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1. Uvod

Padli dubové Erysiphe alphitoidesje v sokasnosti s®tové nejrozsfensjSim
parazitem dub (Takamatstet al. 2007). Paraziticka houba napadédevsim semenky a
mensSi stromky a sith naruSuje jejich zZivotaschopnost. Invazni charakterSteni E.
alphitoidesv Evrog ma na sdomi zn&né Skody v oblasti lesniho hospestai, kde se v
piipadt duhi letnich z&alo mluvit dokonce o vymirani (Gibbs 1999). Doposgdk nebyly
popsany fciny natolik velké Usgsnosti tohoto patogenu. ékteré prace se zabyvaji
biotickymi i abiotickymi faktory, které se na infelpodileji (Gibbs a Grieg 1997, Marcaits
al. 2010) etrs vlivu hyperparazit (Sullivan a White 2000, Kisst al. 2004).Rada studii
shrnuje poznatky o fylogenetické a populiastruktue druhového komplexk. alphitoides
s. lato. (Takamatset al. 2007, Mougotet al 2008, Mougou-Hamdaret al 2010, Desprez-
Loustauet al 2011). Neexistuje vSak studie, jenz by popisowatah mezi patogenem a
spole&enstvem mikromycet (mikroskopickych hub) specifickypro fyloplan (celkova
plocha povrchu lisf) dubu letniho. Belem této prace bylo nahlédnout preshictvim
nastrofi molekularni ekologie do komplexniho vztahu mefthei a sloZzenim spajenstva
na povrchu napadenych, respektive zdravych, lstzvazit ho jako dalSi bioticky faktor.



2. Teorie

2.1.Erysiphe alphitoides

Erysiphe alphitoide<ili padli dubové pat k celedi Erysiphaceagmouwnatkovité,
Erysiphales Leotiomycetes Ascomycoty ktera sdruzuje 22 rad (400 druli, 9838
krytosemennych hostitil obligatré biotrofnich ektoparazitickych mikromycet. éina
Z nich gedstavuje zavazné fytopatogeny kulturnich rosjlkymi je napiklad Blumeria
graminis (padli travové — obilniny)Uncinula necator(padli révové — réva vinndebo rod
Podosphaerarazovité). V poslednich dkolika desitkach let také selhava ochrana plodin
pied touto skupinou patogénJe popsana jejich rezistenagivfungicidim ztady analog
strobilurind (Q.l - Quinone outside inhibitorsnhibitory cytochrom ¢ — oxidoreduktazy)
zaloZena nadkolika specifickych i nespecifickych mutacich cytoemu b (Lesemanet al
2006, FRAC 2007, Ferndndez-Ortuétaal. 2008).

Rod Erysiphalesje dale charakterizovan tvorbou vrstvy myceliapoarchu listi a
ploda hostitelskych rostlin. Mycelium ziskava Ziviny pti@dnictvim parazitickych haustorii
zandenych do epidermélnich b&knrostlin. ProErysiphalesje také typicka rozmnoZovaci
strategie zaloZena na silné produkci nepohlavnpgir gkonidii) v ptibéhu celé vegetai
sezony a ke konci sezény tvorbou kulovitych tivaahasmothecii, kleistothecii) nesoucich
viecka (aska) stpzimujicimi pohlavnimi sporami.

Erysiphe alphitoides sensu latpredstavuje rozsahly komplex diulmapadajicich
stromy ¢&eledi Fagaceae (bukovité) s#@zré Sirokou specificitou. Urove specificity
k hostiteli se mezi druhy zoee liSi (Callan a Carris 2004rysiphe alphitoides. stricto
napada fednostg dub letni Quercus robur Podil E. alphitoides (diive Microsphaera
alphitoides, Microsphaera quercihaa vymirani dub letnich byl poprvé popsan koncem
dvacatych let dvacateho stoleti (Day 1927). Redegtagenetické prace odhaluji blizkou
piibuznostE. alphitoides slato s tropickymi druhy padli, konkr&nOidium mangiferae
(Limkaisanget al 2006). RodOidium je ozn&enim pro nepohlavni stadium — anamorfu
roduErysiphe

Rod Quercuszahrnuje zhruba 600 driila mezi ®&kterymi druhy, jako naibklad
mezi Q. robur a Q. petreavznika celé spektrum mezidruhovych hyliridMezi druhyQ.
hypoleucoides, Q. scytophylla a Q. sideroxyldexiku byla dokonce popséna trojita

hybridni zona RPeialoza-Ramireet al 2010).



Fenologie dubu v kombinaci s faktory piesti pravdpodobré hraje znanou roli
v patogenezi padli dubového, proto@e petraeabyva malokdy napaden a to i dshé
blizkosti silre napadenéh®. robur (Gibbs & Grieg 1997Gibbs 1999, vlastni pozorovani).
Znany podil na Zivotaschopnosti dulmese také sloZzeni velice komplexniho spatstva
mykorhiznich hub v kienovém systému (Trochat al 2010). Kroné toho existuje
podeZeni, Ze na roznaSeni infekcecssténe podili obalé dubovyTortrix viridana (Gibbs
1999).

2.1.1. Patogeneze

Prvni znamky infekc&. alphitoidesse objevujiasre z jara, kratce po vyraSeni list
Houba se projevuje jako ménaté bilé teiky mycelia, které se postuprrozristaji v
souvisly mycelialni povlak hlawnna hornim povrchu ligt(obr 1.). Pezimujici askospory
Kli¢i na jae v podoB septovaného éveného hyalinniho tenkastného mycelia. Hyfy o
Sitce 3-7um jsou k epidermis listuichyceny lalokovitymi apresorii 0 pméru 6-10um, ze

kterych do epidermalnich b&kvyrastaji v&kovita haustoria.

Obr. 1. Detail mladého dubu letnihQuercus robursilné napadeného padli dubovylrysiphe alphitoides
(Vlastni fotografie 2010).



VétSinu vegeténi doby travi houba v poddkanamorfy (nepohlavniho stadiejivke
zarazené pod jménemOidium quercinum do un®lé skupiny imperfektnich hub
Deuteromycotina Jiz v paatcich infekce wyistaji z mycelia vertikalni cylindrické
konidiofory (nepohlavni plodnice), z nichZz se tamaiiné odlamuji vefité elipsovité konidie
s oblym vrcholem o velikostkolem 25-45 x 13-2um (obr. 2.) Siln& produkce konidii a
jejich Sieni Wtrem prispivad v péatku sezony krychlé kolonizaci vSech dostupnych
hostitelskych stroiin Mycelium zp@atku roste na svrchni stratistu aby pozdji pokrylo
vétsSinu jeho plochy. Zpravidla nejsijn byvaji zasazeny semetiy a mensi zastémé nebo
jinak oslabené stromky. Houbam ob&awdci vysoka vihkost, ale paténdiky haustoriim
na ni E. alphitoidesneni vazana, aejwtSi Skody fisobi v oblastech s horkymi léty a
nizkym srazkovym uhrnenyYarwood 1973 in Callan a Carris 2004

Na podzim se na myceliu formuji kulata, zprvu Zhrida, pozdji cerna teleomorfni
(pohlavni) askomata ozémvana jako kleistothecia nebo chasmothecia. Ztkigscii
ekvatorial vyrastaji wtvené appendixy (vésky). Morfologie appendix je druho¥
specificka a pedstavuje dlezity taxonomicky znak. Kleistothecia jsou Zn& variabilni ve
velikosti (75-140um) a obvykle nesou 4-15 ¥kovitych fecek.
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Obr. 2. Vlevo: anamorfa (nepohlavni fazg) alphitoidescili Oidium quercinumNa obrazku je mozné wid
apresoria (A), konidiofory(B), primarni konidie(@)klicici sekundarni konidie (D). Nligko — 10um. Vpravo:
teleomorfni (pohlavni faze) plodtia kleistothecium (chasmothecium) (A¥eeka obsahujici askospory (B).
Mefitko — 25um (kleistothecium), 1@m (vfecka). Autor: U. Braun. (Takamatstial 2007).
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Viecka (aska) o velikosti 40-80 x 30-58n obsahuji vzdy 6-8 Siroce e
elipsovitych bezbarvych askospor. Uvedené znalkgotebrfnich struktur vykazuji &itou
plasticitu v zavislosti na \#gich faktorech progedi Marcaiset al 2010Q. Zpasob, jakym
askospory nebo kleistothecigefkavaji zimu, nebyl zatim objasm

Padli intenzivl naruSuje transpiraci a fotosyntéMagyarosyet al 1979, Gordon a
Duniway 1982, coz vede k hypertrofii a deformaci fistCharakteristické je také zpomaleni

rastu stroni a disledkem toho kevity habitus.

