěpení 

DNA v místě určitých bází (Maxam & Gilbert, 1977)   

 

Nejčastěji se používá Sangerova metoda, také nazývána dideoxy 

sekvenování nebo enzymová sekvenace. Tato metoda je založena na použití 

dideoxyribonukleosidtrifosfátů – derivátů normálních deoxyribonukleosidtrifosfátů 

postrádajících 3’-hydroxylovou skupinu. DNA je syntetizována in vitro ve směsi, 

která obsahuje jednořetězcové molekuly DNA, která má být sekvenována, enzym 

DNA-polymerázu, krátký primer DNA, který umožňuje DNA-polymeráze začít 

replikaci, a čtyři deoxyribonukleosidtrifosfáty (dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Jestliže je 

do této reakce přidán dideoxyribonukleosidový analog jednoho z nukleotidů, je tento 

analog začleněn do rostoucího řetězce DNA. V tomto případě však řetězci chybí   

3’-hydroxylová skupina, což blokuje přidání dalšího nukleotidu a syntéza tohoto 

vlákna je ukončena. Ke stanovení kompletní nukleotidové sekvence dvouvláknové 

DNA je nutné nejprve oddělit oba řetězce a jeden z nich použít jako templát pro 
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sekvenování. Ve čtyřech oddělených sekvenačních reakcích se stejným 

jednořetězcovým DNA templátem jsou použity čtyři různé 

dideoxyribonukleosidtrifosfáty (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Výsledkem každé 

reakce je sada molekul DNA, která končí na různých místech původní sekvence. 

Produkty všech čtyř sekvenačních reakcí jsou paralelně vedle sebe elektroforeticky 

rozděleny v polyakrylamidovém gelu. Nově nasyntetizované fragmenty jsou 

detekovány radioaktivně nebo fluorescenčně, přičemž označen může být buď primer 

nebo jeden z deoxyribonukleosidtrifosfátů. V každém sloupci reprezentují proužky 

fragmenty DNA, které končí vždy stejným druhem nukleotidu, ale v různých pozicích 

původní DNA. Směrem zdola nahoru poté lze po porovnání všech čtyřech sloupců 

odečíst sekvenci nově nasyntetizované DNA (Alberts, 1998). 

2.4.5 Populační studie 

Populační analýza neboli fylogenetická analýza usiluje o rekonstrukci vztahů 

mezi sekvencemi – je založena na jejich homologii. Informace je prezentována 

formou fylogenetického stromu, který popisuje v základně (kořeni) stromu předka 

všech analyzovaných sekvencí a průběh evoluce podél jeho délky, kde větvení 

představují nejposlednější události. Délka každé větve fylogenetického stromu je 

složena z času odchylky a stupně evoluce. Delší větve a odchylky bližší kořeni 

představují starší evoluční jednotky během kolísání ve stupni evoluce 

(Martínková, 2010). 

 

2.5 Elektroforetické separační metody 

Elektroforéza patří v molekulární biologii k nejpoužívanějším separačním 

technikám při izolaci a analýze nukleových kyselin a proteinů. Principem 

elektroforetické separace je pohyb nabitých molekul ve stejnosměrném elektrickém 

poli (Rosypal & Doškař, 1997). Kladně nabité částice (kationty) se pohybují ke 

katodě a záporně nabité částice (anionty) putují k anodě (Obr. 10).  

Různé molekuly mohou být při určitém pH různě nabité. Nabité molekuly se 

pohybují v elektrickém poli, přičemž rychlost pohybu závisí na velikosti a tvaru 

molekul. Při elektroforéze se využívá rozdílu rychlosti pohybu molekul, s tím že 

nejrychleji pohybující jsou malé nevětvené molekuly.  
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Na vhodném podkladu lze pak různé molekuly od sebe elektroforeticky oddělit 

a tak stanovit, zda se hledaná látka ve vzorku vyskytuje popřípadě v jakém 

množství. Jednotlivé látky lze poté i izolovat (část gelu se s danou látkou oddělí) 

(Berger, 1996). 

