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Abstrakt

Beauveria bassiana je vyuzivana v biologické ochrané¢ proti hospodarsky
vyznamnym Skidcim. Detekce morfologického 1 genetického polymorfismu mezi
jednotlivymi kmeny pouzivanymi v biologické ochrané ptirozeného prostiedi je diilezita ke
studiu Sifeni této houby a jejiho plsobeni v ekosystému.

V Ceské republice maji biologické preparaty na béazi Beauveria bassiana nyni
nejvétsi vyznam v boji proti Iykozroutu smrkovému (Ips typographus) v NP Sumava.

Tato prace je zam¢fena na hodnoceni genetické variability kmenli entomopatogenni
houby Beauveria bassiana na zakladé molekularni analyzy elonga¢niho faktoru 1-a. Tato
metoda se ukdzala jako vhodny ndastroj pro hodnoceni genetického polymorfismu,
vhodnéjsi neZ metody zaloZené na sekvenacnim polymorfismu ITS nebo LSU regionu ¢i
ITS-RFLP.

Diky této metodé jsem dospéla k vysledku, ze genetickd pifibuznost je vice spojend
s geografickym umisténim, nez s druhem hostitele, z kterého byl kmen odebran. U kmeni

pochazejicich odlisnych lokalit byl prokazatelny sekven¢ni polymorfismus EF-1a.

Kli¢ova slova: Beauveria bassiana; entomopatogenni houba; elongacni faktor 1-a;

biologicka kontrola; molekuldrni markery;



Abstract

Beauveria bassiana is used in biological control against economically important
pests. The detection of morphological and genetical polymorphism among different strains
used in biological control is important to study the spread of this fungus and its effect on
the ecosystem.

In the Czech Republic, there is biological preparation based on Beauveria bassiana
used most of all in the fight against Ips typographus in the Sumava National Park at
present.

This work was aimed to evaluate the genetic variability of strains of
entomopathogenic fungus Beauveria bassiana by molecular analysis of elongation factor 1-
a. This method was proved as useful tool for evaluating the genetic polymorphism and it is
more appropriate than methods based on sequence polymorphism of the ITS region or
LSU, or ITS-RFLP.

The conclusion of my study is that genetic relationship is more associated with
geographic location than with the host species from which the strains were isolated.

Sequence polymorphism of EF 1-a was detected in strains originating from different sites.

Key words: Beauveria bassiana, entomopathogenic fungus, elongation factor 1-a,

biological control, molecular markers.
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1. Uvod

Beauveria bassiana je kosmopolitné rozsifeny druh entomopatogenni houby. Byla
objevena a popsana Agostinem Bassim pied 200 lety. Devastace populaci bource
moruSového byla impulsem k detailnimu zkoumdani rodu Beauveria a jeho pozdé&jSimu
vyuziti k biologické ochrané. Nyni ma Siroké spektrum vyuziti v biologické ochrané po
celém svété. Tato houba byla izolovana z vice jak 700 druhti hmyzu a mé vysoky potencial
vyuziti k ochrané proti vice jak 70 druhtim hmyzu.

V souéasné dobé se vCR vyuziva zejména pro regulaci $kidce lykozrouta
smrkového (Ips typographus) v lokalitich CHKO Sumava a NP Sumava, ktery zptisobuje
velké $kody na smrkovych porostech na celém tizemi Ceské republiky.

V této praci se zaméfuji na primarni pouziti analyzy elonga¢niho faktoru 1-a
a nasledné hodnoceni genetické variability kmenli entomopatogenni houby Beauveria
bassiana na zéklad¢ sekvenacnich dat pomoci této metody. Tato sekvenaéni analyza se
ukdzala jako cenny ndstroj pii urovani polymorfismu u hub, stejné tak jako i u jinych
organismi. U hub byla dfive identifikace zalozena na hodnoceni morfologickych
parametrd, napt. dle tvaru a velikosti konidii. Tyto metody jsou vSak nepfesné a k jejich
upfesnéni se pouzivaji metody molekuldrnich markert. Diky nim lIze urcit piesné
taxonomické zatazeni.

Tato studie byla podporovana granty GACR 521/08/H042, MSM 60076658-06,
MZP SP/2d1/41/08.

1.1 Cile bakalarské prace

= Optimalizace analyzy elonga¢niho faktoru 1-a (EF 1-a)

= Hodnoceni polymorfismu odebranych kment Beauveria bassiana z NP Sumava,
Nérodniho parku KrkonoSe, z Pénéina (Morava) a Jesenikil pomoci sekvenaéni
analyzy EF 1-a

» Zhodnoceni vhodnosti pouzité metody pro jeji zavedeni jako rutinniho hodnoceni

molekularnich dat entomopatogennich hub



2. Literarni prehled

2. 1 Entomopatogenni houby

2.1.1 Obecna charakteristika

Entomopatogenni houby jsou jiz dlouhou dobu znamy jako pivodci infekci u hmyzu,
zpusobujicitho Skody na kulturnich plodinach. Jsou potencionalné vSestranné agens
v biologické ochrané, jelikoz maji Siroké hostitelské spektrum, svého hostitele mohou
infikovat v rizném vyvojovém stddiu a mohou vyvolavat piirodni epizootie.
Charakteristickym rysem entomopatogennich hub je schopnost vyvolat infekci pouhym
kontaktem, penetraci kutikuly a nemusi byt pfijimany jako potrava, zatimco u ostatnich
entomopatogenil je bezpodmine¢né nutny piijem peroralné, aby doslo k vyvolani infekce.
V soucasné dobé je znamo vice nez 750 druhti hub, které mohou ptisobit jako obligatni
nebo fakultativni piivodci onemocnéni mnoha druhtt hmyzu (Ambethgar, 2002).

Komerc¢ni uplatnéni maji pouze tfi druhy Beauveria, Metarhizium a Verticillium.
Jejich zvlaStni mechanismus piisobeni, pro infekci vyvojovych stadii hmyzich Skadci
pozaduji vlhké a teplé podminky prostiedi, limituje jejich pouZiti mimo skleniky (Sedrlova,

2008).

2. 1. 2 Klasifikace entomopatogennich hub

Entomopatogenni houby jsou tazeny do tfidy Eumycota a zahrnuji 750 druht z 56
druht, ktefi plisobi jako patogeni, ¢i parazité clenovct (Chander a kol., 2000).

V systému hub jsou entomopatogenni druhy zastoupeny v n¢kolika fadech a riznych
odd¢leni, kde nejvyznamnéj§imi jsou houby z oddéleni Chytridiomycota (Blastocladiales);
Zygomycota (Zygomycetes: Entomophthorales, Mucorales); Ascomycota
(Laboulbeniomycets, Sordariomycetes) a Deuteromycota (Hyphomycetes; Moniliales).
Velmi vyznamnou a pomérné dobie zndmou skupinu entomopatogennich hub predstavuji
houby ztadu Entomophthorales (Zygomycota: Zygomycetes). Vyznamnou a nejznaméjsi
skupinou entomopatogennich hub jsou druhy Beauveria, Metarhizium a Verticillium.
napadaji celou fadu druhd, rodd, celedi nebo vyssich taxonomickych skupin (Inglis a kol.,
2001). Existuji vSak entomopatogenni houby vysoce specializované, které preferuji vyskyt
na jednom hostiteli nebo vyskyt na hostiteli pouze v daném vyvojovém stadiu (Weiser,

1996).



Nejcastéji jsou parazitické mykoézy detekovany na druzich spadajicich do tadi
stejnoktidli (Homoptera), ttasnokiidli (Thysanoptera), rovnokiidli (Orthoptera), plostice
(Hemiptera), motyli (Lepidoptera), brouci (Coleoptera) a dvouktidli (Diptera). Nejéastéjsi
napadané stddium hmyzu jsou larvy, pfipadné kukly. Mén¢ Casto jsou houbami napadani

dospélci a vajicka (napt. Beauveria bassiana infikuje vajicka) (Landa, 1998).

2. 1. 3 Vyvoj entomopatogennich hub

Hlavni faze vyvojového cyklu entomopatogennich hub lze definovat ve tiech
stupnich. Prvnim stupném je prichyceni a kli¢eni konidii na povrchu kutikuly
hostitele, druhym stupném je pronikéni patogena do télni dutiny, interni proliferace a
vytvateni povrchové mycelidlni sité (parazitickd faze vyvojového cyklu), tretim stupném je
externi sporulace a tvorba konidii nové generace (saprofyticka faze vyvojového cyklu).

Siteni konidii v prostfedi a mechanizmy zajistujici jejich primarni kontakt
s hostitelem jsou procesy prevazn¢ nahodilé, které jsou zprostiedkovavany pomoci
abiotickych nebo biotickych faktorti. Z abiotickych faktorli se na Sifeni konidii v prostiedi
nejcastéji podili vzduch a voda (vitr, dést, pohyb vody v ptudé, vodni pary). Béznym
mechanizmem S$ifeni houbovych nakaz v populacich hmyzu je kontakt zdravych jedincut s
jedinci infikovanymi nebo tzv. autodisseminace, pii které dochazi k Sifeni konidii uvnitt
populace v souvislosti se specifickymi vnitropopula¢nimi procesy (migrace, kopulace,
kladeni vajicek). Je znamo jen malo piipadu Sifeni konidii entomopatogennich hub pomoci
jinych biotickych vektorl (napft. roztoci, had’atky, jinymi druhy hmyzu) (Landa, 1992).