2.2. Mikrobialni ekologie fyloplanu

Pojmem fyloplan minime celkovy Uhrn plochyiisbstliny. Fylosféra je definovana
prostorem, ve kterém se vyskytuji listy a tim jpiipact stromu jejich koruna. Povrch lit
rostlin predstavuje podldiindowa a Brandlové (2003) jeden z n#gich ekosystétnna
zemi o celkové plose okolo 6,4 x 8km? Pro mikroorganismy fedstavuje povrch listu
nehostinné, vysoce stresové a nestabilni f@dst Spoléenstvo mikromycet a ostatnich
mikroorganisnd musi na povrchu lit odolavat pedevSim prudkym zémam teploty,
vihkosti a dostupnosti vyzivy (Widden 1997). ¥Spost v kompetnim nebo konkuremim
vztahu je zde dana nejen vlastnostmi samotnéhmismga, ale také faktory, jakymi jsou
piitomnost Zivin, vihkost, druh a $taostliny, gitomnost latek inhibujicichist nebo porér
mezi @ichozimi, produkovanymi a odchozimi propagulemix@dSiohret al 2008). Jako v
kazdém prosedi i zde lze pozorovat pestrou Skalu adaptaci \etrich strategii
umoziujicich geziti v extrémnich podminkach (viz kap. 2.2.1.).

Mikromycety mohou byt na listechiippmny ve fornd spor, metabolicky aktivniho
mycelia produkujiciho spéry neliastji v podoke sterilniho (nevytviejici spory) mycelia
nebo také jako kvasinky (metabolicky aktivni jedaodEné houby). Spory velkého
mnoZstvi drufi jsou hojié pifitomné ve vzduchu a tudiz se nazanedbateldileji na
druhové rozmanitosti hub ve fyloplanu, i kdyZz nemsigritomnym spol&enstvem vbec
interagovat. Na druhou stranu bylo pozorovanorata druki (Cladosporium, Alternaria,
Epicoccum, Curvularia, Pithomyces, Drechslera, Fusa, Nigrospora, Penicillium,
Aspergillug pritomnych na listech se z&f@& podili na koncentraci spor ve vzduchu
(Leventin a Dorsey 2006). Epifytické druhyitpmné na listech v podébmycelia i
dormantnich spér také mnohdy hraji podstatnou pibliozkladnych procesech v listovém
opadu (Sadaka 2003), a tudiz je Ize izolovatiidyp
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2.2.1. Zivotni strategie mikromycet

Jednim z hlavnich limitujicich faktbrna listech je dostupnost Zivin. JelikoZ jsou
houby chemoorganotrofni heterotrofové, stava semtd prostedi pravdpodobré
vlivy tolik, jako epifyté. Pro Uzce specializovanéligatni parazity, jakym je padli, jsou
rozhodujicimi faktory nafklad pitomnost povrchovych exudétcharakteristickych pro
hostitelskou rostlinu, fyzikalni rozdily v topogtafpovrchu hostitelského, respektive
parazitického organismu, a v neposlegtt genetickd kompatibilita s hostitelskou rostlinou
(Vogel a Somerville 2002).

VeétSi mnozstvi Zivin nebyva na listech pravidlem as@Se nahodné a ¢hsné.
Nahly piisun rostlinnych exudat zivociSnych exkremerit nebo pylu byva filezitosti k
rozvoji pro imigrujici spory rychle rostoucich huK nim pati hlavre zygomycety,
napiklad fad Mucorales

Stabilre  nejus@sSnejSimi  jsou ale houby schopné figat strategie. Mezi
nejrozstergjSimi mikromycetami (,plis&‘) nachazime vSestraéirenzymaticky vybavené
oportunistické dekompozitory a fakultativni pologaty. K €mto univerzald vybavenym a
vSudygitomnym drulim pati nagiklad Aspergillus Cladosporium Penicillium nebo
Trichoderma (Widden 1997). Epifytické mikromycetyétsinou vyuZivaji jen tenky film
Zivin na povrchu listu, prach, nekroticka pletiae rekteré mohou filezitostré napadnout
oslabené Zivé rostlinné pletivo. Nejhgi druhy izolované z povrchu listopadavych
stromi byvaji askomycety z rdd Aspergillus Alternaria, Aureobasidium Botrytis
Cladosporium Epicoccuma Stemphyliungviz. Baileyet al 2006). Ténst vzdy je na listech
rostlin pgfitomna dimorfni askomycet@ureobasidium pullulansktera inhibuje st mnoha
mikroorganisni a byla Uspsre testovana jako biologicka ochrana kulturnich pio@ilson
et al 1989, Leibingeet al 1997). Pra¥ produkce pestré skaly fungicidnich a antibiotidkyc
latek je dalSim zasadnim nastrojem kompetice meabami ve fyloplanu (McCormaokt
al. 1994).

Zastupce basidiomycet a zygomycet nachazime rextigpiSe vyjimee (Indcioet
al. 2002).
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2.2.2.Erysiphe alphitoides sloZeni spotenstva

Spole&enstvo na povrchu [t ma charakteristickou dynamiku danou vegeta
dobou hostitelskych rostlin. JelikoZz vliv na jehklaglbu ma ifithess hostitele, nizeme
predpokladat, Ze fftomnost agresivniho patogenu, jakym Be alphitoides se bude na
sezonni dynamice projevovat. Mimo jiné lz€ekavat zvySeny vyskyt ffglruzenych
poloparazit, saprotrofi. Podobg je mozné oekavat vyskyt vyznamnych hyperparézit
padli Ampelomyces quisquale velmi podobny drutPhoma glomerataBylo pozorovano,
Ze A. quisqualisi P. glomerataprokazatels inhibuji rist a tvorbu konidii E. alphitoides
(Sullivan a White 1999). Hlavni otazkou ovSedstava, jak se infekce projevi na celkové

diverzit a také zda patogen oulivje sloZzeni spotenstva nebo naopak.

2.3. Metodicky pistup ke studiu spotenstev
2.3.1. Klasické metody

Klasickymi metodami studia mikromycet myslime kuditi a mikroskopii.
Environmentalni vzorky je mozné mikroskopovatinm, nicmég vétSina druli byva
v prostedi @gitomna jako sterilni mycelium, které lze jetzko ukit. V takovém pipadt se
pristupuje K jejich izolaci a kultivaci.

ProtoZe naprosta ¢t8ina hub vynikd nuténim minimalismem a ohromnou
schopnosti regenerace ubeme prosednictvim kultivace z environmentalnich vzork
izolovat zn&nou ¢ast zastoupenych driahKultura mize vzniknout z jediné spéry nebo
drobného fragmentu mycelia. Kéini spory nebo regenerace mycelia mohou byiktenych
faktory pati predevsSim vlhkost, fitomnost zakladnich cukr pH a zdroj dusiku.
K mykologickym &elim se média velméasto obohacuji komplexnimi vytazky, ritgpad
sladovym, sdéjovym¢éi kvasnicovym. Pouzivaji se také média selektivktiera maiji
prostednictvim ftfiznych antibiotik zamezit astu bakterii. O médiich pouZzivanych
v mykologii zevrubg pojednavaji Bills a Foster (2004).

P uréovani mikromycet jsou rozhodujici i znaky makrosk&p, jako teba tvar,
barva a rychlostistu mycelia, fitomnost exuddt nebo vztah ke kyslikur@sné klasifikace
vS8ak zavisi na znacich mikroskopickych. Hlavni @eldi hub je nafiklad mozné rozeznat
podle gehradkovani charakteristického pro Ascomycota a iddamycota, zatimco
Zygomyca, Chytridiomycota a Oomycota (fiSe Chromalveolata maji mycelium

nepehradkované (coenocyticke).
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Mriviw s

Zdaleka nejdlezitejSi taxonomické znaky mikromycet nesou rozmnoZovaci
struktury, bez kterych nelzestdinu mikromycet utit. Velikost spér se pohybuje fadu
desitek mikrometr a k pozorovani znad@kbyva dostéujici zwtSeni 400-1000x. Zpravidla
rozhoduje pra¥ velikost, tvar, barva, povrchova struktura, nelbazeni spor a orgdinze
kterych vyfistaji — pohlavnich plodni¢i nepohlavnich konidiofdr a konidiomat. Znakem
byva také specificka barvitelnostkterych skrytych nebo nevyraznych zhakPohlavni
(teleomorfni) a nepohlavni (anamorfni) stadiatarych hub se natolik liSi svou morfologii i
Zivotni strategii, Ze byla taxonomickytaaena do zcela jinych oéldni. K mnoha druim
doposud nejsou znama nehi‘@zena pohlavni stadia. Anamoréghito organism sdruzuje

umgla taxonomické skupinBeuteromycotingnedokonalé houby)

2.3.2. Molekularni metody

Vyuziti  molekularnich  znak umoziuje postihnout nezanedbatelnogést
mikromycet, které nelze kultivovat, nebo je v kidtydonutit* k tvorkE struktur, na nichz
zavisi jejich identifikace. Mikromycety, jeZz nelp&imo nebo vbec kultivovat, pedstavu;ji
zejména obligatni parazité. Pro kultivaci parajgt nezbytné ziskaistou kulturu hostitele a
tu potom infikovat jedinou spérou. Na druhou stranganismy, jeZ na médiu kultivovat Ize,
nemuseji v progedi fyloplanu sehravat Zzadnou podstatnou roli (Yetnal. 2001).

Molekularni metody pracuji s DNA extrahovanou zelefenstva, takze zachyti
aktualni sloZeni spalenstvain situ, véetre vSech pitomnych vyvojovych stadii. Diky
polymerazovérettzové reakci (PCR) je mozné pracovat i stak malymoistvim DNA
mikromycet, jaké |ze ziskat ndklad z povrchu list dubu (Heuser a Zimmer 2002), nebo
dokonce z rari starych obrak (M6hlenhoffet al 2001).

