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Cile prace

Tato préace se bude zabyvat popisem hub asociovanych se dvéma druhy broukd rodu Hylesinus (H.
crenatus a H. fraxini) na jasanu. Bude studovana kultivovatelna diverzita hub, které se vyskytuji

v drtinkéch a v rdznych instarech broukd. Zamé&fime se zejména na hlavni symbiotické houby broukd
a zaroven budeme v literatufe dohledavat jejich moiné role.

Metodika

Larvy, kukly & nevylihla imaga broukd ziskané z Iyka jasanu ztepilého budou homogenizovany, bude prove-
den vysev na zivné médium a po kultivaci budou houby spoéitany pomoci parataxenomického pfistupu. Ze
zjisténych OTU bude izolovana DNA, kterd poslouzi jako templat pro barcodovy Gsek DNA (ITS pro houby
a 165 pro bakterie). Tato ¢ast DNA bude porovnana s databazi GenBank, diky cemuz bude zjisténa identita
hub. V piipadé hlavnich symbiotickych hub (rody Ophiostoma a Geosmithia) bude vyuito vice gend (TEF1,
B-Tubulin) pro zjisténi, zda se jedna o nové nebo jiz popsané druhy.
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Abstrakt

Tato diplomova prace je zaméfena na studium mikrobiotickych symbiontt
floemofagnich kuroveu druhtt H. crenatus a H. fraxini na jasanech. Cilem
prace je utiidit ziskané informace 0 vyznamu hub a bakterii asociovanych s
témito dfevokaznymi brouky. Studovana je kultivovatelna diverzita hub a
bakterii, které se vyskytuji v riznych instarech brouki. Specialni pozornost je
vénovana rodum Geosmithia a Ophistoma.

V praktické ¢asti této prace jsme vyuzili standartnich kultiva¢nich metod
ke zjisténi houbovych symbiontd nalezenych v larvach ¢i v dospélcich a urcili
jsme jejich frekvence. Rozsah biodiverzity kultivovatelnych hub a bakterii
jsme ziskali pomoci molekularnich metod (sekvenace gent ITS a 16S rDNA).
Ziskané sekvence byly konfrontovany s internetovymi databazemi.

Takto identifikované houby a bakterie byly roztfidény do nékolika
ekologickych kategorii. Zjistili jsme, Ze nejvice hub Zzije saprofytickym
zpusobem zivota. Nemalou roli hraji i endofytické houby a houby asociované s
hmyzem.

Ophiostoma asociované s H. crenatus a houby rodu Geosmithia, asociované s
H. fraxini. Tyto houby osidluji rizna prostfedi podle stupné vlhkosti
(Jankowiak et al., 2008), stejné tak jako brouci s nimi asociovani. Také se ale
vyjadiujeme K Sirokému spektru kvasinek a bakterii, jejichz funkce a vyznam

byly v odborné literatute doposud podcenovany.

Kli¢ova slova:
Hylesinus fraxini, Hylesinus crenatus, jasan, symbidza, houby, bakterie,
kvasinky



Abstract

This thesis is focused on the study of microbiotic symbionts of
phloemophagous bark beetles of the species H. crenatus and H. fraxini on ash
trees. The aim of this work is to sort out the information about the importance
of fungi and bacteria associated with these ligniperdous beetles. It studies the
cultivable diversity of fungi and bacteria occurring in various beetle instars.
Special attention is paid to the genera Geosmithia and Ophistoma.

In the practical part of this work we used standard cultivation methods to
detect fungal symbionts found in larvae or in adults and we determined their
frequencies. The range of biodiversity of cultivable fungi and bacteria was
obtained by molecular methods (sequencing of ITS and 16S rDNA genes).
Obtained sequences were confronted with the Internet databases.

The fungi and bacteria thus identified have been categorized into several
ecological categories. We found that most fungi live a saprophytic way of life.
But endophytic fungi and fungi associated with insects also play an important
role.

Most important, however, was the symbiosis between bark beetles and
Ophiostoma fungi associated with H. crenatus and fungi of the genus
Geosmithia associated with H. fraxini. These fungi populate different
environments according to the degree of humidity (Jankowiak et al., 2008), as
do the beetles associated with them. Finally we also comment on a wide range
of yeasts and bacteria, whose function and significance have been

underestimated in the literature so far.

Keywords:

Hylesinus fraxini, Hylesinus crenatus, ash, symbiosis, fungi, bacteria, yeast
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Uvod

Rod Hylesinus (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) patii do nad¢eledi
Curculionoidea. Nazyvame je také nosatci, toto oznaceni si zaslouzili
typickym tvarem své hlavy, kterd je protazena do dlouhého nosce. V Ceské
republice se v soucasné dob¢ vyskytuje celkem 6 celedi a v nich pak kolem
1040 druhu.

Hylesinus fraxini (Panzer, 1779) a Hylesinus crenatus (Fabricius, 1787) -
druhy, které byly zkoumany v ramci mé diplomové prace, patii mezi kirovce
napadajici pouze listnaté stromy. Vyvijeji se pod kirou oslabenych stromtl.
Pti pfemnozeni ale mohou napadat 1 zdravé jedince. V mém ptipadé se jednd
o stromy rodu Fraxinus, konkrétn¢ o jasan ztepily (Fraxinus excelsior).

Béhem osidlovani hostitelského stromu dochazi k asociaci mezi brouky
tohoto rodu a houbovymi ¢i bakteridlnimi symbionty, ktefi jim pomahaji
ptekonat obranu stromu nebo mohou zvySovat nutri¢ni hodnotu potravy.
Ma diplomova prace se bude zabyva vyzkumem tohoto vzajemného vztahu
mezi broukem a houbami/bakteriemi.

Tato prace je soudasti vétsiho projektu pod zastitou Akademie véd Ceské
republiky. Budeme zde vyhodnocovat data ze dvou sbéri z pielomu
cerven/Cervenec 2014. Zjistovana bude zejména biodiverzita mikrobidlnich

symbiontt, ale i dalsi ekologicka data.
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1. Cile prace

Tato diplomova prace se bude zabyvat popisem hub a bakterii
asociovanych se dvéma druhy broukti rodu Hylesinus. Lykohub zrnity
(Hylesinus crenatus) a Lykohub jasanovy (Hylesinus fraxini) vyskytujici se na
jasanu ztepilém (Fraxinus excelsior). Bude studovana Kultivovatelna diverzita
hub a bakterii, které se vyskytuji v drtinkach a v riznych instarech danych
broukd. Zaméfime se zejména na hlavni symbiotické houby broukt a zaroven
budeme v literatufe dohledavat jejich mozné role v organismu. Tyto Gdaje maji
slouzit jako zakladni podklad pro studium sukcese a ekologické role symbiontti
jasanovych lykohubt.

Cely projekt, jehoz je ma prace soucasti, zahrnuje popis biodiverzity
kultivovatelnych hub z prvniho a druhého sbéru obou druhti kirovci. Pro ucely

diplomové prace jsme zvolili pouze nejlepsi data.

Hlavni cile tedy jsou:

e Popsat kultivovatelnou diverzitu houbovych a bakteridlnich
symbiontl studované¢ho hmyzu.

e Popsat jejich funkce v symbidze s brouky a pokusit se vysledovat i
pfisluSnou ekologii.

e Vyznamnym pifedpokladem je, Ze H. crenatus ma jiné hlavni
symbiotické houby (rod Ophiostoma) nez H. fraxini (rod
Geosmithia.). Statisticky prokazat tuto hypotézu.

e Zjistit, zda z&visi druhovad rozmanitost symbiontll na vyvojovych

cyklech zkoumanych druhti kiirovci.
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2. Rozbor problematiky
2.1 Hostitelska drevina

V této diplomové praci jsou studovani klrovci a snimi asociované
organismy na rodu Fraxinus. Jde o opadavé listnaté stromy z Cceledi
olivovnikovitych (Oleaceae). Cely rod zahrnuje asi 45—65 obvykle stfedné
vysokych, vétsSinou opadavych druht, ackoliv n€kolik subtropickych druhii
fadime mezi stalezelené (napf. jamovec). Fylogeneticky je tento druh vzdaleny
ostatnim listnatym stromtim CR. Jiné ze stejné &eledi se pfirozend na nagem
uzemi nevyskytuji. Nejpiibuznéjsi uméle péstované druhy jsou ketfe Syringa
vulgaris (Sefik obecny) ¢i ptivodni druh Ligustrum vulgare (ptaci zob obecny)
(Wallander, 2008).

V nasich lesich je zastupce rodu jasan ztepily Sestou nejrozsitenéjsi
dfevinou (Narovec a kol., 2008). Roste roztrousen¢ v nizinach jako soucast
tvrdého nizinného luhu, pfes sutové lesy v pahorkatinach az po horské oblasti
celého tzemi. Jasan ztepily zahrnuje tfi ekotypy: luzni, horsky a vapencovy,
véechny jsou v CR zastoupeny (Uradnigek, 2014). Dava viak prednost padam
obohacenym dusikem, nesnaSi zasolené pidy a neroste na zraSelinénych
podkladech. Zetlivajicim listim dobfe obohacuje svrchni vrstvu pidy. Je citlivy
na klimatické vykyvy, Skodi mu silné mrazy, dobie snasi trvale vanouci vitr.
Nehodi se pfilis do praimyslového prostiedi (Hejny, 1988).

Za poslednich dvacet bylo pozorovano, Ze dochazi k vétSimu odumirani
jasanil vSech vyvojovych stadii. Symptomy tohoto chfadnuti, tedy prosychani
korun, odumirani mladych letorostd a nekrézy zapocaly v Ceské republice
v letech 20042006 v oblasti luznich lest (Jankovsky et al., 2009). Mortalita je
vyrazné€jsi u mladych jedincd, ale postihuje dfeviny na vSech stanovistich, tzn.
v oblastech luznich lest i v niz§ich horskych oblastech (Jankovsky et al., 2009).

S rokem 2006 byla popsana houba Chalara fraxinea, ptivodce choroby
chiadnuti jasand (Kowalski, 2006). Kowalski, Holdenrieder (2009) popsali,
ze Ch. fraxinea je anamorfnim (nepohlavnim) stadiem Hymenoscyphus albidus,
coz je roz§ifeny nepatogenni endofyt, vyskytujici se na fapicich listi jasanu po
jejich opadu a podilejici se na rozkladu tohoto opadaného listi. V roce 2011

doslo pomoci genetickych test ke zjisténi, Ze se na jasanu vyskytuji dva
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morfologicky velmi podobné druhy rodu Hymenoscyphus. Houba vyskytujici
se na fapicich napadenych jasani tedy neni H. albidus, ale nové popsany taxon
H. pseudoalbidus (Queloz et al., 2011). Za houbu zpusobujici chfadnuti jasant
byl tedy oznacen H. pseudoalbidus, ktery se pii vyzkumech vyskytoval na
nemocnych jasanech, zatimco H. albidus se vyskytoval pouze ve zdravych
jasanovych porostech (Husson et al., 2011). Pomoci molekularnich
genetickych metod byl tedy potvrzen novy druh patogenu s platnym jménem
H. fraxinus. Zavlecen byl ziejmé z Asie (Sieber et al., 2010).

Pravé v souvislosti s prosychanim a odumirdnim jasanu ztepilého
evidujeme zvyseny vyskyt kurovcovitych, zejména lykohuba jasanového
a lykohuba zrnitého (Kowalski, 2006). Tyto druhy lykohubil se vyskytovaly
pouze v puvodnim aredlu jasand, v souvislosti se zavedenim jasani jako
meliora¢nich a zpevnujicich dievin doslo k jejich rozsifeni v hospodaiskych
lesich, v oblasti méstské zelené apod. Na zakladé zkoumani zivota lykohubti
je ztejmé, ze jejich tloha pii chfadnuti jasant je az druhofada, piestoze
H. fraxini napada i mladé zdravé stromy (Kowalski, 2006). Pro odumirani
jasanu je typické, ze dochazi k rychlému nastupu choroby, ktera je spojovana
s vysokou densitou Sificich se spor. Patogen okamzité infikuje listy a fapiky
hostitelského stromu, mycelium patogenu mize pronikat 1 pupeny
¢i poranénimi dfeviny (Kowalski & Holdenrieder, 2009), a tim umoziiuje

druhotnym $ktidcim (Iykohublim, msicim atp.) ptistup do napadeného stromu.

2.2 Rod Hylesinus

Kurovci (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) jsou brouci, ktefi
nejcastéji napadaji nejriznéjsi dieviny a jejichZ larvy vyhlodavaji chodbicky
Vv kmenech, vétvich €1 koncovych vétvickach. Podle ekologie se déli na dvé
hlavni skupiny. Na brouky ambrosiové, péstujici si v chodbi¢kach symbiotické
houby, kterymi se Zivi a prendSeji je v mykangiich, a na lykoZzravé, ktefi
konzumuji floém, avSak ke svému vyvoji rovnéz potiebuji symbiotické houby

(Farrell et al., 2001). Ke druhym zminénym patii i rod Hylesinus.

13



Floém (lyko) je pomémé vyzivnhym zdrojem potravy, xylem (dfevo) je
naopak zivinami chudy a brouci v ném zijici jsou ve vétsin€ ptipadi obligatné
zavisli na pfitomnosti symbiotické houby (Byers, 2004; Kirisits, 2007; Mueller
2005; Farrell et al., 2001). U téchto tzv. xylomycetofagnich nebo
mycetofagnich hmyzich druhi a jejich houbovych priivodci se vyvinula velmi
tésnd symbioza doprovazena morfologickymi adaptacemi. Na strané¢ broukt
jsou to mykangia — specializované organy slouzici k pfenosu symbiotickych
hub. V typickém piipad¢ se jedna o vchlipeniny kutikuly, do nichz usti rizné
télni zlazy. V SirSim pojeti mohou mit mykangia i podobu kartackl z chlupt,
na nichz se vytrusy hub mohou zachytit (Six, 2013). Houby tcastnici se této
symbidzy se nazyvaji ambrosiové a ptizplsobily se ji tvorbou riiznych utvart
funkéné analogickych plodiim kulturnich rostlin. Jedna se naptiklad o zvétSené
spory nebo o vyludovani kapek. Ugelem téchto ttvart je maximalizovat pomér
vyzivného obsahu k nestravitelnému obalu (Kolafik & Kirkendall, 2010;
Mueller et al., 2005).

