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1. Uvod

Beauveria bassiana predstavuje vyznamny druh entomopatogenni houby. Parazituje na
raznych druzich ¢lenovct, proto nasla vyuziti jako biologicky insekticid. Tento druh houby
dokaze vyznamné redukovat znané mnozstvi Skadcd, napf. klrovce, termity nebo
mandelinku bramborovou. Bylo zjisténo, ze mize predstavovat druhovy komplex (= skupina
morfologicky nerozliSitelnych druhil), proto je identifikace pouze na zakladé morfologie

nedostateCna a je nutné pouziti genetickych markera.

Pro piipadné komercni vyuziti je vSak dulezité i spravné identifikovat kmeny B.
bassiana, které jsou ruzn€ virulentni. OdliSeni jednotlivych kment je dilezité pii prubézné
kontrole, zdali nedoslo pii testech virulence ke kontaminaci a dale také ke kontrole kvality
komerc¢nich biopreparati. Pii aplikaci v terénu pak ke kontrolnimu monitoringu, zdali se

nejvirulentn€jsi kmeny nerozsitily mimo oblast aplikace.

Pouziti mikrosateliti i sekvenovani celého genomu ma zna¢né nevyhody. V pifipadé
mikrosatelit je to zejména hypervariabilita a technicka naroc¢nost, sekvenace celého genomu
je zase financné 1 Casové naroCna. Proto byla vybrana metoda multilokusové sekvencni
typizace neboli MLST. Tato metoda byla pavodné zavedena k identifikaci kmena bakterii.
MLST systém je v soucasné dobé aplikovan i u vys$sich organismu, aplikace je ale slozitéjsi
z divodu piitomnosti heterozygoti. Z tohohle hlediska je aplikace MLST u B. bassiana

jednodussi, jelikoz se v nasich zemépisnych Sitkach vyskytuje vyhradn€ v haploidnim stavu.

1.1 Houby (Fungi)

Houby, latinsky Fungi, reprezentuji druhou nejvétsi skupinu eukaryotickych organismu
na Zemi (O’Brien et al., 2005). Jde o velmi raznorodou skupinu heterotrofnich eukaryot,
vyznacujici se predev§im chitindzni bunécnou sténou, nepiitomnosti asimilacnich barviv a
absenci fagotrofie (Naranjo-Ortiz and Gabaldon 2019). Na zakladé poslednich odhadi védctu
(rok 2021) bylo zjisténo, ze houby zahrnuji 6,28 milionu druhti (Baldrian ef al. 2022). K roku
2023 bylo oficialné popsano vice nez 155 000 druhii. Zastupci patfici do fiSe hub jsou schopni
okupovat §irokou Skalu pfirodnich 1 umélych prostfedi a hraji vyznamnou roli v lidském

prumyslu, mediciné a vy zkumu (Stajich ez al. 2009).



Ve srovnani s rostlinami a zivoCichy jsou houby c¢asto povazovany za jednoduché
organismy. Houby vSak vykazuji velkou rozmanitost v morfologii, ekologii a zivotnich
cyklech (Alexopoulos, Mims and Blackwell, 1996; Kirk et al., 2001). Morfologicky houby
mohou mit podobu mikroskopickych jednobunécnych kvasinek, ale také makroskopickych
mnohobunécnych hub. Mohou se mnozit pohlavné i nepohlavné v riznych strukturach, jako
jsou naptiklad konidiofory nebo plodnice hub. Produkuji jak pohlavni, tak i nepohlavni spory,
které jsou schopné se §ifit a pfezivat nepiiznivé podminky prostiedi (Alexopoulos, Mims and

Blackwell, 1996; Kirk et al., 2001).

1.2 Entomopatogenni houby (entomopatogenic fungi, EPF)

Jako entomopatogenni houby oznacujeme obligatni nebo fakultativni ptvodce
onemocnéni hmyzu. Stejné tak jako rozeznavame velkou rozmanitost hmyzich hostitel(,
rozeznavame i velkou diverzitu jejich houbovych patogent, které muzeme najit téméf ve v§ech
oddélenich hub. Je znamo vice nez 700 druhi entomopatogennich hub, pfiemz nejvice
zastoupeny jsou v oddélenich Microsporidiomycota, Ascomycota a Entomophthoromycota.
Mohou napadat vSechna vyvojova stadia hmyzu. Nejc¢astéji infikuji larvy a kukly, infekce

dospélct a vajicek je méné Casta (Kubatova 2017).

1.2.1 Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus entomopatogennich hub lze rozd¢lit do tfi fazi. V prvni fazi dochazi
k adhezi a kli¢eni konidii na povrch kutikuly hostitele. Nasleduje paraziticka faze vyvojového
cyklu, kde patogen pronikéa do télni dutiny hostitele a probiha interni proliferace. V posledni,
saprofytické fazi vyvojového cyklu dochazi k externi sporulaci a k tvorbé konidii nové
generace (Vega et al. 2012). Vznik houbového onemocnéni zpravidla zahajuji vitalni a
virulentni konidie, tedy spory hub vzniklé nepohlavnim rozmnozovanim. Spory se v prostiedi
§ifi zejména diky abiotickym faktorim, jako je voda a vzduch. Na §ifeni konidii se mohou
podilet také biotické vektory, napiiklad had’atka, rozto€i nebo jiné druhy hmyzu (Mascarin
and Jaronski 2016). Schéma vyvojového cyklu entomopatogennich hub je zobrazeno na Obr.

1.



Adheze konidii na kutikulu hostitele je prvnim krokem vedoucim ke vzniku houbového
onemocnéni. Nékteré konidie hub jsou pokryty lepkavou adhezivni substanci, ktera jim
umoziuje snadné prichyceni na povrch kutikuly hmyzu (napt. houby Lecanicillium lecanii,
Aschersonia aleyrodis nebo Hirsutella thompsonii). U ostatnich druhi entomopatogennich
hub je adheze zalozena na piimé interakci mezi dvéma hydrofobnimi povrchy (konidie hub a
kutikula hmyzu) nebo pomoci elektrostatickych sil, pfipadné i diky molekularnim interakcim
mezi latkami na povrchu konidii a kutikuly hostitele (napt. hemaglutiny, N-acetylglucosamin,
glykoproteiny nebo steroly). Pfichycené konidie se pii vhodnych teplotnich a vlhkostnich
podminkach za¢nou zvétSovat (bobtnat) a posléze klicit. Klieni spor je indukovano predevsim

vysokou relativni vzdu§nou vlhkosti (Evans and Hywel-Jones 1997).

Nasledné, pii parazitické fazi vyvojového cyklu, patogen pronikd do télni dutiny
hostitele. Dé&je se tak pfirozenymi otvory hmyzu (fitni, Ustni otvor, dychaci otvory) nebo
prostfednictvim piimé penetrace kutikulou hmyzu. Na konci Spicky hyf se vytvati tzv.
apresoria, kde dochazi k produkci kutikuly degradujicich enzymu (lipazy, chitinazy, proteazy).
Vstup do hostitele je umoznén jak enzymatickou degradaci, tak i mechanickym tlakem
(Goettel et al. 1989; Evans and Hywel-Jones 1997). Koncova §picka hyfy nasledné invaduje
narusenou kutikulou do télni dutiny. Po penetraci patogenu do télni dutiny houba zacne
vytvaret hyfova téliska (tzv. blastospory), které se rychle mnozi pucenim. Smrt hostitele
nastava v dasledku intenzivni tvorby blastospor a produkeci toxickych sekundarnich metabolita
(Ortiz-Urquiza and Keyhani 2013; Valero-Jiménez ef al. 2016). Sekundarni metabolity se
podileji na deaktivaci obranného mechanismu hmyzich hostiteld a urychluji proces infekce

entomopatogennich hub (Paschapur ef al. 2021).

Mumifikaci hmyziho hostitele je ukoncena paraziticka faze a plynule nastava posledni,
saprofyticka faze vyvojového cyklu, kde dochazi k prorastani patogenu zpét na povrch téla a
tvorbé vzdusného mycelia. Na vzdusném myceliu se poté za¢nou utvaret konidiofory, na
kterych vznikaji konidie nové generace. Nové konidie zustavaji vitalni po dobu nékolika tydnti
az mesict. V optimalnich podminkach, které jsou dosazeny napriklad ve sklenicich, maze cely
vyvojovy cyklus probihat 3-5 dni. V béznych podminkach vegeta¢niho obdobi mirného pasma
se doba cyklu pohybuje od 7 do 21 dni. Délka cyklu zavisi na okolni teploté a vlhkosti. Teplota,
ktera se povazuje za optimalni, se pohybuje v rozmezi 20-30 °C (Feng, Poprawski, and

Khachatourians 1994; Hajek and St leger 2003 ; Mascarin and Jaronski 2016).
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Obr. 1: Schéma vyvojového cyklu entomopatogennich hub (Landa 2003).

1.2.2 Vyznam pro ¢lovéka

Entomopatogenni houby také nasly své vyuziti u clovéka. Prikladem je housenice ¢inska
(Ophiocordyceps sinensis), pravdépodobné nejstarsi entomopatogenni houba hojné vyuzivana
pro své ucinky na lidské zdravi. Diky svym vsestrannym ucinkiim (Ié¢ba onemocnéni srdce,
plic, ledvin, pohlavnich organt apod.) se jiz 2000 let uplatiiuje v tradi¢ni Cinské mediciné
(Antonin and Jablonsky 2013). Dals§im ptikladem je Zolypocladium inflatum (teleomorfa —
Cordyceps subsessilis). Tato houba, pfibuzna housenici €inské, zije pfedevsim v asexualnim
stadiu (anamorfa) v pidach v chladnéjsich oblastech, avsak jeji sexualni stadium (teleomorfa)
parazituje na broucich z Celedi Vrubounoviti (Dhillion et al. 2002). Znama je piedev§im
produkci vyznamnych sekundarnich metabolitd, jako jsou cyklosporiny a efrapeptiny.
Cyklosporin A, ktery tato houba produkuje, slouzi jako imunosupresivum a vyuziva se pfi
transplantacich nebo pii 1écb€ autoimunitnich onemocnéni (Hodge, Krasnoff, and Humber
1996). Entomopatogenni houby vsak mohou u ¢lovéka zpisobovat i zavazna onemocnéni. I
kdyz se jedna pouze o vzacné pripady, nakaza ¢loveka je mozna, jak doklada studie (Henke et
al. 2002). Tato studie popisuje piipad pacientky pod imunosupresivni lé¢bou, ktera se nakazila
houbou Beauveria bassiana. Pravé lidé s potlaCenym imunitnim systémem jsou nejvice

nachylni k nakaze entomopatogennimi houbami.



Velky vyznam maji entomopatogenni houby také v zemédelstvi a lesnictvi, kde se
uplatiuji jako bioinsekticidy. Hlavnim tkolem insekticida je kontrolovat a snizovat populacni
hustotu cilového skudce pod uroven ekonomického ,,thresholdu®. Vyuziti entomopatogennich
hub v biologické ochrané proti hmyzim skidcim mize byt vyznamnou alternativou
k chemickym insekticidim, které jsou spojovany s rizikem vzniku rezistentnich populaci

hmyzu a také se zvySovanim obsahu rezidui ucinnych latek v potravinach (Hardy 2014).

Jednou z vyhod pouziti hub k biologické kontrole Skiidct je bezesporu jejich Siroké
spektrum hostitelti, kdy jeden houbovy izolat mnohdy miize pokryt i nékolik druhti hmyzu.
Mezi dalsi vyhody patii snadny pienos a Sifeni mezi populacemi hmyzu nebo také Setrnost
k zivotnimu prostfedi a vy$si bezpeCnost pro necilové organismy vcetné ¢lovéka. Naopak
jejich hlavni nevyhodou je vyssi zavislost ucinnosti na podminkach prostiedi, zejména pak
vzdusné vlhkosti a teploté. Skleniky s kontrolovanou vzdusnou vlhkosti a teplotou jsou proto
nejvhodnéjsim mistem k vyuziti ptipravki na bazi entomopatogennich hub (Jackson and

Jaronski, 2009; Montalva et al., 2016; Lee et al., 2017).

K pfipravé mykoinsekticidi se pouzivaji predevs§im druhy entomopatogennich hub,
které jsou dobfe kultivovatelné na umélych mediich, a to Beauveria bassiana, Metarhizium
brunneum, Cordyceps fumosorosea a Beauveria brongniartii (Kubatova 2017). Rod Beauveria
spolecné s dalsi entomopatogenni houbou rodu Mefarhizium tvoii témét 70 % vSech komercné

pouzivanych mykoinsekticidi (Faria and Wraight 2007).

