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1. UVOD A CIL PRACE

Houbova onemocnéni hmyzu predstavuji  dileZitou &ast interakei mezi
entomopatogennimi houbami a jejich hostiteli. V sou¢asné dobé se povazuje 90 rodd a 700
druhit za entomopatogenni, ale pouze par druhti Entomophthorales a Hyphomycetes bylo
dobfe prostudovano jako potencialni mykoinsekticidy (KHACHATOURIANS 1991).

Velky potencial entomopatogennich hub ve vyzkumu, je jejich aplikace proti hmyzu
pri biologické ochrané rostlin (LEATHERS a kol. 1993)

ProtoZe entomopatogenni houby nemohou byt manipulovany stejné snadno jako
Jednoduché eukaryotické mikroorganismy, nebyly doposud oblibenymi pfedméty genetickych
experimenti (KHACHATOURIANS 1991).

Komercializace entomopatogennich hub pro biologickou ochranu rostlin pozaduje
poznani fyziologickych aspekti riistu, metabolické aktivity, genetického zakladu virulence a
hostitelské specifity. S takovymi znalostmi, fyziologické manipulace, izolace mutantd se
zvysenou virulenci a vytvofeni kmend s limitovanou perzistenci bezpe¢nych k okolnimu
prostiedi, by mélo byt moZno v dohledné budoucnosti (KHACHATOURIANS 1986:
BOUCIAS 1988).

V diverznim ekosystému plisobi na kmen mnoho vlivi, které mohou vést k riznym
zménam fenotypového projevu (zmény morfologickych charakteristik = zmeény vzhledu
mycelia, zvrasnéni, barvy, produkce spor, rychlosti ristu, tvaru konidif), které mohou vznikat
na zakladé zmény regulace genetické informace nebo pf¥imo zménou genetické informace-
mutace.

Pouzité techniky a typy mutageni jsou dilezité z hlediska ziskani vynosu a
konkrétnich typii mutantd, které pozadujeme. Je velice malo informaci, které popisuji
kontrolovanou metagenezi a vztahy mezi auxotrofii, patogenicitou a virulenci (BIDOCHKA a
KHACHATOURIANS 1990, 1993)

Ve své praci se zabyvam vlivem selekce a mutaci pomoci ultrafialového zafeni na
genetické charakteristiky u vybranych kment houby Lecanicillium lecanii (ZIMM.) ZARE &
GAMS  (diive Verticillium lecanii (ZIMM.)), (Deuteromycotina / Deuteromycetes:
Hyphomycetes). Cilem diplomové prace, bylo provést sérii muta¢nich zasaht a vyhodnotit
rozsah zmén morfologickych charakteristik a posoudit zmény genotypl pomoci

molekularnich marker.




2. LITERARNI PREHLED

2.1 Obecna charakteristika rodu Lecanicillium

Rod Lecanicillium patii mezi patogenni houby napadajici rostliny, hmyz, ostatni
houby, hlisty a jiné mikroskopické organismy.

Lecanicillium lecanii predstavuje Siroce polyfagni entomopatogenni druh patogena,
ktery je pouzivan k biologické ochrang rostlin (LANDA 1998) a fadi se do Deuteromycotina a
tiidy Hyphomycetes (VANA 1996).

Hyphomycetes jsou Deuteromycetes, prastary taxon, jehoz ¢lenové (rody, druhy)
ztratili schopnost sexudlniho rozmnozovani. Hyphomycetes jsou charakteristické produkei
pocetného mnozstvi vzdusnych konidii. Tyto Ayphomycetes jsou patogenni viiéi hmyzu a jsou
pravdeépodobné vSechny piibuzné s Ascomycetes. Vechny se také projevuji podobnou
infekéni charakteristikou. Tyto patogeny produkuji toxiny a antibiotiku podobné latky, které
oslabuji hostitele a nasledné¢ vedou k hostitelové smrti (MURRIN 1987). Toxiny jsou &asto
produkovany k usmrceni hostitele (SAMUELS a kol. 1988).

Lecanicillium lecanii ma ucinek na Sirokou $kalu hostiteldi véetn& n&kolika velkych
radd hmyzu: Homoptera (stejnokiidli), Coleoptera (brouci), Orthoptera (rovnoktidli),
Lepidoptera (motyli) (FENG 2000), Hemiptera (plostice), Thysanoptera (tfasnok¥idli),
Diptera (dvoukiidli) (LANDA 1998).

2.1.1 Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus houby Lecanicillium lecanii 1ze struéné rozdélit do téchto fazi:

1) prichyceni a kliceni konidii na povrchu kutikuly hostitele a produkce
extrabunécnych hydrolytickych enzymi

2) produkce lepivé mucilagenni latky

3) formovani apresorii na povrchu kutikuly hostitele

4) pronikani kli¢icich konidii (primarniho kli¢ku) do kutikuly a nasledné hemocoelu
a hemolymfy hostitele, interni proliferace

5) vytvafeni povrchové mycelidlni sit§, externi sporulace a tvorba konidii nové

generace



Houbovou néakazu zpravidla iniciuji vitdlni a virulentni konidie. Sifeni konidii
v prostfedi a mechanismy zajit'ujici jejich primarni kontakt s hostitelem, jsou procesy
zpravidla nahodilé, které jsou zprostfedkovany pomoci biotickych a abiotickych faktorti.
Z biotickych faktori se na Sifeni konidii v prostredi nejéastéji podili vzduch a voda (vitr, dést,
pohyb vody v plidé€, vodni pary). B&nym mechanismem &ifeni houbovych nékaz v
populacich hmyzu je kontakt zdravych jedincG s jedinci infikovanymi nebo tzv.
autodisseminace pii které dochazi k Sifeni konidii uvnité populace v souvislosti se
specifickymi vnitropopulaénimi procesy (migrace, kopulace, kladeni vaji¢ek). Doposud je
znamo jen malo pfipadd Sifeni konidii entomopatogennich hub pomoci jinych biotickych
vektorl (napf. rozto€i, had’atky, jinymi druhy hmyzu), nicméné i tyto mechanismy se pri

Sifeni hub v n€kterych piipadech vyznamné uplatiiuji (LANDA 1998).

Adheze

Prichyceni konidii na télo hostitele je zakladnim piedpokladem vzniku houbového
onemocnéni (LANDA 1998).

Kutikula hmyzu, hlavni bariéra vii¢i etomopatogenni infekci je sloZena ze tif vrstev,
mechanismus a tim je hydrofobni interakce. Hydrofobnost entomopatogennich spér je jednim
z aspektl, ktery zodpovida za piichyceni spor ke kutikule hostitele, stejné tak jako vn&jsi
hydrofobni vrstva chrani spéru pred vysousenim v prostiedi (BOUCIAS a kol. 1988).

KdyZ uz jsou spéry pomoci piimé interakce mezi dvéma hydrofobnimi povrchy
(konidie-kutikula hmyzu) ptitahovany, dalii specifické rozpoznavaci systémy, jako jsou napf.
lektiny, mohou zesilit pfichyceni mucilagennimi latkami (LECUONA a kol. 1991) a
podporuji nasledné kliceni (LATGE a kol. 1988). Landa uvadi ptichyceni prostfednictvim
elektrostatickych sil, ptipadné i molekuldrni interakci mezi latkami, které jsou pfitomny na
povrchu konidif a kutikuly hostitele (napf. hemaglutiny, N-acetylglucosamin, glykoproteiny,

steroly, polarni lipidy a jiné).
Kliceni a rust
Pro kliCeni a proristani houbovych spor do hostitelského organismu, musi dojit

k jejich hydrataci, aktivaci a produkci hydrolytickych enzymii. Schopnost spor kli¢it vyzZaduje

pfitomnost uhliku a zdroje energie, uchyceni na substratu a produkci a vyuZiti prekurzort




k bunénému rGstu a makromolekularni syntézu latek  Gerpanych  z hostitele
(KHACHATOURIANS 1992).

VétSina entomopatogennich hub produkuje konidie, které jsou energeticky dostate¢né
vybaveny k vykliCeni, bez nutnosti absorbovat externi Ziviny. Kli¢eni konidii pfevazné zavisi
na abiotickych faktorech, zejména pak na relativni vzdu$né vlhkosti a teploté. Limitni
hodnoty extrémnich teplot jsou +15°C a +32°C, ale napadeni hostitele je vé&tSinou pouze jen
zpozdéno (HUNT a kol. 1995), Landa oznacuje kli¢eni konidii za kritickou fazi vyvoje a
charakterizuje rozmezi optimalnich teplot na rozmezi 20°C - 30°C.

Pfi pfimé penetraci kutikulou uplatiiuji houby kombinaci biologickych a fyzikalné
mechanickych prvka. V prvé fazi penetrace jsou v oblasti apresoria pronikajici hyfy
produkovany kutikulu degradujici enzymy (lipazy, chytindzy, protedzy). Od urgité faze
nakliceni je dalSi vyvoj patogena zavisly na externim piijmu Zivin. Houba za¢ina pfijimat
latky, které jsou zprvu soucasti kutikuly, nasledné pak absorbuje Ziviny i z vnitfnich organi a
tkani hostitele. Kromé¢ pfimé penetrace kutikulou vyuZivaji entomopatogenni houby
k pronikani do télni dutiny i pfirozené otvory. B&Znym mistem k pronikani jsou dychaci
otvory, fitni nebo ustni otvor (LANDA 1998).

