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ABSTRAKT

V mé diplomové praci se zabyvam genetickou variabilitou entomopatogennich
hub rodu Isaria v Ceské republice. Zastupci tohoto rodu se nachézeji v padé a
napadaji vSechna vyvojova stddia hmyzu, nicméné nejcastéji napadaji larvy a kukly.
Vyuziti entomopatogennich hub rodu Isaria je zejména v ramci biologické ochrany

rostlin.

U mitosporickych hub je casto velmi obtizna jejich precizni identifikace,
taxonomie je Casto nejasna, u fady rodi vcéetné¢ rodu Paecilomyces/lsaria se
prokdzala jejich polyfyleti¢nost. Zékladem klasifikace hub jsou morfologické studie,
taxonomie je zalozena na pohlavnich znacich, vzhledem k jejich absenci jsou pak u
mitosporickych hub nejpouzivanéj$imi znaky pro jejich identifikaci tvar a velikost
konidii a biologické vlastnosti (kliceni spor, testy biologické ucinnosti). Nicméné
identifikace na zakladé morfologickych markerli je nepfesna a velmi variabilni.
Resenim se nedavno stalo vyuziti molekularnich DNA markerit, které se staly diky
nedostatku morfologickych charakteristik neocenitelnymi a to Vv oblasti ekologie,

biologie a genetiky hub.

V mé préci vyuzivam jako molekularni marker ITS (internal transcribed spacer)
region. ITS regiony jsou soucasti rDNA, ale nejsou kodujici, a proto je
pravdépodobné, Zze se v nich béhem evoluce nahromadily zmény a jedna se o velmi
variabilni useky DNA. Tento fakt je davodem jejich hojného vyuziti
v taxonomickych analyzach mnohych organismi. Vystupem mé prace je
fylogeneticky strom, ktery je vytvofen ze sekvenci ITS regiontt vzorkl
entomopatogennich hub rodu Isaria ziskanych béhem monitoringu v letech 2013-
2014 v Ceské republice. Na jeho zakladé jsem dosla ke zjisténi druhového zastoupeni

hub rodu Isaria v Ceské republice.

Kli¢ova slova: entomopatogenni houby, Isaria sp., Isaria fumosorosea, biologicka

ochrana, geneticka variabilita, molekularni marker, ITS region.

Vi



ABSTRACT

My diploma thesis deals with genetic variability of entomopathogenic fungi of
the Isaria genus encountered in the Czech Republic. Individual representative of the
genus can be found in soil where they attack all developmental stages of insects,
giving preference to larvae and pupae. The Isaria fungi find application first and

foremost where plants have to be provided biological protection.

In case of mitosporic fungi is the precise identification very difficult, taxonomy
is often unclear in many genera, including the genus Paecilomyces/Isaria to
demonstrate their polyphyletic nature. The fungi are classified primarily with
reliance on morphological studies. The most common markers used to identify fungi
are the shapes and sizes of their conidia and the biological properties (germination of
spores, tests of biological efficiency). Identification made in consideration of the
morphological markers is inaccurate and very variable. To overcome those
accuracies, there are very useful molecular DNA markers, which can be relevant in

ecology, biology and in fungi genetics.

This paper relies on applying the ITS region (Internal Transcribed Spacer) as a
molecular marker. ITS regions are partial constituent rDNA carrying no code - that is
why the regions are likely to accumulate evolutionary changes in the DNA sequence,
which makes them suitable for extensive use in taxonomic analyses of many
organisms. The study results in a phylogenetic trees constructed by comparing
different sequences of ITS regions obtained from the samples of entomopathogenic
fungi of the Isaria genus gathered in the Czech Republic during the monitoring stage

2013 to 2014. Thereunder detection of Isaria sp. occurring in the Czech Republic.

Key words: entomopathogenic fungi, Isaria sp., Isaria fumosorosea, biocontrol,

genetic variability, molecular marker, ITS region.
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1. UVOD

Entomopatogenni houby jsou organismy schopné vyvolat infekéni onemocnéni
u hmyzu. Diky velmi propracovanym mechanismim ptisobeni na hostitelsky
organismus a ucinnym adaptacim, mezi které patii hlavné¢ produkce velkého
mnozstvi toxickych latek, jsou tyto houby ve vétsiné ptipadi schopny zpusobit az
smrt svého hostitele. Se skupinami entomopatogennich organismil je spojovan termin
biologicka ochrana rostlin - strategie vyuzivajici zivé organismy k potla¢eni hmyzich
Skidct. Pfi  aplikacich piipravkt  biologické ochrany rostlin na bazi
entomopatogennich hub se vyuzivé infekéniho potencidlu houbovych konidii ¢i
blastospor ptitomnych v daném ptipravku. O¢ekavanym vysledkem je poté ochrana
pred napadenim a poskozenim zemédélskych plodin, lesnich porostd i okrasnych

rostlin v diisledku potlaceni celych populaci daného hmyziho skiidce.