1.2.3 Rod Beauveria

Rod Beauveria tadime do oddéleni Ascomycota (Vieckovytrusné houby), tiidy
Sordariomycetes, fadu Hypocreales (masenkotvaré) a ¢eledi Cordycipitaceae. Jedna se o jeden
z nejvyznamnéjSich rodd v ramci entomopatogennich hub (Abdessamad 2019). Beauveria
byla poprvé predstavena francouzskym mykologem Jean Paul Vuilleminem v roce 1912.
Vuillemin vytvoril tento rod na pocest Jeana Beauverie, ktery jako prvni popsal biologii a
morfologické znaky tohoto taxonu (Macleod 1954).

Houby rodu Beauveria, jakozto hmyzi paraziti, hraji dalezitou roli v pfirodnich a
zemeédelskych ekosystémech a maji velky potencial pro pouziti jako mykoinsekticidy (Ownley
et al. 2008). Kromé toho je Beauveria také vyznamnym zdrojem sekundarnich metabolitd,

jako jsou bassianolid, beauvericin, polyketidy nebo terpenoidy (Xu et al., 2007; Molnar,
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Gibson and Krasnoff, 2010). Zastupci, patfici do tohoto rodu maji kosmopolitni vyskyt, rostou
pfirozené v pudach po celém svété. Dale se vyznacuji Sirokym spektrem hmyzich hostitela.
Parazituji zejména na larvach a dospélcich hmyzu ztadu Lepidoptera (motyly), Diptera
(dvoukitidli), Coleoptera (brouci), Neuroptera (sitokiidli), Orthophera (rovnokiidli),
Hymenoptera (blanokftidli), Hemiptera (poloktidli), Thysanoptera (tfasnénky) (Kos and Celar
2013).

Mezi nejvyznamné}§i zastupce patii B. bassiana, B. pseudobassiana, B. brongniartii, B.
caledonica, B. tenella, B. amorpha, B. malawiensis, B. vermiconia. Protoze zastupci tohoto
rodu jsou fenotypové jednodussi a nevykazuji zadné taxonomicky informativni, vegetativni,
pohlavni nebo nepohlavni reprodukéni struktury, je velice naro¢né az nemozné morfologicky
rozlisit n€které druhy. Determinacnimi znaky pro identifikaci jsou tvar a velikost konidii, ty
se vSak Casto mohou prekryvat. Aby tak nedoslo k zaméné jednotlivych druhd, je nutna

genotypizace s pouzitim molekularnich metod (Macleod, 1954; Kendrick and de Hoog, 1972).

1.2.3.1 Beauveria bassiana

Nejznaméjs$im druhem rodu Beauveria je B. bassiana. Tento druh je anamorfou asijské
entomopatogenni houby Cordyceps bassiana. Stejné tak jako jiné druhy rodu Beauveria, se 1
B. bassiana rozmnozuje vyhradné nepohlavné (Uribe and Khachatourians, 2004; Dara,
Montalva and Barta, 2019). Pro jeji kolonie je typicka bila, krémova barva, pozdéji kolonie
mohou mit az nazloutlé zbarveni. Tvofti hyalinni, kulovité konidie, které dosahuji velikosti 2,5
— 3,5 um. Konidiogenni buiky spole¢né s konidiemi utvafi shluky, které mohou na plné
vysporulované kultufe pfipominat bavinéné micky. Po vytvoreni shlukt se charakter kultury

meéni na prasny (Kendrick and de Hoog 1972; S. Rehner 2005).

Pro nadkazu B. bassiana je pouzivan nazev ,bila muskardina“. Oznaceni vzniklo na
zaklade charakteristického bilého mycelia, které prorusta infikovanym hmyzem, viz Obr. 2
(Imoulan et al. 2017). Komerc¢né se pouziva v biologické ochrané proti Skiadcim po celém
svété (Milosavljevic et al. 2021). Houba rodu Beauveria infikuje hmyz pifimou degradaci
hostitelské kutikuly. Nemusi tak dojit k poziti houbovych propaguli, coz je vyhodné pro
pouziti v biologické ochrané rostlin (Bateman ef al. 1998). Bylo navic zjisténo, ze beauvericin,
tedy toxin produkovany houbou B. bassiana, méa v porovnani s ostatnimi mykotoxiny EPF

nejefektivnéjsi larvicidni schopnosti (Q. Wang and Xu 2012).



Virulence jednotlivych kmena B. bassiana, pouzitych v této praci, byla otestovana proti

mandelince (Zemek et al. 2021).

Obr. 2: Nékaza B. bassiana, tzv. ,)bila muskardina® (https://www.agritek.co.nz/).

Beauveria bassiana jakozto druh parazituje na Sirokém spektru hostitell ¢lenovcu.
Razné kmeny se v§ak mohou liit v rozsahu svych hostitelt. Nékteré kmeny maji uzky rozsah
hostitelti, nékteré naopak parazituji na Siroké Skale hmyzich hostiteld a meély by byt tedy
povazovany za neselektivni biologické insekticidy. Znalost hostitelského rozsahu u kmenti B.
bassiana je zasadni, protoze urCuje jednak ekonomicky potencial a také mozné riziko pro

necilové organismy (Rohrlich ef al. 2018).

I kdyzje B. bassiana patogenni vuci Sirokému spektru hmyzich hostiteld, jeji biologicka
ucinnost zavisi na zdroji izolace (Goble ef al. 2011). Ve studio Bayman ez al. 2021 byla
porovnavana ucinnost lokalnich izolatd B. bassiana vici komercné pouzivanému kmenu
GHA, ktery je soucasti pfipravku mycotrol, na brouku Hypothenemus hampei (coffee
berry borer). Bylo zji§téno, ze lokalni kmeny B. bassiana maji oproti kmenu GHA vyssi
schopnost preziti a perzistence v lokalnich podminkach prostredi. Lokalni izolaty tak mohou

byt do budoucna pftislibem pro biologickou kontrolu nejenom u Hypothenemus hampei.


http://www.agritek.co.nz/

1.3 Molekularni markery k identifikace EPF

V souCasné dobé existuje jiz vice nez 130 komerénich produkti s EPF
(mykoinsekticidil). Interakce s okolnim zivotnim prostfedim jsou vSak malo prostudované,
pficemz jako dulezity predpoklad pro studie interakci je nezbytna identifikace jednotlivych
kment. Tradi¢ni kultivacni technika je jednak Casové narocna a také nejednoznacna, nebot u
EPF chybi konzistentni diskriminacni morfologické znaky, které by nebyly zavislé na
fyziologii i kultivacnich médiich. S nastupem PCR amplifikace zacalo postupné vznikat velké
mnozstvi raznych molekularnich marker(, pfikladem mohou byt mikrosatelity nebo ,,DNA

barcoding* (Reineke ez al. 2014).

Mikrosatelity jsou vyuzivany zejména v populacni genetice. Byly zavedeny 1 u
Beauveria bassiana (napt. Rehner and Buckley 2003; Reineke et al. 2014; Castro-Vasquez et
al. 2021). P11 jejich praktickém pouziti se vSak ukazalo, ze se potykaji s obvyklymi problémy,
jako je druhova specifita nebo velké mnozstvi tzv. ,,nulovych alel“. Jedna se o alely, u nichz
neprobéehla amplifikace z divodu mutace v mistech nasedani primert, dochazi tedy ke vzniku
falesnych homozygota (Wattier et al. 1998). Mikrosatelity se v soucasné dobé zacinaji

pouzivat v kombinaci s ,,barcodovymi‘ markery.

1.3.1 ,,DNA barcoding“ (DB)

,DNA barcoding” byl zaveden v roce 2003 a od té doby je Siroce pouzivan jako
molekularni a bioinformacni systém (Hebert et al. 2003). Jedna se o standardizovany zpusob
identifikace druht zivoc€ichi, rostlin a hub za pomoci minimalniho tseku DNA. Spociva
v amplifikaci a sekvenaci specifické sekvence DNA (500 — 800 bp dlouhé) a nasledném
porovnani se sekvencemi ulozenymi v referencnich databazich, jako napt. je BOLD (Barcode
of life data system) nebo ISHAM (International society of human and animal mycology)
(Irinyi et al. 2015). Druhy jsou tak identifikovany na zakladé podobnosti sekvenci. Ideélni
,barcode marker by m¢l splilovat to, aby mezidruhova geneticka variabilita presahovala tu
vnitrodruhovou, tj. , barcoding gap“. Zarovenl musi byt zvolen usek DNA, ktery bude mit

konzervativni vazebné misto primeru u riznych taxonomickych skupin (Guo et al. 2022).



1.3.1.1 ,DNA barcoding® u hub

Na rozdil od zivocichd, kde se k DB pouzivaji zejména markery mitochondrialni (napf.
COI, cast mitochondridlni cytochromoxidazy I), u hub se k tomuto ucelu vyuzivaji pouze
markery jaderné. To je dano hlavné tim, ze mitochondrie hub je ve srovnani s mitochondrii
zivocichu velmi odlisna — mize mit az 170 k bp, pfitom ma redukovan kodujici obsah, u

nékterych hub muze zcela chybét (Chatre and Ricchetti 2014).

Oficialnim DB pro identifikaci druhti hub byl v roce 2012 mezinarodnim konsorciem
urcen lokus /7 (= internal transcribed spacer) (Schoch et al. 2012). ITS u hub predstavuje
zhruba 600 pari bazi dlouhou oblast v ribozomalnim tandemoveé se opakujicim genovém
klastru jaderného genomu (nr DNA, nuclear ribosomal DNA). /7§ spacer se sklada ze dvou
oblasti, ato /757 a ITS2. Tyto oblasti jsou od sebe oddéleny prostrednictvim 5.8S rRNA genu,
ktery je lokalizovan mezi 18S (3' konec) a 28S (5' konec) rRNA geny. Schéma /7§ je
zobrazeno na Obr. 3 (Horton and Bruns 2001; Irinyi ef al. 2016). Vyhodou tohoto markeru je
jeho pomérné snadna amplifikace. To je dano piedev§im diky tomu, ze je /7S soucasti
mnohonasobné se opakujicich genovych klastri, coz vyznamné zvySuje ucinnost jeho
amplifikace (Vilgalys and Gonzalez 1990). Dalsi vyhodou je také to, ze mize byt snadno
amplifikovan u vSech druhi hub pomoci universalnich primerd (White 1990). V soucasné
dobé vsak bylo prokazano, ze tento marker nevykazuje dostateCnou genetickou variabilitu
k oddéleni nékterych blizce pfibuznych druhd hub, véetné téch, které jsou soucasti rodu
Beauveria (Sung et al. 2007; Bischoff, Rehner, and Humber 2009). Z tohoto divodu byly

navrzeny dopliikové markery, které by mély zpfesnit identifikaci na urovni druhd.

&
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Obr. 3: Schéma /7§ oblasti u eukaryot, Cervené vyznaceny /757 a ITS2 fragmenty (Stat et
al. 2012).



Mezi sekundarni (doplitkové) markery fadime predevsim protein kodujici geny. Jedna
se naptiklad o translacni elongacni faktor 1 a (TEF! «), nejvétsi (RPBI) a druhou nejveétsi
(RPB2) podjednotku RNA polymerazy I, topoizomerdzu 1 (10OP1), p-tubulin (f-tub) nebo
calmodulin (CAM). Jejich vyhoda spociva predevsim v pfitomnosti intronovych oblasti, které
se ve srovnani s /7.5 mnohdy mohou vyvijet rychleji (Tkacz and Lange 2004). Predpoklada se
také, ze se tyto lokusy u hub vyskytuji pouze v jedné kopii. Jejich exony obsahuji méné mutaci,
proto jsou v porovnanim s /75 markerem méné variabilni v jejich délce. Tyto predpoklady tak

déavaji moznost snadného rozpoznani homologie a konvergence (Raja et al. 2017).

TEF 1 a je soucasti proteinového komplexu elonga¢niho faktoru 1, ktery je zodpovédny
za tizeni elongace (prodluzovani) polypeptidového fetézce na ribozomu pfi translaci. Stielow
etal., 2015 ve své praci zmifiuji, ze TEF 1 o obsahuje oblasti s vy§si mutacni rychlosti, a proto
se jednd o nejslibn€jsiho doplitkového DB marker kandidata. V praci Rehner and Buckley,
2005 byl marker 7EF 1 a spolecné s /7S pouzit k vyfeseni fylogeneze u druhli rodu Beauveria.
RPB1 a RPB2 markery, kédujici 2 nejvétsi podjednotky RNA polymerazy I, byly spolecné
s dalsimi geny (I/7S, TEF1, Bloc) vyuzity k objasnéni fylogenetickych vztaht u rodu
Beauveria, v praci Rehner ef al., 2011. TOP 1 byl jako dopliiyjici DB marker u hub zkoumén
v praci Lewis et al. 2011. Bylo zji§téno, Ze tento lokus je slibnym DB markerem pro odliseni
druht rodu Fusarium a Penicillium, kde primarni /7S marker neni pfili§ afinny. S-tub je

povazovan za sekundarni DB marker u medicinsky dulezitého rodu Penicillium.