Dillon a Charnley 1991 poukazuji na zhoubnost spor hub v zazivacim traktu hmyzu.
Kousavy hmyz s porovnanim se savym hmyzem pfichazi do kontaktu se spoustou
mikroorganismi pii pifjmu rostlinné potravy nebo pti kanibalismu. Samoziejmé jakakoli
zranéni, rany ¢i poSkozeni ¢ini Gstni partie nachyln&jsi k infekcim a vniknuti mikrobialnich

Cinitell pfi pfijmu potravy.

Riist uvnitf t€lni dutiny hmyzu

Infekce hemocoelu a tkani hostitele ma za néasledek rozpad fyziologickych funkci,
chorobu a kone¢nou smrt hostitele (BROBYN a WILDING 1983).

Po proniknuti patogena do télni dutiny, dochazi zpravidla k rychlé kolonizaci
jednotlivych télnich tkani a organd. Pro tuto fazi vyvojového cyklu je typicky prechod
vldknitych forem hub na rychle se délici a pomnozujici téliska, tzv. hyfova téliska,
blastospory. Tato téliska se rychle namnozuji a ve velmi kratké dob& zcela vypliuji a
mumifikuji hostitele, ktery je v této fazi vyvoje mykozy jiz usmrcen (LANDA 1998).

Hyfy jsou tzkého tvaru a maji septy — pticky v pravidelnych intervalech, slouZici
k limitované ztrat¢ cytoplazmy, kdyz dojde k poskozeni hyfy. Tyto septy jsou uprostied
perforované, umoziiuji omezeny pohyb cytoplazmy a nékdy i jadérka. (KENDRICK 1992).



Mechanismus odolnosti bunék hub proti obrané imunologické reakci hmyzu je velmi
dalezity pro déleni (mnozeni) hyf entomopatogennich hub uvnité t&la hostitele
(KHACHATOURIANS 1986).

Vztah mezi teplotou a relativni vzdu$nou vlhkosti na virulenci Lecanicillium lecanii
vaci riznym druhiim msic, Rhopalosiphum padi (HSIAO a kol. 1992) a E. neoaphidis a
Sitobion avenae (SCHMITZ a kol. 1993) ¢i Acyrthosiphon pisum (MORGAN a kol. 1995)
ukazuje teplotni zavislost virulence na teplot¢ bezkfidlych populaci hmyzu
k entomopatogennim houbam. Citlivost ¢ odolnost (resistence) vyvojovych stadii hmyzu
k houbovym infekcim poskytly dal3i cenné informace o vztazich mezi entomopatogennimi

houbami a hmyzem (KHACHATOURIANS 1992).

Mumifikace

Mumifikaci hostitele kon¢i paraziticka faze vyvojového cyklu a nastupuje finalni faze-
tvorba povrchového mycelia a sporulace (saprofyticky vyvoj patogena na usmrceném
hostiteli) (LANDA 1998).

Po smrti hostitele prortsta houba na povrch mrtvého téla, tvoti hustou mycelialni sit’
(KHACHATOURIANS 1986), kde se postupné vytvari konidiofory, na kterych se ve finalni
fazi vyvojového cyklu formuji nové konidie (LANDA 1998)

Konidie

Mnoho béZnych hub produkuje konidie basipetdlng ze specializovanych
konidiogennich bunék zvanych konidiofory. Timto typem konidiogenese asexudlng produkuje
konidie i rod Lecanicillium (KENDRICK 1992).

Konidie mohou byt pokryty mucilagenni vrstvou, ale spousta jich je suchych.
Prichyceni suché spory je zprostiedkovano lektinovymi interakcemi ¢&i silnou hydrofobnosti

vnéjsi vrstvy (BOUCIAS a PENDLAND 1991).



Velikost a tvar konidii

U druhu Lecanicillium lecanii byla zjiSténa velikd variabilita ve tvaru a velikosti

konidii. Vzhledem k tvaru, mizeme konidie rozdélit na 5 skupin:

1. cylindrické s polovi¢nim sevienim a zaoblenymi konci
tvaru srpu, zahnuté s ostrymi konci
s jednim koncem ponékud zietelné zuzenym

¢ockovitého tvaru

U S R

ovoidniho az elipsovitého tvaru

Velikostné¢ miizeme konidie rozd¢lit do 3 skupin:

1. malé 2,9-3.9um
2. stiedni 4,6-5,8um
3. velké 6,5-8.8um

(CORTEZ-MADRIGAL 2001)

Velikost a tvar konidii spoleéné s makroskopickym vzhledem kolonii, byly
Prestoze Balazy (1973) rozpoznal variabilitu zavislou na tvaru a velikosti konidii, bylo
prekvapujici, Ze byla pozorovana tak Siroka variabilita velikosti a tvaru konidii (u naSich
izolat) (CORTEZ-MADRIGAL 2001).

Naptiklad kmeny Lecanicillium lecanii s velkymi konidiemi (6,7-8,4um) mély vétsi
ucinek proti msicim zatimco kmeny s malymi konidiemi byly vice virulentn&jsi vi¢i molicim

(HALL 1984)



Obr.1 Velikost a tvar konidii raznych kment Lecanicillium lecanii

A- malé konidie ovoidniho az elipsovitého tvaru

B- malé konidie ¢oc¢kovitého tvaru
C- velké konidie cylindrického tvaru

D- stredné velké konidie srpovitého tvaru

Velikost konidii je jednim z faktor, které mohou mit vliv na rychlost kliceni.
V souladu s timto Hall (1984) spekuloval, ze kmeny s vné&j$imi konidiemi méli vyssi rychlost
kliceni, nez ty s malymi konidiemi (CORTEZ-MADRIGAL 2001). Rychlé kli¢eni dava
velkou vyhodu pro zapoceti infekce, zejména kdyz nejsou podminky pro kliceni idealni
(DRUMMOND a kol. 1987). Hall (1984) a Jackson (1985) shledali pfimou zavislost mezi
stupném(rychlosti) kliceni konidii Lecanicillium lecanii a infek¢énosti (nakazlivosti) druhu
msice Macrosiphoniella sanborni, avsak obraceny ucinek byl prokdzan u rekombinantnich

kment Lecanicillium lecanii (DRUMMOND a HEALE 1988).




2.1.2 Vyuziti houby Lecanicillium lecanii p¥i biologické ochrané rostlin

Hmyz pfichazi do konfliktu s lidmi v mnoha odvétvich lidské ¢innosti. Hmyz ni¢i a
znehodnocuje lidské zdroje, naptiklad poskozuje lesni kultury, pastviny, zeméd&lské plodiny
a v neposledni fad€ md i velky vliv pfi rozsifovani lidskych chorob. Pouziti hub pfi kontrole
hmyzich populaci je potencialni biologickou alternativou pted pouzivanim chemickych
pesticidi, které poSkozuji Zivotni prostiedi. Bezpeénost k necilovym druhim je velmi
dilleZitou slozkou a houby jsou zfejmé méné nebezpedné nez pouZiti chemickych pesticidi
(MURRIN 1987).

Podrobna znalost ekologickych vztahti mezi houbou a hmyzem, stejné tak jako
znalost genetického zakladu téchto vztahti, je nezbytna k efektivnimu realizovéni programu
ochrany rostlin pomoci biologickych &initeli (MURRIN 1986). Zkoumani genetickych
informaci hostitele a patogena pomoci molekuldrnich technik je zakladem k pochopeni
specifity vztaht mezi nimi (ROBERTS a HAJEK 1992).

Obrovsky rozsah genetické diverzity entomopatogenti v p¥irodé nabizi Siroky
potencial pro jejich selekci a pouziti v biologické ochrané proti hmyzu (GOETTEL a kol.
1989, 1990). ROBERTS a HAJEK (1992) uvadi 14 rodd hub, které maji potencialni vyuziti
v biologické ochrané proti hmyzu, ale pouze 6 jich dosud proslo kompletnim registra¢nim
procesem a bylo schvdleno pro komer¢ni vyuziti. Nejvétsi zajem byl zaméfen na
Deuteromycetes  konkrétné na Lecanicillium lecanii a Beauveria bassiana (CHARNLEY

1991).

Komer¢ni biopreparaty

U¢innou slozkou vetSiny biopreparati na bazi entomopatogennich hub tvoii konidie
nebo blastospory. Konidie jsou produkovany formou povrchovych kultivaci na tekutych
zivnych pudach nebo na pevnych ptirozenych substratech a biotechnologie jejich produkce
imituje pfirozeny cyklus, pfi kterém je zprvu vytvofena povrchova mycelidlni biomasa a na
konci cyklu se na vzdu$ném myceliu tvoii konidie (LANDA 1998).