 

 

Obr. 10: Pohyb kladně a záporně nabitých iontů (Šiman, 2013) 

 

Gelová elektroforéza 

Gelová elektroforéza patří mezi nejpraktičtější a nejvýkonnější metody 

používané pro dělení makromolekul. Separace molekul je založena na gelové filtraci 

a na elektroforetické pohyblivosti dělených látek. Gel tvoří trojrozměrnou síť s póry, 

které slouží jako molekulové síto (Voet & Voet, 1995). Elektroforetické gely 

používané pro separaci nukleových kyselin či bílkovin jsou nejčastěji tvořeny 

polyakrylamidem nebo agarózou. Polyakrylamid s agarózou vytvářejí složitou 

síťovou strukturu polymerních molekul s póry, jejichž velikost lze ovlivňovat 

složením roztoku a koncentrací polymeru. Agarózovém gely jsou vhodné pro 

separaci molekul nukleových kyselin o velikosti od několika set bp až po zhruba 

50 kb, zatímco polyakrylamidové gely se používají k separaci menších molekul   

(10-1000 bp) (Rosypal & Doškař, 1997). 
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3. CÍLE PRÁCE 

 Porovnání výsledků morfologických charakteristik a molekulárních analýz vzorků 

entomopatogenních hub na monitorovaném území NP Šumava. 

 Analýza sbírkových kmenů pro validaci taxonomického zařazení. 

 Potvrzení vlastních výsledků po sekvenační analýze zkoumaných úseků 

porovnáním s výsledky uvedených v databázi NCBI a jejich statistické 

vyhodnocení. 

Předpokladem této práce bylo potvrzení taxonomického zařazení, na druhové 

úrovni, dle morfologických charakteristik. Tímto potvrzením se bude moci ověřit či 

vyvrátit výskyt entomopatogenní houby Beauveria caledonica na území NP 

Šumava, potažmo celé České republiky. Na základě molekulárních analýz budou 

získány sekvence souboru vzorků Bba a Bca. Tyto sekvence ze sekvenačních 

analýz budou porovnány s referenčními vzorky z databáze NCBI. Tímto porovnáním 

se zajistí správné taxonomické zařazení zkoumaných vzorků. 
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4. MATERIÁL A METODIKA 

4.1 Materiál 

V rámci mé diplomové práce byl použit materiál (Tab. 1) dodaný Oddělením 

rostlinolékařství, Katedry speciální produkce rostlinné, Zemědělské fakulty, 

Jihočeské univerzity v Českých Budějovicích (Ing. Andrea Bohatá, Ph.D.). 

Monitoring probíhal na území NP Šumava v rozmezí let 2008 a 2010. Bylo 

sesbíráno 22 vzorků v různých lokalitách (Obr. 12) a jako zdroj odběru byli dospělci 

lýkožrouta smrkového (Ips typographus) a kůra smrkových stromů. Pro tuto analýzu 

byly použity entomopatogenní houby rodu Beauveria. Vzorky byly dle druhových 

morfologických charakteristik určeny jako B. bassiana a B. caledonica.  