V diplomové praci se zaméfuji na entomopatogenni houby rodu Isaria.
V literarni ¢asti nejprve obecné popisuji zpiisob Zivota téchto hub a jejich vyuziti.
Déle se vénuji molekularnim markeriim, které se staly jizZ nezbytnym ndstrojem pro
taxonomickou klasifikaci entomopatogennich hub. Pro stanoveni zakladni
charakteristiky entomopatogennich hub se dfive vyuzivalo pouze hodnoceni
morfologickych parametrti (napt. tvaru a velikosti konidii, barvy mycelia). Tyto
metody jsou vSak neptfesné a pro jejich upiesnéni se vyuziva metod molekuldrnich
markert. Diky nim muzeme potvrdit ¢i vyvratit primarni taxonomické zatazeni.
V ptipadé mé analyzy byl pouZit jako molekularni marker ITS region. ITS je
vhodnou oblasti pro molekularni charakteristiku hub, a to zejména proto, Ze je ho
snadné amplifikovat i z malych, natedénych, ¢i vysoce degradovanych vzorkt. ITS
region je relativné kratky usek (500-800 bp) a je snadné ho amplifikovat na zakladé
univerzalnich primert (ITS1 a ITS4, nebo ITS4 a ITS5) (White et al., 1990).

V experimentalni ¢asti popisuji priubéh celé analyzy hub rodu Isaria zacinajici
izolaci hub z pudy, pres extrakci DNA, PCR reakci, sekvenovani, nasledné
vyhodnoceni sekvenacnich dat a kone¢nému zatfazeni v taxonomickém systému a

potvrzeni Ci vyvraceni zafazeni dle morfologického hodnoceni.



2. CILE PRACE

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo vytvoreni kryo — kolekce vzork
entomopatogennich hub rodu lsaria ziskanych v ramci monitoringu Vv Ceské
republice. Dalsim cilem bylo provedeni molekularnich analyz kment
entomopatogennich hub, fylogenetickd analyza a nasledné porovnani taxonomické
Klasifikace ziskané na zakladé molekularnich dat a morfologického hodnoceni
izolath.

Bylo ptedpokladéno, Ze se potvrdi taxonomické zatazeni dle morfologickych
parametrd, soubor ,,ISA* bude druhové roz¢lenén na zakladé molekularnich analyz a
ziskand data ze sekvenacnich reakci bude moZzno porovnat s referenénimi vzorky

Z NCBI databaze a tim je spolehlivé ptifadit ke spravnému druhu.



3. LITERARNI PREHLED

3.1 Entomopatogenni houby

3.1.1 Charakteristika entomopatogennich hub

Ve srovnani s jinymi entomopatogennimi organismy (viry, bakterie, had’atka)
maji entomopatogenni houby Siroky okruh hostitelii a navic mohou napadat vSechna
vyvojova stadia hmyzu, nicméné nejcastéji se vyskytuji na larvach a kuklach, méné
Casto jsou houbami infikovani dospélci a vajicka hmyzu (Vana, 1998). Mezi hostitele
hub rodu Isaria patii zastupci mnoha fadi hmyzu (Orthoptera, Thysanoptera,
Homoptera, Coleoptera, Lepidoptera, Diptera), fytofagnich rozto¢t (napf.
sviluskoviti - Tetranychidae) a n€kterych druhd had’atek (cystotvorna had’atka z roda
Globodera, Heterodera). Mezi entomopatogennimi houbami jsou jak vysoce
specifické druhy (jeden hostitel, ¢i vyvojové stadium), tak i méné specifické (cela
fada druhi, rodi, ¢eledi hmyzu). Mezi specifické druhy patii naptiklad houby rodu
Aschersonia sp., které jsou schopny infikovat bud’ molice, nebo cervce. Mezi
polyfagni druhy lze zatradit houby Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Isaria fumosorosea a Lecanicillium muscarium. Absence pohlavniho rozmnozovani
u téchto entomopatogennich hub v naSich podminkach umoziuje velmi rychly
prib&h nepohlavnich rozmnoZovacich cyklt a produkci znaéného mnozstvi konidii
(Ekesi a Maniania, 2007). Z hlediska praktické biologické ochrany neptedstavuje
takto rozmanity potencial Zadna jind skupina entomopatogennich mikroorganismi
(Vana, 1998). Entomopatogenni houby, diky své kosmopolitni existenci a bohaté
rozmanitosti, pfedstavuji feSeni pro integrované programy ochrany pied Skudci.
Vzhledem k jejich Setrnosti k Zivotnimu prostiedi a bioperzistenci jsou na rozdil od
pesticidi.  vhodné¢ k hubeni hmyzu a vyuziti v ekologickém zeméd¢lstvi.
Nejdulezitéjsi entomopatogenni houby, které jsou komerc¢né pouzivany pro vyrobu
biopreparatl, jsou Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae a Isaria fumosorosea
(Gul et al., 2014).