2.3.2.1. Izolace DNA

V piipact prostedi, jakym je povrch list vzrostlého stromu, jefgba brat v potaz
celoufadu faktofi. Zatimco ¥tSina bylinného patra ma pémé stabilni mikroklima, ve
vySkach jsou listy vystaveny prudkym vylkdm teplot a vlhkosti. Mikromycety Zijici
stabilre na povrchu ligt stront jsou proto vybaveny obzvl@&silnou bugcnou sénou,
ktera zajiguje ochranu fed vysychanim a také pigmentyédevsim melanin), chranicimi

mycelium ed slunénim z&enim.
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Hlavnim Uskalim fi extrakci DNA z hub je velice odolna btima séna. Buréna
sttna hub obyejr¢ sestava fedevsim ze spletité &itlaknitych polymeit a v ni ukotvené

amorfni polymerové matrice. Stavebnimi latkami Biyvaolysacharidy a glykoproteiny

(Tab. 1.).

Taxonomické Fibrilarni Polymery
zarazeni polymery amorf. matrice
Oomycetes B(1,3), B(1,6)- Glukan
glukan; celuléza
Chytridiomycetes Chitin; glukan Glukan
Zygomycetes Chitin; chitosan Polyglukuronova kyselina;

Basidiomycetes

Ascomycetes/
deuteromycetes

Chitin; B(1,3), B(1,6)-
glukany

Chitin; B(1,3), B(1,6)-
glukany

glukomannoproteiny

a (1,3)-glukan;
xylomannoproteiny

a (1,3)-glukan;
galaktomannoproteiny

Tab. 1. Tabulka zdkladnich mateniéburgéné sény hub. (Kavanagh 2005, upraveno).

Neexistuje zadny univerzalni postup pro extrakekleovych kyselin dostataé
acinny pro vSechny skupiny a druhy mikromycet. Stanita odolnost buiné sény se lisi
nejen mezi druhy, ale i v ramci jednoho druhu wsteho §iznym podminkam. Karakousis
et al (2006) gedkladaji srovnaniaznych metod izolace DNA z hubfifemz se jako
nejpodstatySi krok jevi dikladné mechanické naruSeni béamé stny pred samotnou

lyzacni fazi extrakce (Tab. 2.).

Treatment A. fumigatus Alternaria spp. P. chrysogenum Btraliensis C. albicans A. flavus
Proteinase K 0-10 25-50 75-90 50-75 75-90 50-75
Lyticase 0-10 0-10 75-90 50-75 75-90 50-75
Conc HCI 0-10 0-10 90-100 0-10 90-100 0-10

5 M NaOH 0-10 0-10 75-90 0-10 75-90 0-10
Sonication 50-75 50-75 75-90 75-90 25-50 75-90
Mortar and pestle 90-100 90-100 90-100 90-100 90-100 90-100

Tab. 2. Srovnani ginnosti lyze bu&nych seén Sesti dznych druli mikromycet prosednictvim fyzikalnich,
chemickych a enzymatickych preéetiki. Urovei lyze byla hodnocena mikroskopicky a je vyjéis jako
procenta ve srovnani s kulturou. (Karakowgial. 2006).
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Druhym dilezitym bodem je fCiStovani lyzatu, kdy dochézi k odstegm
komponent (proteiny, pigmenty), které by mohly bdwat dalSi molekularni techniky (PCR,
DGGE, sekvenace).

Ve wdeckych publikacich Ize&Sinou narazit naizné modifikace dvou zakladnich
principa, které jsou vyuzivanyip purifikaci lyzatu hub. Bd’ je vodny lyzat vytepavan
s fenolem, ktery jej zbaviétSiny lipida, proteimi a pigmeni, nebo je denaturovana DNA
vazana na iemikovou membranu v plastové kolonce a nasledromyvana pufrem.
Fenolova metoda dava zpravidl&si vytzky, alecasto i ¥tSi kontaminaci inhibitory PCR.

Kolonkova metoda, kterou vyuziva célida specialnich komarich kit vétSinou poskytuje

vvvvv

2.3.2.2. Molekularni markery

V sowasné mykologii je nejpouziv&idim molekularni markerem oblast jaderného
genu pro ribosomalni podjednotkyjepevSim jeho spacerové sekvence, zkraddis
(Internal Transcribed SpackrGeny pro ribosomalni podjednotky 18S, 5.8S a R&fl
polycistronicky organizovany v mnoha tandemovychlayanich, odélenych nekddujicimi
sekvencemi ITS1 a ITS2 (obr. 3.). Zatimco sekmémotiv ribosomalnich podjednotek je
nagic fiSi hub velmi konzervativni, variabilita mezemikrS (hlavreé 1TS2) velice ¥rné
sleduje jeji druhovou diverzitu (Whitt al. 1990).

O mitochondrialnich genech ko&dujici cytochrom oxiddl CO1), které se
vSeobecd pouZivaji jakobarcode zvitat, se u hub vi jen velmi mélo. V ramci rodu
Penicillium se sice jeho sekvemi diverzita ukazala jako velmi vhodna k identiftkalruhi,
nicméré databaze sekvenci stale obsahuji nejvice zaxmailS oblasti ¥tSiny znamych
druhi hub (Seifertet al. 2007). Z toho dvodu je v sotiasnosti sekvence ITS1-5.8-ITS2
vSeobec# pouzivana jako univerzalni molekularni markear€ode hub (Seifert 2008).

1TSS . ITS3GC ITS4 Chytrnid  Oo Basidio
e <+ - - .

255 VA

-
I8S IRNA JUBY

100 bp Asco 7ygo

’ 5.85 rRNA I

Obr. 3. Diagram vazebnych mist prinfespecifickych pro oblast ITS jednotlivych adieni houbovych
organisnii. V nasi studii jsme pro DGGE pouZzili kombinaci B&C — ITS4. (Nikolchevat al 2005).
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DalSi molekularni markery, které se nejvice vyudjiva mykologii, jsou hlava geny
pro -tubulin A (3-tubA, elong&ni faktor 1 (EF-1a), pripadré geny pro aktin gctA),
glukosa-6-fosfat izomerazggiA), hydrofobin A fiydA), a maly GTPazovy proteimabA).
Tyto kodujici sekvence vykazuji podstatyssi polymorfismus nez ITS a ukazaly se jako
uzitetné @ studiu vnitrodruhové variability, odhalovani ktigkych druli a
fylogeografickému mapovani (Le Quéeé al 2006, Rajashekast al. 2007, Hedhet al
2008).

Sekvence celéady primet pro houby, navrzenych na oblast ITS i ostatni eméd
geny, jsou uviejreény na internetovych strankach projektu AFTOOhe Assembling the
Fungal Tree of Lifenebo na strankach Labor#&d-rancoise Lutzoniho.

2.3.2.3. DGGE

Denaturéni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) je pdoca schopna roztit
smés amplikori 0 stejné velikosti na zakladejich sekvetinich rozditi. Princip spoiva
v rizné rychlosti denaturace odliSnych fragnieDNA (povoluji vodikové nmistky aretézce
se oddluji) v ptitomnosti denatutmiho¢inidla. Mira denaturace se za danych podminek liSi
mezi hiznymi nukleotidovymi sekvencemi, coz je dano slab&ibou mezi adeninem a
thyminem (A-T) a sil§jSi mezi cytosinem a guaninem (C-G). Z&lém oddleni &€chto
odliSnych sekvenci se vytkiogradient denaturantu v polyakrylamidovém gelun&arant
muze byt fyzikalni podstaty (teplota — TGGE), neb&ojar piipadt této prace, podstaty
chemické. Takto ifijpraveny gel se potom pouZije k elektroforéz#, rpz se fragmenty
postup® zpomaluji az zastavuji v pohybu gradientem v 2asis na svém obsahu
nukleotid.

Pokud pracujeme s environmentalnim vzorkem postupge nasledovn
z extrahované sésné DNA se amplifikuje marker, ktery je univerzalpio skupinu
organisnii, jenZz nas zajima (houby). Ziskany produkt se poid@GGE a na gelu vznika
charakteristicky vzorec proutk(fingerprint), piicemz kazdy prouzek reprezentuje jeden
druh. Vzniklé prouzkylfandy je mozZné z gelu \¥znout, obsaZzené fragmenty extrahovat a
zpracovat dalSimi technikami (reamplifikace, kloaoi sekvenace). Pro vyhodnocovani
DGGE je také k dispozici celéada stale dokonalejSich softwarovych nastrdjteré
umoziuji piimo analyzovat fotografie geb na zaklagfingerprinti porovnavat a statisticky

vyhodnocovat cela spalenstva.
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DGGE je metoda hojn vyuzivana k pozorovani ekologickych zakonitosti
v mikrobialnich spoléenstvech. Mapovanim diverzity mikromycet a jeji ayriky
prostednictvim DGGE ve svych pracech velice tolpopisuji Nikolcheva a Barlocher
(Nikolchevaet al. 2003, 2005, Nikolcheva a Barlocher 2004, 2008jjcli prace se zabyvaji
modelovym pikladem spol&enstva hub zapojeného v dekompozici listového opasiu
vodnich tocich a nabizejékolik velice &innych metodickych systéim