Označení 
Označení ve 

sbírce Místo sběru Zdroj Morf. určení 

Bba_118 NP 0218 N49 07.493 E13 55.589 dospělec B. bassiana 

Bba_222 NP 0097 N49 00.367 E13 30.054 kůra TBM B. bassiana 

Bba_223 NP 0142 N49 05.880 E13 26.146 dospělec B. bassiana 

Bba_224 NP 0238 N49 04.664 E13 21.794 dospělec B. bassiana 

Bba_225 NP 0241 N49 03.605 E13 26.133 dospělec B. bassiana 

Bca_27 NP 0107 N48 58.662 E13 32.795 dospělec B. caledonica 

Bca_28 NP 0156 N48 43.684 E13 57.279 kůra TBM B. caledonica 

Bca_29 NP 0232 N49 07.645 E13 16.701 kůra TBM B. caledonica 

Bca_30 NP 0230 N49 04.664 E13 21.794 kůra TBM B. caledonica 

Bca_31 NP 0155 N48 52.241 E13 50.903 kůra TBM B. caledonica 

Bca_32 NP 0163 N48 53.611 E13 47.500 kůra TBM B. caledonica 

Bca_33 NP 0165 N49 02.998 E13 30.944 kůra TBM B. caledonica 

Bca_34 NP 0131 N48 50.736 E13 45.961 dospělec B. caledonica 

Bca_35 NP 0162 N48 49.136 E13 52.457 kůra TBM B. caledonica 

Bca_36 NP 0242 N49 03.605 E13 26.133 dospělec B. caledonica 

Bca_37 NP 0235 N49 06.431 E13 21.093 kůra TBM B. caledonica 

Bca_38 NP 0188 N49 08.339 E13 17.394 dospělec B. caledonica 

Bca_39 NP 0227 N48 58.436 E13 33.732 dospělec B. caledonica 

Bca_40 NP 0179 N48 57.322 E13 36.293 kůra TBM B. caledonica 

Bca_41 NP 0164 N48 50.736 E13 45.961 kůra TBM B. caledonica 

Bca_42 NP 0210 N49 09.558 E13 16.803 kůra TBM B. caledonica 

Bca_43 NP 0180 N49 06.050 E13 31.247 kůra TBM B. caledonica 

Bbr_617 
 

Francie ARSEF B. brongniartii 

Bca_2567 
 

Skotsko ARSEF B. caledonica 

 

Tab. 1: Seznam zkoumaných vzorků 
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Obr. 12: Lokality sběrů vzorků v NP Šumava 

 

Pro taxonomické určení hub byly použity referenční vzorky ze sbírky ARSEF 

(The USDA – ARS Collection of Enthomopathogenic Fungal Cultures), konkrétně 

B. caledonica 2567 (země původu Skotsko) a B. brongniartii 617 (země původu 

Francie). 

 

4.2 Izolace entomopatogenních hub 

Cílem izolace entomopatogenních hub bylo získání čisté biomasy kmene. Byly 

použity následující postupy: 

 Izolace entomopatogenních hub přímo z povrchu infikovaných dospělců 

lýkožrouta smrkového – přímý přenos pasáží z povrchu infikovaného hostitele 

(sterilní inokulační jehla nebo inokulační očko, separační čáry na povrchu 

agarizovaného živného média - PDA) 

 TBM (Tenebrio Bait Method) – postup izolace entomopatogenních hub z kůry 

smrkových stromů pomocí živých pastí reprezentovaných larvami potemníka 

moučného (Tenebrio molitor) (Landa et al., 2008). 

 



  29 

 

4.3 Kultivace a uchování 

Pro namnožení biomasy byly vzorky, po dobu 2 týdnů, kultivovány v Petriho 

miskách na PDA (Potato Dextrose Agar, Himedia) při 25°C ve tmě. Materiál pro 

izolaci DNA byl sebrán z misek a uložen při -20°C. Suspenze spor a mycelia byla 

poté převedena do kryovialek s roztokem 20% glycerolu a 5% Tweenu 80. Tím byly 

vzorky připraveny na uchovávání s postupným zamrazením na -80°C.  

4.4 Izolace DNA ze vzorků 

Izolace DNA ze vzorků byla prováděna dle komerčně dostupného kitu DNeasy 

Plant Mini Kit 250 od firmy QIAGEN (podrobný protokol je uveden v příloze č. 1) 

Standardní protokol byl v průběhu provádění experimentu optimalizován 

v krocích homogenizace a inkubace. Homogenizace byla prováděná za přítomnosti 

tekutého dusíku a následná inkubace probíhala ve vodní lázni při 55°C. Za těchto 

modifikovaných podmínek byla získána čistší a koncentrovanější DNA. Přítomnost 

či nepřítomnost a DNA ve vzorcích byla ověřena pomocí gelové elektroforézy. DNA 

byla dále skladována krátkodobě při teplotě 4°C či dlouhodobě v mrazicím boxu při 

teplotě -20°C. 

 

4.5 PCR 

Amplifikace DNA proběhla metodou PCR. Byly provedeny tři typy analýz, 

které se lišily dle cílového markeru (ITS, EF 1-α a LSU). Tyto tři regiony byly 

vybrány pro výjimečné porovnávací vlastnosti při taxonomických studiích. Analýza 

každého regionu se lišila zastoupením primerů a odlišnostmi v jednotlivých cyklech 

samotné PCR, která probíhala v termocykleru. 
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 Reakce pro ITS region s primery ITS4 a ITS5 

Složení reakce (25 μl) 

12,5 μl PPP Master Mixu (Top Bio) 

10,9 μl H2O 

1 μl DNA 

0,3 μl primer ITS4  

0, 3 μl primer ITS5 

 