Mezi faktory, které entomopatogenni houby ovliviiuji a uruji i G¢innost
biopreparatu, patii relativné vysokd vlhkost vzduchu, teplota a slunecni svit
(Gul et al., 2014). | Ekesi a Maniania (2007) uvadi, ze u houbovych ndkaz hmyzu ve
srovnani s ostatnimi entomopatogennimi mikroorganismy hraje vyznamnou roli vliv

vnéjsiho prostiedi, stav hostitele a ddvka houbového inokula.

3.1.2 Vyvojovy cyklus entomopatogennich hub

Nepohlavni rozmnozovani dominuje u vétSiny hub vcetné entomopatogennich.
Tento typ rozmnozovani neni provazen stiidanim jadernych fazi. Z tohoto divodu
muze probihat na haploidnim i dikaryotickém myceliu i nékolikrat béhem vegetacni
sezony a vysledkem je poté vznik velkého mnozstvi novych jedinci. Rozmnozovani
probiha délenim, pti¢emz dochazi k tvorbé nepohlavnich spor. Tvorba spor probiha
u entomopatogennich hub exogenné na hyfach. Na specializovanych hyfach
nazyvanych konidiofory se vytvafeji tzv. konidiogenni buiiky, které dévaji vznik
sporam zvanym konidie ¢i konidiospory. Cely proces tvorby spor se pak oznacuje
jako konidiogeneze. Obecné se rozliSuji dva zakladni typy vzniku konidii. Konidie
vznikajici z bunék hyf se oznacuji jako thalokonidie nebo artrokonidie (zkracené
konidie). Hyfa se nejCastéji rozd€li ptehradkami a rozpadne se na jednobunééné
casti. Takto vytvofené nepohlavni spory se mohou po uvolnéni z hyfy zvétSovat ¢i
dodateéné¢ meénit svlij tvar. Druhym typem jsou blastokonidie, které vznikaji
vypucenim z konidiogenni bunky. Tyto utvary dortstaji do kone¢né velikosti jesté
pfed uvolnénim z matefské konidiogenni buniky. Evoluéné potiebnd geneticka
proménlivost novych jedinci je vétSinou zprostiedkovdna  pohlavnim
rozmnozovanim, které v§ak u entomopatogennich hub chybi. U zastupcii pomocného
oddé€leni Deuteromycota tuto funkci nahrazuje parasexualita. Behem parasexudlniho
cyklu neprobihd genetickd rekombinace pomoci meidzy a nevyvaii se pohlavni
stadium, ale muze dochazet k plazmogamii, karyogamii i haploidizaci
(Kalinaa Vana, 2005).
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Obrazek 1: Vyvojovy cyklus entomopatogennich hub (Landa, 2006)

Samotny vyvojovy cyklus za¢inad ptichycenim konidii a kli¢enim na povrchu
hostitele. Patogen nasledné pronika do télni dutiny, kde vytvaii tzv. blastospory,
které vyplni obsah hostitele a ten nédsledn¢ umird. V dal§im kroku dochézi k interni
proliferaci (patogenicka faze). Poté se zacnou vytvaret povrchové mycelidlni sité,
dochéazi k externi sporulaci a tvofi se konidie nové generace (saprofyticka faze)

(Véiia, 1998).