Mezi nekodujici sekundarni markery radime napt. Bloc nebo IGS. Lokus Bloc je
nekodujici intergenovou oblasti, specifickou pro rod Beauveria, ktera byla tispésné pouzita

k oddéleni druhu B. malawiensis (S. A. Rehner ez al. 2000).

Rehner ef al. 2006 pro studium fylogenetiky u rodu Beauveria pouzili 4 markery (/75,
TEFlo, RPB1, RPB2). Stielow et al. 2015 ve své praci pouzili obdobné lokusy a vytipovali
dalsi, dohromady otestovali 8 markerd. Raja et al. 2017 nasledné vytvofili souhrn 13 gent

pouzitelnych pro druhovou identifikaci hub.
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1.3.2 Multilokusova sekvencni typizace (MLST)

Metoda multilokusové sekvencni typizace neboli MLST poprvé vesla do povédomi
vroce 1998, kdy vyznamné prispéla k vyzkumu gramnegativni bakterie Neisseria
meningitidis zpusobujici zavazné onemocnéni — meningitidu (M. C. Maiden et al. 1998). Od
té doby se tato metoda zacala vyuzivat ke zkoumani genetické struktury nejenom patogennich
a nepatogennich bakterii, ale u velkého a stale rostouciho poctu diploidnich organismu (M. C.
J. Maiden 2006). MLST data, ktera jsou sdilena po celém svété prostiednictvim internetovych
databazi, byla uspé$né vyuzita v molekularné epidemiologickych Setfenich, populacni biologii
anebo v evolucnich analyzach. Rostouci rychlost a niz§i naklady na stanoveni nukleotidovych
sekvenci spolu se zdokonalenymi webovymi databazemi a analytickymi néstroji predstavuji

perspektivu stale Sirsiho vyuziti MLST (Maiden, 2006; Ibarz Pavon and Maiden, 2009).

Tato metoda je zalozena na DNA sekvenovani vice genovych fragmenta (obvykle 6-7)
s cilem odhalit jejich alelové varianty. MLST definuje kmen jako tzv. sekvencni typ (ST)
(ekvivalent haplotypu) na zakladé kombinace alel (tj. alelového profilu) u setu sledovanych
genu. Nejprve se prostiednictvim DNA sekvenovani stanovi sekvence né€kolika vybranych
gend, nasledné jsou sekvence piifazeny do alelovych typt, kombinace typu alel poté vytvorii
sekvenc¢ni typ (ST). Hlavni vyhodou MLST je velky rozliSovaci potencial, ktery umoziiuje
vyuziti v epidemiologickych nebo populacnich studiich (Baldo ez al. 2000).

Nekolik studii, napt. Balajee et al. 2007; Petit and Excoffier 2009; Roe ef al. 2010,
prokazalo, Ze s pouzitim vice lokusi, na misto jednoho, se zvySuje pomér uspé€Snych
identifikaci druhd, a naopak dochazi k minimalizaci rizika nepfesného urCeni druhi. MLST
systém také pomaha vymezit a diagnostikovat kryptické druhy. Proto jsou v soucasné dob¢ pti

rozpoznavani druhti hub silné tendence piechodu z ,,barcodingu® k MLST systému.

MLST systém se jiz zacal vyuzivat i u diploidnich organismu, zejména k odliSeni kmenti
u paraziti (napf. Roman ef al. 2018). V tomto ohledu je v§ak pouziti u hub jednodussi, jelikoz
velka cast entomopatogennich hub wvyskytujicich se v naSich zemépisnych Sitkach je
haploidnich, a proto odpada problém s heterozygoty. Tento systém byl zpocatku navrhnut
pouze pro identifikaci druhu a fylogenetiku hub, napt. Raja ef al. 2017, Licking et al. 2020.
Y. Wang et al. 2022 ho vSak pouzili i pro charakterizaci razné virulentnich kment Beauveria

bassiana.
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Optimalni MLST marker by mél spliiovat ne¢kolik zakladnich parametri. Mél by byt
univerzalni, aby mohl byt pouzit u riznych houbovych taxoni. Dale by mél byt snadno
amplifikovatelny, neutralni a také by mél vykazovat dostatecnou variabilitu, aby bylo
dosazeno maximalniho rozliseni druhti a kmenti. (CBOL Plant Working Group 2009; Tomasini

etal 2013).

1.3.3 LSU introny

U saprofytickych a parazitickych hub byly nalezeny v SSU (small subunit) a LSU (large
subunit) genech, které koduji velkou (LSU, 28S RNA) a malou (SSU, 18S RNA) podjednotku
ribozomu, introny skupiny I (Holst-Jensen ef al., 1999; Cannone ef al., 2002). Jedna se o
velkou skupinu intronli, ktera je charakteristicka tzv. ,samo-splicingem“ (sestifihem)
z prekurzorovych transkripti. Nalézame je u Siroké Skaly eukaryotickych i prokaryotickych
organismu (Rosewich and Kistler 2000). V jaderném eukaryotickém genomu jsou soucasti

ribosomalniho tandemové se opakujiciho genového klastru (Gutell, Larsen, and Woese 1994).

Jsou charakteristické pfitomnosti konzervovanych sekvencnich elementd — P, Q, R a S,
které se podileji na tvorbé sekundarnich struktur introna I, potfebnych pro samo sestfih
z transkripti RNA (Cech, 1988; Michel and Westhof, 1990). Na zakladé komparativni
sekvencni analyzy byly dosud popsané introny I rozdéleny do 11 podskupin — TA1-IA3, IB1-
IB4, IC1-IC3, ID (Michel and Westhof 1990). Fylogeneticka distribuce intront skupiny I je
rozsitfend a Casto také sporadickd, coz naznacuje, ze tyto introny jsou mobilnimi genetickymi

elementy schopnymi horizontalniho pfenosu mezi evolu¢né odliSnymi liniemi (Dujon 1989).

Neuvéglise and Brygoo, 1994 byli prvnimi, kdo popsal tyto introny u B. brongniartii,
ptibuzného druhu B. bassiana. O n€kolik rokt pozdéji Neuvéglise, Brygoo and Riba, 1997 na
zaklade¢ variabilniho zastoupeni LSU intronli uspésné identifikovali kmeny B. brongniartii.
Mozna identifikace kment B. bassiana na zakladé LSU intront byla proto otestovana i v této

préaci.
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2. Cile prace

e Na zakladé literatury vybrat set markerd pro multilokusovou sekvenéni typizaci
kmena Beauveria bassiana.

e Osekvenovat vybrané markery u kment B. bassiana ze sbirky ENTU.

e Ovefit vhodnost vybranych markert pro MLST daného druhu.
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3. Material a metody

3.1 Material

V této studii bylo pracovano se dvéma sadami puvodnich vzorkd, pochazejicich z
riiznych mist Ceské republiky. Prvni sada zahrnovala nativni kmeny Beauveria bassiana, které
byly ziskany z infikovaného dospélce mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata),
druha sada zahrnovala pudni izolaty Beauveria bassiana z bramborovych poli. Sbér vzorku
provedla Ing. Oxana Skokova Habustov4, Ph.D. z entomologického ustavu BC AV CR.

Jednotlivé vzorky hub spolecné s jejich lokalitami jsou zobrazeny v Tab. 1.

Tab. I: Prehled nativnich kmend Beauveria bassiana ziskanych z infikovaného dospélce

mandelinky bramborové a padnich izolatt z bramborovych poli.

Kmen |Druh Zdroj Lokalita Zkratky
Bbl Beauveria bassiana mandelinka Ceské Budgjovice Bbl_CZ
Bb2 Beauveria bassiana mandelinka Ceské Budgjovice Bb2_CZ
Bb3 Beauveria bassiana mandelinka Ceské Budgjovice Bb3_CZ
Bb4 Beauveria bassiana mandelinka Malonty Bb4_CZ
Bb5 Beauveria bassiana mandelinka Malonty Bb5_CZ
Bb6 Beauveria bassiana mandelinka Malonty Bb6_CZ
Bb7 Beauveria bassiana mandelinka Bélgice Bb7_CZ
Bb8 Beauveria bassiana mandelinka Bélgice Bb8_CZ
Bb9 Beauveria bassiana mandelinka Oblajovice Bb9_CZ
Bbl0 | Beauveria bassiana mandelinka Bojanovice Bbl10_CZ
Bbll | Beauveria bassiana mandelinka Bojanovice Bbl1_CZ
Bbl2 | Beauveria bassiana mandelinka Bojanovice Bbl12_CZ
Bblb Beauveria bassiana puda — bram. pole | B&l¢ice Bblb_CZ
Bb3b Beauveria bassiana puda — bram. pole | Havlickova Borova Bb3b_CZ
Bb5b Beauveria bassiana puda — bram. pole | Zabg&ice Bb5b_CZ

Pro porovnani byla piidana sada ortolognich DNA sekvenci z genomt 19 ti kment 5.

bassiana, které jsou verejné dostupné v databazi GenBank (viz Tab. II).
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Tab. II: Piehled kment B. bassiana, ziskanych z databaze GenBank.

Kmen GenBank Lokalita ZKkratky
ECA_26 GCA_022684745.1 |Kostarika ECA_26_CR
ECA_13 GCA_022684725.1 |Honduras: Comayagua ECA_13_HN
ECA_44 GCA_022684715.1 |Portoriko: Comerio ECA_44_PR
ARSEF 1520 GCA_001684195.1 |Francie: Prades ARSEF 1520_FR
JAU2 GCA_011316055.1 | Indie: Gujarat, Junagadh JAU2_IN
ARSEF 2597 GCA_001684205.1 |Indie ARSEF 2597_IN
ARSEF 3097 GCA_012654165.1 |Italie ARSEF 3097_IT
KNU-101 GCA_025380265.1 | Korejska republika: Daegu KNU-101_KP
ERL836 GCA_010099065.1 | USA: California ERL836_US

Bv 062 GCA_003337105.1 | Kolumbie: Santander Bv 062_CO
JEF-007 GCA_002871155.1 |Korejska republika: Hoengseong | JEF-007_KP
BCC 2660 GCA_002224115.1 | Thajsko BCC 2660_TH
ECA_0 GCA_022684765.1 | Kostarika: Cartago ECA_0_CR
QB028 GCA_015266365.1 Cina: Guangzhou QB028_CN
ECA_27 GCA_022684705.1 | Kostarika: Limon ECA_27_CR
ECA_31 GCA_022684695.1 |Kostarika: San Jose ECA_31_CR
ECA_01 GCA_022758125.1 | Kostarika: Cartago ECA_01_CR
HN6 GCA_014607475.1 | Cina: Zhenjiang, Jiangsu HN6_CN

D1-5 GCA_000770705.1 Cina: Dehui, Jilin Province D1-5 CN

Pro mezidruhova porovnani byly pouzity ortologni sekvence z genomu B. brongniartii
(Bbrong, MBC 630), B. asiatica (Basia, MBC 659), B. australis (Baus, MBC 212), B.
medogensis (Bmedo, MBC 320), B. pseudobassiana (Bpseu, MBC158) a B. varroae (Bvarro,

MBC 525).

3.2 Metody

3.2.1 Izolace nativnich kmenu Beauveria bassiana z dospélcu mandelinky

bramborové

Nativni kmeny Beauveria bassiana byly izolovany pienesenim houbovych spor

z dospélcti mandelinky bramborové na selektivni medium na bazi PDA (Potato Dextrose Agar,
Sigma-Aldrich) s fungicidem dodinem (0.05 g/L) a antibiotiky cykloheximidem (0,25 g/l) a
chloramfenikolem (0,5 g/1) (Sigma-Aldrich).
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Prenos spor byl proveden formou separacnich Car za pouziti inokulacni klicky pod
binolupou. Petriho misky se selektivnim mediem a houbovymi sporami byly nasledné€ vlozeny
do termostatu a inkubovany pfi konstantni teploté 25 °C 14 dni. Po 7 dnech byla zkontrolovana
Cistota kment, pii zjisténi kontaminace byly kmeny znovu preneseny (pasazovany) na noveé

selektivni medium. Kmeny byly ulozeny ve formé alginatovych pelet pii teploté -22 °C.

3.2.2 Izolace pudnich kment metodou tzv. Zivych pasti

K izolaci ptidnich kmeni byla pouzita metoda tzv. zivych pasti -,, Tenebrio bait method®.
Do kazdé Petriho misky bylo vlozeno 20 g testovaného ptidniho vzorku. Vzorky byly zvlh¢eny
vodou (1-2 ml) a nésledné k nim byly pfidany larvy potemnika moucného (7enebrio molitor,
10 jedinct/1 miska). Nasledovala inkubace pii 25 °C v termostatu. Po uplynuti 14 dni byly
z larev izolovany narostlé kmeny entomopatogennich hub. Izolace byla provedena stejnym

zpusobem jako u predeslych kment izolovanych z mandelinky bramborové.