Tato diplomova prace se zabyva dvéma konkrétnimi zdstupci rodu
Hylesinus. Tito brouci jsou floemofagové, ktefi Ziji ve vnitini kiafe, v 1yku,
pfipadné¢ ve svrchnich vrstvach bélového dieva. Floemofagové se zivi
predevsim lykem, které transportuje rozpustné organické produkty fotosyntézy,

zejména sacharozu (Lieutier et al., 2004).

2.2.1 Hylesinus fraxini

Lykohub jasanovy je drobny brouk, dospélec je 2,5-3,5 mm dlouhy,
kratce podlouhle ovalny, relativné siln€ klenuty, cerny, na povrchu Stitu
a krovek vyrazné pokryty riznobarevnymi drobnymi sétami (Stétinkami)
ve tvaru Supinek. Tyto Supinky jsou zbarvené od tmavé hnédé do Sedé
az bélavé barvy, takze povrch téla je pestie asymetricky zbarveny. Mezi
Supinkami se nalézaji jesté delSi odstalé vlasovité séty, zejména po stranach
pfedni poloviny krovek. Na meziryzich krovek jsou fady drobnych hrbolka.
Celo je lesklé, velmi husté a jemné tetkované. Pohlavni dimorfismus je
zietelny v utvareni cCela, které je u samicek vyklenuté, u sameckt zplostéleé

(Pfeffer, 1995).
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Obyvd téméf celou Evropu vcetné Britskych ostrovi a jizni
Fennoskandinavie, na vychodé zasahuje az do Ciny, jizni ¢ast arealu prochézi
severni Afrikou. K vyvoji vyuziva prakticky vSechny zastupce rodu Fraxinus,
v jizni ¢asti arealu se muze vyvijet na olivé (Olea europaea), jeho hlavni
hostitelskou dievinou jsou viak jasany. V Ceské republice patii k pomérné
rozSitenému druhu klirovct, ktery je soucasné zdvaznym skiidcem na jasanech
(Pfeffer, 1995). Nejcastéji napada mladé¢ jasany a dfivi na skladkach, zije pod
tenkou hladkou borkou nebo v tenc¢ich vétvich do priiméru cca 5 cm.

Lykohub jasanovy ma jednu generaci v roce, Casté byva sesterské rojeni.
Brouci jsou aktivni jiz brzy zjara (bfezen, duben). Vyvoj od vajicka po
dospélce trva zhruba 3 mésice. Larvy se kukli v béli dfeviny, pokud vSak vyvoj
prodélavaji v tlustsi borce kukli se pak v ni. Imaga se zacinaji objevovat
pocatkem kvétna. Nejvic jich pak mizeme nalézt na zacatku 1éta (Loyning,
1999). Zralostni zir provadéji ve tzv. ,spicich ockach® mladych jasant, ve
kterych si pfipravuji chodbicky k prezimovani. Tento Zir podminiuje tvorbu
hojivého pletiva a v okoli zavrtd se vytvareji tzv. ,,korové riizice®, které se po
nékolikaletém opakovaném ziru rozristaji do mohutnych utvart (Pfeffer, 1995).
Takto poskozenou kiiru dfeviny napadaji nejenom dal$i generace broukd, ale je

lakadlem i pro dal$i druhy dfevokaznych hub.

2.2.2 Hylesinus crenatus

Jedna se o nejvétsiho zastupce rodu Hylesinus v Ceské republice. Je to
tmavy az cerny brouk, jehoz dospélec je 4—6 mm dlouhy, robustni, kratce
podlouhle ovélny, siln€é klenuty, tmavé hnédy az cerny, matné leskly. Na
povrchu S§titu a krovek velmi fidce ,,ochlupeny* vlasovitymi a Supinovitymi
sétami, témef lysy. Na meziryzich jsou fady znatelnych hrbolkli, zeyména v
zadni poloviné krovek. Celo je ve spodni poloving slabé promacklé, u samecka
je tato prohlubenina nepatrné hlubsi (Pfeffer, 1995).

Na naSem Uzemi neni pfili§ rozsifeny, nezpiisobuje ani velké
hospodaiské Skody, velké Skody muze zplsobit na lesnich polomech.

V posledni dobé se vyskytly dikazy, Ze se tento brouk Sifi spolecné
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s houbovym patogenem Hymenoscyphus fraxineus. Divodem je nejspis fakt,
ze stromy jsou oslabené houbovou ndkazou, a to umoziuje pfistup dalSim
dfevokaznym broukiim a jinym patogenum (Kowalski, 2006).

Lykohub zrnity ma velké naroky na vlhkost, proto vyhleddva staré
stromy s tlustou borkou nebo odumfelé ¢i Cerstvé pokacené jasany. Brouci se
roji od poloviny dubna do zacatku Cervna. PoZerek s mate¢nou chodbou je
dlouhy pouze 4-8 cm, ale pomérn¢ Siroky. Larvové chodby se paprskovité
rozbihaji a dosahuji délky az 30 cm. Vyvoj je dvoulety, v prvnim roce
pfezimuje larva, druhou zimu dospélec. K néletu na stromy dochazi v pritbéhu
1éta (Cervenec, srpen), dospéli brouci se lihnou v ¢ervnu nasledujiciho roku,
prodé€lavaji zralostni zir na bazi starSich kmenid ¢i v Cerstvych patezech,
pficemz vytvareji kratké chodbicky. K zalozeni nové generace dochézi az po

prezimovani (Pfeffer, 1995).

2.3 Symbi6za mikroorganismu s brouky

Mikrobidlni symbidzy mohou podstatné meénit fyziologii hostitelského
organismu. V mnoha piipadech proptjcuji nové ¢i zlepSuji stavajici schopnosti
organismu a zlepSuji tak fitness daného jedince. To ma dopad jak na
ekologickou niku organismu (rozsifenim niky se hostitelsky organismus
dostane k novym zdrojim potravy), tak na jeho schopnost odolavat stresovym
faktorim prostfedi, predatoriim a parazitim. Toto ovliviiovani (mutualismus)
probihd mezi dvéma 1 vice organismy a je zalozené na vzijemném
vykofistovani. VSem zuCastnénym organismum tak vznikaji naklady
pfispivajici k interakci, avsak dostava se jim odpovidajicich benefiti (Hussa &
Goodrich-Blair, 2013)

Vsechny vysSi organismy jsou v podstaté vzdy zapojeny do symbidz
s mikroorganismy. DuleZitost téchto symbidz vedla ke konceptu holobiontu,
ktery miZeme definovat jako spojeni mnohobunééného hostitele se v§emi jeho
symbionty, véetné virt (Gilbert et al., 2012; Zilber-Rosenberg and Rosenberg,
2008). Kuptikladu u hmyzu je koncept symbiozy hostitele s mikroorganismy
zédkladem pro uspéch a rozmanitost této tfidy. Hmyz ,.spoléha” na své

mikroorganismy, co se tykd jeho zakladnich Zivotnich funkci a schopnosti

16



vyuzivat zdroje potravy (Janson et al., 2008). U hmyzu mezi symbionty fadime
ektosymbionty, jako jsou mikroskopické houby (Mueller, 2005),
a endosymbionty, kam patii zejména bakterie a dalSi mikroorganismy v travici
soustavé (Moran et al., 2008).

Kirovci, jako mnoho dalsich zastupci hmyzu, vyuzivaji uzce specifické
niky. Symbi6za mezi nimi a jejich houbami, bakteriemi ¢i kvasinkami
predstavuje komplex vzajemnych interakci. Pro uspéSnou kolonizaci je tfeba
souhra obou ,,vetielcti*“. Brouci svym mechanickym hloubenim chodeb rozvrati
vodni rezim stromu. Kdyz jich je hodn¢, vysusi i pryskyfi¢né kandlky, protoze
vétSina pryskyfice se vyplavi uz béhem prvnich né¢kolika hodin. Houby pierusi
transport vody, protrhnou membrany mezi tracheidami, ucpou cévy smilou
a navic produkuji jedovaté izokumariny (Morgan, 2010). V lyku dokazou rust
ptekvapiveé rychle, uvadi se az 1 cm za den. Kdyz uz je obsazeno lyko,
napadnou drevo, které se zbarvi. Tato faze je vSak uz pomalejsi, prorast do
centimetrové hloubky trva houbam i nékolik tydnu (Hanson, 2008).

Ve skutecnosti pouze jeden nebo nékolik malo druhii pfenaSenych hub
skute¢né pomaha karovcim pii kolonizaci stromi (Six, 2012). Ostatni jsou
vesmés saprofyty, tedy pozira¢i mrtvé rostlinné suroviny, ktefi se pfizivuji na
odumfelé hmoté po invazi kturovce (Kirschner, 2001) ¢i maji jiné tlohy nebo
jsou pouze piizivnici (komenzalové) (Kok, 1979). Tito ,,pfizivnici® sice maji ze
souziti potravni prospéch, svého hostitele ale sami nijak neovliviiuji. K nim
fadime pfedevsim ophiostomatalni houby (Harrington, 1993).

U nékterych severoamerickych agresivnich klirovcid je znamo, ze houba
odpovédna za usmrcovani stromu je pravdépodobné Skodliva 1 pro samotného
brouka. Proto si samice nosi v mykangiich jiné druhy hub, které tomuto
patogenu uspésné konkuruji, kdyz uz je lyko mrtvé, a tim umoziuji larvam
ktirovce neruSeny vyvoj (Lantschner et al., 2017). Krom toho si kiirovci péstuji
houby, jejichz podhoubim se zivi nejen larvy, ale i vylihnuti brouci. Jelikoz
jsou symbiotické houby ptenasené brouky v mykangiich specializované spis na
rozklad mrtvé hmoty, v jiz mrtvém lyku pak rostou lépe nez jim a jejich
pfenaseCi nebezpecny patogen, a tak jsou jejich spory pienaSeny Ccasto

vV mnohem vét§im mnoZstvi nez spory daného patogenu.
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2.3.1 Floemofagni ktirovci

Kurovei jsou xylofagni, s vyjimkou roda Xyleborus, Xyleborinus
a Trypodendron, které jsou mycetofagni. Xylém slouzi broukiim jako potrava
pouze v omezené miie (Paine et al., 1997). Floemofagni klirovci primarné ziji
v kambiu a ve floému, avSak existuje nékolik druhti, ktefi mohou sviij
vyvojovy cyklus prodélat ve vngj$i kure dieviny (Six, 2013). Lyko sice
obsahuje vice zivin, nez b¢l, ale piesto ma nizkou hodnotu dusiku, ktery je
limitujicim faktorem ve stravé klirovct a je dilezity k dokonceni vyvojového
cyklu (Ayres et al., 2000).

Velmi vyznamnou ulohu plni symbiotické houby u floemofagnich
broukli. Poméhaji jim naptiklad pii detoxikaci terpent pro pirekonani obrany
hostitelské dfeviny (Ayres, 2000). Hmyz si dfeviny, které se chysta napadnout,
nachazi ¢ichem pomoci rostlinnych monoterpent. Monoterpeny jsou vyznamné
predevsim tim, ze zprostfedkovavaji interakce mezi rostlinou a prostiedim,
zajistuji komunikaci i mezi rostlinami. Monoterpeny emitované stromy na
obranu mohou byt zaroven ale prekurzory hmyzich agrega¢nich feromont
(napf. a-pinen, myrcen). Hmyz si je ve stfevé hydroxylaci pretransformuje na
feromony (Davis et al., 2011). Produkce téchto agregacnich feromonti broukem
urcuje dobu vhodnou k masivnimu napadeni hostitelské rostliny a tidi pafeni
kiroveti (Vanderwel, 1994). Ngkteti kirovci jsou schopni syntetizovat
feromony de novo. Tak Ips pini ¢i Ips paraconfusus piebiraji monoterpen-
syntazu z hostitele a s jeji pomoci pak syntetizuji své feromony — ipsenol
a ipsdienol (Blomquist et al., 2010). Napadené stromy byvaji zpravidla jiz
oslabené, a proto produkuji méné¢ monoterpent nez zdravé stromy. AvSak pii
napadeni zacnou rostliny produkovat vice téchto latek, anebo zméni jejich
sloZeni (Davis et al., 2011).

Zajimavosti je, ze napadena rostlina rozliSuje mezi napadenim
Skodlivym hmyzem a mechanickym poskozenim. Pokud je tedy napadena
Skodlivym hmyzem, produkuje specifické komunikacni latky (mono-terpeny
a seskvi-terpeny), které maji za ukol prilakat predatory a parazitoidy daného
hmyzu (Wood, 1982).
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Lykozravi brouci symbiotické houby nekonzumuji ptimo. Tyto houby
jim poskytuji Cast své enzymatické vybavy, kterou pouzivaji k degradaci
celulozy, stavebni soucasti rostlinnych bunécénych stén. Jedna se o trévici
enzymy celulézy a hemicelulozy (Przybyt et al., 2006). Schopnost stravit
celulozu je u zivoCichi velmi vzicnd, proto tuto Ccinnost obvykle
zprostfedkovavaji mikroorganismy (Scharf et al., 2011). Steroly, organické
latky, které slouzi i jako hormony hmyzu, patii mezi dalsi ziviny, které brouk

muze od hub ziskat (Noda & Kodama, 1996).