Teplotni tolerance entomopatogennich hub je pomérmné vysoka. Délka
vyvojového cyklu probihd v 0zké korelaci s okolni teplotou. Optimélni teploty
charakterizuje rozmezi 20-30°C, kratkodobé mohou entomopatogenni houby piezivat
1 vysoké teploty (40-45°C). VétSina druhli entomopatogennich hub je dokonale
adaptovana 1 na dlouhotrvajici nizké teploty a ptezivd i1 dlouhodobé zmrazeni.
Ostatni abiotické faktory svym vyznamem nedosahuji relevance vlhkosti a teploty.
Na zdkladé¢ uvedenych udaji je mozné definovat charakter optimalnich a
potencialnich nik. V soustavé odlisnych agroekosystémi se pro vyuziti biopreparatl
na bazi entomopatogennich hub jako nejvhodnéjsi jevi skleniky (ochrana sazenic,

rychlené zeleniny a okrasnych kvétin), zavlahové technologie péstovani riiznych

plodin a kultur a aplikace do pudy (Landa, 2009).



3.1.3 Integrovana ochrana rostlin

Akutni ochrana rostlin pfed hmyzimi a fytofagnimi rozto€i se provadi
predevsim pomoci konvencnich chemickych pesticidi. Jejich pouzivani je vSak
Z hlediska ochrany zivotniho prostiedi a bezpecnosti prace problematické. Hmyz se
na n¢ stdva postupné vice rezistentni, coz vyvolava potifebu zvysSovat davky nebo
prechdzet na jiné typy ucinnéjSich pesticidi. Rovnéz zpiisiujici se legislativa
omezuje tento zpusob ochrany. Jednim z vychodisek je vyzkum a vyvoj novych
ochrannych prostiedkti na principech biologické ochrany rostlin, pfi nichz se
vyuzivaji ptfirozeni nepratelé¢ skidci, jako jsou predatofi, parazité nebo patogenni
organismy. V roce 2009 byla piijata ¢leny Evropské Unie smérnice 2009/128/ES
stanovujici rdmec pro cCinnost SpoleCenstvi za ucfelem dosazeni udrzitelného
pouzivani pesticidil, kterd je v soucasné dob¢ jiz soucasti narodni legislativy, resp.
v novele rostlinolékatského zakona ¢. 199/2012 Sh. § 5. V ramci biologické ochrany
rostlin se vyuzivaji biologické prostfedky oznafované jako bioinsekticidy. Ty
vyuzivaji pfirozenych antagonistickych vztahli mezi organismy za ¢elem potlaceni
populaci sktidce bez podstatného naruseni pifirodni rovnovahy a tim pfispivaji

K udrzeni stability ekosystému (Prenerova, 2011).

Pravé entomopatogenni houby se ukazaly jako vhodné prostredky
Vv integrované¢ ochrané rostlin, kterd klade diraz na omezeni vyuziti pesticidi.
Houbové biopesticidy vyuZivané v biologické ochrané jiZ pokryvaji Siroké spektrum
rodti hub a aplikaci. Vice nez 700 druhti hub z ptiblizné 90 rodd jsou znamé jako

patogeny hmyzu (Bielikova et al., 2002).

Hledani entomopatogennich hub vhodnych pro vyuziti v programech
integrované ochrany proti Skiildciim zahrnuje nékolik krokd. Druhy hub a izolaty
musi byt nejprve ziskany z nakazeného hmyzu, izolovany z plidy nebo nadzemnich
Casti rostlin a nasledné identifikovany. V laboratornich podminkach dojde
Kk posouzeni jejich vhodnosti pro systém integrované ochrany rostlin. Soucasné vsak
nastava nékolik problémd, které je tieba fesit. Vybrany izolat musi byt vyrabén levné
a ve velkém mnozstvi. Zaroven musi byt vyfeSena otazka jeho skladovani a musi byt

ucinny v ramci polnich podminek (Butt a Goettel, 2000).


http://eagri.cz/public/web/mze/legislativa/pravni-predpisy-mze/chronologicky-prehled/Legislativa-MZe_puvodni-zneni_zakon-2012-199-novela-326-2004.html

3.2 Entomopatogenni houby rodu Isaria

Taxonomické zarfazeni entomopatogennich hub rodu Isaria podle Sunga (2007)

uvadi nésledujici tabulka:

Rige: Fungi

Oddéleni: Ascomycota

Trida: Sordariomycetes
Celed:

Clavicipitaceae Cordycipitaceae Ophiocordycipitaceae
Rod:

Paecilomyces Isaria Purpureocillium
Druh:

P. carneus 1. fumosorosea P. lilacinum

P. marquandii I. tenuipes
1. farinosa
I. javanica

Rod Isaria zahrnuje entomopatogenni nebo nematofagni houby, které jsou
Casto termofilni. V sekci Isarioidea jsou zastoupeny mezofilni druhy, zahrnujici
napi. druhy Isaria farinosa, Isaria fumosorosea, Isaria javanica, Isaria tenuipes a

Paecilomyces carneus.