Ptichyceni na télo hostitele probihd pomoci konidii, které jsou v nékterych
pfipadech vybaveny adhezivnimi substancemi (mucilageny), pomoci kterych vytvareji
s kutikulou hostitele pevnou vazbu jiz pfi prvni kontaktu (napr. Beauveria bassiana, Isaria
fumosorosea). Dalsi formy prichyceni konidii k povrchu hostitele probihaji na bazi
elektrostatickych sil, pfipadné molekularni interakci mezi latkami, které jsou ptfitomny na
povrchu konidii a kutikule hostitele (napt. hemaglutiny, glykoproteiny, steroly, poléarni
lipidy aj.) (Malsam et al., 2002).

Po pfichyceni na t¢lo hostitele dochéazi ke kliceni a pocate¢nimu rtstu. Nejdiive
dochazi ke zvétSeni kolonii a poté se zacne tvoiit primarni klicek. V urcité fazi zacina
primdrni klicek slouzit jako penetrujici hyfa, kterd pronikd do téla hostitele (Boucias,
1988). Na povrchu téla naklicené konidie penetruji kutikulu hostitele hyfami ptimo, nebo
se nejprve rozrustaji po povrchu jeho téla. Hyfy proristaji do téla hostitele riznymi
zpusoby. Pfirozenymi otvory, mezitélnimi segmenty, nebo aktivni penetraci kordialniho

klicku do téla (Osborne a Landa, 1992).



Proniknutim do téla hostitele zapocind tieti vyvojova faze. Patogen se v téle
hostitele rychle rozriistd, kde tvoii jedno- ¢i vicebunéénd hyfova téliska (blastospory).
Invazivni chovani patogena ¢i potravni deficiente hostitele vede k usmrceni hostitele
patogenem (Inglis et al., 2001).

Usmrcenim hostitele zapocinad faze saprotrofni. Houba zacind proriistat na povrch
téla. Na vzdusném myceliu se tvofi fruktifikatni organy, saprotrofni faze konci Gplnou

sporulaci (Osborne a Landa, 1992).

2. 2 Obecna charakteristika rodu Beauveria

Rige Fungi

Odd¢leni Ascomycota-houby vieckovytrusé

Podkmen Pezizomycotina

Ttida Sordariomycetes

Podttida Hypocreomycetidae

Rad Hypocreales - masenkotvaré

Celed Clavicipitaceae - paliCkovicovité

Rod Beauveria

Druh Beauveria bassiana (Balsamo.-Criv.) Vuillemin

Rod Beauveria tvoii bilé¢ az slabé rizové mycelium. V dob¢ sporulace se stavaji
konidie praskovité az vapnité. Svrchu je mycelium bilé nebo krémové, spodni strana byva
bezbarva (Fassatiova, 1979). Konidiofory jsou tvofeny jednotlivymi fialidami, nebo jejich
shluky. Jejich tvar je vejcovity nebo jsou to protahlé vétévky na vrcholu zizené v kréek, na
jehoz konci se vytvaieji konidie. Druhé konidie vyrtstaji boéné z kréku. Na konci fialidy
vyrusta kréek s nejstarsi konidii na vrcholu (Fassatiova, 1979).

Rod Beauveria je celosvétoveé vyuzivany pro biologickou ochranu proti Skodlivému
hmyzu vice nez 100 let. Po celou tuto dobu byl rod primyslové mnozen a vyuzivan.

Doposud nebyl prokazan skodlivy vliv po jejich aplikaci na rostliny (Zimmermann, 2007).

2. 2.1 Beauveria bassiana (Balsamo.- Criv.) Vuillemin 1912

B. bassiana je kosmopolitné rozsifeny druh entomopatogenni houby, ktery byl
izolovan na vice nez 700 druhi hmyzu (Goettel et al., 1990). Vyskyt houby je v alpinské

pudé, na viesovistich, raseliniStich, lesnich a kultivovanych ptdach, piscich a trvale
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zavodnénych pidach (Zimmermann, 2007). Vyskytuje se zejména na herbivornich druzich
hmyzu, ktefi jsou ¢asti svého zivota vazani na pidu (Weisser, 1996). V pid¢ je schopna
prezivat v podobé mycelia uvniti t€la uhynulého hostitele, nebo prostiednictvim konidii.
Konidie si mohou v pud¢ uchovat zivotnost az 2 roky (Gillespie, Moorhouse, 1988).
Poprvé tuto houbu studoval v souvislosti s infekci ,,white muscardine® (infekce devastujici
v 19. stoleti populaci Bombyx mori) italsky védec Agostino Bassi (1773-1856). Stejnym
puvodcem onemocnéni se zabyval také Guiseppe Gabriel Balsamo-Crivelli, toto
onemocnéni popsal a na pocest Agostina Bassiho vroce 1935 pojmenoval Botrytis
bassiana (Dirlbekova, 1991). Na pocatku 20. stoleti se studiem patogena zabyval
Beauverie. Vuillemin vytvofil vroce 1912 novy rod, ktery pojmenoval na pocest
Beauveriho, Beauveria (Zimmermann, 2007;Dirlbekova 1991).

Optimalni teplota pro rast a vyvoj Beauveria bassiana je v rozmezi 23-26°C pfi
vlhkosti substratu 80-100%. Minimalni teplota pro rst mycelia je 5-8°C, maximalni
teplota vSak 28-31°C, pfi prekroceni tohoto teplotniho maxima se rist houby pozastavuje
(Dirlbekova 1991).

B. bassiana se bézné pouziva k regulaci populace zavijece kukuti¢cného. Mimo to
byl i1 prokazan endofyticky vztah s hostitelskou rostlinou diky schopnosti houby vyvolat
infekci 1 u larev Skodicich uvniti rostliny (Bing, Lewis, 1991). Po celém svéte je

registrovana fada vyrobkii na bazi této houby: USA-Mycotrol, Botanigard, Francie-

i 39
— IR

UGA1223007

Ostrinol, CR- Boverol.

Obr. 1 Obr. 2

Obr. 1: Konidiofory Beauveria bassiana
(http://www.uoguelph.ca/~gbarron/MISCELLANEOUS/nov01.10.jpg)
Obr. 2 : Napadnuti larvy Beauveria bassiana (http://www.forestryimages.org/images/192x128/1223007 .jpg)
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2. 2. 2 Biologicka kontrola, vyznam a vyuziti Beauveria bassiana

Biologicka kontrola je definovéana jako pouziti pfirozenych neptatel Skidct k jejich
regulaci.
B. bassiana ma vysoky potencial byt vyuzita jako biopesticid.
Popisuji se Ctyfi zékladni strategie:
e Klasick4 biologickd ochrana - imyslnd introdukce cizokrajného kmenu pro
dlouhou nefizenou ochranu
e Inokulativni biologicka ochrana - timyslné vneseni endemického kmenu, pro
dlouhodobou nefizenou ochranu endemickych Skidct
e Inundativni biologickd ochrana - uziti entomopatogenni houby k eliminaci
Skidce, kdy je ochranou dosazeno piekryti Skiidce velkym bioagens
e Konzervativni biologickd ochrana - zménami v Zivotnim prostiedi navysit
moznost nakazy
Biologicka kontrola se ¢leni na klasickou a na augmentativni. Klasicka biologicka
ochrana je zamérna introdukce neptivodniho organismu, rist jeho populace do t¢ doby nez
obsadi vSechny zdroje Skiidcii, jednd se o dlouhodobou regulaci populace Skudce.
Augmentativni biologickd ochrana pouziva pfirozenych neptatel v sezénnich davkach.
Vyuziva k potlaceni skiidcti b€hem sezéony nebo béhem riistového cyklu plodin jednu nebo

né&kolik aplikaci pfirozenych nepiatel do prostiedi (Sedrlové, 2008).

Vvhody prostredku biologické ochrany:

- nezatézuji zivotni prostiedi

- nizka toxicita viici ¢lovéku a teplokrevnym zivo¢ichim

- nizka toxicita na necilové organismy

- vytvaii dlouhodobé stabilizovany systém

- podpora uzitecnych organisml, které pomahaji omezovat necilové Skiidce

- moznost pouziti i v chranénych oblastech, ochrannych pasmech vod apod.

Naroky na pouziti biologické ochrany. nevvhody:

- nutné spravné urceni Skiidcii, znalost jejich bionomie

- nutna znalost bionomie uzite¢nych organismi a psobeni biologickych ptipravki a jejich
vztahu ke Skodlivym organismiim

- termin pouziti, podminky apod.

- ¢asto omezené doba skladovani

- u nékterych typii pomaly nastup G¢innosti - nutna véasnost
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Pouziti entomopatogennich hub v masové inokulaci jako biopesticidii zapocal roku
1888 Krassilstchik. V té dobé Krassilstchik pfedpovidal regulaci populace hmyzu uméle
vyvolanymi epidemiemi. Objeveni ucinnych chemickych latek v letech 1930-1940 snizilo
zajem o pouzivani biopesticidi. AZ po prokazani zdravotnich rizik a negativnich dopada na
zivotni prostfedi spojenych s aplikaci syntetickych pesticidi v 60. letech 20. stoleti, se
obnovil zajem o biopesticidy (Glare, 2004).