2.3.2 Ambrosiovi klirovci

Nektefi kurovei se misto difevem ¢i lykem zivi myceliem svych
symbiotickych hub. Takové kilrovce nazyvadme vyrazem xylomycetofagové
nebo také ambrosiovi brouci. Ambroziovych kiirovel zndme asi 3400 druht.
Pozerky hloubi vétSinou do béle stromt, kde je dostatek vlhkosti. Tam také
dopravi své houby a vyseji je. Sviij pozerek si Cisti a vétraji. Zatimco larvy
puvodnich druhii Zzivicich se lykem si hloubi vlastni chodby, o larvy
ambréziovych druhd je postardno. VétSinou pouze spoleéné Zerou podhoubi
a plodnice v chodbach ¢i dutinach, které vydolovali jejich rodice. Ambréziové
houby jsou pfenosem a ristem plné zavislé na svych péstitelich, jimz na
oplatku poskytuji kompletni stravu (Hulcr, 2003). K rozmnozovéani vétSiny
ambrosiovych brouk dochdzi v béli kmene nebo v silnych vétvich stromd.
Hlavni ¢ast dieva z budovanych chodbicek brouci nepoziou, avSak vytlacuji ji
ven (Beaver et al., 1989). Ambrosiovi brouci nejsou naro¢ni k vybéru
hostitelské dfeviny. V naSich podminkach patii ke kiirovelim, kteti plisobi
velké ekonomické skody v dfevozpracujicim primyslu tim, ze svymi poZerky
a ,,péstovanim* hub znehodnocuji dievni hmotu (Hulcr, 2003).

Pivodnim zpisobem zivota ambrosiovych kurovel je kolonizace
vodivych pletiv Zivych 1 odumirajicich dfevin a vyuZivani Zivin stromu jako
potravy. Tento zplsob Zivota se dale vyvijel a brouci zacali vyuZzivat Cerstvé
dfevni cévni svazky jako vhodny substrat pro péstovani svych symbiotickych
hub. Ambrosiovi kiirovci si konzumaci hub obohacuji svou potravu

0 esencialni nutrienty, zejména o prvky jako dusik a fosfor a o steroly, které
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slouzi jako prekurzory steroidnich, tedy rozmnozovacich hormont (Six, 2003).
Tésné vzajemné prospéSné souziti mezi ambrosiovymi brouky a houbami
vzniklo béhem evolu¢niho vyvoje nékolikrat nezéavisle. Béhem vyvoje
dochazelo k adaptaci houbovych spoleCenstev na dievni prostiedi, jako je
zvétSovani spor, kvasinkovity riist ¢i obmeéna enzymatického aparatu (Farrell et

al., 2001).

2.4 Geosmithie

Rod Geosmithia vy¢lenil v roce 1979 Pitt pro nékolik druhti dfive
popsanych v rodé Penicillium. Odlisujicimi znaky od rodu Penicillium jsou
odli$nd barva kolonii a konidii (chybi odstiny Sedo-modré a Sedo-zelené barvy),
povrch konidioforu je drsny a fialidy a konidie jsou valcovité. Taxonomii rodu
Geosmithia se dale zabyval Ogawa v 90. letech (Ogawa et al., 1997). Ten
zjistil, Ze se jedna o polyfyleticky rod patfici do nejméné tii skupin v ramci
Ascomycota. Druh Geosmithia putterillii a typovy druh rodu Geosmithia
lavendula byly zafazeny do fadu Hypocreales. Molekularni studie zaméfené na
tento fad ukazaly, ze Geosmithia nalezi do ¢eledi Bionectriaceae, konkrétné do
rozvétvené vétve obsahujici rody bud anamorfni nebo s plodnicemi typu
kleistothecium (ty maji na rozdil od vétSiny zastupcu Celedi Bionectriaceae
plodnice perithecialni). Za sestersky taxon rodu Geosmithia byl povazovan
druh Acremonium alternatum (Ogawa et al., 1997; Rossman et al. 2001),
nove¢jsi studie s vétSim poctem zastoupenych druhd rodu Acremonium vsak
pfisuzuje toto postaveni druhu Acremonium sclerotigenum (Summerbell et al.,
2011). Nelze ovSem obecné fici, Ze sesterskym rodem Geosmithia je rod
Acremonium, nebot’ tento anamorfni rod je polyfyleticky a jeho zastupce lze
kromé tadu Hypocreales nalézt i v fadech Glomerellales a Sordariales a ve
tiidé Leotiomycetes (Summerbell et al., 2011). Ostatni znamé druhy pak patii
do tadu Eurotiales ¢ili do pfibuznosti ptivodniho rodu Penicillium.

Geosmithia dnes zahrnuji 37 (z toho 14 jiz popsanych) termotolerantnich
az termofilnich hubovych druhti (Huang et al., 2017). VSechny druhy jsou
asociované s podkornim hmyzem, piedev§im s klirovci podceledi Scolytinae
nebo se vzacné€ nachazeji i v pudnich substratech (Kubatova et al., 2004).

G. argillacea, G. eburnea, G. emersonii, G. cylindrospora a pro dalsi dva
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druhy byl vymezen rod Rasamsonia (Houbraken et al., 2012). G. viridis a G.
swiftii byly pfevedeny do rodu Talaromyces (Samson et al., 2011). G.
namyslowskii a G. malachiteum patii do rodu Penicillium (Houbraken &
Samson, 2011). Jednotlivé druhy se vzajemné lisi silou vazby na své pfenasece.
Nejvolngjsi vztah nachdzime u tzv. generalistd, ktefi jsou pfenaseni fadou
druhii kiiroveu s hostiteli z mnoha rostlinnych ¢eledi. Tyto houby lze najit i ve
volné ptirodé (napt. puda, endofyti atd.) (Kolafik et al., 2017). Endofytni
houby piezivaji ve zdravych pletivech rostliny a po jejim oslabeni ¢i smrti
mohou fungovat jako patogeny ¢&i saprofyty (Cizkova et al., 2005).

Na rozdil od ophiostomalnich hub (viz kapitola 2.5) Geosmithia netvofi
lepkavé spory. Jejich pfenos na podkornim hmyzu je vSak i pfes tento fakt
vysoce efektivni. O funkci rodu pro hmyziho ptfenaSece ani pro hostitelskou
rostlinu je toho malo znamo. Pfiporovnani s ekologicky obdobnymi
ophiostomalnimi houbami se pfedpokladd, Zze svému pienaseci prospivaji
tvorbou esencidlnich latek. Mezi ty patii naptiklad rizné vitaminy, lipidy
(fosfolipidy, glykolipidy, lipoproteiny) a steroly (Six, 2003; Byers, 2004;
Kirisits, 2007). Dalsim piedpokladem je pak pomoc hub pfti koncentraci zivin
z pletiv hostitelskych rostlin do mycelia, kde je pfenaseCem snadnéji spasano
(Six, 2003). Pro lykozravé brouky neni tato symbidza obligatni, nicméné
v n¢kterych pfipadech bylo prok4zéno, Ze pfitomnost symbiotické houby
zvySuje rozmnoZovaci uspéSnost broukd (Farrell et al., 2001). Dalsi
piedpokladana vyhoda Geosmithia mize spocivat v patogennim pisobeni na
hostitelskou rostlinu. To miize vést az k jejimu oslabeni a usnadnuje tak
ptenaSeci rostlinu kolonizovat (Six, 2013; Byers, 2004). Podobny efekt mohou
mit 1 rychle rostouci houby, které svym myceliem ucpou pryskyfi¢né kanalky
a ochrani tak brouka pred obrannou reakci rostliny (Farrell et al., 2001).

Znaky ambrosiovych hub vykazuji v rizné mife ¢tyfi nepiibuzné druhy
geosmithii, z toho dva druhy jsou zifetelné typické ambrosiové houby (tzn.
dominuji v pozercich svého prenasece a tvori velké ,,krmné* spory) (Kolaiik &
Kirkendall, 2010). Ve vztahu k rostliné jsou téméf vSechny geosmithie
saprotrofové kolonizujici jiz mrtva pletiva. Vyjimkou je Geosmithia morbida,

kterd je prokazateln¢ fytopatogenni a zpusobuje chorobu ,thousand canker
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disease” americkych ofesaku (Tisserat et al., 2009). Stromy druhu Juglans
nigra, ktery je nejnachylnégjsi k této chorob¢, umiraji obvykle béhem tii az Ctyr
let. Projevem onemocnéni je zloutnuti listi a nasledné odumirani vétvi koncici
odumfienim celého stromu. Onemocnéni je zplisobeno agresivnim Zirem brouka
Pityophthorus junglandis a vytvafenim nekrotickych lozisek jim pienaSenou
houbou G. morbida. Nekr6ézy mohou nasledné splyvat po celém obvodu vétve,
coz vede k jejimu odumfeni (Kolafik et al., 2011).

Podrobné studium vyskytu jednotlivych druhti Geosmithia v evropském
temperatnim a mediterannim pasmu (Kolatik et al. 2011; Kolaiik et al. 2008;
Kolarik et al., 2007) prokazalo tzkou vazbu druhti na vektor (podkorni hmyz).
Podobné jako u jinych hub asociovanych s podkornim hmyzem (Six, 2003;
Gebhardt et al., 2004) je mira vektorové specifity Geosmithia spp. dana §ifi
niky vektoru. Druhy hmyzu, které sdili stejného rostlinného hostitele, prenase;ji
obdobné spektrum hub. Naopak kiirovci s odlisnou nikou se lisi i asociovanymi
druhy hub. To je zplisobeno tim, Ze asociovana houba jednoho kiirovce muze
prorist az do vedlejSitho poZerku a je nasledné broukem pienesena dale.
Ptikladem mohou byt druhy hmyzu vytvarejici pozerky ve floému rostlin
z Celedi Pinaceae, které hosti zcela jiné druhy Geosmithia nez druhy
asociované se Skidci listnatych dievin (Kolafik et al., 2011; Kolafik et al.,
2008; Kolaiik et al., 2007). Vétsina druhi Geosmithia Zzije v symbioze
s floémofagnim hmyzem konifer a listnacii. Nejméné dvakrat nezavisle na sobé
doslo k ptechodu k ambrosiovému zptsobu Zivota (Kolafik & Kirkendall,
2010). Jedna se o druhy izolované z pozerkd a fekalnich pelet ambrosiovych
broukti Microcorthylus sp., G. microcorthyli, a Eupagiocerus dentipes,
G. eupagioceri. Tyto druhy sdileji morfologické znaky typické pro
ambrosiovou houbu, napt. tvorba velikych terminalnich spor a stfidani
mycelidlni a kvasinkovité¢ faze ristu (Batra, 1967). Dosud nepopsany druh
G. cnesini byl nalezen v pozercich ambrosiového brouka Cnesius lecontei.
| kdyZ se pravdépodobné jednd o ambrosiovou houbu, pfimy doklad o jejim
vyznamu pro brouka dolozen nebyl. Zajimavym druhem je G. rufescens, ktery
doprovazi G. eupagioceri a G. cnesini v pozercich a je povaZovana za

auxiliarni (sekundarni) ambrosiovou houbu (Kolafik & Kirkendall, 2010). Tato
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houba nese ptechodny fenotyp mezi ambrosiovymi a floémovymi druhy
Geosmithia ve form¢ tvorby jak elipsoidnich, malych konidii v fetizcich, tak
i velikych, ,,ambrosiovych® konidii. Ambrosiova G. microcorthyli je blizce
piibuzna svym sesterskym druhtim zijicim ve floému rostlin, G. sp. 8 a G. sp.
CCF4200. Tyto druhy nejsou odlisitelné ITS rDNA sekvenci, zcela se vSak 1isi
morfologii, rozsifenim i ekologii. Dal$i variabilni geny (TEFla, Tub2, IGS
rDNA) potvrzuji, ze jde o dva odlisné, byt’ velmi ptibuzné druhy. Tato néhla
zména v morfologii ambrosiové G. microcorthyli byla ziejmé zplsobena
koevoluci s ambrosiovym broukem. Evolu¢ni procesy, které utvarely jeji
fenotyp, nejsou zatim znamy.

Jinou vyznamnou zménou v ekologii rodu Geosmithia je ptechod
od saprotrofniho zptisobu Zivota k patogennimu. Tento G¢inek nékterych druht
byl zjistovan v pracich Cizkové et al. (2005), Jankowiaka a Kolatika (2010).
U druht izolovanych z brouka Cryphalus piceae, ktery napada Abies alba,
nebyla prokazana patogenita (Jankowiak & Kolafik, 2010). Druhy G. pallida
a G. langdonii vsak inhibovaly rust kofent rostliny Lepidium sativum, G.
langdonii inhibovala i rist stonku (Cizkova et al., 2005). U izolatu IVV7 (G.
pallida) byla v praci ,,A Non-Ophiostoma fungus express the gene encoding the
Hydrophobin cerato-u/min“ (Scala et al., 2007) nalezena produkce toxinu
cerato-ulminu, ktery zplisobuje symptomy takzvané holandské nemoci jilmd.
Toto onemocnéni zpisobovalo hromadné odumirani jilmt v Evropé a Americe.
Symptomy zpisobuji houby Ophiostoma ulmi a O. novo-ulmi, u kterych byla
také diive prokazana produkce zminéného toxinu (Scala et al., 1997). lzolat
IVV7 Geosmithia je tak doposud jediny houbovy druh mimo O. ulmi a novo-
ulmi, ktery produkuje zminény toxin. Autofi Scala et al. (2007) pfedpokladaji,
Ze gen pro cerato-ulmin byl do genomu tohoto izolatu vnesen prostiednictvim
horizontalniho genového transferu umoZnénému mezidruhovymi hyfalnimi
anastomosami. Nicméné smér tohoto pfenosu zlstdva nejisty. V provedenych
inokulacnich testech na Ulmus glabra vsak izolat IVV7 nebyl schopen vyvolat

symptomy onemocnéni (Scala et al., 2007).
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V mé diplomové praci je rod Geosmithia jeden ze dvou hlavnich druht
hub asociovanych s kuirovci na jasanech. Jde jak o generalisty, tak o specialisty

na rod Fraxinus.