Zimmermann (2008) uvadi, ze prvni popisy l. farinosa a |. fumosorosea
zvetejnil jiz v roce 1832 Fries a v roce 1904 Wize. Poté na zakladé monografické
studie rodu Paecilomyces od Samsona (1974), byly entomopatogenni houby Isaria
farinosa a Isaria fumosorosea zahrnuty do nové vytvorené sekce Paecilomyces sect.
Isarioidea a od té doby se nazyvaly Paecilomyces farinosus a Paecilomyces
fumosoroseus po mnoho let. V sekci Paecilomyces byly zafazeny termofilni druhy
s tmavé zbarvenymi konidiemi. Do sekce Isarioidea se fadily druhy mezofilni,
jejichZ konidie mély svétlé zabarveni. Molekularni studie dokdzaly, ze druhy v rdmci
sekce Paecilomyces maji urcitou podobnost s Eurotiomycetes, zatimco druhy v sekci

Isarioidea se asociuji Sordariomycetes (Ekesi a Maniania, 2007).



Morfologické popisy véetné seznamu synonym obou druht Isaria byly
pfejmenovany Samsonem (1974) a Domsch, Gams a Anderson (1980). Dalsi
synonyma téchto hub jsou uvedeny v Indexu Fungorum (Zimmermann, 2008).

V soucasné dobé se opét pouzivaji nazvy Isaria fumosorosea a Isaria farinosa.

Entomopatogenni houby Isaria farinosa a Isaria fumosorosea jsou celosvétove
rozSifené a maji pomérné Siroky hostitelsky okruh. Zatimco |. farinosa ma
v soucasné dobé mensi vyznam jako prostfedek biologické ochrany, |. fumosorosea
je povazovana za komplexni druh, ktery je v tomto odvétvi Siroce vyuzivan proti
nékolika hmyzich Skidct, hlavné molic (Zimmerman, 2008). Mnoho odlisnych
faktorti vSak limituje vyuziti entomopatogennich mitosporickych hub v praktickych
systémech biologické ochrany (Obornik et al., 2001), proto je dulezita optimalizace

formulaci biologickych preparath pro jejich praktické vyuziti.

Jako vétSina entomopatogennich hub napada Isaria fumosorosea svého
hostitele tim, ze naruSi jeho kutikulu. Ruzné metabolity umoznuji, aby patogen
fyzicky pronikl do hostitele a zaroven inhiboval hostiteliv regulacni systém.
V piipad¢ |. fumosorosea mezi né patéi napt. protedzy, chitinazy a lipazy. Tyto

enzymy umoziuji houbé narusit pokozku hmyzu a rozsifit se pres hemolymfu.

I. fumosorosea a dal§i druhy rodu lIsaria produkuji beauvericin, coz je
sekundarni metabolit, ktery se podili na ochromeni hostitele. Cantone a Vanderberg
1998) uvadéji, ze v oblasti ekologie zlstava stale mnoho otdzek nezodpoveézenych.
Zcela jasny zatim neni konkrétni zptsob, jakym entomopatogenni houby infikuji
svého hostitele a ziskavaji z n¢j Ziviny. Nedostatek informaci médme 1 o Zivotnim
cyklus entomopatogennich hub mimo své hostitele a zplsobu, jakym piezivaji
vpadé. Vyuziti této houby jakozto mykoinsecticidu jist¢ povede Kk dalSim
vyzkumiim, které ndm tyto nejasnosti urcité¢ objasni. Podle Landy (2009) spory
entomopatogennich hub kli¢i na povrchu kutikuly hostitele a hyfy vnikaji kutikulou
do haemocelu. Smrt hostitele je zplsobena uvolilovanim toxinli nebo intenzivnim
rustem hyf uvnitf téla. Kliceni spor a infekce vétSinou vyzaduji vysokou vlhkost, coz

omezuje pouzitelnost téchto bioagens na teplejsi oblasti a skleniky.