Uznavanym pesticidem je také Beauveria bassiana. Kmen Bb-147, registrovan
v Evrop¢ pod obchodnim nazvem Ostrinil®, se uziva v ochrané kukufice pred zavijecem
kukufiénym(Ostrinia nubilalis). Naproti tomu kmen GHA, registrovany v U. S. A., je
pouzivan ve sklenicich proti molicim, tfdsnénkam a msSicim (Mycotrol®). V 80. letech
firma Bayer Corporation registrovala pfipravek Bio 1020 ptvodné proti lalokonosci
ryhovanému (Otirhynchus sulcatus), pozdéji byl tento ptipravek testovan na mnoha jinych

Skudcich.

Vyuzivani biopreparatu na bazi B. bassiana proti Ips typographus je rozsifeno
zejména v Némecku, Svycarsku a Rakousku, na experimentalni trovni je tato houba
zkousSena 1 v dalSich zemich (napf. Australie, Finsko, Polsko). Nejcastéji je aplikovana
formou vodnich suspenzi spor na povrch napadenych stromli nebo stromovych lapak.
Vysledky laboratornich studii a provoznich aplikaci dokazuji, Ze v porovnani s vétSinou
ostatnich druhli entomopatogennich hub vykazuje B. bassiana po aplikaci na dospélce
1. typographus nejen nejvyssi virulenci, ale 1 nejvétsi adaptaci na hostitele. Tato metoda se

hojné vyuziva v lokalitich NP Sumava a CHKO Sumava (Landa, 1998).

2.3 Moznosti uchovani biologického materialu

Siroka $kala metod a praktik, které se pouZivaji k udrzovani a uchovavéni
mikroorganizmd, je odvozena z riznych ¢asovych pozadavkia pro uchovani. Kultury se daji
uchovat pomoci vhodnych technik prakticky na neomezenou dobu. Pro uspésné zachovani
zivotaschopnosti kultur by bylo idedlni zachovat individualni pozadavky kazdého druhu
(Betina, 1987).

Uchovani vzorka je velmi dulezité pfi ndsledné manipulaci. Je nutné vybrat
techniku, kterd uchova veSkeré vlastnosti daného vzorku. V mém piipadé se jedna

o uchovéni genotypu bez jeho naruSeni. Nutnost neporuseni struktury je dalezité pro dalsi
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prace v laboratofi jako je izolace DNA, PCR, vizualizace na elektroforéze, sekvenovani a
hlavné moznost dlouhodobého uchovani.

V posledni dob¢ se objevila fada publikaci diskutujicich problematiku genetické
stability a identity kment hub. bakterii a dalSich mikroorganismil v zavislosti na technice
uchovavani kment ve sbirkach a kolekcich. Pro tyto ucely jsou pouzivany pravé moderni

techniky genetické analyzy (Miiller, 2007).

2.3.1 Uchovani vzorku v glycerolu

Glycerol je hygroskopické bezbarva viskdzni kapalina bez zapachu, sladké chuti. Je
dalezitou biogenni organickou slouc¢eninou, nebot’ je ve formé¢ svych estert soucasti tuk.
V laboratofi je vhodny zejména pro Setrné uchovéani vzorkil i za velmi extremnich teplot
blizicich se absolutni nule. Tato vlastnost se vaze k depresi bodu tuhnuti roztokli s vysokou
koncentraci glycerolu - napf. -37,8 °C koresponduje s 60-70 % glycerolu v roztoku (Betina,

1987).
2.3.2 Lyofilizace

Lyofilizace (vymrazovani, sublima¢ni suSeni) je jednim z komercné vyuZivanych
zpisobi suSeni. Pfi tomto postupu se malé kousky vyrobku uréené¢ho k suSeni rychle
zmrazi, a to tak, aby se minimalizovalo poskozeni struktury vznikajicimi krystalky ledu.
Potom se vzorek umisti do susarny, v které¢ je udrzovan tlak nizsi nez je tlak vodni pary v
trojném bodu (610,5 Pa) a voda tak ze zmrazené potraviny sublimuje, tzn. pfechdzi z pevné
faze (ledu) ptimo do faze plynné (vodni pary). Vodni péra se odvadi ze suSiciho prostoru a

kondenzuje ve vyparniku.

2.4 Molekularni markery

2. 4. 1 Charakteristika molekularnich markeru

Molekularni biologie umoziuje vyuzivat pro charakterizaci genomi jednotlivych
odrid kulturnich rostlin, hospodarskych zvifat i1 pro ziskdni individualniho profilu
jednotlivych osob molekuldrni znaky DNA (Ondiej, Drobnik, 2002). Pomoci DNA
markerd lze jednoduse detekovat rozdily v genetické informaci, kterou sledovani jedinci
nesou. Diive byly jako molekuldrni markery pouzivany piedevsim bilkoviny a jejich rizné
varianty, tzv. izoenzymy. V soucasné dob¢ se vSak vyuziva nejcastéji DNA markerd, které

jsou oproti izoenzymim vice variabilni a mohou charakterizovat cely genom (Repkova,
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Relichova 2001). Narozdil od proteinovych markerti nejsou tak vyznamné ovlivnény
prostiedim a neni tedy narusSena jejich selektivni neutralnost, coz v nékterych ptipadech
nebyva splnéno u izoenzymovych markert, na které mize selekce ptisobit bud’ ptimo, nebo
skrze geny vystavenymi selekci, s nimiz byvaji ¢asto ve vazbé (Bergmann, 1975).
VyuZzivani molekularnich markerQ v praxi znamend, ze neni tieba hodnotit obtiZné
hodnotitelny znak (naptiklad odolnost k houbovému onemocnéni), ale je mozno si vybrat
molekularni znak, ktery se na chromozomu nachazi velmi blizko genu pro odolnost
k houbovému onemocnéni. V potomstvech je pak mozno pfesné sledovat pienos tohoto
molekularniho znaku (na zédkladé sondy DNA) v zastoupeni nepiesné sledovatelného znaku
(odolnosti k houbovému onemocnéni, naptiklad padli jemene). Je to podstatné zpiesnéni a
zvySeni moznosti vyuziti vazbovych map kulturnich rostlin. Molekularni mapovani
umoziuje podstatné urychlit a zptesnit proces Slechténi (Ondrej, Drobnik, 2002). Naptiklad
v piipad¢ potfeby stanoveni patogenniho agens z vegetativniho vzorku je zapotiebi pfi
kultiva¢nich metodach minimalné 2-3 tydnt. Pii imunologickych testech pak tato doba Cini
vcetné pripravy vzorku cca 24 hodin, u polymerazové fetézové reakce je mozno tuto dobu

zkratit na 2 - 4 hodiny (Janovsky, Smerda, 2003).

Z hlediska pouzité metody se DNA markery déli na:

1. markery zalozené na polymerazové fetézové reakci

2. markery zaloZené na hybridizaci DNA

2.4.2 Techniky zalozené na polymerazové retézové reakci

Rozdily mezi metodami, spadajicimi do této kategorie, spocivaji v riznych délkach
a sekvencich pouzitych primerd, pfisnosti PCR podminek a metodou separace a detekce

fragmentt (Karp, Edwards, 1997).

PCR

PCR (Polymerase Chain Reaction) je in vitro metoda pro enzymatickou syntézu
definované sekvence DNA vyvinuta v roce 1983 Kary Mullisem. Reakce vyuziva dvou
oligonukleotidovych primert, které hybridizuji s protichidnymi vldkny DNA a od jejich
3’- koncli je =zahajena syntéza komplementarnich fetézcl. Syntéza novych
komplementarnich vlaken je katalyzovdna termostabilni DNA polymerazou (napi. Taq

DNA-polymerdza). Opakovani cykla, které =zahrnuji denaturaci DNA templatu
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(denaturation), hybridizaci primeru (annealing) a syntézu komplementarnich vldken DNA
(extension), ma za vysledek exponencidlni narast poctu specifickych DNA fragmentd.
Konce fragmentu jsou urCeny 5’-konci primeru. Protoze primery musi byt chemicky
syntetizovany, musime znat alespon pocatecni a koncové sekvence amplifikovaného useku.
Z celé molekuly DNA, kterda je pro reakci pouzita, je amplifikovan pouze tsek mezi
dodanymi primery, protoze DNA polymerdze pro iniciaci replikace na jiném misté chybi
primery.

PCR je velice citlivda metoda, kterda umoziuje detekci ,jediné kopie* DNA
(prakticky 102-105 kopii templatové molekuly) ve vzorku tim, Ze urcenou sekvenci
namnozi do té¢ miry, Ze ji mizeme po separaci gelovou elektroforézou a obarvenim snadno
detekovat (Upol, 2006).

Citlivost detekce miize byt sniZovadna inhibitory, které mohou byt obsazené extraktu
nukleonovych kyselin.

Pro kontrolu kontaminantu, které mohou zasahovat do amplifika¢niho procesu, je
vhodné mit pro kontrolu pro kazdy par primeru, nebo vyuzivat Real-time PCR (Tubero et

al., 2002).