2.5 Ophiostomatalni houby

Druha nejcastéjsi skupina hub spojena s kiarovcei zivicimi se floémem
jsou ophiostomatalni houby. Houby z tohoto rodu byly poprvé popsany roku
1919 mykology Hansem a Paulem Sydowovymi (otec a syn), a piislusi do
¢eledi Ophiostomataceae. Tyto houby se vyznacuji hyalinnim nebo barevnym
myceliem, askokarpy tvoficimi se jednotlivé nebo ve skupindch na povrchu
substratu, zivného média nebo ponofené¢ v téchto substratech, které jsou
ostiolarni nebo mén¢ Casto neostiolarni (Upadhyay, 1993; Wingfield et al.,
1993). Baze je kulovita nebo lahvicovitd hyalinni az tmavé zbarvena s nebo
bez ostiolarnich hyf. Viecka se tvofi nepravidelné, jsou osmisporova, s rychle
se rozplyvajici sténou. Parafyzy zde chybé&ji. Askospory jsou hyalinni,
jednobunééné s nebo bez gelovitétho obalu. Anamorfni stadia jsou
mononematdézni nebo synnematézni a maji hyalinni nebo pigmentované
konidiofory. Konidie jsou hyalinni, jednobunééné nebo s piehradkou
(Upadhyay, 1981).

Tyto houby v souc¢asné dob¢ fadime do dvou fadu vieckovytrusych hub
(Ascomycota). Jde o tady Ophiostomatales a Microascales. Do fadu
Ophiostomatales nalezi rody Ophiostoma, Grosmannia, Ceratocystiopsis
Graphilbum, Raffaelea, Hawksworthiomyces, Aureovirgo (Seifert et al., 2013).
Z tadu Microascales jsou to rody Ceratocystis a Sphaeronaemella. Rozdé€leni
do uvedenych rodl je na zdkladé biochemickych znakii a morfologickych
znakil (typ anamorfniho stadia a tvar askospor), které podpofilo a upiesnilo
poznadni genomu (zejména ITS a LSU oblasti ribozomalni DNA) téchto hub.
K ophiostomatalnim houbam patii i nepohlavni stadia (Leptographium,
Sporothrix, Hyalorhinocladiella a Pesotum). Houby fazené¢ do ftadu
Microascales maji anamorfni stadia v rodech Thielaviopsis (Ceratocystis),
Knoxdaviesia (Gondwanomyces) a Gabarnaudia (Sphaeronaemella) (McNew

et al.,, 2015). Mezi ophiostomatalni houby je také fazen nepohlavni rod
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Graphium, u n¢hoz neni znamo pohlavni stadium a ktery je podle poznatkl
molekularni genetiky ptibuzny druhiim fadu Hypocreales (Okada et al., 1998).

V Evropé napadaji rtizné druhy stromul, nejcastéji jsou asociovany
s koniferami (rody Pinus, Picea, Larix) (Kirisits, 2007). Houby rodu
Ophiostoma se do stromd dostavaji pii napadeni brouky a vzhledem ke své
fytopatogenicité pak v zivych tkanich rostlinného hostitele soutézi s dalSimi
organismy o potravu a preziti (Six & Wingfield, 2010). Také byl tento rod
izolovan z druhu Pityogenes na borovici lesni. Dvé studie pak uvadi volné
sdruzeni Pityogenes quadridens s Leptographium lundbergii, Ophiostoma
canum a Ophiostoma piceae (Mathiesen, 1950; Mathiesen — Kaarik, 1953).
Podobn¢ volné pfidruzeni ophiostomatalnich hub bylo také objeveno
u mladych borovic lesnich napadenych P. bidentatus (Jankowiak & Ro0ssa,
2008). Nedavno Linnakoski et al. (2010) nalezli druhy O. brunneo-ciliatum,
O. canum, O. canum-like, O. floccosum a O. minus. Také popsali novy druh
O. fuscum, O. saponiodorum a O. tapionis asociované s Pityogenes
chalcographus ve Finsku. Tyto druhy byly izolovany ze vzorkl odebranych na
borovici lesni a smrku ztepilém.

V Ceské republice je zatim potvrzen vyskyt pfiblizng¢ 24 druht
ophiostomatalnich hub (Novotny, 2007), které 1ze délit na dvé skupiny. Jednak
jsou to druhy vyskytujici se v asociaci s kirovci a jednak jsou to druhy, které
nachazime ve floému a xylému kmendt, vétvi a kofent riznych druht dfevin.
Druhé zminéné se do hostitelského organismu dostavaji skrze rany zptisobené
jak animalnim piisobenim, tak mechanickym poskozenim naptiklad pfi t€zbé.
Do ran je inokulum ophiostomatalnich hub pfineseno vétrem ¢i zaneseno
béZnymi druhy hmyzu, které laka cerstvé poranéné dievo. Do této skupiny
fadime druhy jako O. minus ¢i O. piliferum.

Nekteré druhy zijici v symbidze s kirovei mohou a prokazatelné
zpiisobuji onemocnéni dfevin. Prvnim pozorovatelem zastupct téchto hub na
tizemi Ceské republiky byl Corda (1837), ktery popsal rod Graphium.
Ophiostomatélni houby Zijici ve spojitost s kiirovci na uzemi Ceské republiky
detailn¢ studovala Kotynkova — Sychrova (1966). Ophiostomatalni houby byly

v CR nalezeny u téchto druhii kiiroved Hylesinus crenatus, Hylurgops palliatus,
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Ips amitinus, Myelophilus piniperda, I. typographus, I. cembrae, Pityogenes
chalcographus, Scolytus multistriatus, S. scolytus, S. intricatus, Tomicus minor,
T. piniperda a Xyloterus lineatus (Novotny and Jankovsky, 2005). Jednozna¢né
nejstudovangjSim druhem v tomto sméru je dnes ,,palcivy” Ips typographus.
S timto druhem je spojena houba Endoconidiophora polonica (Gershenzon et
al., 2016).

Asi nejrozsitenéjsi chorobou zptisobovanou ophistomatalnimi houbami v
CR je grafiéza jilmt (holandska nemoc jilmt). Tato nemoc je zplsobena
houbou Ophiostoma ulmi ¢i dnes jiz Ophiostoma novo-ulmi. Houba zamezuje
protékani mizy cévami, coz zpusobuje postupné odumirdni nejdiive vétvi,
pozdéji celého stromu. Strom jako by uschnul nastojato, pak z né¢ho opadala
I veskera kura. Obranou reakei stromu je tvorba thyl v trachejich, jimiz se jilm
brani postupu houbového mycelia. To ale zaroven brani pronikani vody do
vyse polozenych casti dieviny, coz vysledné vede k jejimu prosychani az
odumieni. O. ulmi a O. novo-ulmi jsou pienaseny kurovci Scolytus scolytus,
Scolytus multistriatus a Scolytus ratzeburgi (Aas et al., 2018). V ramci druhu O.
novo-ulmi jsou dnes znamy dva poddruhy O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi a O.
novo-ulmi ssp. Americana. (Brasier, 2001). Béhem studia mykobioty dubt byly
pozorovany dva druhy ophiostomatalnich hub. Druh Ophiostoma stenoceras
byl izolovan z endofytické mykobioty kofenti dubti a mladych dubovych
semenackl (Quercus petraea). Druh Ophiostoma grandicarpum byl nalezen na
kmeni dubu letniho (Q. robur) (Jankowiak et al., 2019).

Dal§imi znamymi druhy ophiostomatalnich hub jsou Ophiostoma
quercus a O. piceae, coz jsou si navzajem podobné druhy, které maji souc¢asné
anamorfni stadia z rodd Pesotum a Sporothrix. Oba druhy jsou pozorovany jak
na dievé a kaie kmeni a vétvi, tak nékdy i na ktirovcich a v jejich chodbickach.
O. quercus zije pievazné na listnacich, O. piceae pfevazné na jehli¢nanech.
(Taerum et al., 2018). Graphium fimbriisporum Zije na jehli¢nanech
v chodbi¢kdch  riznych  druhi  k@Grovcd.  Nepohlavnim  stadiem

je Hyalorhinocladiella (Novotny, 2004).
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Cetné studie evropského mediteranu potvrdily, ze Ophiostoma spp. se
svym obligatnim sdruzenim, afinitou na konkrétni vektor (Kolatik et al., 2008),
patogenitou (Kolafik et al., 2011) a vyvojovym cyklem podobaji Geosmithia
spp. (Kolafik et al., 2010). Mira vektorové specifity je zde také déna §iii niky
ptislusného vektoru. Prikladem jsou floemofagni kiirovci na celedi Pinaceae,
kteti pokud preferuji jeden druh, pak sdileji i obdobné ophiostomatéalni houby.
Typickymi zastupci tohoto spojeni jsou Tomicus piniperda a Tominus minor na
borovicich (Jankowiak et al., 2006). Naopak kurovci s odli$nou nikou se 1i$i i
asociovanymi druhy hub. Zde se daji jako ptiklady uvést dal§i ptenaseci
ophiostomatalnich hub Ips cembrae (Larix spp. a Picea spp.), a Ips
typographus (Picea spp. eventuelné¢ Pinus spp. a Larix spp.), Hylurgops
palliatus (Picea abies), Monochamus galloprovincialis (Pinus sylvestris)
(Jankowiak et al., 2007; Kolafik et al., 2013).
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2.6 DalSi nalezené houby

Pozerky vSech ktirovel, tedy i téch floemofagnich, ptedstavuji maly
ekosystém, ktery v omezené prostoru osidluje Siroka Skala taxonomicky
odlisnych hub. Ty hraji ve vzajemnych interakcich v téchto ekosystémech
ruzné role, ale na rozdil od poznani jejich diverzity, taxonomie, hostitelského
spektra a biogeografie jsou informace o mnoha druzich hub nedostatecné
(Kirschner, 2001).

Houby rodu Ophiostoma a Geosmithia tak nejsou jedinymi symbionty,
které se asociuji s floemofagnimi kiirovci. Nachazime zde druhy parazitickych,
mykoparazitickych, fytopatogennich, saprofytickych ¢i  plidnich hub
(Kirschner, 2001).

Naptiklad houby rodu Penicillium spp. nevytvaii spory v pozercich broukd,
ale Casto jsou izolovany z povrchu jejich tél. Ke kontaminaci timto rodem tak
zfejmé dochazi pii prezimovani hmyzu v padé (Kirschner, 2001).

Rod Aspergillus je jednou z nejrozsitenéjSich skupin saprofytickych hub
s vice nez 150 druhy, ptestoze ptivodné byl povazovan za slaby patogen (Calvo
etal., 1999).

Rod Fusarium, jehoz zastupci jsou soucasti padniho ekosystému, zde se
podili na rozkladu organické hmoty. Vétsina druhti jsou tudiz jen nesSkodni
saprofyté. OvSem fada druhii se béhem evoluce pfizpiisobila k parazitismu
rostlin, ¢ast za urcitych podminek miiZze byt patogenni i pro Zivocichy, vcetné
¢lovéka (Zhang et al., 2006).

Zajimavymi houbovymi mikrooganismy jsou kvasinky. Piestoze se jedna
V posledni dobé o velmi diskutované téma, neexistuji dosud védecké studie,
které by funkci téchto symbiontl jednoznacné vysvétlily. Kvasinky Ize najit ve
vSech stadiich vyvoje kurovct, veetné vajicek a kukel (Adams et al., 2008).
Je pravdépodobné, ze maji pro svého symbionta nutricni vyznam, coz by
znamenalo, Ze slouZi broukum jako potrava (Ayres et al., 2000; Bleiker and Six,
2007).
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2.7. Bakterie

Jak uz bylo vySe né€kolikrat zminéno, klrovci jsou spojeni s mnoha
mikroorganismy, které formuji celou entitu nazyvanou ,,holobiont* (Six, 2013).
Nejvice zkoumané jsou vztahy broukl a symbiotickych hub. Nicméné nedavné
studie poukézaly na to, Ze i bakterie mohou hrat dilezitou roli v poskytovani
nékterych Zivin, podpofe rastu prospésnych hub, detoxikaci prostiedi od
fenolovych sloucenin, které produkuji hostitelské stromy ¢i inhibuji rast
antagonistickych hub (Garcia-Fraile, 2018). Za ur¢itych podminek v§ak mohou
bakteridlni symbionty kiirovce zabijet.

Bakterialni spolecenstvi jsou asociovana jak s dospélymi brouky, tak
s larvami. Dominantnimi zastupci jsou rody Lactococcus, Acinetobacter,
Pantoea, Rahnella, Stenothrophomonas, Erwinia, Enterobacter, Serratia,
Janibacter, Leifsonia, Cellulomonas, and Cellulosimicrobium. Clenové
poslednich ¢ty vykazuji schopnost hydrolyzy celuldézy in vitro a mohou tak
byt zapojeni do jejiho St€peni v broucich stievech (Morales-Jiménez et al.,
2009).