Ve Velké Britanii prosly kompletnim registra¢nim procesem izolaty Lecanicillium
lecanii od firmy Microbial resources pro kontrolu msic (Vertalec) a molic (Mycotal) na
ochranu okrasnych rostlin a zemé&délskych plodin. Tyto piipravky se prestaly vyrabét kvili

malé trzni sile a nespolehlivosti t&chto preparatii. Holandska spole&nost Koppert navratila




Mycotal a Vertalec zpatky na trh pouzitim novych metod pfi kultivaci a ziskavani preparatt
(CHARNLEY 1989). V sortimentu dostupnych biopreparati maji jiz tradiéni misto
biopreparaty firmy Koppert, které jsou znamy pod obchodnimi nidzvy Mycotal (uréen
k ochran¢ sklenikovych plodin proti molici sklenikové a molici bavinikové), Vertalec (kmen
vysoce virulentni na rizné druhy msic) a Triptal (kmen L. lecanii s vysokou ucinnosti na
hmyz ttasnoktidly, napt. tfasnénka zahradni 7. tabaci a tfasnénka zapadni Frankliniella

occidentalis) (LANDA 1998).

2.2 Mutageneze

Zména genu nebo geneticky aktivnich struktur organismu skokem byla nazvana
mutaci. Jedinci, ktefi jsou nositeli téchto zmén a odliduji se od ptivodniho typu dané formy
nebo odridy, jsou mutanty. Zmény vyvolané mutagennim agens mohou pfispét k doplnéni
genovych zdrojii. Tento zptlsob vyuziti mutaci je oznacovan ve Slechtitelském procesu jako
mutageneze (BOHAC 1990).

Mutageneze, kterou rozumime umélé vyvolavani mutaénich zmén, pomaha rozsifovat
genetickou proménlivost rostlin i hub. MuZe prispét k rozsifeni genetickych zdrojt pro plnéni
kol slechtitelského programu (GRAMAN 1997).

Mutace a selekce zatim predstavuji nejdilezitéj$i postupy pii piipravé kment. Patfi
mezi techniky Slechténi, které umozni vyhodné obmény nebo lepsi expresi gentl,
zodpovédnych za tvorbu produktu. Souc¢asné pokroky u mutageneze, zejména lepsi pochopeni
mechanismu u€inku mutagenti a reparanich mechanismi, zdtiraznily ulohu mutaénich
programii v primyslové genetice (KRUMPHANZL, REHACEK a kol. 1988).

PouZiva se tada fyzikdlnich a chemickych faktort: ultrafialové svétlo (245nm), blizké
ultrafialové svétlo v pfitomnosti 8-methoxypsoralenu, ionizujici zafeni (paprsky X nebo v),
kolchicin, dusita kyselina, diepoxybutan, N-yperit, B-propiolakton, epichlorhydrin, N-methyl-
N'-nitro-N-nitrosoguanidin, ~N-methyl-N-nitrosourea, ethylmethansulfonat, ethylenimin,
dimethylsulfat, triethylenmelamin, akrilflavin, akridinovd oranz, ethidiumbromid, ICR-
slouCeniny, analoga bazi (napf. S5-bromdeoxyuridin, 5-fluorouracil, 6-merkaptopurin, 8-
azaguanin) apod. Vhodny a systematicky pfistup indukce mutaci zahrnuje vybér
nejucinnéjsiho mutagenu, optimalizaci experimentdlnich podminek (pH, davka, doba
pusobeni, faze bunééného ristu) a izolaci mutantd senzitivnich k mutagenu nebo deficientnich

v opravnych procesech. Techniky komutace a f{zené mutageneze je mozno pouzit pouze v



piipad¢, Ze je znama topologie genomu ve vztahu ke gentim, fidicim biosyntézu daného
produktu (KRUMPHANZL, REHACEK a kol. 1988).

Podstatného zvySeni produkce antibiotik nebo jinych metabolitli, ¥izené polygennimi
systémy, muze byt dosaZeno hromadénim drobnych mutaci v nékolika néslednych
mutagennich cyklech. Pro klasifikaci mutantnich klond v populacich ovlivnénych mutageny
je mozno pouzit statistickou metodu (KRUMPHANZL, REHACEK a kol. 1988).

Siroce vyuzivano je indukovanych mutaci u mikroorganismu, kde uspésné Slechténi
napt. kmenl Penicillium bylo zalozeno vlastné jen na selektovani mutovanych kmenii po

ozatovani (REHOUT 2000).

2.2.1 Klasifikace mutaci

Tiideéni mutaci pro Slechtitelské ucely vychazi z materidlni lokalizace genetické
zmény. Pro teorii mutageneze a jeji vyuziti ve $lechténi maji vyznam vedle vitalnich i letalni a

semiletdlni mutace (BOHAC 1990).

Z hlediska lokalizace mutaci v genotypu rozdélujeme mutace na:

- genové (zmény v molekule DNA)

= chromozomalni (zmény struktury a tvaru chromozomu)

genomove (zmény v chromozomalnim poctu)

- mimojaderné

Z hlediska praktického je ucelné ¢lenit mutace na

spontanni (diisledek mutagenni zatéze daného prostiedi)

indukované (vyvolany ptesné definovanym, cilenym mutagennim faktorem)

Podle tcinku na fenotyp nositele se ¢leni mutace na:

vitalni (zména genotypu v pfiznivém smyslu)

letalni (nepfiznivé u¢inky, vedou ke snizeni Zivotaschopnosti az letalit¢) (REHOUT 2000).
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2.2.2 Indukce mutaci

Pro tspéSnost indukce mutaci je dilezité stanoveni davky ¢i koncentrace mutagenu.
Pfi tvorbé mutaci se ocekava, ze se pfevazna Cast genetické vybavy ptivodniho organismu
zachova (BOHAC 1990).

Podle povahy agens, které mutaci vyvolava, se rozliSuji mutageny fyzikalni a
chemické. U fyzikalnich jde hlavné o tepelné Joky, ionizujici zafeni, jehoZ zdrojem jsou
rentgen, radioaktivni izotopy a reaktory nebo urychlovage nebo ultrafialové (neionizujici)
paprsky. Po ionizujicim zafeni dochazi ke zménam vzajemnym pisobenim zafeni s latkou a
uvolnénim atomt a molekul, vedouci k pfenosu energie. Celkovy uginek zafeni je rovny
mnozZstvi energie, jiz pohlcuji tkan. Je proto u¢inné pfedevsim takové zareni, které pronika do
vetsi hloubky. Prenos energie vzriista s hustotou ionizace. NejniZsi je u beta &astic, vysokd u
gama paprskil, nasleduje rentgenové zéareni, neutrony a alfa ¢astice (BOHAC 1990).

Zafteni se aplikuje:

- akutné, coz je jednordzova kratkodoba aplikace, napf. ozafenim objektu
prumyslovym rentgenem. Ozafuji se semena, semenace nebo ocka, rouby apod. Akutné se
napt. ovliviiuje rostlinny material neutrony v biologickém kanalu atomového reaktoru.

- chronicky, tj. po celou dobu vegetace nebo jen po urtitou dobu vegetace (pied
kvetenim), po dobu nékolika tydnd, mé&sict apod., napf. na gamapoli (GRAMAN 1997;
BOHAC 1990).

Chemomutageny maji pro spektrum vitalnich mutaci obdobny u¢inek jako ionizujici
zafeni. Jsou pouzivany hlavné epoxidy, etyleniminy, metansulfonat, alkaloidy, peroxidy,
formaldehyd, mocovina a jeji derivaty, etylmetansulfonat. Jsou aplikovany v podobé& vodnych

roztokii rizné koncentrace (BOHAC 1990).

Chemicke latky s mutagennim u¢inkem lze roz¢lenit do téchto skupin:
1. slou¢eniny yperitu a slzotvrné latky
2. alkila¢ni slouceniny

3. puriny a jejich derivaty (BOHAC 1990).
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2.2.3 Ziskavani mutantu

Po aplikaci riznych mutagenti dochazi k rozdilnym disledkiim. Vzhledem k
zakladnimu ¢lenéni mutagent lze rozlisit typy mutaci, které se mohou jevit v mnozstvi i
kvalité. Po piisobeni chemomutagenii se uskute¢iiuji chemické reakce. Pii téchto pochodech
mohou vznikat chemicky aktivni molekuly, které jsou produktem interakce molekul
chemomutagenu a dal$imi komponenty butiky. Proti ionizujicimu zafeni vyvolavaji
chemomutageny hlavné mutace a mikromutace kvantitativnich znaka (BOHAC 1990).

Cetnost umélych mutaci se ¢asto porovnava s vyskytem mutaci pfirozenych. Podil
prirozenych mutaci stoupd pii extrémnich podminkéach stanovisté. P vy$§im po&tu mutaci
umelych je pravdépodobny vyssi podil zcela novych genotypti. Zna¢na ¢ast zmén je viak i v
tomto pfipadé negativnich. ZvySovani u¢innosti mutagent se dosahuje rovnéz kombinacemi

mutagenid nebo chemomutagent se stimulatory riistu (BOHAC 1990).

2.2.4 Vybér a hodnoceni mutaci

V zavislosti na davce fyzikalniho mutagenu nebo na koncentraci chemomutagenu se
mohou podle druhu plodiny projevit bud’ ptiznaky stimulace nebo inhibice.

De Vries roz¢lenil mutace podle hodnoty na progresivni (k dédicimu komplexu se
pfipojuje dalsi znak), retrogresivni (urdity znak mizi) a degresivni (znak, ktery uZ jednou

zanikl se objevuje znovu) (BOHAC 1990).