Prabéh reakce PCR
PCR reakce se sklada ze tii po sobé jdoucich krokt, které se lisi teplotnimi
podminkami.

e Teplotni denaturace dsDNA — zahtati roztoku DNA na takovou teplotu (zpravidla
90-95°C), pfi niz se oba komplementarni fetézce dvousroubovice zcela disociuji
od sebe.

e Teplotni hybridizace (annealing) — pfi némz je reakéni smés zchlazena na teplotu
(35-65°C dle pouzitého primeru) a jsou pfipojeny specifické amplifika¢ni primery
k 5’ koncim dvou jednovldknovych matricovych fetézcl. Kazdy primer je pfipojen
k specifickému (komplementarnimu) mistu na templatu diky své specifické
sekvenci. Tak je 5’ konci primerti vymezen dany amplikon.

e Syntéza dvouietézcové DNA — prodluzovani primert (extension) — DNA-
polymeraza katalyzuje vznik fosfodiesterové vazby nejdiive mezi 3’ uhlikem na
konci primeru a 5 uhlikem prvniho volného nukleotidu, ddle mezi 3’uhlikem tohoto
nukleotidu a 5"uhlikem nésledujiciho atd. Dochazi tedy k zabudovani volnych
dNTPs do nové¢ vznikajiciho fetézce podle templatové DNA. Tento fetézec

je prodluzovéan ve sméru 5°— 3°. Faze reakce obvykle probiha pii teploté 72°C.
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Tyto tfi kroky se cyklicky opakuji. Kazdy krok trva obvykle 1-2 minuty. Pocet
cykli se vétsinou pohybuje kolem 30-40ti, pfi¢emz mnozstvi nasyntetizovanych sekvenci

pfibyva exponencialni fadou (2"; n = pocet cykli).

4th evele

—<1‘th n;;}'clu(i

— /".11d cycle

AN

wanted gene

Exponential amplification

----- = 35th cyele

Ist cycle
template DNA

2= y= =

k'
4 copics Beopies  Ihcopies 32 copies 2 =68 billion copics

{Andy Vierstraete 1999)

Obr. 3 : Prubéh reakce PCR
(http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcrcopies.gif)

RAPD

RAPD - polymorfizmus nahodné¢ amplifikované DNA (Random Amplified
Polymorphic DNA) je jednou zmetod zalozenych na PCR. Vyuziva toho, Ze do
amplifikace vstupuje pouze jeden nahodny (arbitrarni) primer o délce deseti nukleotida
(dekanukleotid). Princip metody je v tom, Ze se n€kolikrat v celém tseku studované DNA
stane, ze primery nasednou na protibéznych fetézcich DNA v amplifikovatelné vzdalenosti
od sebe (do cca 4 kb). V tuto chvili je umoznéna amplifikace ¢asti DNA mezi nimi.

Délka pouzivanych primert je na dolni hranici pouzitelnosti a zvySuje
pravdépodobnost, Ze v genomu, o némz nejsou k dispozici zadné sekvencni informace,
bude nalezeno misto s alespont ¢astecnou homologii. Béhem reakce dochazi k amplifikaci
fady produkti lisicich se délkou a internim nukleotidovym slozenim. Zajem se upira jen na
to, ktery zprimert vykazuje u studovanych vzorkii polymorfni pattern. Rozdil oproti
klasické PCR je ten, ze se pouziva vzdy jen jeden primer, ktery pfisedne k homolognim
mistim v protilehlych fetézcich dvousroubovice. Vzdalenost primerti, mezi nimiz dochézi
k amplifikaci, zpravidla nepfesahuje 2000bp. Reakce probihd v programovatelném
termocykleru. Frekvence alel jsou spocitany z pfitomnosti ¢i nepfitomnosti konkrétnich
amplifikovanych produktii, které jsou ve vétSingé piipadl elektroforeticky separovany na
agar6zovém gelu. K vizualizaci je pouZit ethidium bromid.

RAPD vykazuji vysoky stupen polymorfizmu, a proto mohou byt genetickymi

markery pro tvorbu genetickych map, mapovani QTL, fingerpriting, méteni genetickych
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vzdalenosti mezi populacemi atp. RAPD maji dominantni charakter — proto nelze odlisit

hetero- a homozygotni genotyp.

AFLP

Metoda AFLP — (Amplified Fragment Length Polymorphisms) kombinuje postupy
jak RFLP tak PCR. Uskute¢nuje se v n¢kolika krocich a je zalozena na detekci fragmenti
DNA ziskanych §tépenim restrikénimi endonukledzami prostfednictvim PCR amplifikace

Spektrum fragmentl je mozné ziskat bez pfedchazejici znalosti sekvence a pocet
fragmentii detekovanych v jedné reakci je ,,vyladén* sadami specifickych primerti. Metoda
je vhodna piedevsim k detekci polymorfizmu u blizce piibuznych genotypt (Repkova,

Relichova, 2001).

Mikrosatelity
Mikrosatelity (MS, také STRs — Short Tandem Repeats nebo SSRs — Simple

Sequence Repeats) jsou sekvence DNA sloZené z mnohokrat se opakujicich se motivii o
délce 1 — 6 nukleotidi (napt. (GA),, (GATA),,Tautz, 1984). Jsou soucasti kddujicich i
nekodujicich oblasti genomu (Weising et al., 1995). Obvykle se vSak tato polymorfni mista
vyskytuji v nekodujicich oblastech, jelikoz by ménila ¢teci ramec odpovidajiciho
bilkovinného produktu.

Je prokazano, ze v prubéhu evoluce dochazi k prodluzovani mikrosatelitovych
sekvenci, coz lze pozorovat uz v priitbéhu nékolika stovek generaci. DalSi mikrosatelity se
ovSsem mohou snadno vystépit rekombinaci. Zd4 se ale, ze nckteré mikrosatelitové
sekvence ziskaly casem urcitou funkei, kterd ptispiva k jejich udrzeni v genomu (Weising
et al., 1995).

Je to metoda ¢asové nendrocna a daji se tak hodnotit rtizné lokusy a velky pocet
vzorkd najednou. Mikrosatelity jsou markery kodominantni, tak ziskame od kazdého
jedince dva typy amplifikatti. To dokazuje jejich vysokou informativnost. Nevyhodou je
narocnd izolace mikrosatelitovych lokusti z genomu, abychom ziskali unikatni okolni
sekvence. A vSak ne vSechny mikrosatelity jsou informativni a snadno identifikovatelné
PCR.

Tyto vysoce polymorfni markery se vyskytuji ve vSech eukaryotnich genomech a
v nékterych genomech prokaryot. Pouzitelnost SSRs jako genetickych markert je ¢astecné
limitovéna jejich specifitou pro urcité taxony, ale bylo prokazano, Ze stejné markery mohou
byt nékdy pouzivany pro piibuzné druhy. Mikrosatelity se staly dobrym nastrojem pro

konstrukci genovych map a maji také velké vyuziti v oblasti populacni genetiky a

18



molekularni evoluce. Mikrosatelitové markery se ziskavaji bud'to prohledavanim znamych

sekvenci obsazenych v databazich nebo izolaci z riznych typti DNA knihoven.
PCR-RFLP

Pomoci PCR se na zéklad¢ genomové DNA amplifikuje specificka sekvence
(napt. usek genu). Tento fragment DNA se S§tépi panelem restrikénich endonukleéz.
V ptipad¢ bodové mutace v restrikénim misté toto misto zanikd nebo naopak vznika nové.
To ma za nésledek vznik fragmenti DNA rizné velikosti, které jsou separovany na
agardzovém gelu. Vizualizace DNA se provadi pomoci ethidium bromidu. Vyhodou této
metody je jeji nendrocnost a moznost urCeni mista mutace. Mezi nevyhody patii to, Ze
pravdépodobnost detekce mutace (polymorfizmu) je relativné nizkd a zavisi na poctu
pouzitych enzymi. Metoda je vhodna pro geny s vétSim polymorfizmem nebo nekodujici

sekvence (analyzy intront1) (Knoll, Vykoukalova, 2002).

Real-Time PCR

Exponencialni povaha PCR teoreticky umoziuje vypocet mnozstvi vychoziho
materidlu z mnozstvi produktu v uréitém bodu reakce. V praxi mohou reakéni podminky
ovlivilovat exponencialni amplifikaci a pisobit na produkty koncentrace. Pro stanoveni
kvantitativni analyzu zahrnovaly pozastaveni PCR reakce v riiznych fazich a na zaklad¢
vysledku byly vystaveny kalibra¢ni kiivky. Tento postup byl pracny a poskytoval malo
prokazatelné vysledky. PCR v realném case (Real-time PCR) probiha pomoci specifickych
ptistroju pii vyuziti fluorescenéniho znaceni a umoziuje sledovani amplifikace, detekce a
kvantitativni analyzu v jednotlivych krocich. Pro sledovani Real-time PCR mitize byt
vyuzita fada pfistupl. K zédkladnim patii vyuziti fluorescen¢niho barviva interkalujici do
dvousroubovicové struktury DNA. Intenzita zafeni tedy roste s mnozstvim PCR produktu.
Sybr Green umoziuje provést analyzu tdni PCR produktu, kdy s rostouci teplotou dochazi
k denaturaci DNA a signal fluorescen¢niho barviva klesa. Na zaklad¢ této analyzy lze
sestavit tzv. rozpadovou kiivku, kterd vypovida o délce PCR produktu a o zastoupeni
jednotlivych bazi v amplifikovaném produktu. Interkalujici fluorescenéniho barviva nejsou
sekvence specifickd a postihuji tak amplifikaci vS§ech PCR produkti véetné produktu

nespecifickych (Weller et al., 2000).
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2.4.3 Techniky zalozené na hybridizaci DNA

RFLP

RFLP — polymorfizmus délky restrikénich fragmentl (Restriction Fragment Length
Polymorphism) se pouzivd k identifikaci alel na zékladé ptitomnosti, nebo absence
specifického restrikéniho mista. Genomovd DNA je Stépena piislusnou restrikéni
endonukledzou, separovana elektroforézou na agar6zovém gelu a ptrenesena (blotovana) na
pevnou membranu pomoci tzv. Southernova prenosu. Po hybridizaci se zna¢enou sondou a
vizualizaci lze zjistit polymorfizmus ve velikosti vzniklych restrikénich fragmenti DNA
(Knoll, Vykoukalova, 2002). RFLP markery jsou zaloZeny na zménach v sekvencich DNA,
ke kterym dochéazelo béhem evoluce. Tyto zmény zplsobuji bodové mutace v mistech
Stépeni restrikénimi enzymy, inzerce nebo delece, mohou byt disledkem nerovnomérného
crossing-overu v rdmci urcitého chromozomu. RFLP markery byly u rostlin poprvé pouZity
ke konstrukei genetickych map. Jsou to kodominantni markery, které umoznuji urcit, zda je
vazany znak pfitomen u ur¢itého jedince v homozygotnim nebo heterozygotnim stavu

(Repkova, Relichova, 2001).

