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Cilem této prace bylo posouzeni vhodnosti techniky PCR-RFLP a analyzy
ITS regionu pro Ucely hodnoceni geneticke variability entomopatogennich hub-
Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii a Isaria fumosorosea. Na zakladé
analyzy ITS-RFLP tvofily kmeny B. bassiana pdvodem z NP Sumava jednu
homogenni skupinu, zatimco kmeny B.bassiana z jinych geografickych lokalit

vykazovaly vyssi stuperi polymorfismu a doslo k jasnému odliseni rliznych druh

entomopatogennich hub pouZitych v této studii.

Annotation

The aim of this study was the evaluation of the suitability PCR-RFLP
techniqgue and ITS region analysis for determination the genetic variability
of the entomopathogenic fungi - Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii
and Isaria fumosorosea. By the means of ITS-RFLP technique, it was possible
to identify the uniformity of the B. bassiana isolates from NP Sumava, the higher
level of polymorphism of B. bassiana isolates from different geographical areas was
detected and it was possible to distinguish different entomopathogenic fungi used

in this study.
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1. Uvod

Nardst vyuzivani biologické ochrany rostlin souvisi se stale se vyvijejicimi
technologiemi a rozvojem molekularné biologickych metod. Hlavnim dlvodem
pro rozvoj biologické ochrany rostlin je rostouci snaha o omezeni pouzivani
chemickych pFipravkd a ochranu Zivotniho prostredi, kdy se vyuZziva pFirozenych
nepratel Skodlivych organismd. Vyznacuje se nizkou nebo nulovou toxicitou
k necilovym organismim. Tim neni snizovana druhova bohatost, diverzifikace
a stabilita prirodnich systémi v zemédélské krajiné a je umoznéna kvalitni produkce.

V rdmci projektu, snaZici se o vyuZiti entomopatogenni houby Beauveria
bassiana jako pfirodniho insekticidu v boji proti klirovci, ktery je aktualni hrozbou
pro jehlitnany v Narodnim parku Sumava, byl proveden monitoring
entomopatogenni houby Beauveria bassiana a nasledné analyzy molekularnich
marker(l pro identifikaci a charakterizaci kmenl. Stimto projektem souvisi
i m& prace na téma ,,VyuZiti techniky PCR-RFLP pro hodnoceni polymorfismu
ITS regionu u kmenl Beauveria bassiana®, diky niz byla zjisténa homogenita
populace ziskané v NP Sumava, oproti kmendim B. bassiana ziskanych ze sbirky
oddéleni Rostlinolékarstvi KRA ZF JU, pochézejicich z jinych geografickych oblasti,
resp. kmendim jinych druhd entomopatogennich hub, které vykazovaly odliSnosti.
Toto zjisténi pomaha pfi rozhodovéani, jaky kmen bude moZno pouZit v biologické
ochrané v NP Sumava a nahrava faktu vyuZiti ,lokalniho kmene* s nejlepsimi
biologickymi charakteristikami.
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2.1. Biologicka ochrana

Prvni poznatky a pokusy o vyuZiti biologické ochrany rostlin proti Skodlivym
organismim vstoupily do podvédomi jiz vdruhé poloviné 19. stoleti,
avsak intenzivnéjsi rozvoj je az v poslednich nékolika desetiletich. Nar(st vyuzivani
biologické ochrany rostlin souvisi se stale se vyvijejicimi technologiemi a rozvojem
molekularné biologickych principl. Hlavnim divodem pro rozvoj biologické
ochrany rostlin je rostouci snaha o omezeni pouzivani chemickych latek a chranit
Zivotni prostfedi. V minulosti byly pouZivané Sirokospektralni a perzistentni
pesticidy, které zplsobovaly vysokou mortalitu necilovych druhll, a zarovei jejich
vlivem vznikaly populace $kodlivych organismd rezistentnich vici Skodlivym latkam
chemickych pFipravkd. V souCasné dobé se vyroba ucinnych latek orientuje
na vyrobu specifickych pesticidd plsobicich pouze na cilové Skldce.
Zaroven probihd intenzivni vyzkum mikrobialnich preparatl, uZitecnych organismd
a predevsim se vénuje pozornost bioregulatorlim uréenym k ochrané proti pleveldm.

P¥i biologické ochrané se vyuziva pfirozenych nepratel skodlivych organisma.
Moderni prostfedky biologické ochrany jsou vysoce a dlouhodobé ucinné,
a zaroven jsou Setrné k lidskému zdravi a Zivotnimu prostfedi. Vyznacuji se nizkou
nebo nulovou toxicitou k necilovym organismlm. Tim neni sniZovana bohatost,
diverzifikace a stabilita prirodnich systémll v zemédélské krajiné a je umozZnéna
kvalitni produkce. V biologickeé ochrané rostlin se vyuZivaji predatofi, parazitoidi,
bakterie, houby, viry, fasy a prvoci. (Eilenberg et al., 2006). V pripadé vyuZiti
néjakého organismu, jako prostfedku biologické ochrany, do prostfedi je prfedem
nutné znat jeho detailni charakteristiky pro zjisténi jeho ucinnosti a pfipadného

negativniho vlivu na Zivotni prostfedi a druhovou biodiverzitu.

2.1.1. VyuZiti entomopatogennich hub v biologické ochrané rostlin

V soucasné dobé je zndmo vice nez 750 druhd hub ze zhruba 90 rodd,
které mohou plsobit jako obligatni nebo fakultativni plivodci onemocnéni mnoha

drunl hmyzu. (Landa, 1998) U entomopatogennich hub je velmi mala
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ence hmyzu. Mezi vyznamné zastupce patfi Beauveria

Is, Metarhizium anisopliae a Lecanicillium leccanii.

2.1.2. Strategie uzivané v biologicke ochrané

Dulezitym hlediskem je zjistit miru variability jednotlivych $kddcl a nasledné
zvolit spravnou strategii pro jejich regulaci.