2.2.5 Priprava mutanti ptisobenim fyzikalnich faktord

Ultrafialové zéfeni (UV) je svételna energie od 100 do 400 nm vlnové délky, mezi
Casti rentgenového zéafeni a viditelnou ¢asti spektra. Z fyzikalnich faktort se na piipravu
mutantil nej¢astéji pouziva UV s vlnovou délkou 250 az 270 nm. Ultrafialové paprsky, vyjma
kratkovinného spekira, nevyvolavaji ionizaci. Jejich nedostatkem je jejich slaba prinikova
aktivita a jako mutagen poskozuje zpravidla jen geneticky material povrchovych bungk. UV
zafeni v mikroorganismech zptisobuje vznik chemickych vazeb v bunééné DNA. Vystaveni
tak pferusi normdlni DNA replikaci a organismy jsou bud” zabity nebo inaktivovany

(BETINA a kol. 1987).
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Pisobenim tohoto mutagenu se mohou ziskat morfologi¢ti, auxotrofni nebo barevni
mutanti, mutanti s raznou rychlosti ristu, riiznou citlivosti na antibiotika a i mutanti se
zvysenou schopnosti produkce nékterych primyslove dtlezitych latek. Ozafuji se pfimo

buriky v uréité ristové fazi (BETINA a kol. 1987).

2.3 Molekularni markery

Kvalitativni a kvantitativni informace tykajici se Grovné diverzity jsou nesmirn¢
dillezitym faktorem v mnoha oblastech biologického vyzkumu, at' jiz zakladniho nebo
amplifikovaného: v ekologii, taxonomii, Slechténi a ochrané genofondu. Pro "markerovani"
diverzity, pro detekci polymorfismu na trovni nukleovych kyselin (zejména DNA) je moZné
pouzit celou fadu riznych molekularnich technik. V&tsina molekularnich markert spada do
jedné ze tii kategorii technik: (1) techniky vyuzivajici hybridizaci; (2) techniky zaloZené na
PCR reakei (amplifikace vyuzivajici nahodnych primeru, multi-locus PCR); a (3) techniky
zalozené na PCR reakei (amplifikace znamych cilovych sekvenci, single-locus PCR). N¢&které
techniky jsou navic modifikacemi nebo kombinacemi dalgich metodickych postupt (KARP A

EDWARDS 1997).

Pomoci DNA markertt lze detekovat rozdily v genetické informaci mezi
analyzovanymi druhy/populacemi/klony/jedinci/buiikami. DNA markery jsou zaloZeny na
polymorfismu sekvenci DNA. Jsou vyuzivany napf. pro DNA fingerprinting pfi zjiStovani
genetické Cistoty osiva, ale i pro testovani otcovstvi, sledovani urCitych genid béhem
Slechtitelskych programii (napf. SLG geny), genetické mapovani, populaéni genetiku a
populaéni genekologii a pfi studiu evoluce na molekularni urovni (fylogenetické analyzy,
feleni taxonomickych otdzek). DNA markery jsou aplikovatelné u viech organismu, kde je

zvladnuta technika izolace DNA (HARASTOVA 2003).
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2.4 RAPD analyza = Random Amplified Polymorphic DNA (polymorfismus
nahodné amplifikované DNA)

Tato technika je fazena mezi ty které jsou zalozené na PCR reakci, je u nich
odstranéna nezbytnost sloZitych a naro¢nych hybridizaénich kroku. Jejich spoleénych znakem
je ten fakt, Ze se obejdeme bez pozadavku znalosti cilovych sekvenci DNA fragmentu.

Pii RAPD jsou jako primery pouzivany kratké nahodné hexametry az dekametry a
amplifikované produkty jsou separovany na agar6zovém gelu za piFitomnosti ethidium
bromidu a vizualizovany pod UV svétlem (RAFALSKI 1997).

Metoda RAPD detekuje malé prevracené nukleotidové sekvence roztrousené po celé
genomické DNA (WELSH A McCLELAND 1990; WILLIAMS a kol. 1990). RAPD technika
pouziva pouze jeden primer o ndhodné nukleotidové sekvenci. Principy RAPD jsou detailné
uvedeny v pracech Hadrys a kol. (1992) a Tingey a del Tufo (1993). Technika RAPD ma
mnoho vyhod:

-nevyzaduje znalost cilovych sekvenci DNA, postup je relativné jednoduchy a rychly a pro
vytvofeni PCR produktl je potfeba pouze nanogramové mnozstvi DNA;

-technika je upfednostiiovana pro rozliSeni genotypi u mnoha druhl, populaci a nebo
patotypt, RAPD markery mohou byt téZ pouzity pfti analyze genotypt po kfiZeni rodi¢u na
ruznych taxonomickych arovnich;

-je to vhodny nastroj pro vytvoteni genetickych map (JUDELSON a kol. 1995) a RAPD se
osvédcila jako efektivni metoda pro identifikaci molekularnich markerti (TINGEY a del
TUFO 1993);

-tato technika je vhodna pro populaéni techniku a je Gspé$né pouZivana pro rozliseni druht a

kmeni v rdmci druhi u rostlin, bakterii, Zivo¢ichii a hub (WILLIAMS a kol. 1990).

2.4.1 RAPD v mykologii

Jedna z prvnich aplikaci PCR v mykologii byla popsana 1990 v praci White a kol. a
zabyvala se amplifikaci a sekvenovanim rDNA, aby prokézala taxonomické a fylogenetické
vztahy hub. Sekvence rDNA jsou velmi €asto pouzivany v taxonomickych a fylogenetickych
studiich, protoze jsou bézné nachazeny v burikach, ve kterych maji dalezitou funkci; takze,
jejich evoluce odrazi evoluci celého genomu. RAPD je stale vice vyuZivana k vytvafeni

molekularnich markert, které jsou uZite¢né v taxonomii a pro charakteristiku populaci hub.
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Hlavni vyhodou této metody je to, Ze neni potfeba znat sekvence DNA, takZe jakykoli primer
muze amplifikovat DNA (EDEL 1998).

Metoda RAPD je uspésné pouzivana k rozliSovani a identifikaci hub na trovni jak
vnitrodruhové (GUTHRIE a kol. 1992), tak mezidruhové (LEHMAN a kol. 1992). Rovnéz,
PCR fingerprinting pomoci primert, jez detekuje variabilni a opakujici se sekvence, je
pouzivan k objasnéni taxonomickych vZztahii mezi kmeny hub a druhy (MEYER a kol. 1993).

Na druhové urovni jsou RAPD data vyuZivana pro produkci druhové specifickych
sond a primerd (napf. u Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, Phytophtora cinnamoni, Tuber
magnatum a Glomus mosseae (DOBROWOLSKI A O'BRIEN 1993; LANFRANCO a kol.
1998; MANULIS a kol. 1994)). V nékterych studiich jsou RAPD profily pouZivany pro
rozliSeni individudlnich izolath v ramci druhu i mezi druhy, jako napf. u hub rodu

Metarrhizium a Candida (LEHMANN a kol. 1992; BRIDGE a kol. 1997).

Metoda RAPD je Casto pouzivana k determinaci odli$nych vnitrodruhovych skupin,
jako jsou anastomoézni skupiny hub u druhu Rhizoctonia solani (DUNCANS a kol. 1991;
BIDOCHKA a kol. 1994). Dalsi aplikace RAPD jsou v determinaci jednotlivych kment
uvnitt konkrétni populace, napt. toxické kmeny Aspergillus flavus (BAYMAN a COTTY
1993) a kmeny rodu Trichoderma (FUJIMORI a OKUDA 1994; SCHLICK a kol. 1994).

Pti technice RAPD se piedpokladd, Ze "prouzky" se stejnou mobilitou i intenzitou
zbarveni jsou stejné nebo velmi podobné sekvence. Obecné to ne vzdy byva pravda a dal$im
problémem je nedostatek znalosti, zda se markerovaci "prouzky" skladaji z kodujicich nebo
nekodujicich sekvenci, a zda mohou reprezentovat geny, které by mély podléhat selekci.
Existuje jisty dikaz, ze RAPD profil nemusi byt zcela nahodny a Ze riizné "pruhy" mohou byt
homologni (RIESBERGR 1996).

Metody zaloZené na PCR nabizeji mnoho novych nastroji vhodnych pro systematické
studie u hub a pro vymezeni druhu jako taxonomické jednotky. Tyto nastroje mohou byt
pouzivany také pro vymezeni a ureni vztahi mezi druhy, a to bud bezprostiednim
porovnanim nebo prostfednictvim fylogenetickych analyz. PCR metody vedly k lep$imu
pochopeni molekuldrni variability hub a zdiraznily nutnost peclivého posouzeni strategie
odbirani vzorku a jeho velikosti pfed taxonomickou klasifikaci. To také ukazuje, Ze
molekularni variabilita v rdmci riznych druht hub neni konstantni a Grovefi jak homogenity,

tak 1 heterogenity se bude ménit v zavislosti na studovaném druhu. Mozn4 je piekvapujici, Ze
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zavedeni PCR technik nevedlo k hromadnému revidovani nazvi jednotlivych druht hub a v
mnoha pripadech jiz existujici pojeti druhu dokonce posililo. Nicméné Siroky rozsah
molekularni heterogenity, ktery byl nalezen u nékterych druht, vedl k zavéru, Ze uvnitf
skupiny jiz existujicich druhti se muze vyskytovat i mnohem vice druhi "tajnych" a
nepopsanych. U téchto technik je nadéje, Ze budou moci v budoucnosti poskytnout mnoho
odpovédi na dosud nezodpovézené zakladni otazky systematiky a biodiverzity (BRIDGE a
ARORA 1998).
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Kmeny a jejich uchovavani

V této praci byly pouzity tfi kmeny houby Lecanicillium lecanii: P, 7, 9. Kmen P je
divokym kmenem odizolovanym z molice sklenikové v pribé¢hu spontanni epizootie ve
sklenicich v Prachaticich. Kmen 7 je izolat z biopreparatu Mycotal a kmen 9 pochazi z
biopreparatu Vertalec (oba poskytnuté firmou Koppert B.V. Nizozemi).