Zatim bylo izolovano a zafazeno jen nékolik malo rodt bakterii, které
broukiim skute¢né néjak pomahaji. Napiiklad zastupci téch, jez odbouravaji
slou¢eniny monoterpentt a fenolu patii k rodim Pseudomonas, Serratia a
Rahnella (Boone et al., 2013; Xu et al., 2016). U rodu Pseudomonas pak
kupfiikladu pfi stimulaci slou¢eninou terpenu (a-pinene) dochazi i k podpote
ristu symbiotickych hub rodu Grosmannia (Adams et al., 2009). Dalsi
zminéna role, tedy produkce bioaktivnich sloucenin, byla pfizndna rodu
Streptomyces (Hulcr et al., 2011). Jini bakterialni symbionti mohou svym
hostitelim pomoci se syntézou dusikatych bazi (Enterobacter, Pantoea) ¢i
S hydrolyzou tkani polymert na jednoduché cukry (Morales-Jiménez et al.,
2009).
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3. Metodika
3.1 Sbér dat

Pro studium symbiotickych mikroorganismii a jejich frekvenci je vyuzito
zejména tradinich kultiva¢nich metod. Identifikace rtiznych morfotypi hub
a bakterii je provedena pomoci DNA barcodingu.

Sbér materialu obsahoval ¢asti tencich vétvi ze slunného stanovisté
s kiroveem H. fraxini a tlustou kuru jasanu, kde se nachazel H. crenatus.
Pracovala jsem s materidlem sbiranym ve Visce nedaleko Litovle, a to
10.6.2014 a 12.7.2014. CHKO Litovelské Pomoravi je v ramci Ceské
republiky poslednim zbyvajicim uzemim plo$né rozsahlého luzniho lesa s
doposud nenarusenou pfirozenou inundacni dynamikou fi¢niho toku
(Machar, 1998). Tak jako ostatni mokiady, je 1 tato oblast chranéna
Ramsarskou umluvou, plnym nazvem ,Umluva o moktadech majicich
mezinarodni vyznam ptedevsim jako biotopy vodniho ptactva® (anglicky The
Ramsar Convention on Wetlands). Biologicky material byl piimo v terénu
zamrazen a az do upotiebeni skladovan pii -18 °C.

Vzorky z prvniho sbéru z ¢ervna obou zkoumanych druhti pochazeji
z larev a kukel. Druhy sbér z ¢ervence 2014 zahrnoval u H. crenatus brouky
nalétavajici do hostitelské dfeviny za ucelem pafeni, zatimco u H. fraxini to
byli brouci tésné¢ pred vylihnutim. Studované izolaty jsou soucasti
dlouhodobého vyzkumu RNDr. Barbory Kftizkové, tykajici se klrovcl na
jasanech. VSechny izolaty byly pfedbéZné¢ zafazeny do operacné
taxonomickych jednotek na zdkladé morfologickych znakd a barkodovych
sekvenci ITS (houby) a 16S (bakterie).

Celkové jsem vyuzila 80 vzorkll pro H. crenatus ve dvou fedénich, 80
vzorktl H. fraxini ve dvou fedénich, 80 vzorkt pro drtinky od H. crenatus ve
dvou fedénich a 80 vzorkd pro drtinky od H. fraxini ve dvou fedénich. 20
vzorkd zahrnovala kontrola k H. crenatus (nenapadené lyko kmene) a 20

vzorkt kontrola pro H. fraxini (nenapadené Iyko tenkych vétvi).
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3.2 Popis laboratorni ¢innosti

Pracovni cCinnost na této diplomové praci byla provaddéna jak Vv
laboratofich Akademie ved Ceské republiky, konkrétné
V jejim Mikrobiologickém tustavu, tak v laboratofi fakulty Lesnické a dievaiské
Ceské zemédélské university.

Kultivace hub se provadi v laboratornim prostiedi in vitro. VVzorky jsou
naockovany na umélou pudu (médium) do Petriho misek o priméru 85 mm
svoln¢ ptiléhajicim vickem. Vybrané médium, 2 % agar se sladinovym
extraktem (MEA), nahrazuje jejich ptivodni zivotni prostiedi.

Slozeni média MEA 2 % agar:
- 11 sterilizované destilované vody (dH20)
- 20 g sladinovy extrakt (malt extrakt)
- 20 g glukoza
- 19 pepton
- 20gagar

Kultivace na agarovém médiu prob¢hla ve dvou ftedénich.
Z ptedchozich pokusti jsme usoudili, Ze optimalni fedéni je 10x a 100x pro
larvy i drtinky H. fraxini. Pro kukly a drtinky H. crenatus bylo pouzito fedéni
100x a 1000x, zatimco pro jeho larvy pouze 10x a 100x. Vice fedéni jsme
zvolili proto, ze tak mohou vyrist i méné konkurenéné schopné kolonie
mikroorganismi, které vyZaduji stabilni Zivotni podminky. V niZSich fedénich

by nemély Sanci proti agresivnéji rostoucim plisnim.

Pribéh kultivace:

1) Ve sterilnim lamindrnim boxu znacky VEB Elektromat Dresden noZem
opatrné¢ odkrojit vrstvy borky, az do objeveni dospélce nebo larvy.
Vydezinfikovanou pinzetou vyjmout a vlozit do pfipravené zkumavky. Ke
kazdému vzorku vlozit do dal$i zkumavky drtinky z mista nalezu.

2) Provést homogenizaci vzorkti v 1ml sterilizované destilované vody (dH20).
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3) Redéni vzorkt 10x, 100x, 1000x pomoci dH20 do finalniho objemu 1000 pl.
10x ... 100ul homogenatu + 900ul dH,O
100x ... 10ul homogenatu + 990ul dH,O
1000x ... 1ul homogenatu + 999ul dH,O
4) Pomoci sterilizované sklenéné laboratorni hokejky provést vysev 100ul
vzorku na Petriho misky s MEA.
5) V mistnosti pii stabilni teploté¢ 24 °C kultivovat Petritho misky s vysevem
vzorkli 7 az 11 dni.
6) Po kultivacni dobé¢ spocitat a zapsat morfotypy mikroorganismi z Petriho
misek ve vSech fedénich.
7) Spocitat Cetnost kolonii kazdého morfotypu a zaznamenat, v jakém byly
vzorku a fedéni.
8) Kazdy morfotyp houby ockovat na malou Petriho misku (pramér 55 mm)
s médiem 2 % MEA, utésnit parafilmem, aby se zabranilo kontaminaci sporami
z vnéjsiho okoli, a kultivovat dalSich nékolik dni podle uspéSnosti rlstu
morfotypu.
9) Bakterialni morfotypy oc¢kovat na médium YES na Petriho misku o priméru
55 mm, utésnit parafilmem, aby se zabranilo kontaminaci sporami z vnéjsiho
okoli, a kultivovat dalsich n¢kolik dni podle Gspésnosti riistu morfotypu.
Slozeni média YES:
- 5 g kvasinkového extraktu
- 309 glukozy
- 15gagaru
- 1000 ml dH20
10) Z malych Petriho misek odebrat vzorek a zamrazit ve 3 zkumavkach pro

dalsi pouziti (sbirky) a pro izolaci DNA.
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Kultivace kontroly probihala tak, ze ze zdravého lyka byla vyfiznuta
Stépina, 3 minuty omyvana v ptipravku Savo, nasledné 30 vtefin ponotfena do
96 % ethanolu kvuli povrchové sterilizaci, nasledné oplachnuta v dH20
a poloZena na médium 2% MEA. Jeden vzorek zahrnoval 5 takovychto $tépin.
Po 10 a 30 dnech v 24 °C byly ureny morfotypy a zjistény jejich frekvence,

jelikoz endofytické houby mohou rist déle.

3.2.1 Amplifikace DNA

Slozeni reakénich smési pro PCR je uvedeno v tabulce 4 a 5. Pro
amplifikace, které jsem provadéla vradmeci této prace, jsem pouzivala
polymerdzu MyTaq DNA. Jde o hojné vyuzivanou polymerazu, ktera je vysoce
termostabilni, md dobrou afinitu k DNA, a proto poskytuje velky vynos
amplifikace 1 pfi malém mnozstvi DNA templatu. Pro zajisténi odpovidajiciho
chemického prostiedi pro polymerazu byl vyuzit draselny purf (K+) z KCI.
Také jsem vyuZzila BSA (Bovine Serum Albumin) pro zvySeni vynosu, ktery
rovnéz zabranuje pfilnuti enzymt ke zkumavce. V tabulce 1 a 2 jsou uvedeny
standardni cykly teplot pro PCR jak pro bakterie, tak pro houby, zatimco

Vv tabulce 3 a 4 je slozeni reakénich smési pozitych k PCR.

Tabulka €. 1: Standartni cyklus teplot pti amplifikaci ITS

Pocate¢ni denaturace 95°C 3:00 min
Denaturace 55°C 0:30 min
72°C 1:00 min
Nasedani 95°C 0:30 min
55°C 0:30 min 34 x cyklus
Extenze 72°C 1:00 min
ZaveéreCna extenze 72°C 10:00 min
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Tabulka ¢. 2: Standartni cyklus teplot pti amplifikaci 16S

Pocate¢ni denaturace 95°C 1:00 min
Denaturace 94°C 1:00 min
Nasedani 52°C 1:30 min 35 x cyklus
Extenze 72°C 2:00 min
Zaverecna extenze 72°C 7:00 min

Tabulka €. 3: Slozeni reakéni smési pro amplifikaci ITS (objemy jsou uvedeny
v ul na 25 pl reakéni smési).

ddH20 14,75
Pufr 5
ITS4 1
ITS1F Kyo2 1
Polymeraza MyTaq 0,25
BSA 1
Vzorek DNA 2

Tabulka €. 4: Slozeni reakéni smési pro amplifikaci 16S (objemy jsou uvedeny
v ul na 25 pl reakéni smési).

ddH20 14,75
Pufr 5
1492r 1

27f 1
Polymeraza MyTaq 0,25
BSA 1
Vzorek DNA 2

Uspésnost amplifikace jsem nasledné ovéfovala elektroforézou na
agarozovém gelu (1,1 g agarozy, 55 ml pufru 1x TBE a 1,6 ul interkalarniho
barviva GelRED), do kterého jsem nandSela 2 pl amplifikovaného vzorku
smichaného s nanaSecim pufrem. Nasledné jsem amplifikované fragmenty
vizualizovala v UV svétle. Vybrané vzorky byly nasledné purifikovany

metodou precipitace DNA ledovym ethanolem.
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1) K cca 20 pl PCR produktu piidame 2 ul 3M NaOAc (acetat sodny) a 50 pl
ledového 96 % EtOH (ethanol).

2) Promichame, nechame 10—15 minut stat pii pokojové teploté.

3) Centrifuga se nastavi na maximum (3700 rpm pro desti¢ky) a po dobu 30

minut se to¢i pfi teplote 4° C.
4) Vylit opatrn¢ tekutinu, aby peleta zlistala na zkumavce.

5) Do desticky se ptiddme 200 pl ledového 70 % EtOH, zalepime, promichame,
sto¢ime na 3700 rpm po dobu 15 minut pii 4° C.

6) Opakovat bod 4 (vylit, vytocit). Nechat vysusit od zbytkt ethanolu.
7) Rozpustit peletu v 5 ul ddH20.

Néslednou sekvenaci provadéla firma Macrogen (Korea/Holandsko).

Sekvenacni primery byly totoZné s primery pouzitymi k amplifikaci.

Tabulka €. 5: Primery vyuzité v této praci

Primer forward Sekvence primeru 5=3"

ITS1-F KYO2 TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAA
27f AGAATTTGATCTTGGTTCAG
Primer revers Sekvence primeru 5=3"

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
1492r TACCTTG TTACGACTT
Sekvenac¢ni primer pro bakterie | Sekvence primeru 5=3"

800r TACCAGGGTATCTAATCC

3.2.2 Zpracovani sekvenci

Kvalitu sekvenci jsem kontrolovala vizualn€ na zdkladé chromatogramil,
které vysekvenovala firma Macrogen. Editaci téchto sekvenci jsem nasledné
provadéla v programu BioEdit (Hall, 1999). Alignment sekvenci jsem
provadéla rovnéz v programu BioEdit, pomoci aplikace ClustalW (Thompson
et al., 1994) ¢i pomoci internetové aplikace MAFFT (Multiple Alignment using
Fast Fourier Transform) (Chojnacki et al., 2017).
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Poté, co byly sekvence editovany a vhodné spojeny pomoci vyse
zminénych programt, byly konfrontovany s databazi BLAST (Altschul et al.,
1990), ktera je vhodna pro sekvence ITS a EZBioCloud (Yoon et al., 2017) pro
sekvence bakterialni 16S rDNA. Ob¢ databaze vyhodnocuji podobnost
sekvenci na zaklad¢ jiz prokazanych sekvenci, které jsou v nich ulozené.
Vystupem z databazi je vzdy seznam moznych druhli sefazenych podle
procentualni shody s porovnavanym vzorkem. Z tohoto seznamu byl zvolen
taxon s nejvyssi procentualni shodou K vytvofeni a zafazeni do ekologickych

skupin.

3.3 Statistické analyzy

V zavéru byla na upravend data houbovych a bakterialnich rodt vyuzita
analyza PCA, tedy analyza hlavnich komponent (Principal Component
Analysis) v programu PAST 3.23 (Hammer et al., 2001), pro lepsi pochopeni
pocetnosti houbovych/bakterialnich druhtt v zavislosti na obou kurovcich

a jejich instarech.

V PCA analyze byly zobrazeny vSechny zahrnuté rody. Kde bylo mozné
ur¢it az do druht bylo vyuzito téchto. Ztéto analyzy byly vynaty vzorky
S neurCenou taxonomii. Ve stejném programu pak byly zjiStény i indexy
diversity. Ja vyuzila Shannontiv index a Simpsontv index.

Shannoniiv index vyjadiuje nejistotu, se kterou jsme schopni pfedpoveédét
jakého druhu bude ndhodn€ vybrany jedinec ze vzorku; nejistota klesa s

klesajicim poctem druhti a s klesajici vyrovnanosti (pro spolecenstvo s mélo

dominantnimi druhy).
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Simpsontiv index vyjadfuje pravdépodobnost, ze dva ndhodné vybrani
jedinci budou patfit ke stejnému druhu. Se zvySujici se diverzitou hodnota
indexu klesa, coz zdiraznuje dominanci druhu (pii poctu druht> 10 zalezi jeho

velikost prakticky uz jen na dominanci druha).