Druhy strategii:

Klasicka strategie

Zamérna introdukce neplvodniho organismu (prostfedek biologické ochrany)
za Ucelem trvalého zabudovani do ekosystému a dlouhodobé regulace populace
Skldce.

Augmentativni-inundativni strategie
VyuZiti Zijicich organisml pro regulaci populace $kddce. Introdukce je zpravidla

jednorazova a je dosazeno okamZité regulace Cetnosti cilového organismu.

Augmentativni-inokulativni strategie
Zamérné  vypuSténi  Zivého organismu do  ekosystému s oCek&vanim,
Ze se v ekosystému bude mnoZit a regulovat Cetnosti cilového organismu po urcitou

dobu, ne vSak trvale.

Strategie konzervace a podpory pfirozenych nepratel

Modifikace prostfedi, nebo zavedenych postupl za Gcelem ochrany a podpory
specifickych prirozenych nepratel nebo jinych organisml regulujicich cetnosti
cilovych organismd.

(Eilenberg et al., 2001)


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
g use period has ended,
B 3 CO m p | ete Thank you for using
e PDF Complete.
Click Here to up uby
Unlimited Pa

Vztahy mezi houbami a hmyzem jsou velmi rozmanité. Lze nalézt vztahy
saprofytické, symbiotické, mutualistické i parazitické. Zvlastni skupinu hub
predstavuji druhy, které mohou vyvolavat primarni onemocnéni rliznych vyvojovych
stddii hmyzu (entomopatogenni houby). Entomopatogenni houby parazituji
na zastupcich vSech Fadl hmyzu. NejCastéji jsou parazitické mykozy zjistovany
na druzich patficich do Fad( plostice (Hemiptera), rovnokridli (Orthoptera),
tfasnokridli (Thysanoptera), stejnokfidli (Homoptera), motyli (Lepidoptera), brouci
(Coleoptera) a dvoukridli (Diptera). Nejcastéji infikovanym stadiem hmyzu
jsou larvy, pfipadné kukly. Méné Casto jsou hmyzem infikovani dospélci a vajicka
hmyzu. (Landa, 1998)

Entomopatogenni druhy jsou v systému hub zastoupeny mnoha fady rliznych
oddéleni.  NejvyznamngjSi entomopatogenni houby nalezneme v oddéleni
Chytridiomycota (Chytridiomycetes: Blastocladiales, Chytridiales), Eumycota:
pododdéleni  Zygomycotina  (Zygomycetes:  Entomophthorales, Mucorales),
Ascomycotina (Ascomycetes: Laboulbeniales, Pleosporales) a Deuteromycotina
(Hyphomycetes: Moniliales, Coelomycetes). NejznaméjSi jsou entomopatogenni
houby sdruZzované v rodech Beauveria, Hirsutella, Lecanicillium, Metarhizium
Paecilomyces, Nomuraea a Tolypocladium.

(1. http://www.zf.jcu.cz/structure/departments/sekce-

rostlinolekarstvi/entmopatogenni-organizmy/entomopatogenni-houby/klasifikace-

entomopatogennich-hub/)

Vzhledem k odliSnému mechanismu rozmnoZovani se lisi hostitelsky
potencial entomopatogennich hub. Nékteré houby jsou Siroce polyfagni a iniciuji
nakazy nejen na zastupcich z mnoha fadd hmyzu v rlznych vyvojovych stadiich,
ale i na fytofdgnich roztoCich a nékterych druzich hadéatek (napf. Paecilomyces
fumosoroseus). (Landa, 1998) Mezi Siroce polyfagni druhy patfi napf. Beauveria
bassiana nebo Lecanicillium lecanii, které plsobi proti velkému mnoZzstvi
Skodlivych organismi jako plostice, molice, msice. (2. http://www.landwirtschaft-
mlr.baden-wuerttemberg.de/servlet/PB/menu/1042846_11/index.html) Jiné druhy

entomopatogennich hub vykazuji podstaté uZsi patogenitu s acinnosti omezenou
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Apf. houba Nomuraea rileyi parazitujici vyhradné

D98), pricemz i rlizné izolaty v ramci jednoho druhu

houby mohou vykazovat rdiznou hostitelskou specifiku. (3. http://www2.biologie.uni-

halle.de/zool/dev_biol/diss/schreiter/diss_einl.html) Entomopatogenni houby maji

tedy velky predpoklad pro biologickou ochranu.

2. 3. Charakteristika houby Beauveria bassiana

Rod Beauveria zahrnuje nékolik entomopatogennich druhl. Jeden
z nejvyznamnéjSich je Beauveria bassiana (Boucias et al., 2008). Do rodu Beauveria
patfi napfiklad také Beauveria brongniartii, Beauveria amorpha, Beauveria
caledonica, Beauveria felina a Beauveria velata. Entomopatogenni houba Beauveria
bassiana je kosmopolitné rozsiteny druh, ktery je bézné zaznamenavan jako plivodce
onemocnéni na mnoha druzich hmyzu, které jsou alespon ¢asti svého vyvoje vazany
na pldu (Landa et al, 2007). Beauveria bassiana je typickym

predstavitelem entomopatogenni mykofléry pldy (4. http:/rl.zf.jcu.cz/informacni/cih

lar/beauveria-bassiana/beauveria-bassianas ) a zpdsobuje u hmyzu nakazu, ktera byva

oznaCovana jako ,,white muscardine*. Tato ndkaza byla popséana jiz kolem roku
900 pf.n.l. v Japonsku na larvach bource morusového. Hmyz ,,mumifikovany* touto
houbou byl pouzivan v mediciné jako antiseptikum. Seriézni zadznamy o tomto
onemocnéni a jeho plvodci uvefejnil A. Bassi vroce 1834. Pozdéji se stejnym
onemocnénim zabyval také Giuseppe Gabriel Baldami-Crivelli, ktery ho v roce 1935
popsal a po svém objeviteli pojmenoval Botritis bassiana. (Boucias et al., 2008)