Kmeny byly vitalizovéany vyockovanim na PDA médium (tab. 1). Kultivace probihala
pfi teploté 25°C do dosaZeni tplné sporulace.

Kratkodobé udrzovéni, udrzovani mezi jednotlivymi pasaZemi, kmenového materidlu

bylo realizovano s pouzitim téhoz média, tzn. média PDA.
3.2 Pouzita média a jejich sloZeni

Pfi préci bylo pouzito médium PDA (potato dextrose agar) od firmy HiMedia Pvt. Ltd.

Slozeni média ukazuje tabulka 1.

Tab.1

PDA médium (g.I'h
bramborova infuze 200,0
dextrosa 20,0
agar 15,0

Vysledné pH je pfi teploté 25°C 5,6 + 0,2

3.3 Priprava média PDA
Pro piipravu navdzime 39,0g média PDA a ptidame 1000ml destilované vody. Zahtivame a
do rozpusténi a poté sterilujeme v autoklavu pii teploté 121°C po dobu 15 minut. Pied

nalévanim na Petriho misky je tfeba médium promichat.
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3.4 Metody

3.4.1 Sterilace a sterilni prace

Média, sklo a veskeré néstroje byly sterilovany v autoklavu (120°C, 0,1 Mpa, 30 min).

Vesker¢ sterilni operace byly provadény v laminarnim boxu.

3.4.2 Priprava kultivaénich médii

Pfiprava kultivaénich médii pro kultivaci na zpevnéné agarizované pudé v Petriho
miskach: pfipravené médium, bylo sterilovano autoklavovanim a v lamindrnim boxu rozlito
po 5 ml do Petriho misek. Po vychladnuti byly Petriho misky s médiem skladovany ve 4°C po

dobu max. 30 dnt.

3.4.3 Kultivace

Byla provadéna na Petriho miskach roztérem inokula setfenym ze sporulujici kultury,
po celém povrchu média. Roztér byl provadén klickou, klikatym pohybem, tahy tésné vedle

sebe.
3.4.4 Priprava stfedovych kultur

Jako pivodni kultura byla pouzita kultura presn& 7 dni stara, aby bylo dosazeno
objektivnich vysledka pti morfologickém hodnoceni jak ptivodnich kment, tak mutantq.

Sterilnim skalpelem se odebral co moZna nejmensi kousek mycelia a pfenesl se na

novou Petriho misku s PDA médiem.
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3.4.5 Priprava mutanti

K pripravé byly pouzity kultury zdkladnich kmeni staré 12 dni, v dobé¢, kdy zacaly
sporulovat. Rozfedénim 20% roztoku Tween 20 se sterilni vodou ziskame 5% roztok. Tento
pouzijeme ke smyvani mycelia pro ziskani konidii a vzniklou suspenzi konidii pfevedeme
pomoci sterilni pipety do eppendorfky. Koncentrace konidii byla spo¢itana pomoci Biirgerovy
komirky a titr byl upraven na 10’. Eppendorfky s 1,5 ml suspenze byly vlozeny do
ultrazvukové lazné a byly exponovany ultrazvukem po dobu 5-25 minut. Poté se na dvé
Petriho misky s médiem PDA z kazdé eppendorfky pievedlo po 50 pl suspenze. Ty byly dale
ozafovany UV svétlem (pfi kterém by mélo dochazet k vlastnim mutacim). Jedna z Petriho
misek byla ozafovana 5 minut, druhd 10 minut. Kultivace konidii vystavenych muta¢nim

zasahuim trvala od 7 do 14 dnq.

3.4.6 1zolace mutanti

Po regenera¢ni kultivaci (7-14 dni), byly jednotlivé individualng rostouci kolonie
odizolovany. Izolace byla provedena sterilnim skalpelem, podobn& jako pii piiprave

sttedovych kultur, na samostatnou Petriho misku s médiem PDA.

3.4.7 Kultivace mutantu

Izolované kolonie byly kultivovany 12 dni na médiu PDA; po této dobé bylo mozné
vSechny, i ty s pomalej$im rlstem, pfepasaZzovat na dvé nové Petriho misky s médiem PDA.
Prvni byla kultivovana 7 dni a pouzita k ptipravé dvou dalsich Petriho misek: pro sttedovou
kulturu a ziskani mycelia pro genetickou analyzu. Druh4 byla kultivovana 16 dni pro dalsi
uchovani v 20% glycerinu za teploty -80°C.

Ptiprava i hodnoceni stfedovych kultur mutanti byla provedena naprosto stejné jako u

zakladnich kment. Kultura pro genetickou analyzu byla kultivovéna 16 dni.
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3.4.8 Izolace DNA z mycelia s pouZitim NucleoSpin Plant (Macherey-Nagel)

PFiprava a homogenizace vzorku

Odebrané mycelium propereme v ethanolu a pfipravime si vzorek cca 200mg (véha &erstvého
vzorku). Mycelium mize byt ziskéno z kultury kultivované v kapalném médiu nebo setfeno
zpovrchu pevného média. Vzorek vlozime do eppendorfky, opét kompletné zalijeme

ethanolem, rozmixujeme a nésledné odpipetujeme ethanol.

Izolace DNA

K pripravenému vzorku ptiddme 200ul buffer C1 a #adné vzorek pomoci ty¢inky
rozméliujeme. Poté vzorek vortexujeme po dobu cca 1 minuty. Opét ptidame 100ul buffer C1
a pokracujeme v rozméliovani. Déle pf¥idame 100ul chloroformu a vzorek vortexujeme 10
vtefin. Nésleduje centrifugace vzorku 5 minut pfi 11000 rpm, pii které se nam vytvoii 2 faze.
Svrchni vodni fazi odpipetujeme do nové 1,5ml eppendorfky a nechame inkubovat 30 minut
pti 60°C.

Fialovou NucleoSpin filtra¢ni kolonu umistime dovnité nové sbérné NucleoSpin
eppendorfky, nahoru kolony pfemistime pipetou lyzat a centrifugujeme 5 minut p#i 11000
rpm.

Filtrat ziskany filtraci prelijeme do nové 1,5ml eppendorfky, pfidame 300ul pufru C4
a 200l ethanolu a smés vortexujeme 30 vtefin. Zelenou NucleoSpin kolonu umistime dovnit
noveé sbérné NucleoSpin eppendorfky, nahoru kolony pfemistime pipetou lyzat a
centrifugujeme 1 minutu pti 11000 rpm. Filtrat vylejeme.

Vymyti kfemenné membrany provadime ve tiech fazich. Nejprve ptidime do zelené
kolony 400ul pufru CW. Provedeme centrifugaci po dobu 5-ti minut p#i 11000rpm, do kolony
pfidame 700ul pufru C5 a centrifugaci provadime za stejnych podminek, znovu piiddme
200pl pufru C5 a centrifugujeme 2 minuty pfi 11000 rpm resp. do uplného vyschnuti

membrany.

Ziskani vysoce Cisté DNA

NucleoSpin kolonu vlozime do nové 1.5ml eppendorfky a na jeji membranu

napipetujeme 100pl pufru CE (eluéni pufr) predehfaty na 70°C. Inkubujeme 5 minut pii
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pokojové teploté a nasledné centrifugujeme 1 minutu pfi 11000 rpm. Timto ziskdvame 1.
eluat. Pokud chceme ziskat 2. eluat tak NucleoSpin kolonu vlozime do jiné 1,5ml
eppendorfky, na membranu opét napipetujeme 100ul pufru CE ptedehiatého na 70°C. Opét
inkubujeme 5 minut pti pokojové teploté a nasledné centrifugujeme 1 minutu pti 11000 rpm.

Timto postupem ziskavame 2. eluat.