Existuji i prace, které k analyze sp@#estev vyuzZivaji postup,fip kterém je
z environmentalniho vzorku amplifikovan Siroce sfieky marker, z produktu je vytiena
klonova knihovna. Naslednym sekvenovaniniitého p@tu (stovek) nahodhvybranych
kolonii se identifikuji majoritni taxony (Seeea al 2008, Leighet al 2010). Tento fistup
umoziuje identifikaci drufi, nicmér je @i ném omezen komplexni pohled na sgelestvo
z hlediska kvantitativnich udaj

V posledni dob je na vzestupu analyza spi#estev s vyuzitim pyrosekvenovani.
Konvertni pyrosekvenator umagje rekolik tisic paralelnicléteni fragment o délce kolem
500 pati bazi. Napiklad sekvenovanim markeru 18S rDNA se gddav urcitych padnich
spole&enstvech odhalit 182 driahaskomycet (ze 2708eni) a 172 basidiomycet (ze 6837
&teni) (Lim et al 2010). Udaj o nte zastoupeni taxdénje v tomto pipact zalozen na tom,
kolikrat se kazda sekvence, zastupujici jeden doplakuje v jednom dhu. Diky ¢tecim
chybam je tento Zsob kvantifikace zatizen z&raym zkreslenim, zvlaSt pokud
porovnavame abundancétéiho mnozstvi druh(Amendet al. 2010). Nespornou vyhodou
této metody je vSak moznost analyzovat diverzitus@mtasré sekvenovat fitomné

fragmenty.
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3. Cile prace

» Optimalizovat metodicky systém pouzZivany ke stigiale&enstev hub.
» Charakterizovat interakci mezi E. alphitoides a lsfnstvem mikromycet ve
fyloplanu dulg.

» Popsat sezonni dynamiku spmdastva ve vztahu k patogenu.
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4. Metodika

4.1. Vzorky

V parku Stromovka Ceskych Budjovicich byly vybranyétyti priblizné stejré
vzrostlé duby letni a roZteny do dvojic. OB dvojice tvdil jeden silé napadeny strom a
jeden, ktery nejevil znamky infekce. Prvni dvojpedstavovaly stromy A (napadeny) a B
(zdravy), které byly od sebe vzdaleny 244 m. Drubweaijici tvorily stromy C (zdravy) a D
(napadeny), které byly ¥sné blizkosti a vzajengrse dotykaly korunami. Vzdalenost mezi
obéma dvojicemi byla celkem 607 meétfobr. 4.).

jska pohledu L33 km| §

Obr. 4. Mapa rozmisi sledovanych dub Jihozapadni okrafeskych Budjovic, mstsky park Stromovka.
Stromy A a C byly sil¥ infikované, stromy B a D nejevily Zzadné znamkyekde. Stromy C a D (napadeny a
zdravy) byly od sebe vzdalenyilplizné 2 metry a jejich koruny se dotykaly. (zdroj: Goagtarth 2012,
upraveno).

19



Kazdych 40 dni (s toleranci 1-3 dny s ohledem ria§ip p&inaje 26. kétnem 2011
bylo do ¢istych mikrotenovych skt z kazdého stromu odebrdno 6-10ilististy byly
sbirany natiznych mistech koruny ve vyscélgizné 2 metry. Smichani&siho pd@tu listi
melo zajistit, aby byl ve vzorcich zachycen co re&vV rozsah fitomnych druli
mikromycet, a tim by se &y vylou¢it mozné odchylky v jejich distribuci ve fyloplanu.
Sebrané listy byly neprodlémiepraveny do laborate a zpracovany.

Precizni metoda, kterou pouzili Heuser a Zimmed0@ k izolaci mikromycet
z povrchu dubovych list méla umoznit oddleni svrchni a spodni strany tistProcedura
spa:ivala v tom, Ze se list polozil na hladinu sterimody v kovové misce, voda se zmrazila
kapalnym dusikem afinrazeny list se odtrhnul. Na povrchu ledu potoistala kutikula
listu se vSemi organismy na jejim povrchu. Tuto odatse nam podido reprodukovat,
nicmére vzhledem Kk jeji nezanedbatelné pracnosti, nebyfdedana vhodnou ip
zamysleném pitu vzorki (minimalre 4 odkEry ze 4 strom, 5-7 listh z kazdého stromu,
celkem 80-112 lis).

Oddleni svrchni a spodni strany listu neni v kontegélého fyloplanu s¥ejni
otazkou, proto jsmef{stoupili k procedie zalozené na omyvani listPro kazdy strom byl
piipraveno 20 ml 0.02% roztoku Tweenu-80 (polyoxy&hgorbitanmonooleat)
v destilované vo#l Tween (disperznéinidlo) mel zajistit smé&ivost mycelia a spor. Do
roztoku se namigly vatove tginky, kterymi se omyval povrch 6-7iplizné stejnych list
z kazdého stromu. Tento postup byl modifikovanizgaini podoby podle Hodges al
(2006). Ziskané suspenze bylielity do 50ml plastovych zkumavek a centrifugovatiy
6 000 otékach po dobu 20 minut.

VétSina supernatantu byla vylita a sediment resuspend ve zbyvajicim roztoku
(priblizné 5 ml). Zahu&na suspenze byla roddna do 2ml mikrozkumavek a podrobena
dalSi centrifugaci. Po odliti supernatantu se nesediment 2 hodiny vysousSet ve vakuoveé
odpaovaice (DyNA Vap, Labnet) a tim byly vzorkyipraveny k extrakci DNA. VysuSené
vzorky byly uskladany pi -20°C.
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4.2. CFU

Za elem zakladni kvantifikace Zivotaschopnych duw suspenzi (CFU -€olony
forming unit3 bylo z kazdé suspenzéep centrifugaci rozggno 3x100ul (t¥i opakovani)
v desetinasobnémiekni (100 ul v 900 pul) na # Petriho misky s tuhym médiem PDA
(potato dextrose agarHIMEDIA M096). Po dvou dnech inkubacegi 25°C byly misky
vyhodnoceny. Misky s mensim ¢giem nepekryvajicich se kolonii byly geeny riené. Fi
velkém mnoZzstvi menSich kolonii ve shlucich bylkea®van obraz misek (HP scanjet 3670,
rozliSeni 300 dpi) a kolonie &n¢ (prostednictvim pditactové mysi) s&teny nastrojencell
counter v programu ImageJ (verze 1.45s, National InstitoteHealth, freeware)Cell
counterumoziuje obraz zutSit a lépe rozliSit kolonie ve shlucich. V progrémageJ je take
mozné pevést obraz do binarni podoby, odfiltrovat Sum #omaticky seéist castice o
definované velikosti funkcanalyze particles Automatizované potani je ale vhod¥si
v téch pripadech, kdy se kolonie niggkryvaji a velikost& se #ilis nelisi.

Vysledné hodnoty v jednotkach CFU/ml byly ziskarypattenim ptimérnych pata

kolonii z kazdychii opakovani.

4 .3. Kultivace

Pri kazdém sbru listi byl vzdy jeden list z kazdého stromu otisknut e#&riRo misku
s tuhym agarovym médiem z&elem ziskantistych kultur nejhojgjSich kultivovatelnych
mikromycet, které se na listu vyskytuji.

List byl vzdy otisknut zvlaSvrchni a spodni stranou na velké (10cm) Petrihgkyni
s médiem PDA, obe¢mouzivanym k zakladni izolaci hub z ptesti. Po 3 dnech inkubace
pii 25°C se otisky kontrolovaly. Kolonie byly t&mvzdy v hustych shlucich a zygomycety,
pokud byly gitomné,casto genistaly vice nez polovinu plochy média. Cilem byldrat
kolonie, které se odlisuji, I1ze jegmkovat a ziskat tak sbirktistych kultur mikromycet na
vytvoieni standardu pro DGGE.

Po peatkovani na sladové médium MEAn@It extract agar— 30 g sladového
extraktu, 5 g mykologického peptonu a 15 g agarulnbtr vody) byly ¢isté kultury
inkubovany ¥tSinou tyden az dva, v zavislosti na rychlostigejiistu (zygomycety 3 dny)
pii 25°C. WEtSina hub za tuto dobu vytkita rozmnozovaci struktury,éSinou nepohlavni.
Nékteré houby vyzadovaly mnohem delSi dobu kultiveoesic a déle), padfpac zdroj
swtla, nutného k vytvieni struktur, podle nichZ bylo mozné provést ideatci (obr. 5., str
18).
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S vyuzitim s¥telného mikroskopu, dovacich kléu (Elis a Elis 1995, Elis 1971,
Kiffer et al 1999, Watanabe 2002) a internetovych sbirek fafdg (napg.
http://www.mycology.adelaide.edu.au) se pddav kulturach uéit fadu organism na
arovni druhu nebo alesporodu. Z vybranych kultur byly wznuty kousky mycelia o
velikosti @iblizné 5 x 5 mm. Po vysuSeni vakuovou oftpackou (DyNA Vap, Labnet)
byla z #chto kousk extrahovana DNA. Pragdnictvim primeit ITS1 a ITS4 byla
amplifikovana a naslednosekvenovana oblast ITS1 — 5.8S — ITS2 (viz. kégiB.3.).
Ziskané sekvence byly porovnany s databazi GerfB&¥&BI) nastrojem BLASY (Basic
Cistoty kultur a tedy i jejich pouZitelnosttipDGGE. Vysledkem se stala sbirkéznych
mikromycet, pesrgji sbirka jejich DNA. Roztoky nukleovych kyselin lgyuskladrény pri
-20°C a pozdji pouzity k vytvareni standardu pro DGGE (viz. kap. 4.4.4.2.).
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Obr. 5. RozmnoZzovaci strukturyékterych nejizrgjSich mikromycet izolovanych z listdubi. Postupg
zleva doprava pdadcich shora ddl Aspergillus clavatusAspergillus versicolgr Chaetomium globosum
Cladosporium sp Epicoccum nigrumPenicillium griseofulvumAureobasidium pullulans Alternaria sp
(Vlastni fotografie 2010-2011).
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4.4. Molekularni zpracovani vzark
4.4.1. 1zolace DNA

Ke kazdému vysuSenému vzorku bylidano giblizn¢ 30-50 sterilnich keramickych
kulicek (0,5mm zirconia/silica beads, BioSpec Producis,). Pro rozbiti bus¢nych seén
hyf byl vzorek zmraZzen v kapalném dusiku a homagerin po dobu 30 sekundi @600
rpm v disruptoru Mini-BeadbeaterBioSpec Products, Inc.).