Beauveria bassiana je dimorfni organismus rostouci jako kvasinkovy
organismus nebo jako mycelium v zavislosti na dosud nespecifikovanych faktorech.
(Burge, 1988) Tvori bilé az krémové kolonie, ojedinéle rdZové. Konzistence
je kypra az praskovitd. Spodni strana kolonie na Petriho misce pFi péstovani
naumeélych Zivnych mediich je bila aZz naZloutla. Hyfy jsou délené septy,
které jsou pfimé a pomeérné kiehké. Konidiofory jsou protahlé, bankovitého tvaru
v charakteristickém ,,zig-zag" usporadani a v kazdém ohybu je uloZena jedna konidie.
Konidie jsou malé (2-4pum v prdmeéru), jednobunécné, kulaté nebo ovalné, tvofici

se po jednom na tenkém zoubku. Nejlépe je tato struktura pozorovatelna na mladych
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Siroce polyfagni entomopatogenni houba Beauveria bassiana je typickym
predstavitelem nejen entomopatogenni, ale i saprofytni mykofléry pld a na celém
uzemi Ceské Republiky, patfi k nejéastéji pozorovanym druhfim mitosporickych hub
(druhy hub u kterych neni znamo pohlavni stddium, dfive Deuteromycetes). Infikuje
jak vyvojova stadia, tak dospélce hmyzu. V zahraniCi je registrovand fada
biopreparatli formulovanych na bézi konidii nebo blastospor Beauveria bassiana
a jsou vyuzivany i v ochrané lesnich porostd proti nékterym druhlim $kddcd, véetné
lykoZrouta smrkového. (Landa et al., 2007) V Ciné bylo vyvinuto velké mnoZstvi
programtl, pro vyuZiti Beauveria bassiana v ochrané porostl kukurice proti zavijeCi
kukuFiénému (Ostrinia hubinalis) a v ochrané lesnich porostl napriklad proti rodu
Dendrolimus spp. PFipravky na béazi Beauveria bassiana jsou v téchto programech
Casto ekonomicky vyhodnéjsi, nez klasické metody ochrany rostlin a rocné
se vyuzivaji na plose o vymeére priblizné 1 milionu hektarl. (Hajek, 2004)

2.3.1. Vyvojovy cyklus patogena

Féze infek¢&niho cyklu
e prichyceni spor na kutikulu hostitele
e KkliCeni spor
e penetrace kutikuly
e prekonani imunitnich obranych reakci hostitele
e externi rdst a produkce konidif

(Zimmermann, 2007)

Houby z rodu Beauveria napadaji svého hostitele pfes kutikulu. (Roy et al.,
2008) Infekce hostitele je iniciovana konidiemi, které po pfichyceni na povrch
kutikuly KIi¢i a pronikaji do télni dutiny. (Landa, 2007) Toto pocCateCni spojeni
je zplisobeno nespecifickymi adheznimi silami mezi hydrofobnim povrchem konidii
a epikutikulou hmyzu anebo prostfednictvim elektrostatickych sil. (Boucias et al.,

1988)
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hidie na povrchu kutikuly vnimavého hostitele mize

zaCit Kklicit. Optimélni teplota pro kli¢eni konidii Beauveria bassiana se pohybuje
mezi 25-30°C a optimalni relativni vzdu$na vlhkost mezi 95-100%. Pfi zachovani
téchto podminek konidie zacnou KliCit v rozmezi 10-72 hodin. (Luz et al., 1997)
Schopnost klicit je ovlivnéna i fadou dalSich faktorl mezi, které patfi kmen patogena,
druh hostitele (i jeho vyvojové stadium) a prfitomnost nékterych latek (kutikularni
lipidy a proteiny, aldehydy a ketony). (James et al., 2003)

Beauveria bassiana pronika nejcastéji do napadeného jedince kombinaci
enzymatické penetrace a aktivni penetrace. (Landa et al., 2007) Hmyzi kutikulu tvofi
chitin, ktery je obklopen proteiny. Chitinové a proteinové sloZzky jsou degradovany
chitindzami a protedzami, které produkuji entomopatogenni houby a umoZfuji
tak proniknout hyfam skrz kutikulu a dostat se tak k nutricné bohaté hemolymfé.
Na zakladé aktivity protedz a chitindz se posuzuje virulence jednotlivych kment
Beauveria bassiana. (Boucias et al., 2008)

Odpovéd hostitelského organismu na invazi Beauveria bassiana zavisi
na konkrétnim druhu hostitele a jeho nachylnosti k pouzitému kmenu patogena.
V mistech penetrace kutikuly se objevuji melanizované skvrny (tmavsi kruhy
s primérem 0,1-0,5mm), coZz poukazuje na zvySenou tvorbu fenoloxidazy
v napadeném organismu. (Boucias et al., 1988) Lze pozorovat i dalSich latky
fungicidniho charakteru jako napfiklad nasycené i nenasycené mastné kyseliny.
(Boucias et al., 2008) Po napadeni organismu je patogen vystaven fadé specifickych
i nespecifickych imunitnich reakci. VGCi témto reakcim si Beauveria bassiana
vyvinula rlizné druhy obrany. V pfipadé pohlceni blastospor fagocytujicimi burikami,
zlistavaji v téchto bunkach Zivotaschopné, jako forma intracelularniho parazita
a nasledné hostitelskou buriku penetruji a dale mohou infikovat hostitele. (Boucias
et al., 1998) Beauveria bassiana zaroven produkuje velké mnoZstvi sekundarnich
metabolitd, které ji usnadriuji projev na hostiteli (antifungalni latky, inhibitory

proteaz a obrané proteiny). (Whipps et al., 1990)