3.4.9 Izolace rostlinné DNA pomoci CTAB dle Williams a kol. 1992

Modifikovana metoda

Protokol:

1) do sterilnich 1,5 ml mikrocentrifuga¢nich zkumavek (eppendorfek) dame cca 200 mg

mycelia, ze kterého chceme izolovat DNA; zhomogenizujeme

2) ke kazdému vzorku ptidame 500 pl extrakéniho pufru (2% CTAB + B-merkaptoethanol)

predehratého na 65°C , tkan zhomogenizujeme a promichame s pufrem

3) nechame 5 minut inkubovat pfi 65°C ve vodni lazni, béhem inkubace jednou lehce

promichame

4) pridame 500ul smési chloroformu-IAA, 5 minut protfepavame

5) centrifugujeme 5 minut na maximalni rychlost pfi pokojové teploté

6) do novych eppendorfek piepipetujeme vodni fazi

7) ptidame 2/3 objemu isopropanolu (cca 250 pl), 2-3x lehce promichame

8) dame na 2 minuty do mrazaku (-20°C)
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9) centrifugujeme 5 minut pii 4°C na maximalni rychlost, DNA by se méla zachytit na dné

eppendorfky; supernatant odstranime

10) ptidame 1ml ledového 70% ethanolu, centrifugujeme 5 minut na maximalni rychlost pi

4°C, slijeme (pozor — nevylit DNA pelet), ususime (pfes noc)
1) dle mnozstvi peletu pfidame 20-200 pl sterilni vody
12) uzavrené eppendorfky nechame pti 37°C tiepat, aby doslo k rozpusténi DNA

13) DNA uchovavame pti -20°C

3.4.10 RAPD analyza

Protokol RAPD analyzy byl modifikovan z metodiky prace WILLIAMS a kol. (1990).
PCR reakce byla provadéna v objemu 25ul obsahujici Ix PCR buffer (10mM Tris-HCI, pH
8,3, 50mM KCl, 2mM MgCh, 1% Triton X-100), 100uM dNTP, 1 U Taq polymerazy

(TaKaRa), 10 pM primeru (Operon Technologies, Inc., Alameda, CA) a 25 ng templatové
DNA.

Schéma pipetovani:

. 2,5 pl reakéniho pufru

. 2 ul dNTPs

. 1 ul DNA

. 4 ul primeru

. 0.2 ul DNA polymerazy

. dH20 voda do objemu 25 pl
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Amplifikace DNA probihala v termocykleru PTC - 100 (MJ RESEARCH). Teplotni
profil reakce byl nésledujici: 93°C (5 min) pro pocateéni separaci DNA fetézci a 45
termalnich cykl: 92°C (1 min), 35°C (2 min) a 72°C (3 min). Termalni cyklus byl zakongen
elongacni teplotou 72°C (10 min).

RAPD produkty byly analyzovany elektroforézou na 1,5% agarozovych gelech (v TBE
pufru) a detekovany barvenim ethidium bromidem. Doba trvéni elektroforézy byla 2,5 hodiny

pfi napéti 70V. Gely byly fotografovany pod UV svétlem pomoci digitalniho fotoaparatu
EPSON PHOTOPC® 3100Z.

3.4.11 Analyzy dat

Analyza pruhi na gelu

Po vyhodnoceni pozice pruhii na gelu byla sestavena matice pfitomnosti/nepfitomnosti
pruhu v dané zoné& a provedlo se statistické vyhodnoceni dat. Pro tyto ucely byl vyuzivan
program MVSP (Kovach Comp.Serv.). Korekce obrazki gell byly provadény za pouziti
specielniho grafického software Adobe Photoshop 7.0 CE

Clusterova analyza

Celkem prehlednym a ilustrativnim vysledkem analyzy spekter je moZnost seskupeni
(sgrupovani) podobnych spekter na zaklade vypoctu podobnostni matice - koeficienti
podobnosti kazdého vzorku se viemi ostatnimi z vybrané databaze. Vysledky matice pak byly
podrobeny clusterové analyze (UPGMA - Unweighted Pair Group Method Using Averages) a

vysledky zobrazeny jako dendrogram.

Statistické zpracovani dat

Pro ucely komplexniho hodnoceni RAPD spekter bylo vyuzito statistického

zpracovani dat. Na zaklad¢ zjisténych pruhd na gelu bylo moZné sestavit matice
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pfitomnosti/nepfitomnosti pruhu v dané zén& a provest statistické hodnoceni (vypocet
frekvence alel, vypocet koeficientl genetické identity, vypocty genetickych vzdalenosti €i
podobnosti a sestaveni dendrogrami). Pro tyto ucely byl vyuzivan program MVSP (Kovach

Comp.Serv.).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Hodnoceni morfologickych charakteristik

Byly hodnoceny tyto 3 znaky:
-radialni rst
-barva mycelia

-tvorba pigmentu

Hodnoceni bylo provadéno 3., 5. a 7. den ode dne inokulace. Stiedové kultury

pivodnich kment i kurantnich kmeni byly hodnoceny na médiu PDA.
Vyznam hodnot uvedenych v tabulkéach:

B — bila

S7 — svétle-zluta
7 — 7luta

BZ — bézova

TBZ — tmavé-bézova

V tabulce 2-4 jsou uvedeny morfologické charakteristiky u pavodnich kmenti

Lecanicillium lecanii na PDA médiu.
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Tab.2 Kmen 7

druh: Lecanicillium lecanii lemen: 7
médium: PDA
radialni riist (cm) batva mycelia tvorba pigmentu
Ep. 3.den |5 den |7 den |3 den |5 den |7 den |3.den |5 den |7 den
1 0,4 0,6 0.8 B B B BY, TBZ | TBZ
2 0,4 0,6 0,8 B B B BZ TBZ | TBZ
3 03 0,5 0.7 B B B Z TBZ | TBZ
4 0,4 0,6 0,8 B B B BZ TBZ | TBZ
5 0,5 0,6 0,8 B B B BZ TBZ | TBZ
6 0,4 0,6 0,7 B B B BZ TRZ | TBZ
7 0,4 0,6 0,8 B B B BZ TRZ | TBZ
g 0,5 0,6 0,9 B B B BZ TRBZ | TBZ
9 0,4 0,6 0,8 B B B BZ TRZ | TBZ
10 0,5 0,6 0,9 B B B BZ TBZ | TBZ
Tab.3 Kmen 9
druh: Lecanicilfium lecanii lktmen: 9

meédium: PDA

radialni rist (cm) barva mycelia tvorba pigmentu
Ep. 3. den |5 den |7 den |3 den |5 den |7 den |3.den |5 den |7 den
1 0,3 0,4 0,5 B B B BZ TRZ | TBZ
2 0,3 0,4 0,5 B B B BZ BZ TBZ
3 0,4 0,5 0,6 B B B BZ BZ TBZ
4 0,4 0,6 0,7 B B B BZ TBZ | TBZ
5 0,3 04 0,5 B B B z BZ BZ
6 0,4 0,5 0,6 B B B BZ TRZ | TRZ
7 0,4 0,5 0,6 B B B BZ BZ BZ
8 0,3 0,4 0,6 B B B BZ TRZ | TBZ
9 0,4 0,5 0,6 B B B BZ TBZ | TBZ
10 0,3 0,5 0,6 B B E BZ TRZ | TBZ




Tab.4 Kmen P

druh: Lecanicillium lecanii kmen: P

medium: PDA

radialni riist (cm) barva mycelia tvorba pigmentu
Ep. 3.den |5 den |7.den |3 den |5 den |7 den |3 den [5.den |7 den
1 0,6 1,2 1,5 B B B 87 Z BZ
2 0,7 1,3 1.6 B B B s7 il BZ
3 1,2 1,5 1,9 B B B 2 BZ BZ
4 1.1 1.4 1.8 B B B 7z BZ BZ
5 1.0 14 1,7 B B B BZ, BZ BZ
6 1,0 1.3 1.7 B B B z z BZ
7 1,0 14 1,8 B B B BZ BZ BZ
8 1,0 14 1,8 B B B BZ BZ TBZ
9 1,0 1.4 1,8 B B B BZ BZ TRZ
10 1,0 14 1,8 B B B BZ BZ TBZ




Graficky list ¢.1

Pivodni kmeny Lecanicillium lecanii

pivodni kmen P, stary 14 dni, médium PDA

pavodni kmen 7, stary 14 dni, médium PDA

pivodni kmen 9, stary 14 dni, médium PDA
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Morfologické hodnoceni kolonii vystavenych mutatnim zasahim bylo provedeno na
viech odizolovanych koloniich. Zde jsou uvedeny pouze varianty, které byly vybrany pro
genetickou analyzu tak, aby reprezentovaly celou Skélu variability.