Mezi dalsi zastupce rodu Isaria patfi Isaria tenuipes. Jedna se o druh
entomopatogenni houby, jejiz vyznam nalezneme hlavné v ¢inské medicin€. Jeji
hostitel je bourec moruSovy. Na podzim prorustd mycelium této entomopatogenni
houby do housenky a odebira ji ze stieva Zziviny, plodnice proristaji z téla az
nasledujici 1éto jako Cordyceps sinensis. Takto napadena housenka se zahrabe do
zem¢ a houba postupné vypliuje celé jeji télo. Plodnice v téchto podminkach (oblast
Ciny) vznikaji pohlavnim rozmnoZovanim. C. sinensis béhem dvouletého vyvoje
v zemi nemusi piijimat Ziviny a snasi chlad a nedostatek kysliku. V Ciné jsou
plodnice této entomopatogenni houby vyuzivany v tradi¢ni medicin¢ a jeji uCinky

jsou hodnoceny stejné urovni jako ling zhi a zensen (Kyong et al., 2000).

Obriazek 2: Mycelium druhu Isaria fumosorosea (zdroj vlastni)

Obrazek 3: Mycelium druhu Purpureocillium lilacinum (zdroj viastni)



3.2.1 Identifikace entomopatogennich hub

I presto, Ze entomopatogenni houby hraji dilezitou fyziologickou a
ekologickou roli v ekosystému, zlstava chovani jednotlivych druhd Casto stale
neznamé. Problémem je nedostatek vhodnych technik pro jejich detekci a identifikaci
(Freed, 2011).

K identifikaci entomopatogennich hub védci tradi¢né pouzivaji morfologické
znaky na zaklad¢ celkového vzhledu makro a mikroskopické struktury. Zvlaste
formovani a tvorba konidii na konidioforech, tvary a velikosti konidii jsou pouzivany
jako diagnosticka kritéria pro popis druhd. Nicméné, nedavné vyzkumy dokazuji, ze
tyto metody jsou casto velmi nepiesné. Vyuziti molekularnich markerti na urovni
DNA v samostatnych fylogenetickych vétvich poskytuje mnohem vice informaci o
jejich ekologii nez tradi¢ni morfologicka charakterizace (Meyling, 2008). | Schoch
(2014) uvadi, ze na zakladé¢ molekularnich analyz dosel k zavéru, ze morfologické

studie Casto podceniuji rozmanitost entomopatogennich hub.

Jak jiz bylo zminéno, zakladem pro klasifikaci hub jsou stale morfologické
studie. Nejpouzivanéj§imi makroznaky pro identifikaci entomopatogennich hub rodu
Isaria jsou tvar a velikost mycelialnich kultur. Isaria fumosorosea vytvaii na
ptirozeném hostiteli 1 na zivnych pidach zprvu bilé vatovité kultury, které¢ pozdéji
méni barvu do odstinli svétle rizové, fialové az Sedofialové. Zména barvy kolonii
piimo koreluje se stupném sporulace kultury. Star$i pIné sporulujici kultury maji az
Sedofialové zbarveni a vatovity charakter a kolonie se méni v prasny, s povrchem
plné pokrytym obrovskym mnozstvim kolonii. Isaria fumosorosea byla poprvé
detekovéna jako patogen vyskytujici se pfirozené v populacich molic aZ v roce 1983,
kdy se vpopulacich molice Trialeurodes vaporariorum ve sklenicich v
oblasti Pekingu objevily velmi silné spontanni epizootie, které docasné zcela
decimovaly populace tohoto Sklidce. Druhym ptipadem pfirozené epizootie
zpusobené |. fumosorosea v populacich molic je jeho periodicky vyskyt v populacich
molice bavlnikové na riznych hostitelskych rostlindich a lokalitich na Floridé.
Odizolovany kmen byl oznacen jako PFR 97 — kmen Apopka (= jméno oblasti na
Florid¢, kde byl kmen PFR 97 v roce 1987 poprvé zachycen a odizolovan Dr. Lance
S. Osbornem). Tato houba je tedy schopna infikovat Siroky hostitelsky cyklus a byla
detekovéna na vice nez 40 druzich hmyzu z vice nez 25 riiznych celedi (Koubova,
2009).
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Isaria farinosa vytvaii na hmyzim hostiteli bilou mycelialni plst, ze které
vyrustaji v husté vrstvé pocetné konidiofory. Ze vsSech Casti téla hostitele vyrtsta
obvykle n¢kolik bilych az zlutych synnemat (coremii — konidiomat slozenych z vice
¢1 mén¢ kompaktnich skupin vzpiimenych a nékdy spojenych konidioforit). Tento
druh byl testovan piedev§im k ochrané proti Skidcim baviniku jako je napf.
blyskavka Cervivcova. Isaria farinosa byla také ojedinéle zaznamenana v asociaci
s lykozroutem a byla také uspéSné testovana v pudach Skolek proti pilatkam a
ploskohibetkdm. DalSimi vyzkumy bylo zjisténo, Ze potlacuje kolonie padli
na oddélenych listech rostlin, avSak v praxi ji nelze vzhledem k nedostatecnému