3.2.3 Morfologicka identifikace houbovych izolata

Morfologickou identifikaci provedla Ing. Jana Konopicka, Ph.D. z Entomologického
tstavu AV CR. Houbové izolaty byly identifikovany na zakladé velikosti a tvaru konidii a
pomoci morfologie konidiogennich bunék a kolonii. K tomuto tcelu byl pouzivan svételny
mikroskop Olympus CH20 (Olympus Optical Co., Ltd.), zvétSeni 400x. Morfologicka

identifikace byla nasledné ovéfena s vyuzitim DNA barcodingu.

3.2.4 1zolace DNA

DNA byla izolovana z Cerstvého mycelia narostlého na Petriho miskach s PDA médiem.
Kazdé mycelium bylo shroméazdéno do sterilnich 1.5 ml zkumavek. K extrakci genomové
DNA byl pouzivan komeréni Column DNA Lego kit (Top — Bio). Bylo postupovano presné
podle protokolu od vyrobce. Finalni eluce byla provedena pouze jednou, jelikoz vytéznost
DNA byla dostatecna. Vyextrahovana DNA byla nasledné skladovana pii -18 °C a pouzita jako
templat pro PCR.
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3.2.5 PCR (Polymerazova retézova reakce)

Reak¢ni smés pro PCR byla michana v 11.1-11.5 pl objemu v zavislosti na pouzité
polymeraze. Slozeni reakéni smési je zobrazeno v Tab. III. Na zavér bylo ke smési vzdy
pfidano 1.5 pl templatové DNA. Kazda PCR reakce byla michdna na ledu a v 0.2 ml
zkumavkach. Byly pouzivany 2 druhy polymerdz, a to Unis Taq polymeraza (Top-Bio) a
TaKaRa Ex Taq polymeraza (TaKaRa Bio). U vétSiny PCR reakci byla vyuzita Unis
polymeraza. Citlivéjsi, TaKaRa Ex Taq polymeraza, byla pouzita pouze v ptipadech, kdy se
PCR amplifikace daného useku DNA pomoci UNIS polymerazy nedafila.

Tab. III: Rozpis reakéni smési pro PCR.

Unis TaKaRa Ex
Taq([pl] Taq []

ddH->0 7.25 7.75

10x Unis/ 10x ExTaq pufr 1.25 1.25
dNTPs (2.5 mM) 1 1

Primer forvard (5uM) 0.75 0.75

Primer revers (5uM) 0.75 0.75

Unis Taq (5U/ul) / Ex Taq (5
U/ul) polymeraza 0.1 0.05
DNA 1.5 1.5

3.2.5.1 Vybrané primery

Na zaklade¢ literatury S. A. Rehner et al. 20006; Stielow ef al., 2015 a Raja et al., 2017
bylo konsenzualné vybrano a otestovano celkem 10 jadernych markert, které byly doporuceny
jako univerzalné pouzitelné pro,, DNA barcoding™ hub. K detekci LSU intront byly na zaklade
literatury Nikoh and Fukatsu, 2001 vybrany primery ILA1 a ILB1, pomoci nichz je mozné
naamplifikovat oblast zahrnujici 4 introny. Piehled vSech primert je zachycen v Tab. IV. U
jednotlivych primerti byla nejprve otestovana kvalita jejich nasedani (tzv. ,,annealing®),

s vyuzitim odpovidajicich sekvenci B. bassiana z dostupnych genomu.
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Tab. I'V: Seznam vsech pouzitych markert a k nim odpovidajicich primert.

Marker Primery | Smér Sekvence 5'—3” Reference
Ji, Zhang and He,
ITS ITSf1 F TACACACCGCCCGTCGCTACTA 2003
Ji, Zhang and He,
ITSr1 R CTTTTCCTCCSCTTAYTRATATGC 2003
ITS * ITS1f F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA White, 1990
1TS4 R TCCTCCGCTTATTGATATGC White, 1990
Rehner and Buckley,
Tefla EF1-983F F GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT 2005
Rehner and Buckley,
EF1-2218R R ATGACACCRACRGCRACRGTYTG 2005
RPBI RPBI1 af F GARTGYCCDGGDCAYTTYGG Matheny et al., 2002
RPBI cr R CCNGCDATNTCRTTRTCCATRTA Matheny et al., 2002
Liu, Whelen and Hall,
RPB2 RPB 2-5f F GAYGAYMGWGATCAYTTYGG 1999
Liu, Whelen and Hall,
RPB 2-7cr R CCCATRGCTTGYTTRCCCAT 1999
Bloc B5.1F F CGACCCGGCCAACTACTTTGA Rehner et al., 2006
B3.IR R GTCTTCCAGTACCACTACGCC Rehner et al., 2006
IGS* LR12 F CTGAACGCCTCTAAGTCAGAA James et al. 2001
18S1.2Frev R GCTTAATCTTTGAGACAAGCA James et al. 2001
LSU — Nikoh and Fukatsu,
intron ILA1 F GCCAGAAAGTGRTGTTGACGCAAT 2001
Nikoh and Fukatsu,
ILB1 R GRTRACATTCATCAGYAGGGTAAA 2001
Glass and Donaldson,
S —tub Bt 2a F GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 1995
Glass and Donaldson,
Bt 2b R ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 1995
TOP | TOP1-501f F ACTGCCAAGGTTTTCCGTACHTACAACGC Stielow et al., 2015
TOP1-501r R CCAGTCCTCGTCAACWGACTTRATRGCCCA Stielow et al., 2015
PGK* PGK-533f F GTYGAYTTCAAYGTYCC Stielow et al., 2015
PGK-533f R ACACCDGGDGGRCCGTTCCA Stielow et al., 2015
PGK-511f F GTYGSTGCYYTGCCMACCATCAA Stielow et al., 2015
PGK-511r R ATCTTGTCRGMRACCTTRGCACC Stielow et al., 2015
CAM* CMD5 F CCGAGTACAAGGAGGCCTTC Hong et al., 2005
CMD6 R CCGATAGAGGTCATAACGTGG Hong et al., 2005

sneuspésna PCR amplifikace

3.2.5.2 PCR profily

K PCR amplifikaci byl vyuzivan termocykler TProfessional TRIO Thermocycler

(Biometra), poptipadé Mastercycler ep gradientS (Eppendorf). VSechny reakce probihaly

standardné v 6 ti krocich — predenaturace, denaturace, annealing (nasednuti primera), elongace

postelongace a uchovani vzorkd.
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PCR profily k jednotlivym markerim byly sestavovany bud na zakladé nukleotidového

slozeni primert a predpokladané délky PCR produktu nebo byly pfimo pfejaty z literatury.

Rozpis aspesné pouzitych PCR profilt je zobrazen v Tab. V.

Tab. V: Rozpis Gspésné pouzitych PCR profilt pro amplifikaci vybranych markeru.

3.2.6 Gelova elektroforéza

ITS Tefla RPBI1 RPB2 Bloc
1. Predenaturace | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min
2.Denaturace 94 °C/30 s 94 °C/30 s 94°C/30s | 94°C/30s | 94°C/30s
3.Annealing 50°C/40 s 749 °C/45 s 50°C/45s | 50°C/45s | 57°C/45s
4. Elongace 72°C/1 min | 72 °C/1 min | 72 °C/1 min | 72 °C/1 min | 72 °C/1 min
5.Postelongace | 72°C/2min | 72°C/2min | 72 °C/2 min | 72 °C/2 min | 72 °C/2 min
6.Uchovani 4 °C/oo 4 °Cloo 4 °Cloo 4 °C/o 4 °Cloo
Pocet cyklu 2-4 35 35 35 35 35
LSU —intron p—tub TOP 1
1.Predenaturace | 94 °C/2 min | 94 °C/5 min | 94 °C/2 min
2.Denaturace 94 °C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/30 s
3.Annealing 55°C/35s 55°C/30s 55°C/30s
4 Elongace 72 °C/1 min | 72 °C/45 min | 72 °C/1 min
5.Postelongace | 72°C/2min | 72 °C/7 min | 72 °C/2 min
6.Uchovani 4 °C/oo 4 °C/oo 4 °C/oo
Pocet cyklu 2-4 35 35 40

Po probehlé PCR reakci bylo nutné ovéfit jeji tispéSnost pomoci gelové elektroforézy.
Elektroforeticka separace mimo jiné také slouzila k urceni velikosti a mnozstvi PCR produktu.
Byl pouzivan 2 % agar6zovy gel. Jeho piiprava zahrnovala nejprve rozpusténi 4g agarozy ve
200 ml 1x TAE pufru. Zasobni 50x TAE pufr byl pfipraven smichanim 121g 2M Tris, 28,55
ml 1M kyseliny octové, 50 ml 0,05M EDTA a doplnén 421,45 ml H20. Gel byl rozehtivan
v mikrovinné troubé po dobu 3-4 minut, nasledovalo jeho zchlazeni pod proudem tekouci
vody. Do zchlazeného gelu bylo poté napipetovano 15 pl ethidium bromidu, ktery mel
koncentraci 0,5 pug/ul. Pfi zavérecném kroku byl gel nalit do pfipravené plastové formy. Do
formy s rozlitym gelem byly umistény hiebinky. Gel byl ponechan ve formé za nepfistupu

svétla a pti pokojové teploté tuhnout, zhruba po dobu 30-40 minut.
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Do kazdé jamky v gelu byly pokazdé nanaSeny 3 pl PCR produktu smichané s 1 pl
nanaseciho pufru (70 % ddH»0, 30 % glycerol, 0,5 % bromfenolova modr). K urceni velikosti
a mnozstvi analyzovaného fragmentu byl pouzivan velikostni standard DNA marker 200-1500
(Top Bio). Elektroforéza probihala pfi napéti 120V pii pokojové teploté asi 30 minut.

Rozdélené PCR produkty byly nasledné€ vizualizovany na UV transiluminéatoru.

3.2.7 Piecisténi PCR produkti a sekvenace

PCR produkty bylo pred sekvenovanim nutné enzymaticky precistit od
nespotiebovanych dNTPs a primert. K tomuto tcelu bylo ke kazdému PCR produktu pfidano
vzdy 0,5 pl Exonukleazy I (Exo I, 20 U/ul, ThermoFisherScientific) a 1 pl alkalinni fosfatazy
(FastAP, 1U/ul, ThermoFisherScientific). Reakce byla michana na ledu. Nasledné byly vzorky

zvortexovany a inkubovany v termocykleru pii 37°C 15 minut a pti 80 °C 15 minut.

V ramci pripravy na sekvenaci bylo vzdy smichano 5 ul pouzitého primeru s 5 pl
precisténého PCR produktu v 1,5 ml zkumavce. Takto ptipravené vzorky byly poslany do

firmy Eurofins Genomic, kde probihala sekvenace.

3.2.8 Uprava sekvenci

Nejprve byly sekvence manualné upraveny v programu Chromas 2.6.6. Tento program
slouzil k odstranéni sekvenci primera a tvodnich nekvalitnich pikt. Pro dalsi upravu sekvenci
byl vyuzit program SeqMan z programového balicku DNASTAR Lasergene (DNASTAR,
Inc.), kde byl z forward a revers sekvenci vytvofen tzv. ,,contig™ (kontinualni sekvence). Pred
analyzou byla pomoci databaze GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) a BOLD
(http://boldsystems.org) provedena kontrolni identifikace ziskanych sekvenci.

3.2.9 Statisticka analyza

V programu MEGA X (Kumar et al. 2018) byly vSechny sekvence sefazeny a pomoci
metody ,,Muscle“ byl vytvoren tzv. alignment. Tento program byl déale pouzit k vytvoreni tzv.
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,,konkatenovaného“ souboru spojenim sekvenci vSech 6 ti gent (/7S, TEF 1o, RPBI1, RPB2,
Bloc, TOP1) pro kazdy kmen zvlast'.

V programu DnaSP 6 (Rozas et al. 2017) byly vypocteny zékladni parametry genetické
variability a dale byl uren pocet haplotypt, haplotypova (HD) a nukleotidova diverzita (7).
V tomto programu byly také pomoci metody klouzavého okénka (,,sliding window*)
sestrojeny grafy, znazormujici rozlozeni variability po celé délce analyzovaného lokusu. Byl
zde také proveden test neutrality na zakladé vnitrodruhové genetické variability — Tajimovo

D.