Kliéni hyfa pronikne pres kutikulu a epidermalni vrstvy, zacina rlist smérem

k hemocélu, kde se po 48 hodindch zaCinaji objevovat prvni blastospory,

-7-
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blymfou po téle hostitele. (Boucias et al., 1998) Uvnitf

hstospory Kkli¢i a vytvari hustou mycelidlni masu, ktera

posléze hostitele mumifikuje. (Landa et al., 2007) Prvni viditelné zndmky poskozeni
hostitele se obvykle objevuji po 60-80 hodinach od napadeni patogenem. Stfevo
a malpighiho trubice byvaji asto napadeny az po 6-8 dnech. Tracheje, snovaci Zlazy,
svalstvo a malokdy stfevo zlstavaji béhem infekce zpravidla nedotéené. Smrt
hostitele je velmi Gasto zplsobena vyGerpanim energetickych rezerv, dehydrataci
nebo intoxikaci toxiny, které produkuje patogen. (Boucias et al., 1998)

V posledni fazi vyvoje prorlstaji hyfova vladkna na povrch usmrceného
jedince a na povrchu se vytvari vzdusné mycelium, na kterém se tvofi nové konidie
(nepohlavni spory mikroskopickych hub), které mohou zahdjit novy vyvojovy cyklus
patogena. (Landa et al., 2007) Pfi nepfiznivych vnéjSich podminkéach (nizka relativni
vzdu$na vlhkost) nedochazi ke konidiogenezi a patogen zlistava v téle hostitele
v podobé mycelia. (Boucias et al., 1998) Konidie jsou do prostfedi uvolhovany
pasivné a jsou prenaSeny predevSim vétrem. Konidie Beauveria bassiana
jsou diky proteiniim (tzv. hydrofobinim) bohatych na cystein silné hydrofobni. (Butt
et al., 2001)

2.4. LykoZrout smrkovy

Rise: Animalia- zivogichové
Kmen: Arthopoda —Clenovci
Tfida: Insecta- hmyz

Réd: Coleoptera- brouci

Celed: Curculionedae- nosatcoviti

Obr. €. 1.. LykoZrout smrkovy napadeny entomopatogenni houbou Beauveria

bassiana



http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Click Here to up

Unlimited Pages

; Your complimentary

— use period has ended.
Thank you for using

t CO m p | ete PDF Complete.

LykoZrout smrkovy je uzce vdzan na smrk (Picea abies). Pfed 150-200 lety
doslo v Evropé k pfeméng pdvodnich, vétsinou listnatych a smiSenych lesli v porosty
smrkové. Ty se snaze péstovaly, rychle rostly a davaly daleko vétsi vynos dreva
potiebného v dfevarstvi a v primyslu. Pfed tim bylo posunuto péstovani smrku
do niZSich poloh a v soucasné dobé je smrk hlavni dfevinou v polohach od 200
do 800m. Na tento posun vyskytu smrku do nizsich poloh reagoval i lykoZrout
smrkovy. Vyhodou pro néj byla schopnost mit generace potomk(i nékolikrat rocng.
MylIn&d domnénka o tom, Ze lykoZrout smrkovy se vyskytoval v niZSich polohéach
vedla v letech 1984-1990 k zavéru, Ze lykozrout se ve vysSich polohach nad 1000

m.n.m. nebude SiFit. (Skuhravy, 2001)

Télo klrovce je valcovité, cernohnédé zbarvené, lesklé se svétle Zlutymi
chloupky. Tykadla jsou pali¢kovita s lomenym Svem. Dor(sta velikosti 4-5,5mm.
Stit je v predni ¢asti hrbolkaty, v zadni Gasti jemné teCkovany. Mezery mezi Fadkami
teCek ma hladké. Prohluberi sklonu na krovkéch je vroubena na kazdé strané Ctyrmi
zuby, znichz treti odshora je nejvétSi. Dospéla larva méfi 4-5mm, je bila
se Zlutohnédou hlavou. Kukla je bila a méfi asi v priméru 4mm. Vajicka jsou také

bila leskla a ovalna. (Benz et al., 2007)

2.4.2. Vyvojovy cyklus

Koncem dubna aZz za¢atkem kvétna probiha rojeni v podhorskych oblastech,
koncem kvétna az zaCatkem Cervna v horach. Brouci vyletuji ze svych zimovist
po zahtati klry a hrabanky nad 14°C. Brouci, ktefi nedokonili dospélostni Zir
na podzim, vylétavaji o 1-2 tydny dfive a dokonCuji jej v Cerstvé kife kmend
nebo odfiznutych vrcholcich stromd, podle podminek se miize béhem roku vylihnout

jedno aZ dvé a za velmi pfiznivych podminek (v nizSich polohach) i tfi pokoleni.
Schopnost prezimovat maji brouci, larvy i kukly. (Watt et al., 1997)

Rojici se brouci se nejCastéji vyskytuji na umirajicich nebo Cerstvé

pokacenych stromech a polomovém dfivi, pfi pfemnoZeni se mohou objevit
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stromech. (Lieutier et al., 2004) Se zavrtem do kiry

| v kdre snubni komlrku a vyhazuje z ni drt. Pomér

pohlavi byva 1:1, ale mnoho sameckl je usmrceno vytékajici pryskyfici,
proto se pomér pohlavi upravi ve prospéch samicek. Po odloupnuti klry neni
vétSinou snubni komlrka viditelnd. Po oplozeni, samitka vyhlodava pod kdrou
rovnou mate¢nou chodbu, ktera probiha rovnomérné s podélnou osou kmene. Byva
6-12cm dlouhd, 3-3,5mm Sirokd a mize mit nékolik vétracich otvorl. Samitka
v matecné chodbg stfidavé vyhlubuje na obé strany jamky vzdalené od sebe 1-10mm,
do nichz naklade po 1 vajicku a obklada je drti (je jich asi 50). U vice,
nez dvouramenného poZerku se poc€ita s vyvinem asi 100-140 larev. (Boucias et al.,
2008) Po ukonceném kladeni vajicek jeSté samicka prodluzuje matecnou chodbu.
Jde o tzv. regeneracni (obrodny) Zir, protoze za 2-3 tydny mlze jeSté zaloZit
(aasiv80% izakladd) sesterské pokoleni, jehoz matecné chodby jsou kratsi,
s menSim poctem vajicek. Primérné naklade samicka 60 vajicek (po opakovaném

oplozeni mlze az 100). (Forst et al., 1985)