Použité primery: 

ITS5 – 5´ – GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G – 3´ 

ITS4 – 5´ – TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC – 3´ 

(White et al., 1990) 

 

Cyklus PCR reakce: 

1. 94°C – 2 min 

2. 94°C – 30 s 

3. 63°C – 3 min 

4. 72°C – 1 min 

5. 72°C – 10 min 

6. 4°C – ∞ 

 

2. až 4. krok byl opakován 35 x. 
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 Reakce pro region EF 1- α s primery 983F a 2218R 

Složení reakce: 

12,5 μl PPP Master Mixu (Top Bio) 

10,9 μl H2O 

1 μl DNA 

0, 3 μl primer 983F 

0, 3 μl primer 2218R 

 

Použité primery: 

983F – 5´ – GCY CCY GGH CAY CGT GAY TTY AT – 3´ 

2218R – 5´ – ATG ACA CCR ACR GCR ACR GTY TG – 3´ 

(Rehner, 2005)  

 

Cyklus PCR reakce: 

1. 94°C – 2 min 

2. 94°C – 30 s 

3. 66°C – 30 s 

4. 72°C – 45 s 

5. 94°C – 30 s 

6. 56°C – 30s  

7. 72°C – 45 s 

8. 72°C – 30 min 

9. 4°C – ∞  

 

2. až 4. krok byl opakován 9 x; v každém cyklu se snížila teplota o 1°C. 

5. až 7. krok byl opakován 35 x. 
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 Reakce pro LSU region s primery NL1 a NL4 

Složení reakce: 

12,5 μl PPP Master Mixu (Top Bio) 

10,9 μl H2O 

1 μl DNA 

0, 3 μl primer NL1 

0, 3 μl primer NL4 

 

Použité primery: 

NL1 – 5´ – GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG – 3´ 

NL4 – 5´ – GGT CCG TGT TTC AAG ACG G – 3´ 

Oborník et al.(2001) 

 

Cyklus PCR reakce: 

1. 94°C – 5 min 

2. 94°C – 1 min 

3. 50°C – 1 min 

4. 72°C – 1 min a 15 s 

5. 72°C – 5 min 

6. 4°C – ∞ 

 

2. až 4. krok byl opakován 25 x. 
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4.6 Separace a detekce vzorků 

Pro separaci vzorků byla zvolena gelová elektroforéza. Vzorky byly naneseny 

na 2% agarózový gel (4 g agarózy na 200 ml TBE) s obsahem barviva ethidium 

bromid. Následná detekce fragmentů spočívala ve fluorescenčních schopnostech 

barviva ethidium bromid pod UV zářením. Jednotlivé fragmenty byly z gelu vyříznuty 

skalpelem. 

 

4.7 Úprava vzorků před sekvenováním 

Po amplifikaci DNA a vyříznutí fragmentů z agarózového gelu následovalo 

jejich přečištění. K přečištění byl použit komerčně dostupný kit Invisorb Fragment 

Cleanup od firmy Stratec (podrobný protokol je uveden v příloze č. 2). 

Po této operaci byla DNA připravena k odeslání na sekvenační analýzu.  

4.8 Sekvenování 

Následně po odeslání materiálu do firmy SEQME, nabízející sekvenační 

analýzy, nám byly poskytnuty data přesných nukleotidových sekvencí vzorků. 

Jednotlivé sekvence vzorků se lišily v jednotkách až desítkách bazí. Po obdržení 

výsledků byly data statisticky vyhodnoceny ve specializovaných programech 

(Obr. 13). 

 

Obr. 13: Výřez nukleotidové sekvence v programu FinchTV 
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4.9 Statistické vyhodnocení dat 

Statistické vyhodnocení dat bylo prováděno v programech: 

 FinchTV – čtení sekvencí, příprava sekvencí na alignment, kontrola správnosti 

jednotlivých nukleotidů po alignmentu. 

 ClustalW2 – alignment forward a reverse sekvencí. 

 NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) – taxonomické určení 

druhů rodu Beauveria na molekulární úrovni. 