Program PhyML (Guindon et al. 2010) byl pouzit pro vytvoreni fylogenetickych stromi
metodou Maximum Likelihood (ML). V tomto programu byl nejprve vybran nejvhodnéjsi
model genetické vzdalenosti (Lefort, Longueville, and Gascuel 2017) a nasledné byly
sestrojeny ML fylogenetické stromy; podpora vétvi byla stanovena na zakladé testu alLRT SH-
like (approximate Likelihoo Ratio - Shimodaira—Hasegawa test). Jako outgroup pro
zakofenéni byla pouzita Cordyceps militaris (Cmili CMO1), jeji sekvence byly stazeny
z databaze GenBank. Fylogramy byly graficky upraveny v programu TVBOT (Xie et al.
2023). Klastrova analyza PCoA (Principal Coordinate Analysis) byla provedena v programu
GenAlEx 6.5 (Peakall and Smouse 2012), na zaklad¢ genetické vzdalenosti p - distance, ktera
byla vypoctena ve vySe uvedeném programu MEGA.

Pro analyzu mozné selekce u gena kodujicich proteiny byl pouzit webovy server
Datamonkey (https://www.datamonkey.org/), ktery umoziuje testovani riznych selek¢nich
hypotéz. VSechny implementované modely jsou zalozeny na poméru nesynonymnich (Ks) a
synonymnich (Ks) substituci v alignmentu ortolognich sekvenci (Weaver et al. 2018), z néhoz

je vytvoren fylogram. Byly pouzity nasledujici modely:

BUSTED (Branch-Site Unrestricted Statistical Test for Episodic Diversification) -
nejobecnéjsi test, ktery detekuje pozitivni selekci na celém genu, nebo zda doslo k pozitivni
selekci alesporti na jednom kodonu na jedné vétvi fylogenetického stromu (Murrell et al. 2015).
MEME (Mixed Effects Model of Evolution) —metoda zjist'uje, jestli jsou jednotlivé kodony
pod vlivem kratkodobé selekce (Murrell et al. 2012).

FEL (Fixed Effects Likelihood) — model testuje, zda jsou jednotlivé kodony pod vlivem
dlouhodobé selekce (Kosakovsky Pond and Frost 2005).
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Pro analyzu MLST dat byl pouzit software MLSTest (Tomasini ef al.,2013), ktery
umoziuje posoudit vhodnost pouzitych markerG a pfipadné vybrat jejich nejvhodnéjsi
kombinaci pro MLST daného organismu. Tento program umoziiuje stanoveni nasledujicich

parametru:
Alelovy profil — vyhodnoceni variability kazdého lokusu zvlast
ST — sekvenacni typ neboli haplotyp konkatenované sekvence.

TE — typizacni efektivita (typing efficiency) je definovéana jako pocet odliSnych sekvencnich
typu (ST) na polymorfni misto.

DP - rozliSovaci sila (discriminatory power) - pravdépodobnost, ze dva ndhodné vybrané
kmeny ze souboru nepiibuznych kmend budou rozliSeny piislusnou typizacni metodou

(Hunter 1990).
GD — genotypova diverzita; je stanovena hodnota minimalni, primérna a maximalni.

V tomto programu byla také pomoci Templetonova testu kongruence a detekce
alelovych siti ovétrena piipadna rekombinace. Finalni analyzou je pak optimalizacni schéma,

kdy je vyhodnoceno, jaky pocet lokusti a jejich kombinace vede k nejveétsi rozliSovaci sile.
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4. Vysledky

Pfi prvotnim ovéfovani jednotlivych DNA sekvenci prostfednictvim BLAST v databazi
GenBank byly sekvence identifikovany jako Beauveria, ale ne vzdy bylo toto zafazeni

jednoznacné.

4.1 Uspé&nost amplifikace a vytéZovani dat (data mining)

V této praci bylo na zaklad¢ literatury Rehner ez al., 2006; Stielow ez al., 2015 a Raja
et al., 2017 vybrano a otestovano celkem 10 jadernych markert, u nichz se uvedené prace
shodovaly na jejich univerzalnosti v ramci hub. Jednalo se o 7 gentu kodujicich proteiny —
TEFI a, RPBI1, RPB2, TOP 1, p-tub, CAM a PGK a tfi nekodujici geny — 7S, Bloc a IGS. Na
zaklad€ literatury Neuvéglise, Brygoo and Riba, 1997 byl dale také vybran a otestovan

specialni marker — LSU intron.

Uspé&sna amplifikace a sekvenace vétsiny analyzovanych vzorkd se podaiila u 6 ti
vybranych lokust — 7EFI a, RPBI, RPB2, TOP 1, ITS a Bloc. U B — tub se podafilo
amplifikovat vSechny sekvence, avSak vysledné chromatogramy byly nekvalitni, a proto tento
marker nebyl zahrnut do MLST analyzy. Markery CAM, PGK a IGS se nam 1 po opakovanych

pokusech o optimalizaci PCR profilu amplifikovat nepodatilo u zadného vzorku.

Pro statistické vyhodnoceni variability byla pouzita i data z genoma dostupnych
v databazi GenBank. Sousttedila jsem se pfitom na genomy alespori ¢astecné anotované, coz
vedlo k Gspésnému nalezeni vSech markerovych sekvenci z 19 ti genomut (viz Tab. II).
Obdobnym zptiisobem byly nalezeny i markerové sekvence z dal§ich druht rodu Beauveria a
druhu Cordyceps militaris. Pro nasledujici analyzy byly tedy pouzity jen ty druhy a kmeny, u

nichz byly z databazi nalezeny sekvence vsech lokust.

4.2 Vnitrodruhova nukleotidova variabilita

K ziskanym sekvencim z Ceské republiky bylo ke statistickému vyhodnoceni
vnitrodruhové variability vybranych markera ptidano 19 ortolognich DNA sekvenci z genomu
B. bassiana z riznych stati svéta. Celkem bylo u vétSiny markert analyzovano 34 sekvenci.
U markeru f — fub se podafilo osekvenovat pouze 5 vlastnich sekvenci, proto se u tohoto

markeru snizil pocet analyzovanych sekvenci na celkovy pocet 24. Obdobné u lokusu RPB/
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se podatilo ziskat 14 vlastnich sekvenci, proto byl celkovy pocet sekvenci snizen na Cislo 33.
U kazdého markeru byly sekvence vzdy upraveny na jednotnou délku. Vyhodnocovany byly
jak jednotlivé markery zvlast, tak i konkatenovany soubor (KS) zahrnujici sekvence slozené
z 6 ti vybranych markert (/7S, TEF1 o, RPB1, RPB2, TOP1, Bloc). Marker f — tub nebyl do
konkatenovaného souboru zahrnut, jelikoz se ndm nepodafilo ziskat dostatecny pocet jeho

sekvenct, a proto byl vyhodnocen pouze samostatn¢.

Vtab. VI Jsou zobrazeny zakladni charakteristiky wvnitrodruhové nukleotidové

variability. K vyhodnoceni byl pouzit program DnaSP.

Tab. VI: Vnitrodruhova geneticka variabilita jednotlivych markeri a konkatenovaného
souboru (KS), N = délka sekvence, P = pocet polymorfismti, Pi = poCet parsimonialné

informativnich mist, h = pocet haplotypi, HD = haplotypova diverzita, = = nukleotidova

diverzita.
Pocet

Marker sekvenci N (bp) | Pi h HD n
ITS 34 617 20 6 14 0,838 | 0,005
TEFIa 34 904 21 12 13 0,834 | 0,004
RPBI 33 691 16 7 9 0,824 | 0,003
RPB2 34 973 9 2 8 0,704 | 0,001
Bloc 34 964 114 88 27 0,982 | 0,032
TOPI1 34 753 24 18 12 0,806 | 0,009
=fi-tub 24 289 8 3 7 0,750 | 0,006
KS 34 4902 188 126 32 0,995 | 0,011

* nebyl zahrnut do konkatenovaného souboru

Nejveétsi pocet polymorfismu (114), stejné jako parsimonialn€ informativnich mist (88),
bylo nalezeno u lokusu Bloc. Naopak gen f-tub obsahoval nejméné polymorfnich mist (8) a
RPB2 (2) marker nejméné¢ parsimonialn€ informativnich mist. U konkatenovaného souboru

bylo zjisténo 188 polymorfismut a 126 parsimonialné informativnich mist.

Pocet haplotypu se u jednotlivych markeri pohyboval v rozmezi od 7 do 27, nejméné
bylo objeveno u S-tub, nejvice u Bloc. Celkovy pocet haplotypt u konkatenovaného souboru
byl 32. U intergenové oblasti Bloc byla zji§téna také nejvyssi hodnota haplotypové diverzity,
ktera byla 0,982. Nejmensi hodnotu HD (0,704) mé¢l lokus RPB2.
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Hodnoty nukleotidovych diverzit se pohybovaly v rozmezi od 0,001 (u RPB2 markeru) do
0,032 (u Bloc markeru). Hodnota HD u konkatenovaného souboru ¢inila 0,995, hodnota 7 se

rovnala 0,011.

Je patrné, ze pocet haplotypt pro jednotlivé lokusy je pomémé nizky, s vyjimkou
markeru Bloc. Rozlozeni haplotypu u jednotlivych markerd a konkatenovaného souboru je

zobrazen v souhrnné tabulce v Ptiloze 1.

Dale byly pomoci metody klouzavého okénka (,,sliding window*) sestrojeny grafy, které
znazoriuji rozlozeni variability po celé délce analyzovaného lokusu. Grafy jsou znazornény

na Obr. 4.
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Obr. 4: Rozlozeni variability podél celé délky sekvence jednotlivych lokust, pozice intrond

znazornéna cerveng, a) I7S, b) TEF 1o, c) RPBI1, d) RPB2, e) Bloc, f) TOP1, g) p-tub.
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U markeru /7§ byla variability rozlozena rovnomérné po celé délce jeho sekvence,
nejvetsi pik byl kolem pozice 550. nt. U lokusu 7EF /a bylo nalezeno nejvice variabilnich mist
v tseku mezi 200. — 300. nt. Marker RPB/ mél nejvice variabilnich mist zastoupeno na konci
jeho sekvence, tedy kolem 600. nt. Naopak tomu bylo u lokusu RPB2, kde bylo nejvétsi
variability dosaZeno na zacatku jeho sekvence, kolem 100. nt. Z obrazku dale mazeme vycist,
ze u Bloc markeru byla variabilita rozlozena rovnomeérné po celé jeho sekvenci, av§ak vrcholu
dosahovala v oblasti okolo 600. — 700. nt. U markeru 7OP [ bylo nejvice variabilnich mist
lokalizovano v druhé puli jeho sekvence, tedy zhruba od 500. — 750. nt. Nejvice variabilnich
mist bylo u lokusu p-fub nalezeno v useku od 100. — 200. nt. Introny se zjevn€ svou

variabilitou od exonovych neodlisuji.

V DnaSP byl také u vSech lokust spocitan test neutrality — Tajimovo D. Tajimav D test
muze v pfipadé€ zapornych signifikantnich hodnot poukazovat na selek¢ni ,,smeteni (selective
sweep) nebo nartst populace. V pfipadé€ signifikantn€ kladnych hodnot se maze jednat o vliv
balancované selekce nebo nedavné pusobeni , . bottlenecku, tedy zmenseni velikosti populace.

Vysledky jsou zobrazeny v Tab. VIIL.

Tab. VII: Test neutrality — Tajimovo D.

Marker Tajimovo D Signifikance
ITS -1,432 p>0.10
TEF1a -0,745 p>0.10
RPBI1 -1,261 p>0.10
RPB2 -1,341 p>0.10
Bloc -0,191 p> 0.10
TOPI 0,366 p>0.10
=fi-tub -0,740 p> 0.10
KS -0,401 p>0.10

«nebyl zahrnut do konkatenovaného souboru

U vsech markert byly hodnoty nesignifikantni, nebyl tedy zjistén zadny vliv selekce.
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4.3 Mezidruhova nukleotidova variabilita

Pro vyhodnoceni variability mezi druhy Beauveria byly k ziskanym sekvencim 5.
bassiana (Bass) z Cr ptidany sekvence $esti piibuznych druhd, a to B. brongniartii (Bbrong,
MBC630), B. asiatica (Basia, MBC659), B. australis (Baus, MBC212), B. medogensis
(Bmedo, MBC320), B. pseudobassiana (Bpseu, 158) a B. varroae (Bvarro, MBC525).

V programu MEGA byly u kazdého markeru pomoci metody p — distance spocitany
genetické vzdalenosti mezi druhy (viz Tab. VIII a ptilohy 2-8).

Tab. VIII: Genetické vzdalenosti (p — distance) mezi druhy Beauveria u konkatenovaného

souboru, modie znadzornény odchylky.