2.5 Sekvenovani

Tato metoda slouzi k pfesnému urceni nukleotidové sekvence jakéhokoliv izolovaného
fragmentu DNA nebo RNA.

vvvvvvvvvv

studia DNA, pfi kterém se urcuje pfesné poradi bazi v urcitém useku DNA.

Pro sekvenovani DNA byly vyvinuty dvé metody:

1) Sangerova metoda (1977) — tato metoda vyuzivd syntézy komplementarniho
fetézce DNA polymerazami in vitro, ukoncované nahodné v misté jednotlivych bazi
(Sanger, Coulson, 1977)

2) Maxam-Gilbertova metoda (1977) — pii této metodé dochdzi k chemickému

Stépeni DNA v misté urcitych bazi (Maxam, Gilbert, 1997)
NejcCastéji se pouziva Sangerova metoda, také nazyvana dideoxy sekvenovani.

Sekvenovany Usek DNA, napf. klonovany fragment nebo produkt polymerazové fetézové

reakce se rozdéli do Ctyf Casti, do kazdé ztéchto Casti se ptidaji vSechny volné
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deoxynukleotidy a pak oddélen¢ do kazdé zcasti jen po jedné zjejich dideoxy
variant: ddATP, ddTTP, ddCTP a ddGTP, kterym chybi 3°-OH skupina. Reakci
enzymaticky zaji§tuje néktera z DNA polymeraz (Rehout et al., 2000). V kazdé reakci je
ddNTP nahodné pfipojen v pozici k odpovidajicimu deoxynukleotidu (dNTP). Ptidéni
ddNTP ukon¢i polymeraci, protoZe nepfitomnost 3'- OH skupiny ptedejde ptidani dalSiho
nukleotidu. Smés zakoncenych fragmentli se rozdéli soubézné na gelové elektroforéze.
Oddélené fragmenty jsou detekovany autoradiograficky (Lodish et al., 2005).

Sangerova metoda se pouziva Castéji nez metoda Maxam-Gilbertova, protoze se da
touto metodou sekvenovat usek o délce 500 — 800 kb. Jeji nevyhodou je, ze pii Cteni
sekvence necteme sekvenci ptivodni DNA, ale sekvenci k ni komplementérni.

Maxam-Gilbertova metoda vyuziva toho, ze Ctyfi vzorky DNA jsou restrikéné
Stépeny a vystaveny riznym chemickym reakcim, které selektivné $tépi DNA v riznych
specifickych nukleotidech. DNA je na svych koncich znacend. Ziskané fragmenty jsou
oddéleny gelovou elektroforézou a pouze koncové znacend vldkna jsou ndsledné
vizualizovana autoradiograficky. Sekvence pivodniho koncové znaceného restrikéniho
fragmentu muize byt stanovena piimo z paralelni elektroforézy Ctyi jednotlivych reakci

(Lodish et al., 2005).

2.6 Separaéni metody

Separatni metody nebo téz délici metody jsou fyzikalng-chemické metody
spocivajici v oddéleni (separovani, izolovani) slozek smési. Obvykle spocivaji na principu
rozdilné distribuce délenych latek mezi rizné nemisitelné faze. Jsou vyuzivany mj. pro
kvalitativni 1 kvantitativni (chemickou 1 fyzikalni) analyzu.

Patii sem metody jako: sraZeni, elektrodepozice, krystalizace, sublimace, destilace, dialyza,
extrakce, a také elektromigracni metody — elektroforéza, chromatografie (plynova,

superkriticka fluidni, kapalinova, kolonova, plosna...).

2.6.1 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza slouzi pro separaci rizné dlouhych fragmenti DNA.
Principem gelové elektroforézy je pohyb zaporné nabitych molekul DNA v elektrickém
poli smérem k anodé. Elektroforetickd pohyblivost je nepfimo mérna velikosti DNA.
Elektroforéza se provadi ve vhodném nosi¢i, nejcastéji v gelu tvofeném agardézou ¢i

polyakrylamidem.
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Gely tvofi ptfechod mezi pevnym a kapalnym stavem z cehoz vétSina je voda.
Vytvaii se trojrozmérnd sit, pory slouzi jako molekulové sito. Velikost porti odpovida
velikosti proteinii a nukleovych kyselin.

Agardzovy gel se pfipravuje v rizné hustoté¢ (uddvané v % praskové agardzy).
Agardza se rozpousti v pufru, ktery je také obsazen v elektroforetické vané jako elektrolyt.
Ve cviceni bude pouzit TBE pufr obsahujici Tris. kyselinu boritou a EDTA. Vzorky se
nanasi do jamek v gelu, které byly vytvofeny pomoci tzv. hiebinku.

Pro odhad velikosti pozorovanych DNA fragmenta se do jedné jamky gelu nanasi
tzv. velikostni marker (standard, DNA ladder) o definované velikosti jednotlivych

fragmenti.

Zahusténi roztoku DNA (klesne do jamky v gelu) a kontrola separace DNA na gelu
jsou zajistény ptidanim tzv. nanaseciho neboli vkladaciho pufru, ktery je tmavé zbarveny a
je tak umoznéna kontrola vlozeni PCR produktu do pfislusné jamky a také migrace v gelu.
Pro vizualizaci DNA se pouziva znaeni barvivem, které¢ vaze DNA, napft. ethidiumbromid

nebo barvivo typu SYBR Green (SYBR Save Stain).
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Obr. 4

Obr. 4: Pipetovani do gelu

(http://upload. wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/1/1 1/Agarose-Gelelektrophorese.png/400px-
Agarose-Gelelektrophorese.png)

Obr.5: Elektroforéza

(http:/fupload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/1/1 1/Agarose-Gelelektrophorese.png/400px-
Agarose-Gelelektrophorese.png)
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3. Elongaéni faktor

3.1 Obecna charakteristika

Elonga¢ni faktory (EF) jsou proteiny, které jsou zapojeny do mechanismu elongace
(prodluzovani) polypeptidového fetézce vznikajicich bilkovin na ribozomu (v prabéhu
translace). Za urcitych okolnosti se bez nich ribozom obejde, ale za cenu snizené efektivity

a presnosti (Alberts, 2002).

3.2 Gen pro elongaé€ni faktor 1-alfa (EF 1-a)

EF1-a je gen, kodujici protein, ktery lze najit ve vSech eukaryotickych organismech.
Tento protein je velmi hojny v cytosolu a ucastni se GTP dependentniho procesu vazani
aminoacyl-tRNA do A mista ribozomu v 2. kroku translace mRNA. Jedna se o velmi
vyhodny marker z hlediska taxonomické determinace a to z nékolika davodu:
konzervovana aminokyselinova sekvence dovoluje analyzu druht v Sirokém taxonomickém
métitku, diferenciace na tfetich variabilnich kodonovych pozicich umoziuje determinaci
i na druhové Urovni. Nekteré jeho vlastnosti s sebou ale pfinadSeji i urcité komplikace.
Degenerace 3. pozice spole¢né¢ s pritomnosti intronii znesnadiiuji vyvoj univerzalnich
primert, maly pocet kopii (2 na buiiku u diploidnich organismt ve srovnani se stovkami az
tisici kopii u mitochondridlnich ¢i ribozomdlnich markerit) komplikuje amplifikaci.
Paralogni kopie a heterozygositu (biparentalni dédicnost nuklearnich markeri) je tfeba brat
v uvahu pii amplifikaci i naslednych taxonomickych analyzach, které¢ jimi mohou byt
vyrazné zkresleny. Vyskyt, pocet, pozice a délka intronti vyrazné kolisaji a to 1 v ramci

Celedi (Havill et al., 2007).
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4. Material a metodika

4.1. Pouzité kmeny

Entomopatogenni houby pouzit¢é pro analyzu byly ziskdny z odd¢leni
Rostlinolékatstvi, Katedry rostlinné vyroby a agroekologie, Zeméd¢lské fakulty Jihoceské
univerzity V Ceskych Budé&ovicich b&hem monitoringu vramci projektu MZP
SP/2d1/41/08.

Jako material byly pouzity entomopatogenni houby Beauveria bassiana odbérem
v lokalitich Néarodniho parku Sumava, Narodniho parku Krkonose, Pén¢ina a Jeseniki.

Seznam vzorkd je uveden v tabulce ¢.1.