 Geneious – program na vyhodnocení fylogenetické analýzy (fylogenetických 

stromů). 
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5. VÝSLEDKY 

5.1 Izolace DNA 

Materiál pro izolaci byl uchováván v lednici při teplotě 4°C, v případě 

dlouhodobějšího uchování v mrazicím boxu o teplotě -20°C. Izolace probíhala dle 

protokolu viz kapitola 4.4. Izolace byla prováděna v několika opakování 

s postupným optimalizováním protokolu, konkrétně v bodech homogenizace a 

inkubace. Po této optimalizaci byla získávána kvalitnější výstupní data. 

Přítomnost, kvantita i kvalita získané DNA byla po izolaci ověřena pomocí 

gelové elektroforézy (Obr. 14). 

 

 

Obr. 14: Kontrola přítomnosti DNA pomocí gelové elektroforézy. 

 

5.2 Gelová elektroforéza 

Po dokončení PCR analýz následovala gelová elektroforéza, vizualizace a 

úprava gelu. Fragmenty z gelu byly následně vyříznuty a přečištěny dle komerčního 

kitu viz kapitola 4.7.  
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Obr. 15: Velikostní marker, používaný ve všech elektroforetických operacích – DNA 

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

 

 

 

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

ITS5 a ITS4. Amplifikace probíhala u všech 24 vzorků (včetně 2 referenčních vzorků 

ze sbírky ARSEF). Cílové fragmenty byly o velikosti cca 500 bp. Následné vyříznutí 

jednotlivých fragmentů bylo provedeno z důvodu nespecifické amplifikace.  

http://www.amresco-inc.com/media.acux/b58b43c7-ca51-434b-a8c4-9fd756fecc19-x355
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Obr. 17: Ukázka vizualizace amplifikovaného produktu po PCR reakci EF 1- α 

s primery 983F a 2218R. Amplifikace probíhala u všech 24 vzorků (včetně 2 

referenčních vzorků ze sbírky ARSEF). Cílové fragmenty byly o velikosti cca      

1000 bp. Následné vyříznutí jednotlivých fragmentů bylo provedeno z důvodu 

nespecifické amplifikace. 

 

 

 

Obr. 18: Ukázka vizualizace amplifikovaného produktu po PCR reakci LSU 

s primery NL1 a NL4. Amplifikace probíhala u všech 24 vzorků (včetně 2 

referenčních vzorků ze sbírky ARSEF). Cílové fragmenty byly o velikosti cca        

600 bp. Následné vyříznutí jednotlivých fragmentů bylo provedeno z důvodu 

nespecifické amplifikace. 
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5.3 Fylogenetická analýza 

Výsledným produktem fylogenetické analýzy jsou následující fylogenetické 

stromy. Pro každý ze tří typů PCR reakcí je uváděn jeden strom. Mimo referenční 

vzorky a zkoumané vzorky, morfologicky příbuzné na druhové úrovni, byly do 

analýzy přidány také data nepříbuzného druhu houby Isaria fumosorosea za účelem 

vytvoření tzv. kořenu. 

 

Níže uvedené fylogenetické stromy (Obr. 19, 20, 21) jsou výsledným 

produktem sekvenačních analýz tří odlišných regionů (ITS, EF 1- α, LSU). 

Z výsledků analýzy je patrné, že byl základní soubor dat rozdělen na čtyři skupiny: 

 

 Skupina I – kořen, který je zastoupen vzorkem Isaria fumosorosea 

 Skupina II – soubor charakteristický pro Beauveria brongniartii 

 Skupina III – soubor charakteristický pro Beauveria bassiana 

 Skupina IV – soubor charakteristický pro Beauveria caledonica 
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Fylogenetický strom vzorků určených morfologickými charakteristikami jako 

Beauveria bassiana a B. caledonica, získaný na základě analýzy sekvenačních dat 

ITS regionu a porovnání se sekvencemi referenčních vzorků z NCBI databáze je 

zobrazen na Obr. 19. Jako kořen byl zvolen vzorek Isaria fumosorosea GU354346 

(na stromu označen černě). B. Brongniartii je na stromu vyznačena červeně, 

B. bassiana zeleně a B. caledonica modře. Referenční vzorky jsou zvýrazněny 

tučným písmem. 