S
Simpson(dom) = » P’
=1

4. Vysledky

U obou druhi kirovet byly identifikovany jednotlivé morfotypy hub
a bakterii pomoci molekularnich metod a morfologie. Jejich frekvence byly
zjistény klasickym kultivacnim pfistupem. Zjisténé vysledky uvadim
v tabulkéch 6-11. PCA analyza byla provedena pouze na houbovych izolatech,
protoze bakteridlni data obsahovala velké mnoZstvi singletonil, nemély tedy
normalni rozloZeni. Pro houby i bakterie bylo vyuzito indext diversity. Ty jsou

uvedeny a dale komentovany v kapitole 4.4.

4.1 Izolaty z Hylesinus fraxini

U druhu H. fraxini byly identifikovany pomoci molekularnich metod
houby a bakterie uvedené v nasledujici tabulce. Houby rodu Geosmithia byly

zjistény ve frekvenci 22,2 % ze vSech izolovanych CFU (colony-forming unit).

Tabulka ¢&. 6: Pfehled hub izolovanych z Hylesinus fraxini

Nejpodobnéjsi Celkova
Druh Puvod sekvence (ID) Podobnosti | frekvence (%)

1. sbér 523/523

Alternaria sp. 1 (larvy) NR_137143.1 (100%) 0,01

Angustimassarina 1. sbér 481/481

quercicola (larvy) KP899133.1 (100%) 0,02
1. sbér

Aspergillus spp. (larvy) 0,09
1. sbér 490/490

Botrytis cinerea (larvy) KF859918.1 (100%) 0,01
1. sbér 484/485

Bullera alba (larvy) KY101819.1 (99%) 0,45
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1. sbér 274/305

Candida sp. 1 (larvy) KU557486.1 (90%) 0,64
1. sbér 336/397

Candida sp. 2 (larvy) NR_151810.1 (85%) 1,83
1. sbér

Cladosporium spp. (larvy) 0,11

Crustomyces 1. sbér 527/527

subabruptus (larvy) MF183944.1 (100%) 0,01

Cystobasidium 1. sbér 511/511

pinicola (larvy) KY103147.1 (100%) 1,27
1. sbér 493/494

Didymella pinodella (larvy) KU516553.1 (99%) 0,04

Dissoconium 1. sbér 4771477

aciculare (larvy) AY725520.1 (100%) 0,65

Entyloma 1. sbér 553/588

microsporum (larvy) AY081045.2 (94%) 0,05
1. sbér 437/452

Exophiala sp. 1 (larvy) KP347955.1 (97%) 0,32
1. sbér 485/512

Fusariella sinensis (larvy) KP269058.1 (95%) 0,13
1. sbér 514/516

Fusarium larvarum (larvy) FN868469.1 (99%) 0,01
1. sbér

Geosmithia spp. (larvy) 22,21

Kazachstania 1. sbér 667/667

servazzii (larvy) KY103667.1 (100%) 0,69
1. sbér

Penicillium spp. (larvy) 0,14
1. sbér 567/571

Peniophora sp. 1 (larvy) KT692548.1 (99%) 0,01

Phaeosphaeria 1. sbér 516/516

nigrans (larvy) KF251184.1 (100%) 0,01

Piskurozyma 1. sbér 534/557

capsuligena (larvy) KY104658.1 (99%) 0,05

Pucciniomycotina sp. 1. sbér 353/415

1 (larvy) KY103615.1 (85%) 6,21

Quambalaria 1. sbér 534/534

cyanescens (larvy) NR_111202.1 (100%) 0,01
1. sbér 555/556

Rhodotorula babjevae (larvy) KY104722.1 (99%) 0,01
1. sbér 330/379

Schizopora radula (larvy) KJ183190.1 (87%) 0,03

Sporobolomyces 1. sbér 553/553

roseus (larvy) HG008766.1 (100%) 0,92

Tilletiopsis 1. sbér 600/602

washingtonensis (larvy) AF294696.1 (99%) 0,01
1. sbér 533/535

Trametes gibbosa (larvy) MF098690.1 (99%) 0,16
1. sbér 543/546

Valsa cypri (larvy) KT004557.1 (99%) 0,02
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1. sbér

Ostatni houby 1 (larvy) 4,61
1. sbér

Ostatni kvasinky 1 (larvy) 59,27
2. sbér 523/523

Alternaria sp.1 (dospélci) KU377272.1 (100%) 0,01

Aureobasidium 2. sbér 528/533

pullulans (dospélci) KT898763.1 (99%) 0,31
2. sbér 490/490

Botrytis cinerea (dospélci) KF859918.1 (100%) 0,01
2. sbér 336/397

Candida sp. 2 (dospélci) NR_151810.1 (85%) 27,26
2. sbér 160/161

Cladosporidium sp.3 (dospélci) KX387686.1 (99%) 0,03
2. sbér 509/524

Coniochaeta sp. 1 (dospélci) KF367558.1 (97%) 2,43
2. sbér 437/452

Exophiala sp. 1 (dospélci) KP347955.1 (97%) 0,01

Filobasidium 2. sbér 534/534

wieringae (dospélci) KY103450.1 (100%) 22,34
2. sbér 513/513

Fusarium lateritium (dospélci) GU062232.1 (100%) 0,18
2. sbér 515/516

Geosmithia flava (dospélci) KJ513214.1 (99%) 2,47
2. sbér 542/542

Geosmithia putterillii | (dospélci) KF808307.1 (100%) 0,02

Mycocalicium 2. sbér 481/484

victoriae (dospélci) AJ312123.1 (99%) 13,11

Nakazawaea 2. sbér 574/575

anatomiae (dospélci) KY104354.1 (99%) 3,47
2. sbér 473/475

Nectria aurigera (dospélci) HM484551.1 (99%) 14,34
2. sbér

Penicillium spp. (dospélci) 1,26

Piskurozyma 2. sbér 554/557

capsuligena (dospélci) KY104658.1 (99%) 1,65
2. sbér 285/294

Pleosporales sp.1 (dospélci) KF293990.1 (97%) 0,00

Pucciniomycotina sp. 2. sbér 353/415

1 (dospélci) KY103615.1 (85%) 5,04
2. sbér

Ostatni houby 2 (dospélci) 1,39
2. sbér

Ostatni kvasinky 2 (dospélci) 4,68
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Tabulka &. 7: Piehled bakterii izolovanych z Hylesinus fraxini

Nejpodobnéjsi Celkova
Druh Pivod sekvence (ID) Podobnosti frekvence (%)

1. sbér 738/745

Bacillus sp. 1 (larvy) AYT001000043 (99%) 0,01

Curtobacterium 1. sbér 1416/1427

sp. (larvy) AJ310413 (99%) 0,68
1. sbér 1366/1413

Enterobacterales (larvy) BCTN01000053 (97%) 0,01

Methylobacteriu 1. sbér 676/692

m sp. (larvy) CP001001 (98%) 0,01

Propionibacteria 1. sbér 1272/1401

ceae (larvy) AWZZ01000008 (91%) 0,001

Pseudomonas sp. 1. sbér 1388/1388

1 (larvy) BAMAO01000316 (100%) 0,59

Pseudomonas sp. 1. sbér 1386/1434

2 (larvy) EU557337 (97%) 0,001

Rhodanobactera 1. sbér 709/737

ceae (larvy) CP017480 (96%) 0,01

Sphingomonas 1. sbér 1363/1385

sp. (larvy) JH584237 (98%) 0,07

Xanthomonadale 1. sbér 656/715

S sp. (larvy) AM418384 (92%) 0,001

Ostatni bakterie 1. sbér

1 (larvy) 98,63
2. sbér 740/740

Bacillus sp. 2 (dospélci) EF114313 (100%) 2,87
2. sbér 727/745

Bacillus sp. 1 (dospélci) AYTO001000043 (98%) 0,58
2. sbér 695/732

Burkholderiaceae | (dospélci) BAYC01000104 (95%) 0,00

Geodermatophil 2. sbér 673/688

aceae (dospélci) DQ200983 (98%) 9,08

Gluconobacter 2. sbér 1385/1388

sp. (dospélci) BEWMO01000030 (99%) 0,96
2. sbér 1303/1341

Leifsonia sp. 2 (dospélci) EU912483 (97%) 0,90

Ostatni bakterie 2. sbér

2 (dospélci) 46,43
2. sbér 666/692

Nitrobacteraceae | (dospélci) FR753034 (96%) 0,88

Pseudomonas sp. 2. sbér 1411/1422

3 (dospélci) JYHE01000183 (99%) 38,29
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4.2 1zolaty z Hylesinus crenatus

U druhu H. crenatus byly také identifikovany houby a bakterie pomoci

molekularnich metod. VSechny druhy jsou uvedeny v tabulce ¢. Rod

Ophiostoma byl zjistén v 33, 55 % vsech CFU (colony-forming unit).

Tabulka ¢. 8: Piehled hub izolovanych z Hylesinus crenatus

Nejpodobnéjsi Celkova
Druh Piuvod sekvence (ID) Podobnosti | frekvence (%)

1. sbér 523/523

Alternaria sp.1 (larvy) NR 137143.1 (100%) 0,05
1. sbér 597/599

Antrodia sinuosa (larvy) KC491849.1 (99%) 0,01
1. sbér 499/499

Ascomycete sp. 1 (larvy) AM084820.1 (100%) 0,004
1. sbér

Aspergillus spp. (larvy) 0,04

Beauveria 1. sbér 501/501

pseudobassiana (larvy) NR 111598.1 (100%) 1,25
1. sbér 490/490

Botrytis cinerea (larvy) KF859918.1 (100%) 0,25

Cadophora 1. sbér 533/533

malorum (larvy) GU067760.1 (100%) 0,38
1. sbér 502/502

Cladosporium sp. 1 (larvy) MH863875.1 (100%) 0,10
1. sbér 501/501

Cladosporium sp.2 (larvy) MK562063.1 (100%) 0,01

Coniochaeta 1. sbér 464/465

decumbens (larvy) NR_144912.1 (99%) 0,004

Cucurbitaria 1. sbér 4221448

berberidis (larvy) JF740191.1 (94%) 0,03
1. sbér 497/498

Epicoccum nigrum (larvy) AJ279448.1 (99%) 0,02
1. sbér 515/516

Fusarium solani (larvy) KX014704.1 (99%) 1,23
1. sbér 694/697

Ogataea deakii (larvy) NR_156550.1 (99%) 9,03
1. sbér 661/682

Ogataea sp. 1 (larvy) KY104443.1 (97%) 49,11
1. sbér 616/616

Ogataea sp. 2 (larvy) KC252610.1 (100%) 0,08

Ophiostoma 1. sbér 580/580

hylesinum (larvy) MH055636.1 (100%) 37,55
1. sbér

Penicillium spp. (larvy) 0,55
1. sbér 567/571

Peniophora sp.1 (larvy) KT692548.1 (99%) 0,01
1. sbér

Ostatni houby 1 (larvy) ) 0,19
1. sbér

Ostatni kvasinky 1 (larvy) 0,12
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2. sbér 493/497

Amorosiaceae sp. 1 (dospélci) JX981477.1 (99%) 0,08

Beauveria 2. sbér 501/501

pseudobassiana (dospélci) NR 111598.1 (100%) 51,02

Cadophora 2. sbér 533/533

malorum (dospélci) GU067760.1 (100%) 5,88
2. sbér 243/252

Candida sp. 3 (dospélei) KY102517.1 (96%) 4,49
2. sbér 566/572

Capronia sp. 2 (dospélei) LC015687.1 (99%) 2,16

Eucasphaeria 2. sbér 539/540

capensis (dospélci) EU272516.1 (99%) 0,06
2. sbér 513/513

Fusarium lateritium | (dospélci) GU062232.1 (100%) 0,04
2. sbér 515/516

Fusarium solani (dospélei) KX014704.1 (99%) 1,67
2. sbér 473/559

Hypocreales sp. 1 (dospélci) HQ897798.1 (85%) 0,04
2. sbér 480/487

Hypocreales sp. 2 (dospélci) HQ649874.1 (99%) 0,03

Lophiostoma 2. sbér 496/506

lignicola (dospélei) MH863205.1 (98%) 0,48
2. sbér 661/682

Ogataea sp. 1 (dospélei) KY104443.1 (97%) 2,73

Ophiostoma 2. sbér 580/580

hylesinum (dospélci) MH055636.1 (100%) 4,47

Paracamarosporium 2. sbér 537/537

fagi (dospélci) KR611887.1 (100%) 0,06

Phoma 2. sbér 404/407

multirostrata (dospélci) KT004594.1 (99%) 0,33
2. sbér 336/341

Pleosporales sp. 2 (dospélci) KU325404.1 (99%) 0,06

Saccharomycetacea 2. sbér 399/477

esp.1 (dospélci) FM178345.1 (84%) 0,05

Saccharomycetales 2. sbér 290/353

sp. 1 (dospélci) KC681899.1 (82%) 5,03

Sistotrema 2. sbér 564/568

brinkmannii (dospélei) MH859402.1 (99%) 0,13
2. sbér

Penicillium spp. (dospélci) 19,07
2. sbér

Ostatni houby 2 (dospélci) 1,35
2. sbér

Ostatni kvasinky 2 (dospélci) 0,78
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/522820239?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=50V3U2VF015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/597900933?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=81&RID=P7X68GX3015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/597900933?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=81&RID=P7X68GX3015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/262069453?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RVN7WP5B014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1102638947?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=CX7MY5KN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1102638947?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=CX7MY5KN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC015687.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=AR152EZJ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/168829571?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YGGWPJW601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1027169300?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YGNF8GBV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/339739826?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=27&RID=2WBMU4JJ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/317184117?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=14WA2HK601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH863205.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=AP5KX9D0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1102640873?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=X5BVM888014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1102640873?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=X5BVM888014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH055636.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=B6762MC4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH055636.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=B6762MC4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/831359541?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=35ZTX721015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242253916?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=6K0TA7E0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC681899.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=98203082015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH859402.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=15&RID=AJ7EA911014

Tabulka ¢. 9: Prehled bakterii izolovanych z Hylesinus crenatus

Nejpodobnéjsi Celkova frekvence
Druh Pivod sekvence (ID) Podobnosti (%)
1395/1407
Leifsonia sp. 1 | 1. sbér (larvy) DQ232614 (99%) 100
2. sbér 1238/1266
Bacillus sp. 2 (dospélci) EF114313 (98%) 0,01
2. sbér 737/745 (99
Bacillus sp. 1 (dospélci) AYTO001000043 %) 2,06
2. sbér 1389/1406
Leifsonia sp. 1 (dospélci) DQ232614 (99%) 0,27
Microbacteriac 2. sbér 710/715
eae (dospélci) AJ784400 (99%) 0,41
Ostatni 2. sbér
bakterie 1 (dospélci) 97,03
2. sbér 1357/1369
Pantoea sp. (dospélci) EF688012 (99%) 0,12
Sphingomonas 2. sbér 1372/1380
sp. (dospélci) AJ429239 (99%) 0,10
4.3 Kontrola

Po kultivaci kontroly, tedy vzorkd Stépin ze zdravého jasanu, byly

identifikovany morfotypy hub a bakterii uvedenych v tabulce 10 a 11.