Tabulka €.1.: Seznam pouzitych kment pro analyzu EF 1-a:

Laboratorni oznaceni Kmen Lokalita odbéru
Bbal101 Beauveria bassiana prameny Vltavy, NP
Sumava
PK Beauveria bassiana Péncin (Morava)
KR 7 Beauveria bassiana Pénkav¢i vich, KRNAP
JS 13A Beauveria bassiana Jeseniky
JS 28 Beauveria bassiana Jeseniky

4.2. Kultivace vzorku

Pouzit¢ kmeny byly uchovavany na Petriho miskdch na PDA (Potato Dextrose
Agar) mediu a kultivovany pfi teploté 25°C

PDA sloZeni: PDA pfiprava:
bramborova infuse 200g/1 39 g PDA do 1000ml H,O
dextrosa

agar 15g/1

Pro uchovani plvodnich vzorkd namnozime kmeny 2x. PasdZovani provadime
ockovaci kli¢kou, bud jednorazovou, ¢i platinovou, kterou je nutno pied utkonem
vydesinfikovat ozehem plamenem. Snazime se pracovat sterilné, aby nedoSlo ke
kontaminaci vzork jinymi kmeny. Praci provadime ve flowboxu (Steril-VBH).

Takto namnozené vzorky nechame rust pii 25°C po dobu 14 dni. Po uplynulé dobé
narostlé mycelium pfevedeme do mikrocentrifugacnich zkumavek v mnozstvi potfebném

pro izolaci. Mikrozkumavky tadné popiSeme a ulozime do mraziciho boxu.
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Pro dalsi praci se vzorky je nutné je prevést do tekutého média PDB. Skalpelem
vyfizneme z kazdé plotny 4 ¢tverce o rozméru 1x1 cm a umistime do 300ml roztoku PDB
(Erlenmayerova baitka 500 ml) a nechdme rast pii 25 °C po dobu 4 dni pii 150
otaCkach/minutu.

Roztok sta¢ime v centrifuze 5-10 minut pii otdckdch na maximum, dokud
nedocilime pevného mycedlniho peletu. Takto stocené vzorky putuji na 3-5 dni do

lyofilizatoru.

4.3 Izolace DNA vzorku

Izolace DNA pomoci komer¢niho kitu - DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN).

Metoda je zaloZena na principu purifikace DNA pomoci specidlnich mikrokolon.
Na prvni kolon¢ dochézi k zachyceni proteinii, polysacharidli, detergentu a dalSich
necistot, na druhé koloné dochazi k zachyceni DNA jejimu naslednému vymyti elu¢nim

roztokem (Curn et al., 2008).

Postup izolace DNA:
1. Odvazime 20 mg lyofilizatu a vzorek homogenizujeme
2. Do vzorki ptidame laboratorni pisek, 400 ml AP1 + 4 pl RNasa A a vloZime na
2 minuty do disruptoru
Inkubujeme pii 65 °C 10 minut, béhem procesu 3x zvortexujeme
Vlozime vzorky na 2 minuty do disruptoru
Ptidame 130 pl AP2. Promichdme a inkubuje 5 minut na ledu

Centrifugujeme 5 min/max

N kAW

Prepipetujeme supernatant do QIAShedder Mini Spin Column v 2 ml Collection

Tubes — centrifugujeme 5 min/max.

8. Pfeneseme supernatant do nové mikrocentrifugac¢ni zkumavky o objemu 1,5 ml, cca
450 pl

9. Ptidame 1,5x objemu (cca 675 pl) AP3/E a pipetovanim promichat

10. Pfidame 650 pl mixu do DNeasy Mini Spin Column v 2 ml Collection Tube

11. Centrifugujemel min > 8 000 rpm, odstranit supernatant a filtr vlozit zpét

12. Opakujeme piedchozi krok se zbytkem mixu — Collection Tube odstranit

13. Vlozime filtr do nové Collection Tube, pridat 500 pl AW, centrifugovat 1 min

> 8 000 rpm, odstranit supernatant a filtr vlozit zpét
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14. Ptidame 500 pul AW, centrifugovat 2 min na max, odstranit Collection Tube
15. Vlozime filtr do nové 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky, pfimo na membranu
pridame 50 pl AE a inkubujeme 5 minut pfi pokojové teploté.

16. Centrifugujeme 1 minuta/ rpm

4. 4 Méreni koncentrace DNA

Koncentrace genomické DNA byla méfena pomoci fluorimetru kitem Quant-iT™
dsDNA HS Assays Kit, 500 assays.

Cistota a koncentrace DNA se zjisti spektrofotometricky na fluorimetru. Nukleové
kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem absorbance v oblasti vinové délky okolo 260 nm,
zatimco proteiny v oblasti okolo 280nm. Stupeni Cistoty nukleovych kyselin se stanovuje
z poméru absorbance pii 260 a 280 nm (idedlni pomér 260/280 = 1,8). Pfi znecisténi

vzorku proteiny bude vypocteny pomér vyrazné nizsi (V1askova, Treslova, 2008).

n... pocet vzorki + 2 standardy

Standardy z kitu
fm
i
i P, Wy
I \ 10l L 106l L .
R > TT | koneény objem
Quant-iT™ \."\ [ 190pL \ { | | is200pL
Reagent A / \ )
\ 1 xnpl® =
\ T}
P \ / .
QT R —{ Nase vzorky
e J \
’ | 1 - _[ -
S199xnps | \ | | \ |
|/ 4 v Y ¥
Quant-iT™ QU-’"HT"I' 1-20 u-.\ 1-20 uL\ 1-20 ;.-L\ koneény
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Obr. 6

Obr. 6 : Postup namichani vzorku pro méreni koncentrace DNA

Ptiprava smési:
1. Reagent, Puftr a standarty dikladné zvortexujeme
2. Rozpipetujeme zmixu 197 pl do kazdé mikrozkumavky a 190 pl do
mikrozkumavek pro standardy
3. Pfiddme k mixu 3 pl stanovované DNA, a 10 pl standardu 1 a 2
4. Zvortexujeme a uchovame 2 minuty pii pokojové teploté
5. Zkalibrujeme fluorimetr pomoci standardu 1 a 2 a méfime koncentrace

u jednotlivych vzorki
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4. 5 PCR reakce

Celkovy objem PCR reakce je 20 pl.
Jeji slozeni je nasledujici: 10 pul PPP Master Mixu
8, 8 ul H,O
0, I ul Primer F
0, 1 pl Primer R
1 ul DNA

Pouzité primery: EFITF 5’- ATG GGT AAG GAR GAC AAG AC- 3’
1567R 5 '- ACH GTR CCR ATA CCA CCS ATCTT- 3’
983 F 57- GCY CCY GGH CAY CGT GAY TTY AT- 3’
2218 R 57’- ATG ACA CCR ACR GCR ACR GTY TG- 3’

Nastaveny cyklus reakce:

o Pocate¢ni denaturace 94°C/ 2 minut
. Denaturace  94°C/ 30 sekund 10x (touchdown)
. Annealing 66°C/ 30 sekund
. Elongace 72°C/1minuta
. Denaturace  94°C/ 30 sekund 36x
o Annealing 56°C/ 30 sekund
= Elongace 72°C/ 1 minuta
o Finalni elongace 72°C/ 10 minut
J Uchovani 4°C/ w0

Slozeni Master Mixu dodavaného od firmy Top-Bio s.r.o.:
150 mM Tris-HCI, pH 8,8, 40 mM (NH4),SOy4, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 uM
dATP, 400 puM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Tag-Purple DNA

polymerazy, stabilizatory a aditiva.
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4. 6 Separace a detekce

Separace

Ptiprava 2% agar6zového gelu:

l.
2.

S kW

Pfipravime a vyvazime vanu
Ptiprava gelu o objemu 200 ml:

4 g agarozy

200 ml 1xTBE
Toto smichdme dohromady v Erlenmayerové baiice. Rozvafime v mikrovinné
troubé na max. vykon. Béhem vafeni nékolikrat zamichame. Davame pozor na
vychrstnuti roztoku, proto manipulaci provadime v rukavicich. Roztok vatfime tak
dlouho, dokud nejsou viditelna vlakna agardzy.
Roztok agar6zy zchladime, ptiddme 4pl EtBr, dikladné promichame.
Agar6zu nalijeme do vany. Nutné bez bublin
Po naliti do vanicky umistime hiebinek a gel nechame tuhnout cca 30 min.

Poté vyndame hiebinek a nandsime vzorky do jamek v gelu.

Ptiprava na elektroforézu:

1.

Vzorky nemusime barvit nandSecim pufrem (LB), protoze PPP Master Mix
obsahuje barvivo.

Elektroforetickou vanu naplnime dostatecnym mnozstvim pufrem 1x TBE.

Vzorky nanaSime postupné do jamek v gelu, po stranach naneseme marker DNA
Ladder 12ul, gel se vzorky poté opatrné vlozime pod hladinu pufru do
elektroforetické vany.

Elektroforéza bézi nejdiive pii 40V cca 10 min a pak zvySime na 70 V po dobu 2,5
hodiny.

Vyjmeme gel z pufru a umistime pod UV svétlo a vyfotime

Vyhodnotime

Slozeni 1x TBE: 54 g Tris, 27,5g kyseliny borité, 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0), 41

destilované vody.