Za norméalnich podminek trva cely vyvoj asi 10 tydnl (stadium vajicka 12 dni,
larvy 24 dni, kukly 12 dni, dospivani 24 dni, coZ je dohromady 72 dni).
PFi priznivych podminkéach (teplo) to mlze byt 6 tydnd, naopak pfi nepfiznivych
podminkéach az 12 tydnd i vice. Jako imago lykoZrout Zije 2-3 mésice, vynimecné
az 20 mésicy. (Frost et al., 1985)

2.5. Molekularni markery

Kvalitativni a kvantitativni informace tykajici se urovné diverzity
jsou nesmirné dllezitym faktorem v mnoha oblastech biologického vyzkumu,
at’ jiz zakladniho nebo aplikovaného v evolucni biologii, ekologii, taxonomii,
Slechténi aochrané genofondu. Pro ,markerovani “ diverzity, pro detekci
polymorfismu na urovni nukleovych kyselin (zejména DNA) je mozZné pouZit celou
fadu rlznych molekularnich technik. Molekularni techniky lze rozdélit do tfi
kategorii: (1) techniky vyuZivajici hybridizaci, (2) techniky zaloZzené na PCR
(Polymerase Chain Reaction=polymerazova fetézova reakce) reakci (amplifikace
vyuzivajici ndhodnych primerd, multi-locus PCR) a (3) techniky zaloZzené na PCR
reakci (amplifikace znamych cilovych sekvenci, single locus PCR). Mnohé dalsi
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emi nebo kombinacemi dalSich metodickych postup.

PCR reakce

Metoda PCR je metoda Casto pouzivana v molekularni biologii
pro amplifikaci urcitych sekvenci DNA, kterd je zaloZena na principu replikace
nukleovych kyselin. Lze vytvorit tisice aZz miliony kopii urcCité sekvence DNA.
Reak¢ni smés pro PCR reakci tvofi master mix, DNA, obvykle dva primery a voda.
Primery jsou kratké oligonukleotidy DNA, které ohraniCi usek DNA, ktery se méa
namnoZit na zaCatku a na konci. Jako polymeraza byva nejCastéji pouzivana
termostabilni polymeraza z bakterie Thermus aquaticus, odtud vznikl ndzev Taq
polymerdza. PCR reakce probihd v zafizeni oznafovaném jako termocykler,
které dokaZze béhem nékolika sekund sniZit nebo zvysit teplotu aZz o nékolik desitek
stuprili. Této reakce se vyuziva k védeckym Gcellm, kontrole potravin, zjistovani
GMO a geneticky modifikovanych slozek nebo také v kriminalistice pfi identifikaci
osob. Vysledkem této reakce je velké mnozstvi kopii plivodni sekvence DNA. Tato
metoda je velmi citlivda ma schopnost odhalit i jedinou molekulu DNA ve vzorku.
Tuto metodu objevil r. 1983 Kary Mullis a o deset let pozdgji za ni dostal Nobelovu
cenu za chemii. NamnoZeny material Ize vyuZit pro dalSi biotechnologické metody
jako sekvenovani DNA, vytvéareni fylogenetickych strom(l podle DNA, analyza gen,
DNA fingerprinting. Dale lIze tuto metodu vyuZit pro diagnostiku infek&nich nemoci,

zjist'ovani genetickych nemoci. (White et al., 1990)

Tato analyza zahrnuje 3 kroky: denaturaci, annealing a elongaci.

o béhem denaturace (pri teploté cca 94 °C po dobu 2minut) dojde k denaturaci
dvousroubovice DNA naru$enim vodikovych mlstk(l mezi obéma vlakny, vznika
jednovlaknovad DNA

o v anealingu (nasedaci teplota je 45-60°C) dojde ke komplementarnimu
pripojeni volnych oligonukleotid(l k jednovlaknové DNA

. v elongaci dochazi k samotné syntéze DNA, ve sméru od 5' konce ke 3' konci
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ji, obvykle postacuje 30 cykld k ziskani dostate¢ného
olekul DNA.

1. Techniky zaloZené na hybridizaci bez pouZiti PCR reakce

Techniky zaloZené na hybridizaci bez pouZiti PCR reakce jsou historicky
prvni skupinou molekularnich markerd, které byly pouZity v ,,zacatcich“ molekularni
biologie od 70. let, vsouCasné dobé se prevazné pouZivaji techniky odvozené
od PCR reakce.

RFPL analyza (Restriction Fragment Lenght Polymorphism=polymorfismus
délky restrikénich fragmentd) je metoda zaloZzend na restrikénim Stépeni DNA
anasledné elektroforetické separaci fragmenti DNA a hybridizaci se specifickou
sondou (Southernliv prenos). Mutace Vv restrikénim misté vede ke zméné velikosti

restrikénich fragment( a tedy i velikost prouzk( pro hybridizaci. (Grant et al., 1997)

2. Techniky zaloZzené na PCR reakci (multi- locus PCR a dalsi techniky

zalozené na vyuzivani nahodnych primer()

Vyvoj PCR metod od poloviny 80. let 20 stoleti odstranil sloZité a narocne
hybridiza¢ni kroky. Do této prvni kategorie amplifika¢nich metod mizeme seskupit
vSechny PCR techniky, které kamplifikaci DNA produktl (vcetné produkt
odvozenych z produktd RNA) pouZivaji ndhodné primery. Tyto techniky se obejdou
bez poZzadavku znalosti cilovych sekvenci DNA fragmentl, tak jako tomu bylo
v pfipadé RFLP a pribuznych metod. Rzné metody z této kategorie se lisi délkou

a sekvenci téchto dulezitych primer(. (Karp et al., 1997)