Jako prvni byl k extrakci nukleovych kyselin vyzKem Dneasy Plant Mini Kit
(QIAGEN, podle instrukci vyrobce), zaloZzeny na pijpu srédzeni nukleovych kyselin
prostednictvim guanidiniovych soli a purifikaci néknikovych membranach. Koncentrace
vytszku se ale pohybovalagtginou v rozmezi 0,1-8 ngil (NanoDrof® 1000 (Thermo
SCIENTIFIC) v celkovém objemu 5@l. Pro neuspokojivé vysledky bylotiRro¢eno
k radikalrejSi metoa vytiepavani s fenolem.

Lyze byla provadna ges noc i 65°C v termobloku (MAJOR SCIENCE) v 7Q0
lyza¢niho pufru (0,2M Tris-Cl, pH 7,5; 0,5M NaCl; 0,01EDTA) za gitomnosti 1 % SDS
(wiv) a 7 ul roztoku RNazy A (100 mg/ml, QIAGEN). Lyzat byl &inut vytrepavan
s pufrovanym fenolem (1:1; pH 7,9 = 0,2) a nastedentrifugovan fi 14000 otékach po
dobu 15 minut. Vodny supernatant bykpesen do nové mikrozkumavky pro dalsi kroky.
Vytiepavani se opakovalo jesStve sngsi s fenolem, chloroformem a izoamylalkoholem
(25:24:1) a v poslednim kroku jen s chloroformenil)1V pripadech, kdy @stal vodny
supernatant zabarveny, nasledovaltedmi supernatantu stejnym objemem pufru a dalSi
promyvani fenolem. Pro sraZzeni nukleoveé kyseliny g zbytku supernatantdaigano 2,5x
objemu ethanolu (99%) a 0,1x objem 3M roztoku watasodného (pH 5,2). Srazeni
probihalo @l hodiny g -20°C. SraZenina byla odéna centrifugaci i 4°C, 14000
ota’kdch po dobu 15 minut. Sediment byl resuspendovda®% ethanolu a znovu
centrifugovan. Vysledny sediment byl vysuSen odtiabgthanolu v termoblokuip50°C a
resuspendovan v 5@l pufru EB (Elution Buffer, QIAGEN). Koncentrace téyki se
pohybovala v rozmezi 10-50 mdy/ Stejny postup byl pouZzit i vifpad vysuSenych
sediment. Postup byl modifikovan podle Sambroaitaal. (1989).
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4.4.2. Primery

Pro amplifikaci zvoleného markeru jsme vybralgdsarianty primerovych pér
Prvni varianta sestavala #tp kombinaci, které pro studium spdémstev mikromycet
vyvinuli Nikolcheva a Barlocher (2004).

Kazdy par vzdy obsahoval primer ITS5 (Whig¢ al 1990) a jeden z primér
ITS4Asco, ITS4Basidio, ITS4Chytrid, ITS400 nebo #ygo specificky pro kazdé
odckleni houbovych organisim Produkty é&chto reakci byly ueny k nasledné
reamplifikaci, @ niz byl primer ITS5 zagnén za ITS3GCriested PCR

Primer ITS3GC je modifikovanyilanym 40-ti bazovym polyGC 5'-koncem (GC
clamp May et al 2001), ktery i DGGE zamezuje Uplnému raddni vldken
dvousroubovice v denaturdm cinidle. Hlavnimi vyhodami této kombinace primeje
rozdleni organismi do skupin, zesileni signalu prisinictvim nested PCR a tim étsi
citivost pri detekci vSech iitomnych druli. Na druhou stranu tentoriptup zvySuje

pravdEpodobnost zkreslenfingerprintu spol€enstva pedevsSim po kvantitativni strance.

viN s

vix s

Varianta druha spdva ve vyuziti primeru ITS3GC v kombinaci s ITS4 l{it¢ et al
1990), ktery je specificky pro vSechny houbové argay Wetné oomycet. Tato kombinace
zan®iujici 370 bazi velkou oblast ITS2 (mezi 5.8S a 2BSIA) byla jiz diive Usgsns
pouzita na screening spoénstva mikromycet (Nikolchevat al 2005). Jelikoz lze
piepokladat, Ze &tSinu drulii na povrchu list budou pedstavovascomycotdlnacioet al
2002), je tato kombinace optimalni pro pitesdi povrchu ligt a zachyti i pipadny vyskyt
taxoni nalezejicich k ostatnim skupinam houbovych orgainis(Basidiomycota
ChytridiomycotaOomycotaZygomycota

Vzorky kultur byly amplifikovany s primery ITS1 ar$4, které zawtuji oblast
ITS1, 5.8S rDNA a ITS2. Celkova velikost amplifianého fragmentu se pohybuje okolo
600 pafi bazi, coz ndm umoznilo relat&mpresné wteni druhu na zakladhomologie se
sekvencemi v databazi.

Sekvence pouzitych primerjsou v tabulce 3. VSechny pouzité primery byly na
objednavku syntetizované firmou GENERI-BIOTECH.
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Primer Sekvence 5’ - 3

ITS3GC CGCCCGLCLCGLGLeeeaeaece
GGCCCGLCCGLeeeeeaeceece
GCATCGATGAAGAACGCAGC

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

ITS1 TCC GTAGGT GAACCT GCG G

Tab. 3. PouZité primery ITS1 a ITS4 podle Whaeal (1990), ITS3GC podle Mast al (2001).

4.4.3. PCR

Prvni krok gredstavoval optimalizaci polymerazokef¢zové reakce (PCR) pro DNA
extrahovanou ze sbirky mikromycet kultivovanychtizld listi. Nékteré roztoky DNA byly
mnohdy silg@ kontaminovany metabolity hub aistavaly i po opakovaném wgpavani
s fenolem mird Zlutaw zabarvené itomnymi pigmenty. ¥tSina vzork zalala
amplifikovat az po §i az desetinasobnéradini.

Pro vzorky kultur s parem primedTS1 — ITS4 bylo pouzito nasledujici reak
schéma: ptateni denaturace 95°C/ 2 min., 36 cyldenaturace 95°C/ 20 sek., annealing
55°C/ 15 sek. a elongace 72°C/ 1 min. Korée elongace 72°C/ 5 min. a 14°C na konec
programu. Produkty byly purifikovany préstnictvim QIAquick PCR Purification Kitu
(QIAGEN). Koncentrace purifikovanych prodiktbyla znéfena spektrofotometrem
NanoDrof 1000 (Thermo SCIENTIFIC). iblizné 15-30 ng produktu PCR s 2,5 pmol
primer ITS1 a ITS4 ve vaglo celkovem objemu 7,/ jsme nechali sekvenovat po obou
fetdzcich v Laborath genomiky (Biologické centrum AUR).

V piipact vzorki spol€enstev jsou dv moznosti jak definovat mnoZzstvi templatu.
Jednou z moznosti je davkovat standardni mnoz$WA,apiklad 50 ng do kazdé reakce.
V pripact této studie bylo fidavano standardni objemové mnoZstvi izolatu p{20
koncentraci 10-80 ng DNA), abyagtala zachovana relativni kvantitativni informace o
celkovém mnozstvi houbové biomasy v kazdém vzdbkukazdé reakce PCR bylyigany

vzdy 2ul templatu o koncentraci 10-80 ng DNA.
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Pro vzorky spoléenstva obsahovala reakce primery ITS3GC a ITS4in@i
teplota annealingu primérodpovidala 55°C uv@&dym Nikolchevou (2005), parametry
cykli byly upraveny — reakce &aala denaturaci ip 94°C po dobu 4 minut, byla
nasledovana 36-ti cykly: denaturace 94°C/ 1 minnealingu 55°C/ 20 sek. a elongace
72°C/ 1 min. sfindlni elongaci 72°C/ 5 min. a kémeni 14°C. Rea#ni cykly byly
provadny na gristroji MJ Mini" Personal Thermal Cycler (Bio-Rad). Produkty by8ied
analyzovany metodou DGGE (viz. kapitola 4.4.4.)