 

Obr. 19: Fylogenetický strom vytvořený metodou Neighbour-joining obsahující 26 

izolátů Beauveria spp. a jeden izolát Isaria fumosorosea. Metoda vychází ze 

sekvenačních analýz úseku ITS regionu. Bootstrap hodnota=1000 replicates. 
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Fylogenetický strom vzorků určených morfologickými charakteristikami jako 

Beauveria bassiana a B. caledonica, získaný na základě analýzy sekvenačních dat 

regionu EF1-α a porovnání se sekvencemi referenčních vzorků z NCBI databáze je 

zobrazen na Obr. 20. Jako kořen byl zvolen vzorek Isaria fumosorosea JN998771 

(na stromu označen černě). B. Brongniartii je na stromu vyznačena červeně, 

B. bassiana zeleně a B. caledonica modře. Referenční vzorky jsou zvýrazněny 

tučným písmem. 

 

Obr. 20: Fylogenetický strom vytvořený metodou Neighbour-joining obsahující 25 

izolátů Beauveria spp. a jeden izolát Isaria fumosorosea. Metoda vychází ze 

sekvenačních analýz úseku regionu EF1-α. Bootstrap hodnota=1000 replicates. 
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Fylogenetický strom vzorků určených morfologickými charakteristikami jako 

Beauveria bassiana a B. caledonica, získaný na základě analýzy sekvenačních dat 

regionu LSU a porovnání se sekvencemi referenčních vzorků z NCBI databáze je 

zobrazen na Obr. 21. Jako kořen byl zvolen vzorek Isaria fumosorosea JN998771 

(na stromu označen černě). B. Brongniartii je na stromu vyznačena červeně, 

B. bassiana zeleně a B. caledonica modře. Referenční vzorky jsou zvýrazněny 

tučným písmem. 

 

Obr. 21: Fylogenetický strom vytvořený metodou Neighbour-joining obsahující 25 

izolátů Beauveria spp. a jeden izolát Isaria fumosorosea. Metoda vychází ze 

sekvenačních analýz úseku regionu LSU. Bootstrap hodnota=1000 replicates. 
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Výsledky fylogenetické analýzy tedy vyvrátily původní taxonomické označení 

zkoumaných entomopatogenních hub. Toto označení bylo založené na biologických 

a morfologických vlastnostech hub a ukázalo se jako nesprávné ve dvou z dvaceti 

dvou případů. Na základě výsledků analýzy byl potvrzen vůbec první výskyt 

entomopatogenní houby B. caledonica nejen v NP Šumava, ale i v celé České 

republice. 

 

Z následující tabulky lze vyčíst původní taxonomické určení 

entomopatogenních hub rodu Beauveria založené na morfologických vlastnostech 

hub a určení nové, které je založeno na metodách molekulárních markerů. 

Označení Morf. určení Určení na základě 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: Určení zkoumaných vzorků dle morfologických charakteristik a dle metod 

molekulárních markerů (MM). 
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6. DISKUSE 

Rehner et al. (2011) ve své studii uvedli, že rod Beauveria je charakterizován 

kulovitými do baňky tvarovanými konidiogenními buňkami, ze kterých vyúsťují 

jednobuněčné, terminální holoblastické konidie v úzké apikální prodloužení zvané 

rachis. Druhy Beauveria se z morfologického hlediska rozlišují hlavně podle 

charakteristik konidií, které jsou typicky tenkostěnné a hyalinní. Velikost je v rozmezí 

1,5-5,5 μm a mají kulovitý, cylindrický nebo červovitý tvar. Dále 

Rehner & Buckley (2005) uvedli, že i přesto, že je rod Beauveria dostatečně 

morfologicky odlišný na rodové úrovni, na úrovni druhové je odlišení jednotlivých 

druhů kvůli strukturní jednoduchosti a nedostatku rozlišovací fenotypové variace 

velmi obtížné. Určování druhů na základě biologických a morfologických vlastností 

využívajících se k identifikaci zástupců rodu Beauveria se tedy jeví jako ne vždy 

úplně přesné a ke kompletnímu přesnému určení je vhodné tuto metodu doplnit o 

metody využívající molekulární markery.  

Podobnou problematikou se zabýval D’Alessandro et al. (2014) u rodu Isaria. 

Morfologicky (dle cylindrických konidií) se jeví B. caledonica velmi podobná 

B. brongniartii, avšak Glare & Inwood (1998) a Rehner & Buckley (2005) ve svých 

studiích prokázali fylogenetickou odlišnost těchto druhů na molekulární úrovni.  