Vybér byl proveden na zakladé porovnani mutantni kolonie a kolonie daného

puvodniho kmenu.
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Oznaceni vzorku mutanta Lecanicillium lecanii

Tab.5 Mutanti kmene 7

Tab.6 Mutanti kmene 9

doba
oznaCeni| pusobeni
vzorku sonikace/UV

(v min.)
M7 5/5
M9 10/5
M13 10/5
M21 15/5
M22 15/5
M24 15/5
M25 20/5
M29 25/5
M30 25/5
M35 5/10
M40 5/10
M42 10/10
M46 15/10
M49 20/10

Tab. Mutanti kmene P

doba
oznaCeni| pusobeni
vzorku sonikace/UV

(v min.)
M1 5/5
M2 5/5
Ml11 10/5
M18 15/5
M25 20/5
M31 20/5
M35 25/5
M36 25/5
M39 5/10
M50 10/10
M52 10/10
M58 15/10
M62 20/10
M66 20/10

doba
oznaCeni| pusobeni
vzorku sonikace/UV

(v min.)
M1 5/5
M3 10/5
M4 10/5
M5 15/5
M10 15/5
MI16 20/5
M20 20/5
M24 5/10
M29 5/10
M34 10/10
M40 20/10
M41 20/10
M42 20/10
M46 25/10
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Tab.8 Mutanti kmenu 7

Druh M&dium
M 7 Lecanicillium lecanii PDA
radialni riist {cm) barva mycelia tvorba pigmentu
3. den 5 den 7. den 7. den 3. den 5 den 7. den
ol 7 os 13 17 B B B TBY TBZ
ke B I 1.1 15 B B B TBZ RS
i IR 11 15 B B B BY RS TBS
i I 12 16 B B B BZ TBY TBY
i EEN Y 12 15 B B B B TBY TR
a5l Jog 13 16 B B B 2 B TR
WAL 25 Tos 1.1 15 B B B B TBZ TBZ
s BEE BT 13 16 B B B BZ B TBZ
il BE N Y 12 16 B B B B TBY TBZ
e B I 10 15 B B B 3 B RS
il B Y 11 15 B B B 7 B7 B?
s B O 12 17 B B B 7 B7 B2
OBl s [os 11 15 B B B 7 BZ B?
e 06 1.0 14 B B B BZ TBZ TBZ
Tab.9 Mutanti kmene 9
Druh Medium
M 9 Lecaniciliium lacanii PDA
radiaini rist (cm) barva mycelia tvorba pigmentu
3.den 5.den 7. den den .den 5.den 7.den

AL 05 1,0 14 B B B BZ TBZ TBZ
i BE 07 14 14 B B B BZ TBZ TRZ
B 05 09 13 B B B BZ TBZ TBZ
B 07 12 16 B B B BZ TBZ TBZ
i BES 06 1,0 13 B B B BZ TBY TRZ
Sk BENN IY: 11 14 B B B Z B. | 7
i BE I 1,1 14 B B B 7 BZ 87
i B LY 11 14 B B B Z BZ TB7
i BE Y 06 038 B B B B2 TBZ TBY
s BE I 1.1 15 B B B 7 B2 187
i BT 11 15 B B B BY ™% | T8
e N Y 10 14 B B B B ™2 | T8
e B Y 10 13 B B B BZ B TBZ
OAL e 07 1,1 15 B B B BZ TBZ TBZ




Tab.10 Mutanti kmene P

Druh Kmen Médium
M P Lecanicillium lecanii MP PDA
radialni riist {cm) barva mycelia tvorba pigmentu
3.den 5.den 7.den 3.den 5.den 7. den 3.den 5. den 7.den

AL 10 15 20 B B B z Z BZ
S B 10 15 19 B B 7 z BZ
i 15 20 B B B 7 B7 pi=Y4
BRAL s 1,1 16 2.1 B B B 7 7 BZ

*BRA 0 o9 15 2.1 B B B 7 7 7
A5Cl 18 |og 15 20 B B B BY B B
e K- ETY 16 2.1 B B B BY BY TB7
e B I 14 19 B B B BY BY 187
e BE-ID BT 15 20 B B B B BY 87
2IU0AL 31 [op 1.1 15 B B B B B 187
e B B 16 2.1 B B B 7 B7 187
M08 m Jog 14 18 B B B BY BY 87
e B BT 16 2.1 B B B BY BY 1B
i 03 06 0,8 B B B BZ BZ TBZ




Graficky list €.2

Zmutovany kmen 7 Lecanicillium lecanii

M21 M22 M24

M25 M29 M30

M46 M49
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Graficky list ¢.3

Zmutovany kmen 9 Lecanicillium lecanii

M18 M25 M31

M35 M36 M39

M50 M52 M58

M62 M66
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Graficky list ¢.4

Zmutovany kmen P Lecanicillium lecanii

M20 M?24 M29

M34 M40 M41
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Indukované mutace jsou hojné vyuzivany v mykologii pro zvySeni variability
genotypu daného kmene a v mnoha pfipadech dale pro zvyseni produkce sekundarnich
metabolitd. Mutageneze nasledovana selekci izolovaného kmene produkujiciho vyssi
mnoZstvi zkoumaného metabolitu je dileZitou technikou pfi zvySovani vynosu antibiotik.
Naptiklad, vyt€Znost penicilinu byla zvySovana mnohokrate od roku 1940, kdy se penicilin
zaCal produkovat komeréné (QEENER a SWARTZ 1979).

Kobel a kol. (1973) ziskali pomoci mutaci osmi riznymi mutageny a nasledné selekce
kmen Claviceps purpurea s produkci alkaloidt 180krat vy3si nez byla u piivodniho kmenu.

Hisao-Ming Wan a kol. (2004) pouzil pfi $lechténi Aspergillus oryzae na produkci
koji-kyseliny RTG a UV zafeni v kombinaci s fizi protoplastii. Byl ziskan vysoce produktivni

kmen, ktery akumuloval 41 g koji-kyseliny na litr, coZ je 100x vice neZ u divokého kmene.

4.2 Geneticka analyza

V poslednich letech se u entomopatogennich hub a i dalsich skupin hub zagina
s uspéchem vyuzivat techniky molekuldrnich markert pro hodnoceni, popis a identifikaci na
druhové ¢i poddruhové rovni (DEAN a kol. 2005). Roberts, Reymond a Andersen (2000)
vyuZivaji ve svych studiich techniku RAPD, tuto techniku s Gispéchem pouzivala u hub fada
dalSich autor®i, napt. Tigano-Milani a kol. (1995), Obornik a kol. (1997), Lexova a kol.
(1998), Pazoutova (2004).

Bielikova a kol. (2002) vyuzivala techniku RAPD pro hodnoceni stability kmeni
Paecilomyces a Gliocladium. Techniku RAPD pouZivam pro hodnoceni kmenti Lecanicillium
lecanii ve své praci i ja. Dle prace Obornika a kol. (2000), ktery také vyuziva této techniky u
hodnoceni Deuteromycetes, nepohlavné se rozmnozujicich druht hub, je ziejmé, Ze tuto
techniku lze u skupiny hub Deuteromycetes s Gsp&chem vyuzit.

Genetické hodnoceni kment Lecanicillium lecanii prob&hlo pomoci metody RAPD.
Byl proveden screening nahodnych RAPD primerd a pro dalsi analyzu byly vybrany 3
primery — A6, B16, B18, produkujici polymorfni a opakovatelné spektrum pruhti.
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Na nasledujicich obrazcich (obr.2-10) jsou dokumentovany vysledky RAPD analyzy.

Obr.2 Vizualizace gelu, primer A6, kmen 7

i

pav7 M7 MO M13 M21 M22 M24 M25 M2S M30 M35 M40 M42 M46 M49 L

Obr.3 Vizualizace gelu, primer B16, kmen 7

piv? M7 M9 M13 M21 M22 M24 M25 M29 M30 M35 M40 M42 M46 M49 L

Obr.4 Vizualizace gelu, primer B18, kmen 7

puv? M7 M9 M13 M21 M22 M24 M25 M29 M30 M35 M40 M42 M4é M49 L
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Obr.5 Vizualizace gelu, primer A6, kmen 9

M50 M52 M58 M62 Mé6 L

pav9 M1 M2 M11 M18 M25 M31 M35 M36 M39

Obr.6 Vizualizace gelu, primer B16, kmen 9

pive M1 M2 M11 M18 M25 M31 M35 M36 M39 M50 M52 M58 M62 M66 L

Obr.7 Vizualizace gelu, primer B18, kmen 9

pdve M1 M2 M11 M18 M25 M31 M35 M36 M39 M50 MS2 M58 M62 M66 L
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Obr.8 Vizualizace gelu, primer A6, kmen P

Obr.9 Vizualizace gelu, primer B16, kmen P

puvP M1 M3 M4 M5 M10 M16 M20 M24 M29 M34 M40 M41 M42 M46 L

Obr.10 Vizualizace gelu, primer B18, kmen P

pavF M1 M3 M4 M5 M10 M16 M20 M24 M29 M34 M40 M41 M42 M46 L
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Po probéhnuti RAPD reakce s vybranymi ndhodnymi primery byla primarni data
pritomnosti/neptitomnosti pruhi na gelu pouzita pro grafické znazornéni vzdalenosti mezi

genotypy. Grafické vyjadieni je prezentovano ve formé matice podobnosti a dendrograma.