Produkty vSech reakci byly pro kontrolu nanesenylpd na 1,5% agarézovy gel
s piimesi interkal&ni barvy GelRed 10.000x (0,3ul/ 30 ml gelu, vodny roztok, Biotinum)
a podrobeny elektroforézei®0 V po dobu 20 minut. Gel byl na UV transilumio
(VILBER-LOURMAT) zdokumentovan systéemem Kodak DajiScience.

4.4.4. DGGE
4.4.4.1. Fiprava DGGE

DGGE jsme uskut@ovali na gistroji, ktery umo#uje kEh jednohoc¢i dvou geti
zarovai. Prvnim krokem je ikladné @isteni a odmaghni jednotlivych sotiasti zaizeni.
Zatizeni sestava ze dvou hlavnighsti. Zakladngasti je vana vybavengrpadlem, topnym
téelesem a termostatem pro zajit cirkulaci pufru a udrZzovani jeho pozadované dgpl
Nadrz na pufr je vyrobena zitiedného plastu, aby bylo moznéhtDGGE kontrolovat. #
DGGE se jako elektrolyt pouziva 17 litdx TAE pufru, z nehoz sefgd kazdym Bhem
zhruba 4 litry vymdni (v systému INGENYphorU). Druhodasti je kazeta z tvrdého
prihledného plastu ugigobena pro cirkulaci pufru. Kazeta nese elektroggdau nebo dv
skleréné formy na gel. Forma na gel se pokazdé znovaagst jakosandwichze dvou
sklerénych desek proloZzenych ramem z houZevnatého ptastispacerem ktery vytvai
mezi deskami prostor pro gebandwichse zasune do drazek v kazet gitlaci se sedmi
plastovymi Srouby késreni. Do drazek z druhé strany se podblsaune druha forma, nebo
zaslepovaci skleéma deska. Mezi desky se zéflaireben (32 zul) pro vytvdeni jamek a
kazeta je fipravena pro vytvieni gelu.

Gradientovy gel se micha ze dvou roZtok dvou koncentracich denatémého
¢inidla. Zasobni roztoky obsahovaly 0% a 80% cowny/formamidu, 100% roztoku
odpovidalo 40% formamidu a 7M rviné. Jinych koncentraci bylo dosahovano
vzajemnymiednim roztoki. Zaklad kazdého roztoku sestaval z 2 ml 10x TA anl 40%

akrylamid/bisakrylamidu doptm do 100 ml destilovanou vodou.
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V piipact 80% denaturantu se do stejného objerfidao 33,6 g méoviny a 32 ml
formamidu. M&ovinu bylo feba rozpustit na magnetickém michadte mirném zakéti
(cca 50°C). Roztoky byly uchovany vtemnié pokojové teplat. Pred kazdym Bhem
elektroforézy byly pipravovany patbné koncentrace (30% a 60% nebo 80%) do celkového
objemu 27 ml pro kazdy gel. Pro zah§jeni polymetade do 27 ml rotoku fiddano 13,5ul
TEMEDu (tetramethylethylendiamin) a 1% 20% APS (amonium persulfat). Oba roztoky
byly bezprostedre po gidani TEMEDu nality do michaci nadoby. Michaci naasestava
ze dvou valcovych komor propojenych uzaviracim kdém. Do komory s vysSi
koncentraci denaturantu (blize k puthpe umisti magnetické michéatko, aege kohout a
zapne peristalticka pumpa. Pumpa postupasava roztok o vysSi koncentraci, ktery je
konstantg ziedovan slabsSim roztokem. Rozok je pak pedhictvim gumovych ha¢kek a
injekéni jehly @iblizné 15 minut pumpovan do formyast roztoku se odlije stranou do
mikrozkumavky pro kontrolu polymerace, kterd tré@iizné hodinu. Vysledkem je 1 mm
silny gel o rozrdrech 28 x 18 cm. Kazeta figravenym gelem se poriado vany s pufrem,
predeltatym na poZadovanou teplotujgwmji se k nicerpadlo a napusti se vrchni rezervoar,
ktery spojuje katodu s hornim okrajem gelu. Timz&aeove naplni a vyplachnou jamky
v gelu. Zatlgenim spaceruse oteve spodni¢ast formy a zaplavi se pufrem, coz zajisti
propojeni elektrického obvodu skrz gel. V této f@ivelmi dilezité pélivé odstranit
bubliny ze spodniasti formy, kde by mohly naruSovat el. obvod, ceZve vysledku
projevuje deformaci prousk

Pred nanesenim do jamek byly vzorky smichany s 1xa$exi barvou v po¥nu
priblizne 4:1 az 3:1 (2*oading dyeobsahovala 0.05% (w/v) bromphenol blue, 0.05% Yw/v
xylen cyanolu, 70% a (v/v) glycerolu ve sterilniiatézované vod). Barva umoznila
vizualizaci vzorki, ale gedevSim omezovala jejich vzlinani z jamel€kdlik prvnich a
poslednich (3-4) jamek je vhodné nepouzivat, petohich dochazi k deformaci vzorce
prouzki nasledkem nerovnaimeé rychlosti sloupi na okrajich gelusmiling effectviz. gel
3. na obr. 8.). Optimalni mnoZstvi vzarkanaSené na gekqustavovalo 12 produktu
PCR ze spoleenstva i standardu.

Na kazetu sefjpoji vodice a propoji se se zdrojem (v tomttipack APELEX-
minipacll, PS 304) a nadrz se umavikem. Aby se zamezilo vyplachnuti vziorkechaji se
nejprve @i poZzadovaném na&g 10 minut ,zatdhnout* do gelu a potom se pustipadlo
zabezpeujici cirkulaci pufru. Intenzita elektrického praudge ustali sama v zavislosti na

podminkach astSinou se pohybuje v desitkach mA.
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4.4.4.2. Standard

DGGE je velice citlivA metoda a kazdghblze jen &Zko reprodukovat. Pokud
chceme porovnavat vicestni, je na mist piidavat ke kazdémué¢hu standard obsahujici
unmgle sestavenou sta dolfe znamych a popsanych fragmieartificial community.

V tomto pipadt k tomu poslouzila sbirka DNA kultur ziskanych kdki z listi.
VSechny vzorky kultur byly podrobeny PCR za stejnymdminek a se stejnymi primery
jako vzorky environmentalni (ITS3GC, ITS4)¢t€ina amplikof (18 z 19) ukazovala ste&jn
silny signal na elektroforéze. Sada r&@d@kh sngsi byla rozdlena na d¥ ¢asti aby se snizila
pravéEpodobnost fekryvu pozic sousednich prouk vytvaeny dw smesi o 4l (6 pl
vzorku 10 — slabSi produkt) z kazdé reakce. Pnarmkp polyakrylamidového gelu
obsahovala 12ul prvni snesi, nasledujicich deset jamek po 6uti (8 ul vzorku 10)
jednotlivych vzork obsaZzenych ve stei a nasledovala épjamka se sisi. Stejné schéma
se opakovalo pro sérii zbyvajicich 9 vzibrl druhou srs, ktera z nich byla vytwena.
Tento postup umoznil asociovat pozice jednotlivgchhi s pozicemi prouzk ve standardu
a (viz. obr. 6. a 7.) optimalizovat podminky, jakagiklad mnozstvi nanaSeného vzorku,

napiti a gradient (dale v nésledujici kapitole).

S1:=82 12 3.4 #6506 7 859 O[S SP 4 12-043 4T 1501617 18 19 1S1:5)

Obr. 6. Postup vytvéeni standardu. Pruhyafe9 1-10 a 11-19 jsou jednotlivé 370 bazi dlouhé rinagty
oblasti ITS2 amplifikované &stych kultur. Standard S1 byl vytten smichanim fragmentl-10 a S2
smichanim fragmefit11-19. To umoznilo identifikovat pozice jednotlaty druhi z kultur ve standardech.
Kazdy druh, mimo 4 a 18, je reprezentovan jednioupkem band. V piipadech vzork 4 a 18 byly za platné
povazovany sil&Si prouzky.
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4.4.4.3. Optimalizace DGGE

Prvni Bhy DGGE pedstavovaly vytvieni standardu a optimalizaci podminek.
Nastaveni podminekéhu popsané Nikolchevaet al (2005) odpovidaly 8% (w/v) AA gelu,
gradientu 30%-80% ndoviny/formamidu (U/F), 55V, 56°C po dobu 16-ti hodiV této
podolE bylo nastaveni pouZzito na prvni pokus o vy&ra standardu. Prouzky ve vysledném
gelu nebyly dostate¢ rozliSené. Proto nasledovalo sniZzeni horni heagradientu na 60%
U/F. Nasledkem toho doSlo pouze ke sniZzeni rodlid&gmeni. DalSi pokus probihal
s pavodnimi 80% U/F za zvySeni el. rdipna 80 V. ZvySeni naji zpasobilo lepsi rozéeni
fragmenti. Optimalnich podminek bylo dosaZzeno dalSim zvy8esi na 100 V i stejnych
ostatnich parametrech. Vihu optimalizace bylo ke standarddidavano i rkolik

zkuSebnich vzorkspol&enstev. Cely postup je zachycen na obrazku 8. ISasteance.