3. Amplifikace cilovych sekvenci (single-locus PCR)

Nevyhodou n&hodné amplifikované DNA je nedostatek znalosti charakteru
markerd ve smyslu dominance a ve smyslu prevodu/postupu alel do lokusu. Tyto
problémy byly pfekondny pomoci PCR zaméfené na specifické single-lokusy,
pro které je nezbytnd znalost cilovych sekvenci nebo sekvenci ohraniCujicich cilovou

oblast. Rostliny a Zivo€ichoveé maji tfi zdroje potencialnich sekvenci pro tento typ
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A), mitochondrialni (MmtDNA) a jaderné (nDNA)

nce obsahuji fylogenetické a frekven¢ni informace

ajsou tedy neobycejné dllezitymi markery pro ekologické a evoluéni studie.
Sekvenovani je ale v mnoha ohledech néro¢néa technika, ktera navic na sledované
arovni  (odrida, plemeno) detekuje nedostateCnou miru  polymorfismu.
(O"Malley et al., 1997) KdyzZ jsou ale polymorfni sekvence identifikovany, mohou
byt pomoci relativné snadnych a jednoduchych PCR analyz vyvinuty markery
pro testovani rozsahlych soubord ¢i populaci (easy-toscreen markers).

Pfi PCR-RFLP jsou amplifikované fragmenty DNA Stépeny restrikEnimi

enzymy k odhaleni polymorfismu restrik&nich mist. (Kapr et al.,1997)

2.5.1. Volba vhodného markeru pro specifické aplikace

Velké mnozstvi riznych technik DNA marker(, a zaroven Siroka rozmanitost
aplikaci, které mohou byt pouZzity, vyvolavaji problém jak vybrat nejvhodnéjSi DNA
marker pro danou specifickou studii. Tento problém nastane vzdy, kdyZ je vyvinuta
nova technika DNA markerovani. V otazce volby vhodného markeru sehrava svou
lohu cela fada faktorl, nékteré z nich se zabyvaji technologii (markeru), jiné vice
souvisi se zkoumanou problematikou a dalsi se tykaji vyzkumnika a jeho mozZnosti.
Neni proto realné nalézt odpovéd, kterd by vyhovovala viem redlnym variantam.
(Karp et al., 1997)

2.6 I'TS region

V ITS regionu jsou zahrnuty dva variabilni nekddujici useky, kterymi jsou
ITS1 a ITS2. Tyto Useky jsou umistény uvnitf repetice rDNA mezi velmi
konzervativnim genem pro 18S rRNA (obsazenym v malé podjednotce ribozomu),
genem pro 58S rRNA a genem pro 25-28 rRNA (obsazenym ve velké
podjednotce ribozomu). (Gerbi, 1985)
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ITS region je vhodnd oblast pro molekularni charakteristiku hub

a to z téchto hlavnich ddvodu:

1. ITS region je snadné amplifikovat i z malych, zfedénych nebo vysoce

degradovanych vzorkd

2. Mezi morfologicky vzdalenymi druny mdlze byt ITS region velmi
variabilni (Gardes et al., 1993), a tak mohou byt nasledné PCR-RFLP restrikéni
data zaloZena na analyze ITS pouzita pro odhad genetické vzdalenosti, a zarover
poskytovat data pro systematické a fylogeneticke analyzy. (Bruns et al.,1991)

3. ITS region je relativné kratky usek (500-800bp) a milZe byt snadno
amplifikovan pomoci PCR u VétSiny zastupcl ze tfid Basidiomycetes
a Ascomycetes pomoci univerzalnich primer(- ITS1 a ITS4 nebo ITS5 a ITS4.
(White et al., 1990; Gardes et al., 1996)

4. druhové specifické sondy pro ITS oblast mohou byt navrZzeny rychle a to
bez potfeby vytvoreni chromozomalni knihovny. (Sreenivasaprasad et al., 1996)
Sekvence ITS pouzivané pro vytvoreni druhové specifickych sond se vyskytuji
v mnoha kopiich a maji tendenci byt mezi jednotlivymi druhy hub r(izné a uvnit¥
jednotlivych druhi podobné. (Bridge et al., 1998)
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Amplifikované ITS produkty jsou nasledné pouzity pro RFLP analyzu.
Analyza RFLP je =zaloZzena na restriktnim 3Stépeni DNA a nasledné
elektroforetické separaci fragment(i DNA.

Nazar et al. (1991) vyuzili ITS sekvence pro popis, identifikaci a detekci
na jimi vybranych druzich hub. Identifikace odliSnych skupin nehomologickych
nukleotid( v regionech 1TS1 a ITS2 umoznila navrzeni specifickych primerd,
které zajistily specifickou detekci téchto dvou vyznamnych rostlinnych patogen.

Obdobny princip pouzili Moukhamedov et al. (1993), ktefi pouZili
sekvence z amplifikovanych Usekll 5,8-28S rRNA kodliseni zastupcl
jednotlivych druhl rodu Verticillium. Bylo zjisténo, Ze sekvence 5,8S byly
u uvedenych druhll rodu Verticillium konzervativni, zatimco ITS oblast
se udruhu V. tricorpus dostatecné odliSovala. To pomohlo vytvofrit dvojici
druhové specifickych primer, kterd umoznila detekci V. tricorpus v kulture
i vinfikovanych stoncich bramboru. PouZité PCR protokoly dovolili
i kvantifikaci patogena u patogennich polnich plodin.