Slozeni barvy LB: 0,025g bromfenolové modie (Bromphenol Blue), 4 ml glycerolu, doplnit

dH,0O do 10 ml.
Slozeni 100 bp DNA Ladderu NEB, UK: 2,5% Ficoll-400, 11 mM EDTA, 3,3 mM

Tris-HCI (pH 8,0), 0,0017% SDS, 0,015% bromfenolové modre.
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Detekce

Base Pairs  Mass ing)

U gelové elektroforézy byly fragmenty DNA zviditelnény —1517 a5
pomoci barviva Ethidium bromid. Po ozéifeni UV svétlem, -1200 35
fluoreskuje. Barvivo EtBr neovliviiuje mobilitu DNA v gelu, :é'fgm gi
neovliviluje detekci spravné velikosti fragmentii, proto bylo E;gg y
uptfednostnéno. soois17 o7

400 EL]

Pti pouzivani UV svétla je tfeba chranit zrak a fotografie o e

pofizovat jen v ptistroji k tomu uréeném. ~a00 25
— 100 48
Obr. 7

Obr. 7 : Délky fragmentiil 00bpDNA Ladderu, podle kterych Ize urcovat velikost fragmentu vzorku

4.7 lzolace z gelu

Po separaci fragmentl na gelové elektroforéze provedeme izolaci z gelu.
Pouzili jsme JETQUICK Gel Extraction Kit.
1. Odméfime 300 pl L1 na kazdych 100 mg vytiznutého prouzku z gelu
2. Inkubujeme pfi 50°C /15 minut (kazdé 3 minuty zvortexovat)
0 pokud ma agarosa vyssi koncentraci nez 2% nebo ma vice jak 300
mg, ptida se na kazdych 100 mg gelu 600 pl L1, inkubuje cca 20-30
minut
0 maximalni velikost gelu je 400 mg
Napipetujeme mix do JETQUICK column
Centrifugujeme 1 minutu/ max (14 000 rpm)
V ptipadé vétsiho mnozstvi mixu, krok opakujeme
Napipetujeme 500 pl bufferu L2 pfimo na filtr
Centrifugujeme 1 minuty/max

Odstranime filtrat

o ® N kW

Centrifugujeme 1 minuty/max

10. Vlozime JETQUICK column do 1,5 ml mikrozkumavky a pfidime 50 pl
predehiatého (65-70°C) TE bufferu

11. Nechame odstat 1 minutu

12. Centrifugujeme 2 minuty/ max

13. Uchovavame pti — 20°C
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4.8 Sekvenovani

Ptiprava vzorku pro sekvenovani DNA na ptistroji ABI PRISM 3130xl:

Templat v mnozstvi dle tabulky + 2,5 pmol primeru + voda - celkovy objem 7,5 pl - v§e v

200 pl mikrocentrifugacnich zkumavkach.

Templat M&'i?i;':vi
PCR produkty:
10:0-200 bp 0.5-1,5 ng
200-500 bp 1.5-5 ng
50:0-1000 bp 2.5-10 ng
10:00-2000 bp 5-20 ng
=2000 bp 10-25 ng
ssDNA 12.5-25 ng
dsDNA 75-150 ng

4.9 Statistické hodnoceni dat

Obdrzena data byla dale zpracovana v programu SEQUENCE SCANNER
SOFTWARE v1.0 a nésledovné upraveny v programech: CLUSTAL W, Bioedit, PAUP*
executable a TreeView (Win32).

Bioedit, CLUSTAL W

Tyto programy jsou vhodné pro takzvany ,,aligment” — porovndvaji se jednotlivé
sekvence mezi sebou. U programu CLUSTAL W je vyhodou dostupnost na webovych
strankéach:(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), a kompatibilita s programem
Bioedit. V tomto programu lze ru¢né upravit jednotlivé sekvence pro dalsi fylogenetickou
analyzu. Je zde moZnost odstranéni ,,gapi, tedy prazdnych mist ve stanovované sekvenci.
PAUP* executable

Program PAUP vyhodnocuje data ziskanid v programu CLUSTAL W a Bioedit.

Pomoci jednotlivych ptikazl v ptikazovém fadku lze vytvotit fylogenetické stromy.

TreeView (Win32)

V programu TreeView lze zobrazit fylogenetické stromy jako vystup z programu PAUP.

Lze v ném upravovat stromy do tvaru fylogramu ¢i kladogramu, ptehazovat jednotlivé

vvvvvv

fylogenetického stromu vybranim ,kofene. VétSinou to byva takovy druh, ktery je

fylogeneticky nejvzdalené;si.
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5. Vysledky

Vzorky uréené k vyzkumu jsme dle navodi Biotechnologického centra ZF JU
napasazovali, nechali 14 dni rist na Petriho miskdch s obsahem PDA. Poté jsme je
preoCkovali na PDB medium a nechali kultivovat 4 dny. Nasledné vzorky byly
lyofilizovany. Pro dlouhodobé uchovani byly ulozeny v chladicich boxech pfi teploté
-80°C v roztoku 20% glycerolu a pro kratkodobé v chladicich boxech pfi teploté -20°C.

Na zdkladé meéfeni Cistoty a koncentrace DNA byla, jako optiméalni metoda pro
analyzu EF 1-o, vybrana izolace QIAGEN (DNeasy Plant mini Kit), ktera nejlépe
spliiovala pozadavky pro analyzu. Tato izolace je komercni izolaci coz vynahrazuje
usporou casu achemikalii v poméru s kvalitou izolované DNA. Vysledné mnozstvi

vyizolované DNA bylo reprodukovatelné (viz tabulka ¢.2)

Tabulka ¢.2.: Mé&fena koncentrace vzorkd na piistroji Quant-iT™ ™ dsDNA HS Assays Kit

Vzorek Koncentrace v ng/ul
Bbal 101 161
PK 97,5
KR 7 143
JS 13A 620
JS 28 580

Ovéfeni koncentrace DNA ve vzorcich jsme také provedli pomoci gelové elektroforézy
(viz. Obr. 8 a 9). Intenzita extrahované genomické DNA u vzorkl plné odpovida zjisténé

koncentraci.

Obr.8 Obr. 9
Obr. 8, 9.: Detekce DNA
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Byla provedena PCR reakce s primery (EF1T, 1567R- Obr.10; 983F, 2218R—
Obr.11).
Jednotlivé useky byly posléze vizualizovany pomoci gelové elektroforézy (Obr. 12, 13).

Vizualizace odpovida vzdy jedné sad€ primeru.

Obr. 10 Obr. 11

Obr. 10.: Vzorky s primery EFIT, 1567R (2% agarozovy gel, 70V 2h)
Obr. 11.: Vzorky s primery 983F, 2218R (2% agarozovy gel, 70V 2h)

Analyzované vzorky na zaklad€ gelové elektroforézy vykazovaly délkovou shodu
a nebyly identifikovany zaddné velikostni rozdily mezi jednotlivymi vzorky.

Po probéhnuti EF 1—a analyzy, vizualizace a pravy gelu, byly fragmenty z gelu
vyfiznuty a vyizolovany JETQUICK Gel Extraction kitem. Po provedeni této izolace byla
pfipravena sekvenacni reakce pro kazdy vzorek a byly odeslany na sekvenéni
analyzu, kterd byla provedena formou sluzby.

Diky sekvenaéni analyze byly zjistény pfesné nukleotidové velikosti jednotlivych
vzorkd, které se lisily fadové v jednotkach bazi. Sekvence byly vyhodnoceny v programu

SEQUENCE SCANNER SOFTWARE v1.0.
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Obr. 12.: Ukazka sekvenovaného vzorku v programu SEQUENCE SCANNER SOFTWARE v1.0 Pro kazdy typ

baze je vzdy charakteristické barevné oznacent.

b EF1T.abl 32 =0
Ch\Users\Terezka\Desktop\Tereza\JS13AVEFL T.abl

Coordinates (x,y): I:l

3500 3520 3540 3580 3580 3600 3620 3640 3660 3580 3rod arz0 3740 760 3780
g ool by g g oo g o g g o oo b gl po o o g g g

ERRRRRRREEE RN LT
17 T C A A A T G G A C C T T c T T G C T
35

285 300 305
1 1 1 1

=00
800
700
600
500
4004
3003
200
1003 =
] 3

Analyzed | Raw | Analyzed+Raw | Annotation | Sequence | EPT

T e—

G AT C G
310
1

Jednotlivé ¢asti sekvenci izolatd Beauveria bassiana byly porovnany v programu
BioEdit Sequence Alignment Editor, kde byly nasledné ru¢né upraveny. Ziskané kompletni
sekvence naleznete v pfiloze ¢€.1 (barevné odliSeni odpovida grafickému znazornéni

v programu SEQUENCE SCANNER SOFTWARE v1.0).

V programu PAUP* executable byly vytvofeny fylogenetické stromy, které byly

nasledn¢ zobrazeny a upraveny v programu TreeView (Win32).
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Obr. 13: Fylogeneticky strom 1, vytvoieny pomoci metody Neighbour-joining v programu
TreeView (Win32)

Bbal_101_

J5_13A_EF

1528 _EF
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Dendrogram, ziskany na =zakladé¢ analyzy EF 1- o, kdy celkovy pocet
porovnavanych bazi je 1597, z cehoz 1527 znaki je konstantnich a 59 variabilnich.
Fylogeneticky strom znazornuje seskupeni 5 izoldti kmend entomopatogennich hub
Beauveria bassiana.

Z celkového pohledu byly vygenerovany 2 skupiny. Prvni skupina zahrnujici
vzorky Bba 1101, JS 13A a JS 28, vykazuji 100% shodu v sekvenci. Tato shoda je
potvrzenim ptisluSnosti k druhu Beauveria bassiana.