ST1 ST2

Alternaria sp. - 5 18 - Mucor hiemalis

Epicoccum nigrum -7 19 - Aureobasidium pululans
Trichoderma viride - 8 13 - Botryotinia fuckeliana
Leucostoma niveum - 2 11 - Athrinium arundinis
Fusarium sp. - 3 17 - Cladosporium sp.
Sordaria fimicola - 10 15 - Aspergillus clavatus
Penicillium griseofulvum - 9 12 - Aspergillus versicolor
Chaetomium globosum - 6 16 - Fusarium ciliatum

Trichoderma atroviride - 4 14 - Penicillium rugulosum

e
N

Cytospora chrysosperma -1 ——

Obr. 7. Pozice fragmeiitve standardu. Prouzky reprezentuji mikromycetuliak.
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1.

- 8% polyakrylamid

- gradient U/F 30-80%
-56°C, 55V, 16 hodin

snizeni horni
hranice gradientu
U/F z 80% na 60%

2.

- oo - 8% polyakrylamid

- gradient U/F 30-60%
- 56°C, 55V, 16 hodin

Ufﬁv“‘hw“m"m : ‘ ‘~

zvySeni napéti

z 55V na 80V

pfi zachovani

- pUvodniho gradientu

8
4 L3 4 3 - 8% polyakrylamid
: | - - gradient U/F 30-80%
== B iTA". - 56°C, 80V, 16 hodin

dal8i zvySeni
napéti
z 80V na 100V

B

4.
& i - 8% polyakrylamid
r &l & ‘ - gradient U/F 30-80%
- - 56°C, 100V, 16 hodin

Obr. 8. Optimalizace podminek DGGFEiprytvareni standardu. Na gel 1. a 2. byliidadny do poslednickit
jamek vzorky spokenstva. Na gelu 3. je vlevo patrny tamiling effect ktery vznika, pokud se vzorky

nanesou i do okrajovych jamek. Na gelu 4. uz jadded vytvgeny za optimalnich podminek. Ve vysledku
bylo optimalizovano jen na&gi.

31



4.4.4.4. Zpracovani a vyhodnoceni gelu

Po 16-ti hodinach bylo #&eni vypnuto a vytazena kazeta se nechala vycbladn
Sklerené desky byly Settn odctleny, gel navitien destilovanou vodou, zbaven okraj
(horni okraj s jamkami, prazdné sloupce na bocicbaab cm spodniho okraje) a ugav do
prostizené dokumentové folie. Mezi folii a gel se rovriond nalilo 15 ml 1x TAE pufru
s 5l interkalasni barvy Syb? Green | (LONZA). Gel se nechal leZet 1 hodinumne i
pokojové teplat. Obarveny gel byl fgnesen na nawkny UV transiluminator a
zdokumentovan systémem Doc-Print 1l (VILBER LOURMATVyrazné prouzky, které
neodpovidaly pozicim ve standardét8ina), byly vyiznuty skalpelem a uchovany v 1,5 mi
mikrozkumavkach $ -30°C pro identifikaci taxoin (dale v kap. 4.4.4.5.). Flaené digitalni
fotografie ve formatu TIFF byly dale vyhodnocovéaspecializovanym softwarem (dale
v kap. 4.4.4.6.).

4.4.4.5. Reamplifikace a sekvenace

Vyiiznuté kousky polyakrylamidového gelu byly rozdrgenplastovym
homogenizatorem ve 304l elucniho pufru €lution buffer QUIAGEN) a inkubovany ies
noc @i 4°C. Centrifugaci p 14 000 otdkach po dobu 5 minut byly odigny zbytky gelu a
1 ul supernatantu poslouzil jako templat pro reami@diéi s primery ITS3GC a ITSA4.
Opakovani amplifikace #ho zvysit koncentraci fragmentu pro sekvenaci. Bkig PCR
byly znovu po 4ul zpracovany progednictvim DGGE za stejnych podminek. PCR
produkty, které vykazovalyifiomnost jediného fragmentu, byly purifikovany QuAck®
PCR Purification Kitem (QIAGEN). Koncentrace pukidivanych produkt byla znéfena
spektrofotometrem NanoDrop 1000 (Thermo SCIENTIFIR)blizné 15-30 ng produktu
PCR s 2,5 pmol primeru ITS4 ve vod celkovém objemu 7,5l jsme nechali sekvenovat
v Laboratdi genomiky (Biologické centrum A¥R). Amplikony, které poskytly pouzitelnou

sekvenci, byly nasledrsekvenovany i na druhéfatzci s primerem ITS3GC.

4.4.4.6. Softwarova analyza programem GelComfSar ||

GelCompar f (V.5.10) je komemi software od spobeosti Applied Maths (viz.
http://www.applied-maths.com), ktery unime porovnévat vzorcéngerprinti a na jejich
zaklad provadt pitimou fylogenetickou analyzu.

Pro srovnavaci analyzu ziskanych DG@®@igerprinti spol&enstev byly pouzity

negativy digitalnich snimkgeli ve formatu TIFFdernobily, 8-bit).
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V prvni ¢ésti analyzy byla sestavena databaze siimykvoienych khem pokusu a
byl definovan jejich charakter, v tomtdipact ,fingerprint typé. To slouzi ke snadnému
vybéru a kombinovani snintkve srovnavaci analyze.

DalSi krok umo#uje upravu snimk (doosteni, lagni kontrastu, ot&ni, dezani
apod.), definovani testované oblasti a definovémily@ované oblasti jednotlivych sloupc
(laneg. Tato Uprava je Wezita pgedevSim kuli ¢asté nerovnosti giéla dezu okraj
prouzki, které jsou tery vzdy vyrazijSi (artefakt zpsobeny vzlinanim vzotkv jamkach).
Pro minimalni zkresleni informace obsazané ve sumimkbylo vtéto fazi provedeno
doostovani ani ladni kontrastu. Vybrané oblasti byly podrobeny spakir analyze
(spectral analysis ktera vazi powrr signalu a Sumusignal/noise rati a doporduje
hodnoty Wiener cutoff scale, background sdal@o odstraéni Sumu v dalSim kroku.
Ozna&ené a upravené sloupce je mozné pealstictvim databadze snadnoradit nebo
vyradit ze srovnavaci analyzy.

Takto upraveny snimek byl v dalSim kroku ,normalian“. Tento krok slouZzi
k vyrovnani nerovnosti gelu. Jednotlivé prouzkyst@ndardu jsou ozteany a odpovidajici
prouzky v kazdém opakovani standardu jsdéiapeny jako referemi pozice. Na zaklad
téchto kotevnich bail je mozné snimek gelu ,normalizovatili vyrovnat podle znamych

pozic ve standardech (obr. 9).

s1 s2 A B |s1 sz| c D s1 s2 s1 s2 B | c | D A

.
.
)

L

e
(i

(i

Obr. 9. ,Normalizace* gelu v programu GelCompaP.IA, B, C a D jsou trojice opakovani pro kazdy \eor
spol&enstva. S1 a S2 je standard. Vlevo je fotografiegdo z gal. Vpravo je normalizovany gel. Jednotlivé
sloupce kaneg jsou softwarovym fezem zbaveny okrajovyctasti, které jsou vyrazjsi. Tento artefakt je
vyznaen zelenymi Sipkami. Pruhy jsou vyrovnany podleerenich pozic ve standardu a sousedni
analogické prouzkyb@ndy se vyrovnaji, to je patrné na prouzku reprezécitdy. pullulans ktery je gitomny

ve vSech vzorcichéérverg vyznateny). Ve vyslednéralignmentupruhi je jen jedna dvojice standdird
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V kazdém sloupci byla zhodnocenafitpmnost ¢ nepitomnost prouzk a
kvantifikovana jejich intenzita na zakkadysky vrchoti denzitometrické #vky v danych
pozicich prouzk na gelu. Prouzky, které byly podloZzeny viditelnynarcholy na
denzitometrické kvce, byly oznéeny jako platné pozice. V tomto kroku se tedy raithe
co bude povazovano za fragmenty a co za artefadbp rpozadi. Posledni Upravou byl
takzvanyband matchingktery slouzi k vyrovnavani drobnych odchylek ghipsti putovani
identickych fragmerit mezi sousedicimi sloupci. Zde jela definovat toleranci s jakou
budou podobné prouzky uznych sloupcich povazovany za identické. Dopeng hodnoty
pro nastaveni této pdzii tolerance pro kazdé srovnavani ugdlyly ziskany volbou
automatické optimalizace.

Pro ziskani fedstavy o vzajemné podobnosti ve sloZeni spolstev byla provedena
shlukova analyzaQluster analysis Data byla nejprve zpracovana do podobnostnicmati
(similarity matriX) prostednictvim Pearsonovy korelace zalozené na Udajfift@amnostici
negitomnosti prouzk, jejich pozici na gelu a relativni intenzitjiSténé z denzitometrické
kiivky. Na zaklad vysledné matice program sestavoval dendrogramyritdigem UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mgan

Ziskané dendrogramy byly sehitkem procentualni miry podobnostirilarity
valug, hodnotami platnosti u&l (cophenetic correlation graficky znazorénymi
smeérodatnymi odchylkami drror flagg a gisluSnou fotografii normalizovaného gelu
exportovany jako format PDF pro dalSi Upravy v gi#m programu Adobe Illustrator CS3
(13.0.0)
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5. Vysledky

5.1. CFU

Koncentrace Zivotaschopnych jednotek (CFU) obsatenysuspenzich ziskanych
omyvanim list je zaznamenana v grafu 1 (kap. 5.4.2., str. 3@nidty byly vypd@teny jako
pramér ze ¥ opakovani. Z grafu je patrny pozvolny @str koncentrace zgatku sezony a
mirny pokles na konci sezony. Graf 2 (kap. 5.4s8., 37) pedstavuje prmerné hodnoty
CFU z obou zdravych, respektive infikovanych stiiofNa rem je vidit, Ze ve vzorcich z
infikovanych stronmi byla v pfibéhu sezény stabith vysSi koncentrace zivotaschopnych
partikuli. ZjisS€né trendy zachycuji koncentraci CFU v suspenzicielae je vztahovat na
celé spoléenstvo, protoZze vzorky nebyly odebirany ze standavelké listové plochy. Lze
je ale korelovat s oy prouzki (fragmentt) zjistenych @i DGGE.