Velmi důležitým krokem v této studii bylo zajištění vstupního materiálu, 

odpovídající kvantity a hlavně kvality, pro následující operace. Tímto materiálem je 

myšlena vysoce kvalitní DNA, která byla ze získaných vzorků hub extrahována. 

Například Enkerli & Widmer (2009) konstatovali, že extrakce vysoce kvalitní DNA 

je velice důležitou součástí molekulární analýzy entomopatogenních hub. V mé 

práci byla zvolena metoda extrakce podle komerčně dostupného kitu DNeasy 

Plant Mini Kit 250 od firmy QIAGEN. Extrakci dle tohoto komerčního kitu uvedl ve 

své práci například i Castrillo et al. (2010).  

Standardní protokol extrakce DNA byl v průběhu provádění experimentu 

optimalizován v krocích homogenizace a inkubace. Homogenizace byla prováděná 

za přítomnosti tekutého dusíku a následná inkubace probíhala ve vodní lázni při 

55°C. Za těchto modifikovaných podmínek byla získána čistší a koncentrovanější 

DNA. 
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V této studii bylo na základě metod molekulárních markerů taxonomicky 

určeno 22 vzorků entomopatogenních hub rodu Beauveria, které byly sebrány na 

území NP Šumava. V rámci této studie byly molekulárními analýzami určeny druhy 

B. bassiana a B. caledonica. Určením druhu B. caledonica byl zároveň potvrzen její 

první oficiální výskyt v NP Šumava, potažmo v celé České republice. U 

morfologického rozlišení druhů B. bassiana a B. caledonica se využívá zejména 

morfologických odlišností ve tvaru a velikosti konidií. Rozlišení druhů B. bassiana a 

B. caledonica na základě odlišnosti morfologických znaků se jeví jako ne zcela 

jednoduché a stoprocentně přesné. Díky vysokému DNA polymorfismu jednotlivých 

použitých regionů bylo možné, na druhové úrovni, zkoumané houby rodu Beauveria 

s přesností určit. U všech tří využívaných lokusů (ITS, EF1-α a LSU) se jednotlivé 

sekvence druhů B. bassiana a B. caledonica lišily v přibližném počtu desítek bazí.  

Schoch et al. (2012) udává, že region vnitřního integrovaného mezerníku 

(internal transcribed spacer, ITS) jaderné ribozomální DNA je formální DNA 

barcoding region (barcode=čárový kód) pro identifikaci hub na molekulární úrovni. 

Rehner & Buckley (2005) vydali studii, kde za použití sekvenačních analýz 

regionu ITS provedli molekulární fylogenetickou analýzu na souboru vzorků 

patřících do rodu Beauveria. Na základě této studie byly jednotlivé izoláty hub 

rozděleny na druhy B. bassiana, B. brongniartii, B. amorpha, B. caledonica a 

B. vermiconia. V mé práci byly tímto způsobem analyzovány druhy B. bassiana, 

B. brongniartii a B. caledonica. 

Pro potvrzení výsledků metody sekvenační analýzy ITS regionu byla má 

studie doplněna ještě o další dvě metody – sekvenační analýzu regionu EF1-α a 

regionu LSU. 

Rehner et al. (2011) ve své studii popsal dalších sedm druhů rodu Beauveria 

na základě použití molekulárních metod využívajících jaderný intergenový region 

Bloc a tři jaderné protein-kódující geny – EF1-α, RPB1 a RPB2. 

Právě metoda sekvenační analýzy regionu EF1-α byla další použitou metodou 

v mé studii. Amplifikace DNA fragmentu byla provedena za přítomnosti primerů 

983F a 2218R. Stejnou metodu využil u rodu Isaria například 

D’Alessandro et al. (2014). Tato metoda potvrdila výsledky metody sekvenační 

analýzy ITS regionu. 
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Wang et al. (2003) popisuje způsob haplotypizace detekcí přítomnosti či 

absence skupiny I intronů pro použití v populační studii entomopatogenní houby 

B. bassiana. V této studii využívá velkou ribozomální podjednotku (LSU) 28S rDNA. 

Metoda sekvenační analýzy regionu velké ribozomální podjednotky (LSU) byla 

vybrána jako třetí a poslední ověřovací metoda. 