Na zakladé srovnani 5,8S rDNA a prilehlych I1TS1 a ITS2 regiond byl
u 16-ti druhli rodu Claviceps sestrojen fylogeneticky strom a restrikéni mapa ITS
regionu. VSechny druhy byly rozdéleny do dvou hlavnich skupin a prvni
z nich obsahovala také dva nejznaméjSi druhy: C. purpurea a C. paspali.
(PaZoutova, 2001) RFLP analyza jaderné rDNA byla pouZita také pro houby rodu
Rhizoctonia a Fusarium. (Bridge et al., 1998)

Studie tykajici se struktury a polymorfismu ITS regionu vyustily
i v praktické vyuziti ziskanych poznatk( pro tcely identifikace a diagnostiky hub
(houbovych patogentl). Na zakladé téchto studii byly navrZeny univerzalni
primery na podkladé sekvenci rDNA. Tyto primery jsou specifické pro hlavni
skupiny hub. Gardes et al. (1993) navrhli dva selektivni primery (ITS1-F a ITS4-
B), které byly specifické pro houby, respektive pro zastupce tfidy Basidiomycetes.
V pfipadé, Ze se primer 1TS4-B zkombinoval s univerzalnim primerem ITS1
nebo specifickym primerem ITS1-F, odliSil Basidiomycetes od Askomycetes.
Primery ITS1-F/ITS4-B byly vyuZity pro detekci rzi v infikovanych tkéani
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byt pouzity ke studiu Sifeni rzi na alternativni

hostitele a ke studiu ektomykorhiznich spole€enstev. (Vana, 1998)

V samostatné studii Hopfer et al. (1993) pouZili specifické primery
odvozené ze sekvenci 18S rRNA pro rozpoznani hub z lidskych klinickych vzork.
RozSifujici  sekvencni databdze a prFistupy zde uvedené v kombinaci
s dostateCnymi referenénimi daty umozni hlubSi pohled do populaéni struktury
houbovych spoleCenstev a detekci hub z okolniho prostfedi. (Bridge et al., 1998)
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1. Material

V této studii byly pouZity nésledujici kmeny entomopatogennich hub
Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Isaria fumosorosea a Paecilomyces
fumosoroseus (viz. Tab. €.1.) V8echny kmeny pouZité v této studii byly poskytnuty
Katedrou rostlinné vyroby a agroekologie—oddéleni rostlinolékafstvi na Zemédélské
fakultg JihoGeské univerzity v Ceskych Budgjovicich. PouZité kmeny z oblasti
CHKO a NP Sumava byly ziskany v ramci monitoringu populace Beauveria
bassiana v ramci projektu MZP SP/2d1/41/08.

Tab. ¢. 1.: Pouzité kmeny a jejich plivod

LAB. OZNACENI | KMEN PUOVOD/LOKALITA
Pol A24 Polsko

USA Bba 01 Spojené staty americké, FL
Rum A32 Rumunsko

Fr Al135 Francie

Sko01 TO1A Slovensko — Tatry

Sk08 T08 Slovensko — Tatry

SSSR Al31 Rusko

Sv A36 Svédsko

Ind Ab2 Indie

C A74 Cina

Kol Al133 Kolumbie

Bbr NP0155 Beauveria brongniartii | CR — StoZeCek, Sumava
IFR NP0056 Isaria fumosorosea CR -V kotli, Sumava
PFR PFR 97 Florida Biopreparat PREFERAL
Pk Pk CR - Péncin (Morava)
Pm Pm CR - Péncin (Morava)
1101 Bba | 101 CR - Prameny Vltavy

Obr.¢.3.:Mapa NP Sumava

NARODNI PARK A BIOSFERICKA REZERVACE SUMAVA

hranice CHKO Sumava
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Sterilni prace
Média, sklo a veSkeré nastroje byly sterilovany v autoklavu (120°C, 0,1 MPa,
30min).

Kultivace a udrzeni kultur

Kultury poskytnuté Katedrou rostlinné vyroby a agroekologie byly
dlouhodobé uchovavané v 20% glycerolu pfi teploté -80°C. Pro tuto studii byly
nasledné jednotlivé kmeny kultivovany na Zivném médiu PDA (Potato Dextrose
Agar) po dobu po dobu 14 dn0 pri teploté 25°C. Z povrchovych kultur kultivovanych
na PDA probéhl mechanicky odbér pro izolaci DNA.

PDA (Potato Dextrose Agar)
Himedia, dodavany: CADERSKY-ENVITEK, spol. s.r.o.
sloZeni: bramborova infuse 200,0 g/l, dextrosa 20,0 g/l, agar 15 g/l
priprava: 39 g smési vloZzime do 1000 ml destilované vody a zahfivime do Uplného
rozpusténi, sterilizujeme v autoklavu pfi teploté 121°C po dobu 15 minut, ddkladné

promichanou smés nalévame na Petriho misky.

Extrakce DNA

Z povrchovych kultur kultivovanych na PDA probéhl mechanicky odbér
pro izolaci DNA. lzolace byla provadénad pomoci kitu DNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN). Tato metoda je zaloZena na principu purifikace DNA pomoci speciélnich
mikrokolonek — na prvni kolonce dochazi k zachyceni proteinll, polysacharidd,
detergentu a dalSich necistot, na druhé kolonce dochazi k zachyceni DNA a nasledné
k jejimu vymyti elucnim roztokem. Pro extrakci DNA bylo pouZzito priblizné 100mg
(90-110mg) mycelia ziskané z povrchovych kultur kultivovanych na PDA. Vzorky
DNA byly uchovavany pfi -20°C.
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Unlimite o pendorfek dame 100mg mycelia, ze kterého chceme

izolovat DNA a dlikladné zhomogenizujeme
2. Ke kazdému vzorku pridame 400ul, znova zhomogenizujeme a pridame jesté
4pl RNAase A, dikladné zvortexujem
Inkubujeme 10 minut pfi 65°C, 2-3 béhem inkubace promichame (pfevraceni)
PFridame 130ul AP2 , promichame a inkubujeme 5 minut na ledu

Centrifugujeme 5 minut na maximum — 14000 rpm

IS L

Néasledné prepipetujeme lyzat na QIA Shredder Mini Spin Column v 2ml
collection tube a centrifugujeme 2 minuty na maximum
7. To co proteklo, preneseme na nové 1,5ml eppendorfky
8. Pfidame 1,5 objemu AP3/E a promichame pipetovanim (450ul lyzétu
~ 675ul AP3/E
9. 650 pl mixu z kroku 8) napipetujeme do DNeasy Mini Spin Column v 2ml
colection tube a centrifugujeme 1 minutu na 10000 rpm, to co protece,
vylijeme a filtr vioZime zpét
10. opakujeme 9) se zbytkem mixu- collection tube vyhodime
11. filtr vloZime do nové Collection tube a pridame 500ul AW, centrifugujeme
1 minutu 10000 rpm, to co proteCe, vylijeme a filtr vioZzime zpét
12. pfiddme 500ul AW a centrifugujeme 2 minuty na maximu, collection tube
vyhodime
13. filtr vloZime do nové 1,5ml eppendorfky a pFidame 100ul AE pfimo
na membranu a inkubujeme 5 minut RT, nasledné centrifugujeme 1 minutu
na 10000rpm
PCR
Polymerdzova fetézova reakce (PCR) umoZzfiuje amplifikaci specifickych
nukleotidovych sekvenci z velmi malého mnozZstvi vychoziho materialu.