Tab.11 Matice podobnosti pro pivodni kmen 7 a jeho mutanty ziskana pomoci Nei & Li’s

metriky

Similarity matrix

plv.7 M7 M3 MI13 M22 M23 M25 M26 M30 M3 M35 MAD M42 M4AE M49
plv.7 1

M7 0,42 1

M9 057 083 1

M13 | 052 074 09 1

MZ22 | 033 02 042 059 1

M23 | 048 057 0,72 079 0F7 1

M25 | 059 07 074 073 044 067 1

W26 05 0B 067 07 05076 07 1

M30 | 048 067 072 064 029 055 058 057 1

M31 036 056 064 0B4 044 084 048 057 053 1

M35 05 04 058 059 04 067 044 07 067 0,78 1

M4D | 0BS 04 062 063 04 054 05 064 054 052 0,72 1

h42 04 057 072 071 038 0B4 042 07 073 063 076 069 1

MAE | 062 027 054 055 046 01 04 064 052 05073 074 07 1

M43 | 058 02 033 037 04 048 035 05029 044 05 072 048 064 1
plv.7 M7 M3 MI13 M22 M23 M25 M2E M30 M3 M35 M40 M42 M4B M49

Tab.12 Matice podobnosti pro pivodni kmen 9 a Jjeho mutanty ziskana pomoci Nei & Li’s
metriky

Similarity matrix

pdv9 M1 M2 M11 M18 M25 M31 M35 M35 M33 M50 M52 M58 MB2 MBE
plv.9 1

M1 0,71 1

M2 073 057 1

M11 089 071 0382 1

M1SB | 059 05 076 0,71 1

M25 | 076 07 072 076 07 1

M31 067 071 0B4 078 059 0B7 1

M35 | 085 067 078 084 056 073 063 1

M36 | 078 082 073 089 059 076 078 074 1

M33 | 084 078 078 095 067 082 074 08 095 1

M50 07 053 067 07 042 061 05 076 07 076 1

M52 05 053 067 0F 042 061 0F 057 06 057 046 1

M58 [ 053 057 053 067 043 044 053 05 0k7 063 035 059 1

M2 | 075 053 05 075 04 0B3 05 071 075 082 078 033 031 1

MBE | 056 071 055 056 047 057 067 053 067 063 06 05 04 05 1
plv.8 M1 M2  MI11 MI18 M25 M31 M35 M36 M33 M50 M52 M58 MB2 MBB
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Tab.13 Matice podobnosti pro piivodni kmen P a jeho mutanty ziskana pomoci Nei & Li’s

metriky

Similarity matrix
pdvP M1 M3 M4 M5 MID MIE M20 M24 M29 M34 M40 M41 M42

ply.P 1

M1 04 1

M3 048 078 1

M4 052 076 08 1

M5 048 074 071 0886 1

M10 044 072 077 081 087 1

M16 04 073 078 076 082 088 1

M20 035 05 0B9 075 073 086 08 1

M24 047 063 07 062 D58 0B4 053 0p4 1

M29 03 092 072 077 083 074 075 058 057 1

W34 048 052 058 067 OB4 D54 052 054 0F 0Op4 1

M40 04 064 0OB1 076 074 072 064 056 042 057 044 1

a1 046 0B4 0OBS 08 085 084 071 071 048 073 0B9 0B4 1

42 05 064 078 076 074 08 073 064 053 0B7 0B 082 079 1
plvP M1 M3 M4 M5 MIO MIE M20 M24 M29 M34 M40 M4l M42

Z posouzeni morfologickych zmén, zmén rychlosti ristu a pigmentace u kmend

Lecanicillium lecanii, které byly vystaveny mutagennim G&inktim, lze mezi témito kmeny

vypozorovat ur€itou variabilitu. Nékolik kmenti vykazovalo podstatné odlisnou rychlost riistu

oproti pivodnimu kmenu, zkterého byly odizolovany a objevila se i odliSnost mezi

samotnymi zmutovanymi kmeny. Také pfi hodnoceni pigmentace a miry zvrasnéni se objevila

Siroka variabilita. Zatimco n&které kmeny vykazovaly vyraznou pigmentaci, u jinych se tato

neprojevila. Posouzenim barvy mycelia nebylo zjisténo vyraznych rozdili mezi kmeny. Barva

mycelia byla vétSinou bila, nékdy prechazela ve svétle Zlutou.
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Obr.11 Dendrogram kmene 7 a jeho mutantti ziskany metodou shlukové analyzy UPGMA
(Unweighted Pair-Group Metod using arithmetic Averages)

Lecaniciftium tecanii - kmen 7
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Na zéklad¢ dendrogramu znazoriiujictho podobnost spekter RAPD markerti u
pivodniho kmene 7 a z n&j odvozenych 14 kment po indukované mutagenezi, lze ziskanou
populaci hodnotit jako velmi variabilni. Pomoci techniky indukované mutageneze doslo
k vyraznym zménam ve spektru RAPD markert, mira odli$nosti jednotlivych kmeni je na
urovni 10-55%. Plivodni kmen 7 je ve shluku se tfemi dal$imi kmeny, ale mira shody je
s témito kmeny pouze ze 65%. VSechny ziskané kmeny a kmen piivodni Ize od sebe navzijem

dobfe odlisit (na zdkladé¢ RAPD dat, morfologickych zmén, zmény pigmentace, atd.).
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Obr.12 Dendrogram kmene 9 a jeho mutanti ziskany metodou shlukové analyzy UPGMA
(Unweighted Pair-Group Metod using arithmetic Averages)
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Na zéklad¢ dendrogramu znéazorfiujiciho podobnost spekter RAPD markerd u
ptivodniho kmene 9 a z n&j odvozenych 14 kmenl po indukované mutagenezi, lze ziskanou
populaci hodnotit jako velmi variabilni. Pomoci techniky indukované mutageneze doslo
k vyraznym zménam ve spektru RAPD markerd, mira odli$nosti jednotlivych kment je na
urovni 5-45%. Ve sledované populaci 15 kmenii neni patrny téméf Zadny trend a seskupovani
kment do vétSich skupin podle podobnosti spektra RAPD markerii. Kmen 35 se z pohledu
RAPD fingerprintu ziskaného pomoci tfech primerti velmi podoba ptivodnimu kmenu 9,
podobnost téchto dvou kmenti je ptibliZzné na trovni 96 %.

Dalsi kmeny jsou pak velmi variabilni, jejich odlisnost od pivodniho kmene je v rozmezi 9-

54 % a nevytvati vyrazné¢ odliSitelné bloky.
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Obr.13 Dendrogram kmene P a jeho mutantl ziskany metodou shlukové analyzy UPGMA
(Unweighted Pair-Group Metod using arithmetic Averages)
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Nei & Li's Coefficient

V ptipad¢ kmene P dos$lo po muta¢nich zasazich k velmi vyraznym zméndm v RAPD
fingerprintech, které vedly k jednozna¢nému odliSeni ptivodniho kmene a z né€j vychézejicich
mutantii. V8echny mutované kmeny vytvafi jeden, byt variabilni blok, ktery je odliSny od
puvodniho kmene. Odlisnost mezi blokem mutantd a pivodnim kmenem je na urovni 56 %. V
ramci skupiny mutantii se vytvofily tfi bloky (kmeny 24+34, kmeny 40+42 a blok ostatnich
kmenti). Odlisnost téchto 3 blokii mezi sebou je na urovni 42 a 30 %. Variabilita v ramci
celého shluku mutanti je velmi vysoka, podobnost jednotlivych kmenti je na arovni 60-90 %.

Indukovana mutageneze vede ke zvySeni variability sledovanych niorfologick}'fch
znaki a toto zvySeni fenotypové odlisnosti je podlozeno i zménami genotypu, které byly
detekovany na tirovni RAPD markert.

Shlukova analyza nam prokazala, Ze hodnocené kmeny Lecanicillium lecanii ziskané
po mutacich vytvafely spektrum s Sirokou variabilitou. Z toho plyne, Ze diky mutaénim

zasahim pouZitych v této praci lze ziskat Sirokou Skalu mutantti s velkou genetickou

variabilitou. Téchto poznatk mtiZe byt dale vyuzito v produkénich analyzach.
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RAPD metoda byla jiz pouzita pro konstrukci specifickych fingerprintti riznych
izolatii entomopatogennich hub (OBORNIK a kol. 1997, LEXOVA a kol. 1998). Na zakladé
téchto vysledkd se 1ze domnivat, RAPD metoda mohla byt rutinné vyuzivana pro tyto tcely,
a to nejen v mikrobidlnich laboratofich, ale i v komeréni oblasti producenty mikrobiélnich
pesticida.

Vysledky dosazené v praci Bielikové (2001) mohou do jisté miry potvrzovat vliv
systému pasaZovani na zmény genotypového projevu kmene PFR97 houby Paecilomyces
Jumosoroseus, které presahuji plasticitu genomu. Dochazi zde Jiz k sice pozvolnym, ale
pomoci RAPD analyzy detekovatelnym zmé&nam struktury genomu. RAPD metodika detekuje

neselektivné zmény vzniklé v kodujicich i nekodujicich sekvencich genomu.
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5.ZAVER

Cilem diplomové prace bylo provést sérii mutaénich zasaht a vyhodnotit rozsah zmén
morfologickych charakteristik a posoudit zmeny genotypi pomoci molekularnich marker.

Diky této praci lze fici, e muta&ni techniky, jako je ultrazvuk v kombinaci s UV zafenim,
Jsou vhodnym prostiedkem pro zvyseni genetické variability. Dikazem je vytvoreni Siroké
Skaly mutantl, u kterych se projevily vyrazné morfologické zmény i zmény genotypu,

prokézané na zakladé RAPD analyzy.

Vystupem diplomové prace je metodika indukované metageneze pro Lecanicillium
lecanii. Dal$im vystupem je soubor mutovanych kmenid a soubor charakteristik jejich

molekularnich a morfologickych vlastnosti.

Poznatkli ztéto prace miZe byt vyuzito v naslednych studiich a dal$im 3lechténi

kment houby Lecanicillium lecanii.
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