Bbass |Bbrong |Basia |Baus |Bmedo |Bpseu |Bvarro

Bbass 0,003| 0,003] 0,003| 0,003] 0,003] 0,002
Bbrong 0,041 0,002| 0,002 0,002 0,003] 0,003
Basia 0,043 0,027 0,003| 0,003| 0,003 0,003
Baus 0,042| 0,016| 0,031 0,002| 0,003| 0,003
Bmedo 0,043| 0,016/ 0,030 0,016 0,003| 0,003
Bpseu 0,044 0,038] 0,045| 0,042| 0,042 0,003
Bvarro 0,030] 0,039] 0,043] 0,042| 0,043] 0,041

Hodnoty genetické vzdalenosti mezi druhy Beauveria se pohybovaly od 0,016 do 0,045.
Nejvétsi geneticka vzdalenost byla pozorovana mezi druhy B. pseudobassiana a B. asiatica,

nejmensi mezi B. australis a B. brongniartii a taktéz mezi B. medogensis a B. brongniartii.

Pro analyzu selekce gent kodujicich proteiny byly pozity alignmenty mezidruhové,
zahrnujici 6 ptibuznych druht rodu Beauveria a referencni kmen B. bassiana HN6. Sekvence
byly upraveny podle ORF tak, ze obsahovaly pouze kodujici sekvence. Vysledky selekéni
analyzy jsou zobrazeny v Tab. XI.
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Tab. XI: Selek¢ni analyza gend kodujicich proteiny.

BUSTED MEME p <=0.01 FEL p<=0.01
gen — pozitivni kodony — kratkodoba kodony — dlouhodoba
selekce diverzifika¢ni/purifik | diverzifika¢ni/purifikaéni
acni
TEflal 331 p=0.50 0/0 0/0
kodont
Rpbl1/ 378 p=0.34 0/0 0/0
kodont
Rpb2/ 210 p=0.07 0/0 0/0
kodont
B —tubl 97 p=0.50 0/0 0/2
kodont
Topl /261 p=0.20 0/0 0/1
kodont

U vétsiny lokust zadny z pouzitych testl nenalezl signifikantni vliv selekce. Pouze u

B —tub byly nalezeny dva kodony au 7OP1 jeden kodon, kde by mohla uc¢inkovat purifikacni

selekce, ale signifikance nebyla vysoka.

Dale byly pro kazdy lokus sestrojeny fylogenetické stromy, které slouzily k ovéreni

druhové identity Ceskych kmenut (viz Prilohy 9-15). Druhova identifikace sekvenovanych

kment probéhla za pomoci ptibuznych druht a referencni sekvence BbHN6 uspokojive, s

vyjimkou fylogramu S-tub.

29




4.4 Druhova identifikace a vliv geografie

Fylogram (viz Obr. 5) vytvoreny z konkatenovaného souboru v§ech kment B. bassiana

a vybranych pfibuznych druha zcela jednozna¢né oddélil vSechny kmeny a druhy od sebe

s vysokou statistickou podporou.

Region
B Europe
B Asia
B America
aLRT-SH
® >90%
70-90% —®

Tree scale &

Bb ECA_26_CR
" Bb ECA_0_CR

Bb ECA_01_CR

Bb ECA_27 CR

Bb ARSEF 3097 _IT
r Bb Bv 062_CO

Bb ECA_13_HN

Bb2 CZ

Bb4 CZ

Bb3 CZ

Bb ECA_31_CR
+’7Bb ECA_44 PR

— [Bb7 CcZ

Bb12 CcZ
Bb5 CcZ
Bbl1l CZ
} Bb6_CZ
Bb8 CZ
Bb10 CZ
Bb JEF-007_KP
Bb3b CZ
Bb9 CZ
Bbl_CZ
E Bb ARSEF 1520 FR
Bb5b_CZ
_+Bb KNU-101_KP
Bb ERL836_US
— Bblb CZ
r Bb HN6_CN
Bb JAU2_IN
Bb BCC 2660_TH
Bb ARSEF 2597 _IN
I Bb D1-5 CN
Bb QB028 CN
Beauveria varroae MBC525

Beauveria asiatica MBC659
Beauveria brongniartii MBC630
Beauveria australis MBC212

Beauveria medogensis MBC320

Beauveria pseudobassiana MBC158
Cordyceps militaris CM0O1

Obr. 5: Fylogeneticky strom konkatenovaného souboru, zkratky viz Tab. I a II (Maximum

Likelihood, podpora vétvi — aLRT-SH). Fylogram je zakotenén pomoci Cordyceps militaris.

Z Obr. 5 je patné, ze doslo k oddéleni B. bassiana od ostatnich piibuznych druhdg,

s podporou vyssi nez 70 %, takze druhové zatrazeni vSech kment bylo verifikovano. Na

fylogramu je také naznaceno klastrovani i podle vétSich regiona (Evropa, Asie, Amerika).
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Na zakladé genetickych distanci bylo u konkatenovaného souboru pomoci klastrovaci
metody PCoA (Principal Coordinates Analysis) otestovano mozné rozdéleni vzorku podle

jejich geografickych lokalit (viz Obr. 6).

o Ceska republika
Francie

° Italie

o Cina

> ® Indie

® Korejska republika

| Thajsko

Coord. 2

H Kolumbie
M Kostarika
® Honduras

Portoriko

Coord. 1 Spojené staty americké

Obr. 6: Klastrovaci analyza — PCoA, barevné rozliSeni — zelen¢€ Evropa, Cervené Asie,

modie Amerika.

Z Obr. 6 je patrné, ze doslo k vytvoreni mensiho shluku zahrnujiciho asijské kmeny,
zatimco kmeny z evropského a amerického regionu se jevi vice promichané, coz je obdobné

shlukovani i1 na fylogramu.

4.5 Analyza MLST dat

K MLST analyze byly pouzity konkatenované soubory pouze téch kment, u kterych
byly ziskany sekvence ze vSech lokust. Celkem tedy bylo analyzovano 33 konkatenovanych
sekvenci. Sekvence musely byt pro MLST analyzu dale zkraceny o n-kové pozice, nebot
pouzity program nema moznost vypoctu z nejednoznacnych bazi (tj. oznaCenych podle kodu

TUPAC).
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V programu MLSTest byly nejprve urCeny alelové profily (viz Ptiloha 16) a dale

vypocitana geneticka diverzita u 6 ti analyzovanych lokust (viz Tab. X).

Tab. X: Geneticka diverzita u 7 analyzovanych genti, TE (typing efficiencies) = , typizacni
efektivita®, DP (discriminatory power) = ,rozliSovaci (diskriminacni) sila“, ST = sekvencni

typ.

Pocet

Lokus Pocet alel polymorfismu TE DP
ITS 13 30 0,433 0,838
TEFI o 12 22 0,545 0,834
RPBI 9 14 0,643 0,834
RPB2 8 9 0,889 0,713
Bloc 21 119 0,176 0,961
TOPI 11 23 0,478 0,806
%ff — tub 7 8 0.875 0,750
ST 29 217 0,341 0,991

* nebyl zahrnut do ST

Pocet polymorfnich mist se u jednotlivych lokust pohyboval v rozmezi od 8 (f — tub)
do 119 (Bloc). p — tub mél nejnizsi pocet alel (8), nejvice alel bylo zjisténo u Bloc markeru
(21). U lokusu Bloc byla také zjisténa nejvyssi hodnota diskriminaéni sily (DP = 0,961), u
lokusu RPB2 naopak nejnizsi (DP = 0,713). Nejvyssi zjisténa hodnota TE byla 0,889 (RPB2),
nejnizsi 0,176 (Bloc). Diskriminacni sila u konkatenovaného souboru 6 gent byla vypocitana

na hodnotu 0,991. Z celkového poctu 33 analyzovanych kment se podafilo oddélit 29.

V nasledujici Tab. XI. jsou vysledky optimaliza¢ni analyzy, zahrnujici pocty lokusq,
pocet jejich moznych kombinaci a dale minimalni, priméma a maximalni genotypova
diverzita (GD), vyjadfena jako pocet detekovanych sekvenénich typi ST. Maximalni
genotypova diverzita pomaha pii vybéru minimalniho poc¢tu lokust. Primérna GD muze
poskytovat informaci o tom, zda pfidani dalsiho lokusu do Uplného MLST schématu zvysi

pozorovanou genotypovou diverzitu.
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Tab. XIL.: Pocet lokusu (jejich moznych kombinaci) a pozorovana genotypova diverzita

(ST).
Pocet lokusu (kombinace) | min. poéet ST prumémy pocet ST max. pocet ST
1 (6) 8 12,33333 21
2 (15) 13 18,26667 24
3 (20) 16 22,05 26
4 (15) 21 24,93333 27
5(6) 25 27,16667 28
6 (1) 29 29 29

Na zakladé zjisténych hodnot primémé GD byl sestrojen graf (Obr. 7).
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Obr. 7: Primérna GD (ST) s narastajicim po¢tem lokusa.

Z tabulky 1 grafu je patmné, ze s piibyvajicim poctem lokust, rostou i hodnoty
genotypovych diverzit. S pfidanim posledniho 6. lokusu je dosazeno nejvyssich hodnot GD
(29). Z grafu lze také vycist, ze hodnoty GD nedosahuji asymptoty, a proto by bylo vhodné
pridat dalsi lokus, ktery by dokéazal hodnoty GD jesté zvysit.

Pomoci MLSTest byla také otestovana moznost rekombinace u jednotlivych lokusu.
Vzhledem k tomu, ze nebyly nalezeny zadné alelové sitové struktury a Templetonav test byl
neprukazny, moznost rekombinace se nepotvrdila. To znamena, ze vSechny vySetifované

kmeny jsou v haploidnim stadiu.
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4.6 LSU introny

U analyzovanych sekvenci bylo detekovano rizné zastoupeni LSU intrond. VSechny 4
introny byly detekovany pouze u C. militaris a B. brongniartii. U vSech ¢eskych kment B.
bassiana izolovanych z mandelinky byl identifikovan pouze intron 2, ktery byl monomortni.
Zatimco u pudnich izolatd (Bb1b, Bb5b) byl detekovan shodn€ intron 4 a u Bb1b intron 1. U
kmenu Bb5b se nam podafilo ziskat pouze Cast sekvence, proto nemizeme fict, zda byl i u
tohoto kmenu intron 1 pfitomen. Pfidani informace o intronech by rozlisilo dva kmeny se
ST15, u ostatnich kmena s identickym ST k podobnému odliseni nedoslo. Piehled zastoupeni

LSU introna u vSech pouzitych sekvenci je zobrazen v Pfiloze 17 a Obr. 8

Fylogram na Obr.8 shrnuje vysledky analyzy fylogenetické, fylogeografické, sekvencni

typizace a prezence ¢i absence intronu.
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Obr. 8: Fylogeneticky strom ze vSech jedinct s intronovymi profily a ST, vyplnéné koleCko —
intron pfitomen, prazdné kolecko — intron chybi, ST — sekvencni typ (Maximum Likelihood,

podpora vétvi — aLRT-SH). Fylogram je zakotenén pomoci Cordyceps militaris.
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5. Diskuse

5.1 Izolace DNA a PCR

Vsechny vzorky byly izolovany metodou standardné pouzivanou v nasi laboratofi, tedy
pomoci kolonkového kitu (Column DNA Lego kit). Bylo vSak zji§téno, Ze jiz zhruba po 3
meésicich DNA degradovala, proto se nékteré lokusy nedafilo amplifikovat znovu. Do
budoucna by bylo tedy dobré DNA rozde¢lit do alikvota a zamrazit nebo po uplynuti zminéné
doby radéji pripravit Cerstvy izolat.

K PCR amplifikaci byly vyuzivany 2 polymerazy, a to Unis Taq (Top-Bio) a TaKaRa
ExTaq (TaKaRa Bio). Primarné byla pouzivana prvné€ zminéna Unis Taq, ktera méla u vétSiny
vzorkil dobré vysledky. Zejména u markeru 7OPI vsak bylo potieba pouzit citlivéjsi
polymerazu. K amplifikaci byla proto pouzita drazi, ale citlivéjsi TaKaRa ExTaq, s kterou
bylo dosazeno lepsich vysledki. U markerd CAM, IGS a PGK se i pres pouziti Takara Extaq
polymerazy, BSA (Bovine serum albumin) nebo zméné PCR profilu, amplifikace nezdafila.
Déle s nimi proto nebylo pracovano. Je otazka, zda by byl PCR nezdar prekonan dalsi
optimalizaci, €i zda v misté nasedani primeri neni n¢jaka mutace a alternativni primery by
fungovaly 1épe. Pouzité PCR profily byly u vSech markerd podobné jako v literatuie Raja et
al. 2017, Stielow ef al. 2015 a Rehner et al., 2011.