ITS-RFLP analyza
Metoda se sklada ze dvou c¢asti:

l. Amplifikace specifického fragmentu z ITS regionu — primery ITS5 a ITS4

Il. Stépeni  prislusného  fragmentu  pomoci  specifickych  restrikénich
endonukledz — Hhal, Alul, Mbol, Haelll, Msel

Tyto kroky probihaly podle standardnich protokold Biotechnologického centra KRA

ZF JU.
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byl pouzit PPP Master Mix (Tag- Pyrole DNA Polymeraza PCR Master Mix s 5 mM

MgCl, ) (Top-Bio s.r.o., CR) Tento Master Mix se dodavéa 2krat koncentrovany:
150 mM Tris-HCL, pH 8,8, 40mM (NH,;),SO4, 0,02 % Tween 20,5 mM MgCl;
400 uM dATP, 400 uM DTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100U/ml Taqg Pyrole
DNA polymerazy, stabilizatory a aditiva.

Sekvence pouzitych primerd:

ITS4: TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
ITS5: GGA AGT AAA AGT GGT AAC AAG G
(White et al.,1990)

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

1. Po napipetovani vzorek zvortexujeme a kratce centrifugujeme

2. Nasledné provedeme kvantitativni PCR

PCR reakce probihaly vtermocykleru BIOER XP a byl pouzit nasledujici profil

reakci:
Cyklus PCR
e pocateCni denaturace 2 min 94°C
e 10 cykll (-1°C/1 cyklus): 30s 94°C
30s 66°C
1 min 72°C
e 25 cykli: 30s 94°C
30s 56°C
1 min 72°C
e koneCné elongace 10 min  72°C
e stop - 4°C
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LR
e DNA se docili pomoci restrikénich enzyml (RE),

coz jsou enzymy prokaryotniho plvodu. Kazda RE je charakteristicka specifickym
mistem Stépeni. Specifika spocCiva v rozpoznani sekvence 4 nebo 6 par(l bazi.
Na $tépeni produktl z PCR byly pouZzity tyto restrikéni enzymy: Hhal, Alul, Mbol,
Haelll, Msel, Hpall, Clal, EcoRl, Hincll, Sspl (NEB, USA).

Stépici mista:
Hhal

5..GCGC...3

3...CGCG...5
Alul

5. AGCT...3

3...TCGA...5
Mbol

5 GATC...3

3...CTAG,..5
Haelll

5..GGCC... %

3...CCGG...5
Msel

5 . . TTAA.. .3

3'...AAT‘T...5'
Hpall

5 ..CCGG...3

3 ..GGCC...5
Clal

5 .  ATCGAT...3

3 ..TAGCTA...5
EcoRlI

5 . GAATTC...3

3. CTTAAG...5
Hincll

5 . . GTYBAC... %

3 .. CARYTG...5
Sspl

5 AATATT...%
3. . TTAJTAA.. .5
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fragmentd byl pouZzit 2% agar6zovy gel.

slozeni 5xTBE pufru (objem 1l): 54g TRIS, 27,5ml kyseliny borité,
20ml 0,5M EDTA (pH 8,0)

Vizualizace vzorkd

PCR produkty a Stépené PCR produkty byly vizualizovany barvenim
agarozového gelu ethidium bromidem. Gely byly fotografovany pod UV svétlem
pomoci digitalniho fotoaparatu Canon Power Shot A640 a zpracovany digitalni

obrazovou analyzou v programu TotalLab (Nonlinear Dynamics, VB).

Statistickeé zpracovani dat

Pro ucely komplexniho hodnoceni PCR-RFLP spekter bylo vyuZito
statistického zpracovani dat. Metoda digitalni analyzy pak predstavovala prostfedek
pro primarni zpracovani elektroforeogramli a zaznamenani pozice pruhll na gelu.
Na zékladé takto zjisténych a korelovanych pruhl na gelu bylo mozné sestavit
matice pritomnosti/nepfitomnosti pruhu v dané zéné a provést statistické hodnoceni
(vypocet koeficientl genetické identity, vypoCty podobnosti a sestaveni
dendrogramd). Pro tyto Gcely byl vyuZivan program MVSP (Kovach Comp.Serv.).
Vysledky matice pak byly podrobeny clusterové analyze (UPGMA - Unweighted
Pair Group Method Using Averages) a vysledky zobrazeny jako dendrogram.
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Tato bakalarska prace méla za cil posouzeni vhodnosti techniky ITS-RFLP
pro Ucely hodnoceni genetické variability izolatdl Beauveria bassiana, Beauveria
brongniartii, Isaria fumosorosea. Pro tuto studii bylo zvoleno celkem 17 kmend
auvsech byla provedena technika ITS-RFLP a nasledna vizualizace pomoci
elektroforézy.

Z bakalafské prace vyplyvd vyznam techniky PCR-RFLP pro zjisténi
polymorfismu ITS regionu. Tato technika se jevi jako vhodnd pro hodnoceni
genetické variability entomopatogennich hub, aviak pro presnéjsi vysledky bych
doporucila pouzit jesté dalsi restrikéni enzymy, nebo si nechat jednotlivé Useky
osekvenovat a zjistit tak presné nukleotidové sloZzeni a porovnat sekvencni

polymorfismus.
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