Tabulka €. 10: Piehled hub izolovanych ze zdravého dieva

Nejpodobnéjsi Celkova
Druh Puvod sekvence (ID) Podobnosti | frekvence (%)

1. sbér 520/520

Beauveria bassiana (kmeny) AJ560682 (100%) 2,94
1. sbér 495/496

Didymella exitialis (kmeny) KC989097 (99%) 2,94

Kazachstania 1. sbér 667/667

servazzii (kmeny) KY103667 (100%) 5,88

Phaeosphaeriaceae 1. sbér 399/408

sp. 1 (kmeny) JQ757915 (98%) 2,94

Rhodotorula 1. sbér 567/567

diobovata (kmeny) KY104778 (100%) 2,94
1. sbér

Ostatni houby 1 (kmeny) 20,59
1. sbér

Ostatni kvasinky 1 (kmeny) 61,76

Amphisphaeriacea sp. 1. sbér 355/365

1 (vétvicky) KJ921931 (97%) 6,67
1. sbér 495/495

Ascochyta phacae (veétvicky) NR_135942.1 (100%) 10,00
1. sbér 336/397

Candida sp. 2 (vétvicky) NR_151810.1 (85%) 3,33
1. sbér 502/502

Cladosporium sp. 1 (vétvicky) MH863875.1 (100%) 10,00

Cystobasidiomycetes 1. sbér 500/507

sp. 1 (vétvicky) FJ238090 (99%) 3,33

43



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/46559601?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=P80V2WER015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/46559601?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=P80V2WER015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507312276?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=4AM21JD8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507312276?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=4AM21JD8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1102640097?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ZRCMS5W6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1102640097?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ZRCMS5W6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/392313648?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=5G5YS1A7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/392313648?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=5G5YS1A7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1102641208?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=0757X1JM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1102641208?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=0757X1JM014

Cystobasidium 1. sbér 506/511

pinicola (vétvicky) KY103147 (99%) 3,33
1. sbér 494/494

Didymella pinodella (vétvicky) KU516553 (100%) 6,67
1. sbér 513/513

Fusarium lateritium (vétvicky) GU062232.1 (100%) 3,33
1. sbér 515/516

Geosmithia flava (vétvicky) KJ513214 (99%) 6,67

Neodidymelliopsis 1. sbér 479/482

ranunculi (vétvicky) NR _155476.1 (99%) 3,33

Paraphaeosphaeria 1. sbér 554/554

sporulosa (vétvicky) KU981162 (100%) 3,33
1. sbér 496/507

Phialemonium sp. 1 (vétvicky) MK163733.1 (98%) 3,33
1. sbér 469/470

Phoma sp.1 (vétvicky) DQ474104 (99%) 6,67

Rhodotorula 1. sbér 567/567

diobovata (vétvicky) KY104778 (100%) 6,67

Sclerostagonophora 1. sbér 416/419

sp. 1 (vétvicky) KR611890 (99%) 3,33
1. sbér 474474

Wallemia muriae (vétvicky) AY302527.1 (100%) 6,67
1. sbér

Ostatni houby 2 (veétvicky) 13,33
2. sbér 336/397

Candida sp. 2 (vétvicky) NR_151810.1 (85%) 5,88
2. sbér 488/497

Capronia sp.1 (vétvicky) FR865030.1 (98%) 8,82
2. sbér 479/480

Cryptococcus sp. 1 (vetvicky) KY104328.1 (99%) 2,94
2. sbér 514/516

Fusarium larvarum (vétvicky) FN868469.1 (99%) 2,94
2. sbér 403/408

Lophiostoma sp.1 (vétvicky) HEQ998729.1 (99%) 2,94
2. sbér 423/425

Lophiostoma sp.2 (vétvicky) KR909174.1 (99%) 2,94

Piskurozyma 2. sbér 529/532

capsuligena (vétvicky) KY104658.1 (99%) 41,18
2. sbér 472/493

Tremellales sp. 1 (vétvicky) KY105769.1 (96%) 5,88
2. sbér

Ostatni houby 3 (vétvicky) 23,53
2. sbér

Penicillium spp. (vétvicky) 2,94
2. sbér 488/497

Capronia sp.1 (kmeny) FR865030.1 (98%) 4,17
2. sbér 515/516

Geosmithia flava (kmeny) KJ513214.1 (99%) 41,67
2. sbér 403/408

Lophiostoma sp.1 (kmeny) HE998729.1 (99%) 4,17
2. sbér 423/425

Lophiostoma sp.2 (kmeny) KR909174.1 (99%) 4,17

Paracamarosporium 2. sbér 537/537

fagi (kmeny) KR611887.1 (100%) 4,17
2. sbér 148/154

Phialocephala sp. 1 (kmeny) AF486125.1 (96%) 8,33
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Piskurozyma 2. sbér 529/532
capsuligena (kmeny) KY104658.1 (99%) 8,33
2. sbér
Ostatni houby 4 (kmeny) 25,00
Tabulka €. 11: Prehled bakterii izolovanych ze zdravého dieva
Nejpodobnéjsi Celkova
Druh Plivod sekvence (ID) Podobnosti frekvence (%)
Methylobacteriu 2. sbér 1379/1389
m sp. (kmeny) FJ155589 (99%) 12,5
Mycolicibacteriu 2. sbér 1362/1394
m sp. (kmeny) KJ855063 (98%) 12,5
Mycobacterium 2. sbér 1365/1421
sp. (kmeny) AY457079 (96%) 25
2. sbér
Ostatni bakterie 1 (kmeny) 25
2. sbér 702/737
Xanthomonadales | (kmeny) CP007597 (95%) 25

4.4 PCA a indexy

Jak bylo uvedeno v kapitole Metodika, jako reprezentativni indexy

diversity pro houby a bakterie v tomto vyzkumu byly zvoleny Simpsondv a

Shannontv index.

Tabulka ¢. 12: Indexy diversity pro houby

H. H.
crenat | H. crenatu | H. Kontrola |Kontrola | Kontrola | Kontrola
us1l. |fraxini|s 2. fraxini | 1. sbér 1. sbér 2. sbér 2. shér
Houby |sbér |1.sbér|sbér 2. sbér | (tenké) | (tlusté) |(tenké) | (tlusté)
Pocet
druhl 17 29 19 16 16 5 8
Simpso-
nav
index 0,67| 0,77 0,78| 0,84 0,93 0,79 0,80 0,80
Shanno-
nondv
index 1,31| 1,92 1,91| 1,98 2,71 1,60 1,85 1,77
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Tabulka ¢. 13: Indexy diversity pro bakterie

H. crenatus |H. fraxini | H. crenatus |H. fraxini | Kontrola 2. sbér
1. sbér 1. sbér 2. sbér 2. sbér (tlusté)
Pocet
druh( 1 10 8 6 4
Simpson(v
index 0 0,57 0,46 0,49 0,72
Shannon(yv
index 0 1,00 0,96 1,00 1,33

U Simpsonova indexu pro houby i bakterie vidime, ze velikost indexu
nezavisi na poctu druhti. Je to dano tim, Ze tento index piiklada vetsi vyznam
béznym druhiim nezli t€ém vzacngj$im. S jeho zvysujici se hodnotou stoupa

dominance a klesa vyrovnanost spolecenstva (abundance).

Shannonoviv index nam ukazuje, s jakou pravdépodobnosti jsme schopni
pfedpovédét, jakého druhu bude nahodné vybrany jedinec ze vzorku. Hodnota
indexu klesa sklesajici abundanci. H. crenatus (SI=1.3-1.9), H. fraxini
(S1=1.92-1.98) i kontroly (SI=1.6-2.7), hostily podobnou diverzitu

kultivovatelnych hub.
V piipad¢€ bakterii lze fici, Ze diverzita vazana na klrovce byla vzijemné
podobna a vyrazné¢ vétsi nez diverzita kontrol. Vzhledem k malému poctu

opakovani nebylo mozné provést dalsi testy. Proto ani nemliZzeme obecné fict,

zda H. crenatus obecné hosti mensi diversitu symbiontd nez H. fraxini.
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Obr. ¢. 1: Analyza hlavnich komponent (Principal Component Analysis,
PCA) byla pocitana z netransformovanych dat v zakladnim nastaveni v
programu PAST 3.23 pro houbové vzorky.

Prvni komponenta vysvétluje 31 %

celkové variability, druhd komponenta

20 %. Prvni komponenta (osa X, Fig. XY) rozdé€luje vzorky podle ptitomnosti

Ophiostoma hylesinum, Ogatea sp. a Beauveria bassiana (negativni korelace s

PC1) a Geosmithia spp. a Piskurozyma

capsuligena (pozitivni korelace). Tato

osa rozd€luje vzorky z H. crenatus od vzorkd s H. fraxini a kontrolnich vzorkd.

Druha osa oddéluje vzorek Control 10iv2014thick od ostatnich. A to diky

pritomnosti Kazachstania a Rohodotorula.
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5. Diskuze

Z tabulek uvedenych v kapitole ,,Vysledky* jasn¢ vyplyva rozmanitost
druhti asociovanych s kurovei rodu Hylesinus. Na zakladé podobnosti sekvenci
jednotlivych morfotypti porovnavanych s databazemi bylo zvoleno co
nejpiesnéjsi taxonomické zarazeni. Nasledné byly stanoveny odpovidajici
ekologické skupiny. Velké procento morfotypii bohuzel nebylo mozné urcit
z davodi jejich Spatné kultivovatelnosti. OvSem 1 presto nabizi tato studie
zakladni vhled do problematiky. Nize se vyjadiim k taxonim s relativné

vysokymi frekvencemi v ramci celé studie.

5.1 Houby asociované s hmyzem

Jednim z hlavnich cili nasi prace bylo dokéazat absenci ophiostomatalnich
hub u H. fraxini a naopak pfitomnost hub rodu Geosmithia. Ty by pak naopak
mély chybét u H. crenatus. Tento piedpoklad poskytuje prace Kirschner (2001),
ktery udava, ze 74 % dospélct H. fraxini ptenaselo houby rodu Geosmithia
(ur¢eno jako G. putterillii), 68 % dospélct Penicillia a 15 % dospélct houbu
Beauveria bassiana. Z nasich vysledkt vidime urcitou podobnost, i kdyz byla

zachycena podstatné mensi frekvence danych rodu.

Celkova frekvence kolonii rodu Geosmithia tvoii 22.2 % % u larev
H. fraxini z 1. sbéru a 2.5 % u dospélct H. fraxini z druhého sbéru. Zde vidime
drasticky rozdil a mizeme jej pifisuzovat dulezitosti rodu Geosmithia pro
larvalni instary a schopnost floemofagniho brouka ménit slozeni
mikrosymbiontd v chodbi¢ce podle svého vyvojového stadia. Druh G. flava je
druh generalisticky, velmi Casty na jasanech. Vzhledem k jeho pfitomnosti
I v obou kontrolach z této studie jasné vyplyva, ze muze Zit i bez ptitomnosti
brouka (Kolafik et al., 2008). Kdurovci vylétavajici z larvalnich komdrek si
s sebou houby tohoto rodu sice pienaseji, ale jejich frekvence se opét zvysuje

aZ po Uspésné kolonizaci dieva a vylihnuti larev dal$i generace.
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Ophiostomatalni houby mély celkovou frekvenci tvotici 37,5 % u H.
crenatus z prvniho sbéru, zatimco jen 4,5 % u H. crenatus z druhého sbéru.
Opét zde vidime rozdil ve frekvencich mezi larvami a dospélci. Tento fakt
muze ukazovat i na nutricni vyznam téchto hub. Reprezentovany jsou jen

druhem Ophiostoma hylesinum.

Podle obrazku 1, tedy vysledki PCA analyzy je jasné ukazano, Zze
Ophiostoma hylesinum je asociovana s H. crenatus, zatimco Geosmithia spp. je
spojena s druhem H. fraxini. Muzeme tedy fict, ze jejich funkce ve vztahu
k danym broukiim je pomérné¢ vyznamna a jak jiz bylo uvedeno vyse, jde

pravdépodobné o nutricni funkci.

5.2 Houby saprofytické (¢i patogenni)
Do této ekologické kategorie fadime houby, které vyuzivaji bud’to Ziva
rostlinna pletiva nebo odumirajici dfevni hmotu. Zaroven jsou zde ¢asto rody

se Sirokym spektrem hostiteltl a substrata.