5.2 Prace s genomy

Vzhledem k tomu, e sbirka nasi laboratofe sestava jen z kmend izolovanych v CR, bylo
zadouci pridat 1 data z kment z jinych regionu. Pro tento ucel jsem proto pouzila genomova
data, ktera jsou vefejné k dispozici v databazi GenBank. Na pocatku projektu bylo pfistupno
25 genomu B. bassiana, u nichz se ale nepodafilo najit v§echny pozadované lokusy — tispéch
byl jenom u 19 ti kmenti. Pozd¢ji byly v databazi GenBank ulozeny jesté dalsi genomy (nyni
celkovy pocet 199), ale ty nejsou anotovany, takze vyhledavani lokust bylo ¢asové narocné,
a proto od néj bylo upusténo. Jak je uvedené vyse, ani v anotovanych genomech se nepodafilo
najit vSechny lokusy, napf. u referenéniho kmene ARSEF2670 se nepodarilo dohledat klasicky
marker pro ,,DNA barcoding™ hub, a to /7.
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5.3. Nukleotidova variabilita

Nejmensi pocet polymorfnich mist i haplotypt byl zjistén u lokusu f-tub. To vSak mohlo
byt dano tim, Ze se u tohoto markeru podafilo ziskat pouze 24 sekvenci, tedy mén€ nez u
ostatnich markert, nebo také délkou jeho sekvence, ktera byla pouze 289 bp. Naopak nejvice
variabilni byl lokus Bloc, coz dokladal nejvétsi pocet polymorfisma, haplotypt i haplotypové
diverzity (HD). Tento lokus se z vétSiny sestava z genu sphingomyelin phosphodiesterase,
ktery kon¢i na bazi 885. DalSich asi 120 bazi tvofi mezigenova oblast, kde byl predpokladan
nejvetsi vyskyt variabilnich mist. Tento predpoklad se vSak nenaplnil, rozlozeni variabilnich

mist bylo rovnhomérné po celé délce jeho sekvence.

Konkatenovany soubor odhalil celkem 32 haplotypt. Bylo tedy zjisténo, Ze na zakladé
kombinace vybranych 6 ti genti se povedlo oddélit 32 kment B. bassiana, z celkového poctu

34. Z toho lze usuzovat, ze by bylo zadouci pridat jesté dalsi lokusy.

Pro kontrolu, zda je rozlozeni variability rovnomérné po celé délce sekvence
analyzovanych lokust, byly pomoci klouzavého okénka v programu DnaSP sestrojeny grafy.
Bylo zjisténo, ze u markeru RPB2 bylo nejvice variabilnich mist nalezeno jiz na uplném
zacatku jeho sekvence, zatimco zbytek jeho sekvence vykazoval mensi variabilitu. Z tohoto
divodu by bylo dobré navrhnout alternativni primery k amplifikaci pouze tohoto variabilniho

useku.

Lokusy I7S, RPBI, Bloc, TOP1 a p-tub zahrnovaly 1 introny, coz jsou nekodujici
sekvence a predpoklada se, ze mohou byt vice variabilni. Tento pfedpoklad je i vychozim pro
specificky typ markerti pouzivany v populacni genetice, a to tzv. EPIC (exon-primed intron
crossing), kdy je cilené amplifikovan intron pomoci primera z piiléhajicich exoni. Ve

vybraném setu markert se vSak tento predpoklad nepotvrdil.

5.4. Analyza lokusu pro MLST

U vybranych markert byly otestovany vSechny zakladni parametry, které by mél MLST
marker spliovat, a to amplifikovatelnost a s tim souvisejici kvalita chromatogramd,
univerzalita, neutralita a dostate¢na variabilita — diskriminacni sila (CBOL Plant Working

Group 2009; Tomasini ef al. 2013).
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Splnéni pozadavku na univerzalitu vychazelo z literatury Raja ef al., 2017 a Stielow et
al., 2015, kdy byly jiz pfedem vybrany geny, doporuceny v téchto publikacich jako univerzalni
pro ,,DNA barcoding“, nebot byly jejich sekvence ziskany napiic¢ Celedémi a druhy, a

zastoupeny u danych druhti pouze v jedné kopii.

Pozadavek na amplifikovatelnost znamena pomérné snadné ziskani PCR produktu bez
zdlouhavych optimalizaci. Zameéfila jsem se hlavné na to, aby byl amplifikacni profil pokud
mozno stejny pro vétSinu jedincu, tedy rozmezi teploty nasedani primert (annealingu) drzet
tak, aby bylo co nejuzsi. Vychozim bodem byl opét profil doporuceny vyse uvedenymi autory,

ktery vSak, vzhledem k jinému setu chemikalii 1 termocykleru bylo nutno upravit.

U vétsiny vybranych markert byl parametr amplifikovatelnosti splnén. Vyjimku tvofily
lokusy CAM, IGS a PGK, které se amplifikovat nepodafilo. Lokus f-tub se sice naamplifikovat
povedlo, po sekvenaci se vSak zjistilo, ze chromatogramy u vétSiny vzork nemaji dostatecnou
kvalitu. Je tedy na zvazeni, zda navrhnout alternativni primery anebo rade¢ji vybrat dalsi

markery.

I kdyz se v ptipadé MLST markert nejedna o pouziti pro studium evoluce, i zde by mély
byt vybrané markery z hlediska selekce spiSe neutralni. Analyzovany set tento pozadavek
spliiuje. Purifikacni selekce naznaCend mezidruhovym srovnavanim u p-tub a TOPI je
omezena pouze na minimalni mnozstvi kodona (2 a 1), a tak ziejmé variabilitu lokust
vyznamné neovliviiuyje. Vzhledem ktomu, ze pro MLST bakterii jsou pouzivany
,,housekeeping™ geny, které jsou diky podobnému typu selekce konzervované, tedy i p-tub a

TOP I mohou byt v obdobném schématu pouzity.

Diskrimina¢ni sila jednotlivych geni byla vyhodnocena v programu MLSTest.
K tomuto ucelu musely byt pouzity konkatenované soubory pouze z téch jedinct, u kterych
byly ziskany sekvence ze vSech lokust. Z tohoto diivodu musel byt odebran kmen Bblb, u
kterého se nepovedla ziskat sekvence lokusu RPB1. Sekvence dale také musely byt zkraceny
o n-kové pozice. Vysledné pocty alel u konkatenovaného souboru se proto lisily od poctu
zjisténych konkatenovanych haplotypt vyhodnocenych v programu DnaSP. Vysledky jsou
nejednotné z diivodu rizného algoritmu vypoctu pouzitych programi. Zatimco program
MEGA je schopny akceptovat nejednoznacné pozice (IUPAC kody), program DnaSP pozaduje
nahrazeni n-kem nebo otaznikem a tuto pozici vynechava u vSech jedinct, program MLSTest

neni schopny toto viibec akceptovat, a proto je nutno sekvence o nejednoznacné pozice zkratit.
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Hodnoty diskriminacni sily (DP) u jednotlivych lokust se pohybovaly v rozmezi od
0,713 (RPB2) do 0,961 (Bloc). V porovnani s praci Johnson-Mackinnon et al., 2019, kde bylo
obdobné testovano v softwaru MLSTest 5 genti kodujicich proteiny k identifikaci kmenti
Neoparamoeba perurans, bylo v této praci dosazeno vyssich hodnot DP. V porovnani se studii
Roman et al. 2018, kde byla zkoumana geneticka diverzita u kmena Trypanozoma cruzi, byly

hodnoty DP zase srovnatelné s nasi praci. To naznacuje, ze vybér lokust byl spravny.

Bylo také zji§téno, ze nejvyssi hodnoty genotypové diverzity (nejvétsi pocet ST) byly
dosazeny az po pridani posledniho 6. markeru, kdy doslo k oddéleni 29 z celkového poctu 33
kment. V praci Roman et al. 2018 bylo na zakladé kombinace 4 housekeeping genti oddéleno

33 z celkového poctu 35 ti izolatt, bylo zde tedy dosazeno o néco lepSich vysledkd.

Dale bylo vsak také zjisténo, ze hodnoty genotypové diverzity nedosahuji asymptoty.
Pridanim dalSiho lokusu do MLST schéma se proto genotypova diverzita pravdépodobné bude
jesté zvySovat. Do budoucna by proto bylo vhodné do MLST schéma piidavat dalsi lokusy,

prubézné kontrolovat, zda dochazi k asymptoté a zda dojde k oddéleni vSech 33 kment.

Identifikaci kmena Beauveria s pouzitim mikrosatelitovych markera se zabyvaly napf.
prace Enkerli ef al. 2001; Meyling et al. 2009; Reineke et al. 2014 nebo Wraight et al. 2022.
Ve vSech studiich byl pouzivan rtzny pocet lokusd, v praci Meyling er al. 2009 bylo
amplifikovano az 18 lokusi. Pocet haplotypt ale nevedl k rozliSeni kmentd. Navic zde byly

obvyklé problémy spojené s amplifikaci, zejména pfitomnost tzv. nulovych alel.

Zemek et al., 2021 otestovali ve své praci virulenci vSech 12 pouzitych kment (Bb1-12)
a zjistili, ze nejvice virulentni je kmen Bb8 (mortalita — 100 %). Velkou virulenci vykazovali

dale také kmeny Bb4, Bb10, Bb11 a Bb12 (mortalita shodné 97.73%).

I kdyz vybrané geny pravdépodobné nesouvisi s virulenci, tak nejvice virulentni kmen
Bb8 ma sviij unikatni konkatenovany haplotyp (ST = 7), stejn¢ tak jako dalsi kmeny s velkou
virulenci — Bb10 (ST9), Bbll (ST10) nebo Bbl2 (ST11). Pouze kmen Bb4 sdili
konkatenovany haplotyp s kmenem Bb5 (ST4).
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5.5 LSU introny

Na rozdil od studie Neuvéglise, Brygoo and Riba, 1997, kde na zakladé rtzného
zastoupeni LSU introna doslo k identifikaci jednotlivych kmenl B. brongniartii, v nasi praci
na zakladé tohoto intronu k oddéleni Ceskych kment B. bassiana nedoslo. Témér vSechny
analyzované kmeny z CR sdilely shodné jen intron 2, jehoz sekvence byla navic identicka
(monomorfni). Pouze pidni kmeny izolované z bramborovych poli, tedy Bblb a Bb5b se
odliSovaly a obsahovaly shodné intron 4. Stejné jako v praci Wang et al., 2003 se tak potvrdilo,

ze LSU intron je k tomuto ucelu zfejmé nevhodny.

Vzhledem k tomu, ze nékolik praci naznacuje, ze se LSU introny mohou prenaset
horizontalné (napt. Holst-Jensen et al., 1999; Hibbett, 1996) mohlo by byt zajimavé zaméfit
se na jejich uzitecnost pro populacni genetiku. Pokud se urCity intron §ifi jen v urcité lokalité,
pak by mohl slouzit jako lokalni ,,.znacka®, stejna pro vSechny kmeny z dané oblasti. U naSich
kmen se to vSak nepotvrdilo, jelikoZz i izolaty ze stejnych lokalit obsahovaly rizné zastoupeni
LSU intrond, a naopak kmeny ze vzdalenych lokalit mély podobny intronovy profil. Do
budoucna stoji také za zvazeni, zda vyskyt intron nesouvisi spise s tim, z jakého prostiedi
nebo hostitele byly kmeny izolovany, i kdyz doposud podobné korelace nebyly zjistény
(Garrido-Jurado et al. 2011).
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6. Zavér

V poslednich letech dochazi k velkému rozvoji mykopesticidi. Bylo vyvinuto vice nez
130 komerc¢nich produkti na bazi EPF, avSak interakce s okolnim prostiedim jsou stale
prozkoumany malo. Identifikace jednotlivych kment je zakladnim pfedpokladem pro studium
téchto interakci. Cilem mé prace tak bylo nejenom otestovat druhovou identifikaci, ale takeé
identifikaci jednotlivych kment Beauveria bassiana, pravdépodobné nejpouzivanéjsi houby

v biologické ochrané.

K tomuto tcelu byla vybrana metoda multilokusové sekvencni typizace (MLST), ktera
je zalozena na sekvenovani vice genovych fragmentt. Na zakladé literatury Raja et al. 2017
Stielow et al. 2015 a Rehner et al. 2011 bylo konsenzualn€ vybrano celkem 10 jadernych
markert. Uspé&$na amplifikace a sekvenace se podafila u 6 ti lokust (I7S, TEFlo, RPBI,
RPB2, Bloc, TOP1). Na zakladé kombinaci téchto gent doslo k oddéleni 29 kmenu 5.
bassiana z celkového poctu 33. Zaroveni hodnoty genetické diverzity (nejvét§i pocet ST)
nedosahovaly asymptoty, pfidanim dalSich lokust do MLST schéma se proto genotypova
diverzita (pocet ST) pravdépodobné bude jesté zvySovat. Do budoucna by tak bylo vhodné
vybrat a pridat dal$i lokusy do MLST schéma a nasledné otestovat, zda dojde k oddé€leni v§ech
33 kment. Na zakladé zjisténého poCtu ST tak muzeme konstatovat, ze metoda MLST je

k identifikaci jednotlivych kment vhodna a mize byt snadno pouzita v dal§im vyzkumu.
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8. Prilohy

Priloha 1: Rozlozeni haplotypt u jednotlivych lokust a konkatenovaného souboru.