Druhou skupinu vytvofily kmeny Pk a KR 7. U kmene KR7 se v sekvenci
objevuje vice odlisnosti. Vzorek KR 7 zde vykazuje celkovou odliSnost od kmene

Beauveria bassiana.
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Obr. 14: Fylogeneticky strom 2, vytvoieny pomoci metody Neighbour-joining
v programu TreeView (Win32).
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Dendrogram, ziskany na zékladé¢ analyzy EF 1- o, kdy celkovy pocet
porovnavanych bazi je 1677, z ¢ehoz 1336 znakl je konstantnich a 296 variabilnich.
Fylogeneticky strom znazoriiuje seskupeni 8 izolati kmenli entomopatogennich hub
Beauveria bassiana.

Do analyzy byly zahrnuty dalsi vzorky z genové banky (NCBI) a to s oznacenim:

Bba EF Ge: EF193185

Bbr EF Ge: FJ229492

Metarhizi: DQ463996
Tyto vzorky byly pouzity pro potvrzeni ve spravnosti druhového zatazeni analyzovanych
kmend.

Analyzované kmeny se formuji do péti hlavnich skupin. Prvni skupina zahrnujici
vzorky Bba 1101, JS 13A a JS 28 a referencni vzorek z genové banky (Bba EF Ge),
vykazuji téméef 100% shodu v sekvenci a je zde viditelné zatazeni ke druhu Beauveria

bassiana na zéklad¢ srovnani se vzorkem z genové banky.
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Vzorek Pk je zafazen do samostatné skupiny a toto zatazeni lze vysvétlit jinymi
ekologickymi podminkami lokality odbéru.

Dalsi skupinu vytvotil kmen Bbr EF Ge, Beauveria brogniartii, a na dalsi trovni
byly do této skupiny piifazeny kmeny KR7 a vyrazné odliSny Metarhizi, Metarhizium
anisopliae, ktery byl vlozen kviili zvyraznéni ptibuzenskych vztahu rodu Beauveria. KR7
byl primarné¢ determinovan na pomoci zdkladnich morfologickych charakteristik jako
Beauveria bassiana, ale na zakladé molekularnich analyz a podrobného studia morfologie
bylo zjisténo, Ze tato determinace neni spravna a vzorek KR7 je fazen do skupiny podobné
Beauveria brogniartii. Diky tomuto srovnani miZeme s nejvétsi pravdépodobnosti fici, Ze

se jedna o kmen Beauveria brogniartii. Touto domnénkou se bude zabyvat dalsi studie.

Fylogenetické stromy vytvoiené na zdkladé sekvenci genli ¢i genomovych dat
u rtiznych druhit mohou poskytnout ndhled na pribeh evoluce, taxonomického zatazeni, tak

jsou indikatorem ptibuznosti analyzovanych vzorki.

Diky této metod€ jsem dospéla k vysledku, Ze genetickd pfibuznost je vice vadzana
na geografické umisténi, nez na druh hostitele, z kterého byl kmen odebran. Pouziti
analyzy elongacniho faktoru 1-o je prokazatelné¢ vhodnéj$i nez metody zalozené na

sekvenacnim polymorfismu ITS nebo LSU regionu ¢i ITS-RFLP.
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6. Diskuze

Entomopatogenni houby jsou jiz dlouhou dobu znadmy jako ptvodci infekci u
hmyzu, zptisobujiciho Skody na kulturnich plodinach. Jsou potencidlné vSestranné agens
v biologické ochrané, jelikoz maji Siroké hostitelské spektrum, svého hostitele mohou
infikovat v rizném vyvojovém stddiu a mohou vyvolavat ptfirodni epizootie. Rysem
entomopatogennich hub je schopnost vyvolat infekci pouhym kontaktem, penetraci
kutikuly a nemusi byt pfijimany jako potrava, zatimco u ostatnich entomopatogend je
bezpodminecné nutny piijem peroraln¢, aby doslo k vyvolani infekce. B. bassiana se bézné
pouziva k regulaci populace zavijece kukufiéného. Mimo to byl i prokazan endofyticky
vztah s hostitelskou rostlinou diky schopnosti houby vyvolat infekei 1 u larev skodicich
uvniti rostliny (Bing, Lewis, 1991). Po celém svété je registrovana fada vyrobkl na bazi

této houby: USA-Mycotrol, Botanigard, Francie-Ostrinol, CR- Boverol.

Existuji rizné moznosti izolace kmenti entomopatogennich hub. Prvni moznosti je
izolace z napadenych hostitell — z dospélcii, larev, nymf. Druhou moznosti je izolace
entomopatogenni hub z pidy, kde se vétSina druht vyskytuje v rdmcei saprofytické casti
svého zivotniho cyklu. Vlivem hostitele na genotyp daného kmene entomopatogenni houby
se zabyval také Maurer a kol. (1997). Zaméfil se na genetickou diversitu v zavislosti na
hostiteli. Pouzival metody molekularnich markeri RFLP a RAPD. Bylo zjisténo, ze
hostitelsky druh miize byt pfevazujicim faktorem nad lokalitou. Nepodafilo se to ov§em
potvrdit ve vSech ptipadech. Naopak Wang a kol. (2003) prokazal, Ze geneticka podobnost
je uzce spojena s geografickou lokalitou, vice nez s hostitelskym druhem- s odkazem na

studii provedenou Maurerem (1997).

Zatimco Zivotni prostfedi a mistni podminky mzou mit vyrazny vliv na vyskyt,
nejsou jedinym faktorem ovliviiujici patogena. Entomopatogenni houby musi byt
predevsim v kontaktu s citlivym hostitelem a musi byt ucastny vhodné podminky pro
infekci, aby bylo docileno sporulace. Tento vztah houba- hostitel, vyskyt v riiznych

substratech a obdobi roku mé zna¢ny vliv na koncentraci inokula (Meyling et al., 2006).
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Enkerli, Widmer (2009) konstatovali, Ze izolace vysoce kvalitni DNA je velice
dilezitou otazkou v pfipadé molekularni a ekologické analyzy entomopatogennich hub.
S touto otdzkou jsem se potykala i ja pii volbé izolace. Dle Reay et al. (2008), ktery
izoloval z kiry, z pudy a z kiirovce a dle Castrillo et al. (2007), ktery tuto izolaci pouzil
pro analyzu mikrosatelitovych marker,, na jejichz zdkladé byla posuzovana geneticka
variabilita mezi izolaty Beauveria bassiana, jsem pouzila QIAGEN (DNeasy Plant mini
Kit). Tato izolace je komer¢ni izolaci a vyznacuje se usporou ¢asu a chemikalii v poméru
s kvalitou izolované DNA. Vysledné mnozstvi vyizolované DNA bylo pouzitelné pro

provedeni dal$ich analyz.

Aplikace analyzy elongac¢niho faktoru 1- a jsme pouzili na zéklad¢ studii Rehnera
(2005), ktery se zabyval celym rodem Beauveria a pouzival zde metody ITS regiont
a elongacniho faktoru 1- a a Glara (2006), ktery tuto analyzu uplatnil pfi molekularni

analyze druhu Beauveria caledonica.

Wang (2003), jak jsem jiz zmiilovala, dospél k vysledku, ze genetickd ptibuznost je
vice spojena s geografickym umisténim, nez s druhem hostitele, z kterého byl kmen
odebran. V nasem piipadé¢ byl také prokdzan vliv geografického plvodu u kment
Beauveria bassiana. U kmenli pochazejicich z odlisnych lokalit byl prokazatelny sekvencni
polymorfismus. Genotypy odebrané v montannich lokalitach (Bba 1101, JS 13A a JS 28)
prokéazaly naprostou shodu. Na zéklad¢ analyzy EF 1-a jsme urcili vyrazngjsi odliSnost
kmene Pk od ostatnich analyzovanych kmentim. K tomuto faktu pfispiva lokalita
odbéru, ktera mize byt urCujici v této diverzité. Kmen Pk se mohl ptizpiisobit ekologickym

podminkam svého stanovisté a to vedlo ke zméné genotypu.
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7. Zaver

Cilem mé bakalaiské prace byla optimalizace analyzy elongac¢niho faktoru I-a,
vyhodnoceni polymorfismu analyzovanych kmenl Beauveria pomoci této sekvenacni
analyzy a zhodnoceni jeji vhodnosti pro zavedeni jako rutinniho hodnoceni molekularnich

dat entomopatogennich hub.

e Byla optimalizovana metoda analyzy elongacniho faktoru 1-a pro ucely hodnoceni
genetického polymorfismu kmenti Beauveria bassiana.

e Tato metoda se ukédzala jako vhodny indikator genetického polymorfismu.

e Je to prokazatelné vhodnéjSi metoda nez metody zalozené na sekvenacnim
polymorfismu ITS nebo LSU regionu ¢i ITS-RFLP.

e U kmeni pochédzejicich z odlisnych lokalit byl prokazatelny sekvencni
polymorfismus. Genotypy s odbérem v montannich lokalitich Bba 1101, JS 13A a
JS 28 prokazaly naprostou shodu.

e Na zéklad¢ analyzy EF 1- a jsme urcili vyraznéjsi odlisnost kmene Pk od ostatnich
kmenti Beauveria bassiana. Divodem rozdilnosti mohl byt typ odebrané lokality,
kde byly odlisné ekologické podminky.

e Ncékteré¢ kmeny (KR7) povazované za Beauveria bassiana byly diky sekvenacni

analyze odliSeny a ptedbézné ptitazeny k druhu Beauveria brogniartii.
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9. Prilohy

Porovnané sekvence dodanych izolati z kmene Beauveria bassiana.
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