ucinku aplikovat (Koubova, 2009).
Znazornéni tvorby konidii u vybranych entomopatogennich hub rodu Isaria (Samson, 1974):

A. lIsaria farinosa B. Isaria fumosorosea
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3.3 Molekularni DNA markery

3.3.1 Vyuziti molekularnich DNA markeri u entomopatogennich hub

Molekularni marker je molekula bilkoviny nebo urcity usek DNA, které
mohou byt porovnavany u jednotlivych zkoumanych druhti organismu. Tyto markery
jsou proto dulezitym néstrojem, ktery se uplatiiuje pii feSeni problému a otazek,
tykajicich se riiznych oblasti biologie — jako jsou ekologie, fylogenetika a evoluce.
Maji své specifické vyhody, mezi které patii predevSim moznost pouziti u riznych
stadii vyvoje. Dalsi vyhodou je fakt, ze jejich pouziti neni limitovdno mnozstvim
pouzité¢ho materidlu a lze je tedy vyuzit i v piipadech, kdy jiné metody nejsou mozné

(Avise, 2004).

Vyzkumy zabyvajici se entomopatogennimi houbami se tradi¢né zamétuji na
rozvoj vyroby biopreparati, které mohou byt pouzity v polnim systému jako
prirozena kontrola vyskytu, a proto je vyzadovano nalezeni néstroju pro spolehlivou
identifikaci pfislusného druhu (Meyling, 2008). Koncept genetickych markert
zalozenych na sekvencich DNA byl skutecné revolu¢nim prilomem v moznostech
konstrukce genetickych map u jednotlivych rostlinnych druhi, ptedevsim kulturnich,
a stal se dal$im vyznamnym nastrojem pii studiu rostlinnych genomd. Uplné nebo
CasteCné sekvence genoml umoziuji tvorbu obrovského pocétu DNA markert
zalozenych predev§im na specifické amplifikaci znamych sekvenci. Pocty
genetickych markert tak dosahuji desitek tisic. Molekularni markery jsou
ve vyznamném rozsahu vyuzivany ke konstrukci genetickych map jednotlivych
rostlinnych druhii. Tyto mapy podstatné rozsifuji nase poznatky o struktufe genomd i
jejich evoluci. Porovndnim map piibuznych druhi mzeme vyhodnotit druhy
genomovych zmén, které doprovézeji vznik daného druhu. Uroven konzervativniho
charakteru téchto map se zna¢né 1isi u jednotlivych druhti (Repkova, 2013). Genové
inZzenyrstvi umoznuje vyuzivat pro charakterizaci genomi jednotlivych odrid
kulturnich rostlin, hospodaiskych zvifat i1 pro ziskani individualniho profilu

jednotlivych osob molekularni znaky DNA (Ondfej a Drobnik, 2002).
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Molekularni markery se staly enormné dtlezitymi v mnoha oblastech biologie
hub, zahrnujici taxonomii, epidemiologii, populacni genetiku, detekci hub, genetické
mapovani, izolaci genti, fylogenetiku a evolucni biologii. Tyto markery jsou
zalozeny na malych rozdilech, které¢ se hromadi v zastupcich ¢i druzich a tim se od
sebe v prubéhu casu odchyluji. V pfipadé hub, mohou byt markery vytvoieny
z chromozomalni, extrachromozomalni ¢i mitochondrialni DNA. V genomu mohou
byt markery v jedné kopii ale 1 ve vice kopiich. Existuje mnoh