Taylor & LoBuglio (1993) a Schlötterer et al. (1994) uvádí, že geny velké 

ribozomální podjednotky vykazují malé rozdíly mezi sekvencemi u velmi podobných 

druhů, tudíž je metoda velmi úspěšná při fylogenetických studiích zdánlivě  

příbuzných druhů. Metoda sekvenační analýzy regionu LSU potvrdila výsledky 

předcházejících metod použitých v této práci. 

Na základě výsledků analýzy sekvencí LSU je určení druhu B. caledonica v 

NP Šumava potvrzeno již třetím molekulárním markerem. Interpretace dat 

analyzovaného úseku LSU rDNA má stejný charakter výsledků jako obě předchozí 

metody (ITS a EF1-α) není tedy pochyb o přítomnosti B. caledonica v NP Šumava.   

Glare et al. (2008) ve své práci uvedl, že entomopatogenní houba 

B. caledonica má potenciál proti škůdcům z řádu brouci (Coleoptera). Dále uvádí, že 

ve Velké Británii B. caledonica kolonizuje významné škůdce v oblasti lesnictví, 

konkrétně Hylobius abietis, který je vážný škůdce smrkových a borových stromů.  

V lokalitě NP Šumava byly vzorky B. caledonica odebrány  z uhynulých 

dospělců Ips typographus, čímž byla potvrzena jejich patogenita vůči tomuto 

významnému lesnímu škůdci. Vedle biopesticidních přípravků na bázi B. bassiana je 

zde možnost potenciálního využití právě druhu B. caledonica. 
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7. ZÁVĚR 

Cílem této diplomové práce bylo porovnat morfologické analýzy 

s molekulárními analýzami vzorků entomopatogenních hub získaných z lokality NP 

Šumava. Dále pak na základě metod molekulárních markerů potvrdit výskyt 

entomopatogenní houby Beauveria caledonica, jejíž výskyt v České republice nebyl 

doposud zaznamenán.  

Vzorky entomopatogenních hub z oblasti NP Šumava, dodané Oddělením 

rostlinolékařství, Katedry speciální produkce rostlinné, Zemědělské fakulty, 

Jihočeské univerzity v Českých Budějovicích (Ing. Andrea Bohatá, Ph.D.), byly 

určeny, dle morfologických charakteristik, jako B. bassiana a B. caledonica. Tento 

soubor vzorků byl podroben sekvenačním analýzám tří odlišných regionů (ITS, EF1-

α, LSU). Na základě výsledků těchto molekulárních analýz byly vyhotoveny 

fylogenetické stromy, které vedly k přesnému taxonomickému určení jednotlivých 

vzorků.  

Metody sekvenačních analýz regionů ITS, EF1-α a LSU se v rámci této studie 

ukázaly jako vhodné. 

Při porovnání metod založených na morfologických vlastnostech a na 

metodách molekulárních markerů, se určení, dle morfologické charakteristiky 

jednotlivých druhů, ukázalo jako nesprávné ve dvou z dvaceti dvou případech. Dle 

porovnání výsledných sekvencí se sekvencemi uvedených v databázi NCBI, bylo u 

vzorků Bca_29 a Bca_34 potvrzeno určení B. bassiana místo B. caledonica.   

Určením druhu B. caledonica v NP Šumava se potvrdil první oficiální výskyt 

tohoto druhu entomopatogenní houby v NP Šumava, potažmo v celé České 

republice. 

Hypotézou bylo potvrzení taxonomického zařazení na úrovni druhu dle 

morfologických charakteristik. Tato hypotéza byla potvrzena. Pomocí MM je možné 

verifikovat a upřesnit morfologickou klasifikaci a u nesprávně či sporně určených 

vzorků použít MM pro jejich správné určení. To se ukázalo na studovaném souboru, 

kdy dvacet z dvaceti dvou analyzovaných vzorků bylo správně morfologicky určeno 

a MM potvrdily tuto klasifikaci.   
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9. PŘÍLOHY 

Příloha č. 1: Protokol firmy QIAGEN pro izolaci DNA. 
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Příloha č. 2: Protokol pro přečištění DNA Invisorb Fragment CleanUp od firmy 

Stratec Biomedical. 

 

 

 

 