ITS TEFla | RPBI RPB2 Bloc TOPI p-tub KS
Bbl_CZ 1 1 1 1 1 1 - 1
Bb2_CZ 2 2 2 2 2 2 - 2
Bb3_CZ 2 2 2 2 3 2 1 3
Bb4_CZ 2 2 2 2 4 3 - 4
Bb5_CZ 2 2 2 2 5 3 - 5
Bb6_CZ 3 2 2 2 6 2 1 6
Bb7_CZ 4 2 2 3 7 3 - 7
Bb8_CZ 2 2 2 2 8 3 - 8
Bb9_CZ 1 1 1 1 9 4 2 9
Bb10_CZ 5 2 2 2 10 3 - 10
Bbl1_CZ 2 2 3 2 11 2 - 11
Bbl12_CZ 4 2 2 2 5 3 - 12
Bblb_CZ 6 3 - 1 12 5 - 13
Bb3b_CZ 1 1 1 4 13 6 2 14
Bb5b_CZ 7 4 4 5 14 7 3 15
Bb ARSEF1520_FR 8 5 5 1 15 8 4 16
Bb ARSEF2597_IN 9 6 5 6 16 9 5 17
Bb ARSEF3097_IT 2 2 6 2 17 3 1 18
Bb BCC2660_TH 10 7 5 6 18 9 6 19
Bb Bv062_CO 2 8 2 2 19 3 1 20
BbDI1-5_CN 9 6 5 6 20 9 5 21
Bb ECAO0_CR 2 8 7 2 21 3 1 22
Bb ECA01_CR 2 8 7 2 21 3 1 22
Bb ECAI3_HN 2 8 7 2 22 3 1 23
Bb ECA26_CR 2 8 2 2 21 3 1 24
Bb ECA27_CR 2 8 7 2 21 3 1 22
Bb ECA31_CR 11 9 8 7 23 10 7 25
Bb ECA44_PR 12 2 7 2 23 3 1 26
Bb ERL&36_US 7 10 9 1 24 11 5 27
Bb HN6_CN 9 11 5 6 25 12 5 28
Bb JAU2_IN 9 12 5 6 26 9 5 29
Bb JEF007_KP 13 8 1 8 27 4 2 30
Bb KNU101_KP 7 13 9 1 24 11 5 31
Bb QB028_CN 14 6 5 6 20 9 5 32

49




Priloha 2: Genetické vzdalenosti (p-distance) mezi druhy Beauveria — lokus /7S, modie

znazornény odchylky.

Bbass Bbrong | Basia Baus Bmedo |Bpseu Bvarro

Bbass 0,005 0,005 0,005 0,005 0,006 0,005
Bbrong 0,017 0,003 0,002 0,002 0,004 0,004
Basia 0,020 0,005 0,004 0,002 0,004 0,004
Baus 0,014 0,004 0,008 0,003 0,005 0,004
Bmedo 0,017 0,002 0,003 0,005 0,004 0,004
Bpseu 0,022 0,010 0,011 0,013 0,011 0,005
Bvarro 0,015 0,010 0,012 0,010 0,012 0,013

Priloha 3: Genetické vzdalenosti (p-distance) mezi druhy Beauveria — lokus TEF 1o, modie

znazornény odchylky.

Bbass Bbrong Basia Baus Bmedo Bpseu | Bvarro

Bbass 0,004 0,004 0,003 0,003 0,005 0,003
Bbrong 0,013 0,004 0,003 0,002 0,005 0,003
Basia 0,020 0,011 0,004 0,003 0,006 0,004
Baus 0,011 0,007 0,013 0,002 0,005 0,003
Bmedo 0,009 0,004 0,011 0,002 0,005 0,003
Bpseu 0,027 0,023 0,030 0,023 0,021 0,005
Bvarro 0,012 0,010 0,017 0,010 0,008 0,024

Priloha 4: Genetické vzdalenosti (p-distance) mezi druhy Beauveria — lokus RPB1, modre

znazornény odchylky.

Bbass Bbrong Basia Baus Bmedo |Bpseu |Bvarro

Bbass 0,005 0,005 0,005 0,005| 0,007 0,005
Bbrong 0,019 0,004 0,003 0,003 0,005 0,006
Basia 0,020 0,012 0,004 0,004| 0,006 0,006
Baus 0,020 0,009 0,012 0,003| 0,006 0,006
Bmedo 0,019 0,008 0,010 0,004 0,006 0,006
Bpseu 0,031 0,020 0,025 0,025 0,023 0,007
Bvarro 0,021 0,028 0,026 0,029 0,028 0,039
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Priloha 5: Genetické vzdalenosti (p-distance) mezi druhy Beauveria — lokus RPB2, modre

znazornény odchylky.

Bbass Bbrong Basia Baus Bmedo |Bpseu |Bvarro

Bbass 0,005 0,005 0,005 0,006| 0,005 0,005
Bbrong 0,022 0,004 0,004 0,004 | 0,005 0,005
Basia 0,024 0,019 0,005 0,005| 0,005 0,006
Baus 0,027 0,013 0,026 0,004| 0,006 0,006
Bmedo 0,031 0,015 0,028 0,014 0,006 0,006
Bpseu 0,028 0,027 0,031 0,034 0,036 0,006
Bvarro 0,021 0,031 0,035 0,035 0,039 0,036

Priloha 6: Genetické vzdalenosti (p-distance) mezi druhy Beauveria — lokus Bloc, modie

znazornény odchylky.

Bbass Bbrong Basia Baus Bmedo |Bpseu Bvarro

Bbass 0,010 0,010 0,010 0,010 0,009 0,008
Bbrong 0,113 0,008 0,006 0,006 0,009 0,009
Basia 0,115 0,071 0,009 0,009 0,010 0,010
Baus 0,114 0,040 0,078 0,007 0,009 0,009
Bmedo 0,119 0,041 0,079 0,046 0,009 0,009
Bpseu 0,101 0,087 0,106 0,095 0,095 0,009
Bvarro 0,076 0,091 0,104 0,097 0,099 0,082

Priloha 7: Genetické vzdalenosti (p-distance) mezi druhy Beauveria — lokus 7OP1, modie

znazornény odchylky.

Bbass Bbrong Basia Baus Bmedo Bpseu Bvarro

Bbass 0,007 0,007 0,007 0,008 0,007 0,005
Bbrong 0,048 0,006 0,004 0,004 0,008 0,008
Basia 0,044 0,032 0,007 0,007 0,008 0,008
Baus 0,050 0,014 0,035 0,005 0,008 0,008
Bmedo 0,049 0,016 0,035 0,016 0,008 0,008
Bpseu 0,043 0,048 0,048 0,048 0,052 0,007
Bvarro 0,024 0,055 0,049 0,054 0,057 0,041
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Priloha 8: Genetické vzdalenosti (p-distance) mezi druhy Beauveria — lokus f-tub, modre

znazornény odchylky.

Bbass Bbrong Basia Baus Bmedo Bpseu Bvarro

Bbass 0,011 0,012 0,012 0,011 0,011 0,010
Bbrong 0,042 0,006 0,007 0,007 0,011 0,011
Basia 0,045 0,014 0,008 0,005 0,011 0,011
Baus 0,048 0,017 0,017 0,008 0,009 0,011
Bmedo 0,045 0,014 0,007 0,017 0,011 0,011
Bpseu 0,042 0,035 0,035 0,028 0,035 0,010
Bvarro 0,031 0,035 0,035 0,038 0,035 0,031
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Cordyceps militaris CM01

Priloha 9: Fylogram pro lokus /7S (Maximum Likelihood, model K80 +G, aLRT-SH).

Fylogram je zakotfenén pomoci Cordyceps militaris.
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Priloha 10: Fylogram pro lokus 7EF/a (Maximum Likelihood, model TN93 +I, aLRT-SH).

Fylogram je zakorenén pomoci Cordyceps militaris.
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Priloha 11: Fylogram pro lokus RPB/ (Maximum Likelihood, model TN93 +I, aLRT-SH).

Fylogram je zakofenén pomoci Cordyceps militaris.
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Priloha 12: Fylogram pro lokus RPB2 (Maximum Likelihood, model TN93 +G, aL RT-SH).

Fylogram je zakotenén pomoci Cordyceps militaris.
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Priloha 13: Fylogram pro lokus Bloc (Maximum Likelihood, model HKY85 +G, aLRT-SH).

Fylogram je zakofenén pomoci Cordyceps militaris.
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Priloha 14: Fylogram pro lokus 7OP1 (Maximum Likelihood, model TN93 +G, aLRT-SH).

Fylogram je zakotenén pomoci Cordyceps militaris.
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Priloha 15: Fylogram pro lokus g-tub (Maximum Likelihood, model K80 +G, aLRT-SH).

Fylogram je zakotfenén pomoci Cordyceps militaris.
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Priloha 16: MLST analyza — alelové profily.

Kmen ITS TEFla | RPBI RPB2 Bloc TOPI «f-tub ST
Bbl_CZ 1 1 1 1 1 1 - 1
Bb2_CZ 2 2 2 2 2 2 - 2
Bb3_CZ 2 2 2 2 3 2 1 3
Bb4_CZ 2 2 2 2 2 3 - 4
Bb5_CZ 2 2 2 2 2 3 - 4
Bb6_CZ 3 2 2 2 4 2 1 5
Bb7_CZ 4 2 2 3 2 3 - 6
Bb8_CZ 2 2 2 2 5 3 - 7
Bb9_CZ 1 1 1 1 1 4 2 8

Bb10_CZ 5 2 2 2 6 3 - 9
Bbll_CZ 2 2 3 2 7 2 - 10
Bbl12_CZ 4 2 2 2 2 3 - 11
Bb3b_CZ 1 1 1 4 8 5 2 12
Bb5b_CZ 6 3 4 5 9 6 3 13
Bb ARSEF1520_FR 7 4 5 1 10 7 4 14
Bb ARSEF2597_IN 8 5 5 6 11 8 5 15
Bb ARSEF3097_IT 2 2 6 2 12 3 1 16
Bb BCC2660_TH 9 6 5 6 13 8 6 17
Bb Bv062_CO 2 7 2 2 14 3 1 18
Bb DI1-5_CN 8 5 5 6 11 8 5 15
Bb ECAO0_CR 2 7 7 2 15 3 1 19
Bb ECAO01_CR 2 7 7 2 15 3 1 19
Bb ECA13_HN 2 7 7 2 16 3 1 20
Bb ECA26_CR 2 7 2 2 15 3 1 21
Bb ECA27_CR 2 7 7 2 15 3 1 19
Bb ECA31_CR 10 8 8 7 17 9 7 22
Bb ECA44_PR 11 2 7 2 17 3 1 23
Bb ERL836_US 6 9 9 1 18 10 5 24
Bb HN6_CN 8 10 5 6 19 11 5 25
Bb JAU2_IN 8 11 5 6 20 8 5 26
Bb JEF007_KP 12 7 1 8 21 4 2 27
Bb KNU101_KP 6 12 9 1 18 10 5 28
Bb QB028_CN 13 5 5 6 11 8 5 29

xnebyl zahrnut do ST
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Priloha 17: Piehled zastoupeni LSU intronti u kmenua B. bassiana, + intron zastoupen, na —
nelze aplikovat.

Ptiblizna pozice 2563 2449 2066 1921

LSU introny 1 3 4
Bb2

Bb3
Bb4
Bb5
Bb6
Bb7
Bb8
Bb10
Bbl1
Bbl12
Bblb +
Bb5b na na
Bb_ARSEF_1520
Bb_ARSEF2597 +
Bb_ARSEF3097 +
Bb_BCC2660
Bb_Bv062
Bb_D1-5 + +
Bb_ECAO0
Bb_ECAO01
Bb_ECA13 + +
Bb_ECA26 +
Bb_ECA27
Bb_ECA31 +
Bb_ECA44 na + +
Bb_ERLS836 + +
Bb_HNG6 + +
Bb_JAU2
Bb_JEF007 +
Bb_KNU101 + +

Bb_QB028 + + +
Basia + + +

+ |+ [+ |+ |+ |

+ |+ |+ |+ |+

+ |+ [+ |+

+ |+ [+ |+
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