V ramci této kategorie byl ve zkoumanych vzorcich nejvice zastoupen rod
Fusarium. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.6, fada druht se béhem evoluce
ptizpUsobila k parazitismu rostlin ¢i jejich herbivort. Jako vysledné druhy jsme

zaznamenali F. solani a F. lateritium v n&kolika vzorcich obou druht broukd.

Mezi saprofyty mizeme fadit i entomopatogenni houby rodu Beauveria
(Rehner et al., 2011). Nalezen byl druh Beauveria pseudobassiana u brouki H.

crenatus.

V nemalém procentudlnim zastoupeni jsme nalezli 1 houby rodu
Coniochaeta (Heerden et al., 2016). Jde o lignivorni dfevokazné houby, které
rozkladaji kromé celulézni a hemiceluldzni slozky dieva také lignin. Jejich

pfitomnost byla zaznamenana u vzorkt H. fraxini.

Do této kategorie také spadaji rizné druhy rodu Penicillium, nalezené ve
vétsi mife u dospélctu rodu H. crenatus (19,07 %). Podle piedpokladd si
myslime, Ze je to dano tim, Ze jsme sbirali dospé€lé brouky tésné pied tvorbou
snubni komurky. V t¢ dobé na sob&é maji mnoho kontaminantu z prostiedi

mimo chodbicky, veetné plisni rodu Penicillium. Tento kosmopolitni rod je
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znam jako ,,vSudypfitomni* rozkladac¢i organickych materialti (Perrone et al.,

2017).

5.3 Houby endofytické
Vedle parazitickych a mykorhiznich hub existuji jes$t€¢ houby
nevyvoléavajici z&dné vné&jSi znamky své pfitomnosti, i kdyz se vyskytuji v

podstaté v kterékoli ¢asti rostliny.

Endofytni houby pfezivaji ve zdravych pletivech rostliny a po jejim
oslabeni ¢i smrti mohou fungovat jako patogeny ¢i saprofyty. Za zminku tfeba
stoji pfitomnost Geosmithia flava v obou kontrolach. Tento druh je pfenasen
fadou kiarovcl, vcetné H. fraxini (Kolafik et al., 2008), jak také ukazaly
vysledky v nasi praci. Nase vysledky dale ukazuji, ze je tento druh schopen i
endofytniho riistu a Ze jeho Zivotni cyklus neni vyhradné€ vazdn na hmyz. To

potvrzuji i nalezy G. flava mimo podkorni hmyz (Kolafik et al., 2004).

V nami zkoumanych vzorcich rodu H. fraxini jsme nalezli také Nectria

aurigera, coz je charakteristicky endofyt jasanu (Hirooka et al., 2011).

5.4 Kvasinky

Ackoliv nebyly reprezentovany velkymi frekvencemi, byly v obou druzich
indikovany pfitomnosti nékolika rodu kvasinek. Tyto kvasinky se mohou volné
asociovat jak s dospélci, tak s larvami obou druhti kiirovct. Mohou také ale zit
samostatngé. Jedna se proto o vSechny ekologické skupiny — kvasinky piimo

asociované s kiirovci, saprofytické kvasinky i endofytické druhy.

Pro kontrolu ze sbéru 1 je charakteristicka Kazachstania servazzii,
Rhodotorula diobovata a Candida sp. 2, ktera je nepopsanym druhem. K.
servazzii je druhem vyskytujicim se ve fermentovanych potravinach (Spanoghe
et al., 2017), je tedy mozné domnivat se, Ze se tento druh komenzalné Zivi na
mize jasanu. Rhodotorula diobovata je druh, ktery pfeménuje anorganicky
dusik do jeho organické formy, muize tedy byt vhodnou symbiotickou

kvasinkou pro strom, rovnéz produkuje karotenoidy (El-Ziney et al., 2018).
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U H. fraxini byl u prvniho sbéru identifikovan jen zlomek kvasinek,
muzeme se ovSem vyjadfit ke druhému sbéru, kde byla nalezena nejcastéji
Candida sp. 2 (byla rovnéz v kontrole), Filobasidium wieringae a Nakazawaea
anatomiae. Candida sp. 2 je nepopsanym druhem, nemuzeme proto o jeho
ekologii nic fici, snad jen, ze mnoho druhti tohoto rodu je schopno nitrifikace.
Filobasidium wieringae je typickd endofyticka kvasinka v listech stromu
(Kemler et al., 2017). N. anatomiae je taktéz Castym endofytem stromu

(Kaewwichian a Limtong, 2014).

U H. crenatus prvniho sbéru jsou nej¢astéjsimi kvasinkami tfi druhy rodu
Ogataea. Tyto kvasinky dokéazi asimilovat methanol jako jediny zdroj uhliku
a byly nalezeny v rostlinné tkani, kde tento alkohol vznikéd pfi metabolismu
bunéénych stén a zarovei pii rozkladu dieva (Cadez et al, 2013).
U H. crenatus z druhého sbéru byly zaznamenany pouze nepfili§ dobie uréené

kvasinky, takze ten také nelze komentovat.

Nejvice byly zastoupeny kvasinky sobé piibuznych druhti Ogataea
(Yamada et al., 1994) a Candida (Irinyi et al., 2015). Jedna se o neSkodné
komenzaly, i kdyz nékteré tékavé latky produkované témito kvasinkami mohou
napomoci rustu asociovanych hub, zatimco potlacuji rust jinych,
entomopatogenich druhd (Davis et al., 2011). Tyto kvasinky také mohou ménit
chemické prostfedi v hostitelském stromu v prvnich fazich vyvoje kirovci,
kdyz je hladina obranych latek hostitele nejvyssi, a tak napomahat k potlaceni
jejich vlivu na parazita a jeho houby (Davis et al., 2011).

Typicky endofytickou kvasinkou nalezenou pfi této studii byla napfiklad
Filobasidium wieringae (Liu et al., 2015). Piskurozyma capsuligena,
nejpocetnéji zastoupena kvasinka u kontroly druhého sbéru, je charaktersticka

pro listovy opad bukti (MasSinova et al., 2017).

5.5 Bakterie

Ani bakterie nebyly v ramci této studie zastoupeny vyznamné velkymi
frekvencemi. Na zacatku jsme predpokladali vyskyt jen nékolika druhti. Mezi
takové patfil napiiklad rod Pseudomonas. Jeho vyskyt byl nakonec potvrzen

v n¢kolika vzorcich druhu H. fraxini. OvSem naStésti nebyl v zadném ze
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vzorku identifikovan nebezpeény druh Pseudomonas savastanoi, coz jenom
potvrzuje domnéni, ze jde o druh nebezpecny zejména pro jasanové mlaziny
atyCkoviny, ve kterych tato  studie  neprobihala  (Rodriguez -
Moreno et al., 2009).

Také jsme narazili na rod Leifsonia, ktery lze povazovat za dfevni
bakteridlni patogen. Pro jasany vSak neni nijak podstatny. Neékteré studie
poukazuji na jeho moznou pomoc pii St€peni celuldézy ve stievé kirovci
(Morales-Jiménez et al., 2009). Vzhledem Kk tomu, Ze byl tento rod nami
objeven piedevsim ve vzorcich zdrtinek obou kirovcl, nemuzeme tuto

domnénku vyvratit ani potvrdit.

Pantoea je rodem typickym pro klirovce vSech druhd. Tento rod patii
k zastupcim  téch, ktefi potenciondlné pomahaji  kiurovcim  snizit
obranyschopnost jejich hostitele. Z této skupiny jsme ve vétSim ¢i menSim
procentualnim zastoupeni nalezli také rody Curtobacterium, Erwinia a
Rahnella. Odhaduje se, Ze jejich cinnost souvisi s odbourdvanim
lignoceluldznich materidlt a pravdépodobné tak napomadhaji klroveim pfii
ptijmu zivin skrze hydrolyzu sloucenin z hostitelskych stromt (Fabryova et al.,
2018).

V neposledni fad€ se pak podle ocekavani objevili v nékolika vzorcich 1
zastupci  rodd  Sphingomonas, Xanthomonadeles a Methylobacterium
(Menendez et al., 2015). Jedna se o endosymbionty kirovcu, ktefi jim
pomahaji odbouréavat dal$i bunécné polymery jako xylan a Skrob (Fabryova et

al., 2018). Mizeme je také ale nalézt i v pidé mimo broudi téla.

Ve vzorcich se krom bakterii, které kiiroveim pomahaji, objevily 1 ty,
které se naopak chovaji jako patogeny. Ty mohou kolonizovat brouciho
hostitele a zpUsobit i jeho smrt. Do této skupiny spada rod Bacillus, nalezeny
ve vzorcich jako H. fraxini tak H. crenatus. Zastupci tohoto rodu dokazi zabit

jak larvu, tak dospélce (Yaman et al., 2010).
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5.6 Prekryv u broukii a kontrol

Pfi porovnani pfitomnosti jednotlivych taxond mezi vzorky obou broukt a
kontrol jsme zaznamenali pfekryv jen u nékolika generalist, jako jsou rody
Penicilium a Fusarium. U obou téchto rodl se jedna o saprofyty, zivici se
mrtvou biologickou hmotou.

Dalsi spole¢nou proménou pro vSechny sorty byly kvasinky rodu Candida
¢i Cladosporium, coz je bézny a hojné rozsifeny rod hub obsahujici jak
endofyty, lidské patogeny, tak saprofyty (Crous et al., 2007b). Objevila se také
Kazachstania servazzii, jez se podle nas komenzalné zivi na mize jasanu.

Co se tykd bakterii, ty se nepiekryvaly pii porovnani vzorkii brouku
a kontrol. Spolecné druhy mély jen oba klrovci mezi sebou (tj. rod
Pseudomonas, Leifsonia).

V tabulkach se ale vyskytuje i mnozstvi hub, kvasinek a bakterii, které
nebylo mozné piesné urcit. Divodem byla jejich nevykultivovatelnost ze
vzorku, pfipadné kontaminace pii manipulaci, po které nasledovalo pierosteni
jinym druhem. Pro dalsi vyzkum by bylo vhodné dbat striktné na sterilitu
pracovniho prostfedi a vést si peclivéjsi seznam fotografii, ktery by umoznil
lepsi porovnatelnost houby vyrostlé z hmyzu s témi po pieockovani na

nasledujici Petriho misku.
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6. Zavér

Ma diplomové préce na téma ,,Houby a bakterie asociované s klirovci rodu
Hylesinus v Litovelském Pomoravi® poskytuje dle mého nazoru a také diky
pouzitym molekularnim metodam komplexni piehled hub a bakterii
pritomnych v broucich a chodbickach dvou druhii klrovci. Na zakladé
barcodové sekvence morfotypii byly urceny rody, pfipadné druhy danych hub
a sestaveny odpovidajici ekologické skupiny.

Rada objevenych morfotypi patfila mezi houby asociované s brouky,
houby endofytické, saprofytické a ¢i piipadné patogenni. Nejvice jich Zije
saprofytickym zplsobem zivota. VSechny ekologické skupiny zahrnovaly jak
houby,tak bakterie. Ackoliv posledné jmenované se nepodafilo uréit pfilis
podrobné. U H. fraxini a u kontrol byly nejpocetnéjsi rizné kvasinky, které
tvotily nadpoloviéni vétSinu vzorkli. Znamend to, Ze netvoii vazby pouze
s larvami ¢i brouky. Odhadujeme, ze hraji tlohu pfi asociaci s rostlinami, nebo
je jejich existence zcela nezavisla. Tomuto tématu se v dne$ni dobé vénuje

hned nékolik vyzkumi, na jejichz vysledky si ale musime jesté pockat.

V ramci této studie jsme si stanovili za cil dokazat, ze hlavni rody hub,
tedy Geosmithie a Ophiostomy maji s ohledem na své vlhkostni naroky odlisné
hostitele. Vysledky potvrdily absenci ophiostomatalnich hub u H. fraxini
a ptitomnost hub rodu Geosmithia, naopak rod Geosmithia chybél u
H. crenatus. Tento ptfedpoklad byl tedy potvrzen. Zaroven jsme také pfisli na
fakt, Ze vzorky zdospélci obou druhti Vvsobé obsahovaly méné
ophiostomatalnich hub a geosmithii. To je dano tim, Ze dosp€lci uz neptijimaji
tolik potravy jako larvarni stddium, a tak jich do sebe tolik timto zplsobem z
okoli nepfijimaji.

Poslednim cilem uvedenym v kapitole 1. bylo zjistit, zda se rozmanitost
symbiotickych druhti 1i$i v z&vislosti na instaru brouka a zda tedy floemofagni
brouk dokdze ménit slozeni mikrosymbionti v chodbicce v pritbéhu svého
vyvoje. Tento predpoklad zle potvrdit pouze u druhu H. fraxini, kde jsme
objevili celkem 40 rtznych druht v larvalnim stadiu a 26 u dospélcti. Nemusi

to byt vSak smérodatné, jelikoz se spoustu vzorka nepodatilo vykultivovat.
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Vyznamné bylo zjisténi, ze v zadném vzorku jsme neidentifikovali
patogen Hymenoscyphus fraxineus, ktery pasobi nekrozu jasand. Tato choroba
napadajici pfedev$im jasany, zpusobuje, ze jednoleté a dvouleté letorosty
odumiraji jesté pied narasSenim, nebo odumiraji béhem suchého 1éta. Brouci
rodu Hylesinus tedy nepfedstavuji riziko spojené s ptenosem tohoto houbového
patogenu (Kowalski, 2006). V zadném vzorku se neobjevila ani nebezpe¢na
fytopatogenni houba Chalara fraxinea, ktera zpusobuje chiadnuti jasant
(Kowalski, 2006).
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