5.2. Kultivace

Z povrchu listi se podélo izolovat ¢isté kultury mikromycet. Velkéast drulii, jako
nagiklad Aureobasidium pullulansAspergillus sp Cladosporium sp Epicoccum nigrum
Fusarium culmorungi Trichoderma viride se v izolatech velmiasto opakovala. Druhové
sloZeni z ¥tSi ¢asti odpovidalo houbamebr¢ izolovanym z fyloplanu a ze vzduchu (Inécio
et al 2002, Sadaka a Ponge 2003, Fonseca a Inacio.2088)nou se jednalo o Siroce
specializované deuteromycetyéktieré z identifikovanych drdhse vyznauji fungicidnimi
vlastnostmi, které mohou ovilievat spoléenstvo.

Vyskyt zbyvajicich druth byl spiSe ndhodny a nelze je povazovat za charstit&e
pro listy dulii, nebo dokonce dubinfikovanych padli. Nafklad Cytospora chrysosperma
parazituje v kie listnatych strorin takZze nélet jejich spér budé€Zmou sodasti kazdého
arboreta. PodokinSordaria fimicolaje bszné pititomna ve vykalech herbiviora jeji spory
budou roviz hojné ve vzduchu. Specializace a taxonomicafitase jednotlivych drut

z kultur jsou uvedeny v tabulce 4. (vizilBha).
5.3. Sekvenace kultur

Amplifikace a nasledna oboustranna sekvenace enarklTS1-5.8S-ITS2
prostednictvim primei ITS1 a ITS4 poskyla fragmenty o délce 500-60G: fié@zi.
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Cast kultur, kterd podle sekvani informace vykazovala kontaminaciiggryvajici
se vrcholy spektrometrickéikky), byla vyfazena.

Sekvence obouettzci byly porovnany v programu BioEdit 7.0.5.3. (Hab9p),
vzajemrg opraveny do tzvcontig sekvenci, které byly porovnany s databazi GenBank
nastrojem BLAST. Porovnani s databazi potvrdilo rodovaisiusnost kultur a umoznilo
blize ugit vétSinu drulii. Vysledkem byla sbirka obsahujici 18 askomycetzggomycetu.
Seznam druln jejich specializace, taxonomickaigiusnost, velikost ITS fragmenta
numericka specifikace shody se zaznamy v databéaiyvedeny v tabulce 4. (viziilBha).

V pripact rodi Cladosporiuma Fusariumnepomohlo sekvenovani molekularniho markeru
k jejich blizSimu ugeni. Sekvence rodalternaria méla stejnou shodu s drubd. alternata
a A.tenuissima podobr m¢l stejnou shodu rodSclerotinia s druhy S. fuckelianaa S
sclerotinium V obrazcich jsou tyto nerozliSené druhy a@mrey jako Alternaria sp a

Sclerotinia sp

5.4. DGGE

Poddilo se optimalizovat & denaturéni elektroforézy pro zvoleny typ vzark
sestavit standarddstych kultur a vytviit 4 gely s fingerprinty spol&enstev.

VSechny druhy obsazené ve sbirce vyjma dvotilivma gelu jeden specificky
prouzek. Kultury 4 Trichoderma atroviridg a 18 (Mucor hiemali} se vyzn&ovaly
piitomnosti dvou fragmetit Za platny byl povazovan vzdy ten i prouzek. \¥tSina
prouzki ve standardu charakterizujicich jednotlivé drubyshirce éstala dobe rozliSitelna.

Optimalizace probihalaipvytvareni standardu. K nastaveni optimanich podminek
bylo poteba 4 Bhi DGGE. Ukazalo se, ze parametrem, ktery byldgiat upravovat, bylo
elektrické napti. Rozdil v potebném nagtim byl patrié zpisoben odliSnou velikosti
pouzitych gel. Nikolchevaet al (2005) pouzili zEizeni DCode mutation detection system
(Bio-Rad), které pouziva gel o velikosti 16 x 20 ,ckdezto nami pouzité Kaeni
(INGENYphorU) nese gely o roztrech 28 x 18 centimeir

Kazdy zectyr geli (obr. 10., dalSi strana) reprezentuje jedem gborki, ¢ili sloZzeni
spol&enstva ve fyloplanu sledovanych stiiowe stejné dob VSechnyfingerprinty z ¢asti
nesou wity zakladni spolény vzorec a Zasti jsou variabilni. Prouzky, které odpovidaji

standardu jsou znazamy na obrazku 11 (str. 33).
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Gel 1.
26. kvéten

L.

Gel 2.

18. éervenec

Gel 3.
25. srpen

Obr. 10. DGGE gely dingerprinty spolé&enstev. Kazdy gel reprezentuje jedesrskzorki. Paadi vzorki
(sloupa) je vzdy: 1. a 2 standard, 3x vzorek A(3 opakow@R), 3x B, 1. a 2. std., 3x C, 3x D abp. a 2.

standard. Prvni sloupec vzorku C ¥&tim gelu schazi (chyb& manaseni).
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Na prvni pohled je patrné, Ze ve vSech vzorcictpijgomen vyrazny prouzek
odpovidajiciA. pullulansve standarduA. pullulans je velice hojna dimorfni askomyceta
obecrt charakteristicka pro fyloplan rostlin.

DalSi nalezena pozice se nachaztasti gelu, kde se prouzek reprezentujici
Cladosporium sptésré piekryva s prouzky pro druh$ordaria fimicola Fusarium sp
Leucostoma niveuna Trichoderma virideve druhém standardu. Cela tato oblast gelu
obsahuje v pib¢hu sezény podobny vzorec u vSech stioNyskyt €chto hub na listech je,
mimo S. fimicola priblizn¢ stejré pravdpodobny a proto jeZké posoudit o které se jedna.

Ve trech vzorcich z konce sezény (B6, C6 a D6) je velatire rozliSitelny prouzek
odpovidajici standardu pr&picoccum nigrum Tato houba &sSinou napada mrtva a
odumirajici rostlinna pletiva, coz vy&luje jeji vyskyt na listech v této déla je mozné ji
povazovat za vyznamnou s@st spoléenstva. Ostatni prouzky v gelechdbneodpovidaji

standardu, nebo je Ize jedzko rozlisit.

S1 S2 A4 C4 D4 B4 C1 A1 D2 B2 C2 A2 D1 B1 B3 C3 D3 A3

- Aureobasidium pullulans|

I
1§
{
z

SR T bl Epicoccum nigrum|

= o Ampelomyces sp.|

= 3 i e T ol Cladosporium sp.|

T ; - Erysiphe hypophylla

i1l

Cytospora chrysosperma|

Obr. 11. Identifikace taxof ve spoléenstvu podle fitomnosti prouzik na gelu. Korelace vSeatyt geli.

Velké pismeno znamena strom &igzenadislice skr (nag.: Al = strom A, prvni skr). S1 a S2 jsou
standardy. Cerver# ozn@&ené pozice na gelu odpovidaji standardu. Modré edaip identifikovat

prostednictvim reamplifikace a sekvenace fragmentu. Vasibozné&ena jakoCladosporium sp dochazi
k ptekryvu obou standatda také ve vzorcich spdlenstev je fitomno vice fragmeiit Podle standardu ime

byt zangnén s druhySordaria fimicola Fusarium sp, Leucostoma niveummebo pipadré Trichoderma viride
(treti prouzek odshora v prvnim sloupci). Fotografjl bodat&né upraven kontrast pro lepSi znazarh
prouzki.
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5.4.1. Reamplifikace a sekvenace

V¢étSina reamplifikaci extrahovanych fragmieblyla Usgsna, zbytek (fiblizné 20%)
poskytl velmi slaby produkt nebo neamplifikovatibec. Silné produkty byly znovu
podrobeny DGGE a v naprostétsiné pripadi obsahoval jeden wiznuty reamplifikovany
prouzek vicetrznych fragmerit.

Amplikony, které podle vysledk DGGE obsahovaly samostatny fragment, byly
sekvenovany. Ze 16-ti prvnich sekvenaci vzeslo pd@upouzitelnych sekvenci, ostatni byly
kontaminované. Porovnanim s databazi nastrojem BI°ASe podle sekvenci paila
identifikovat rod Ampelomyces Erysiphe hypophyllaa potvrdit platnost pozice pro
Aureobasidium pullulanebsazené ve standardu (vitiléha).

Rod Ampelomyces predstavuje zajimavou skupinu hyperparazitSiroce
specializovanych na padliEfysiphaceap Jeho vyskyt byl zaznamenan nézmych
vyvojovych stéadiich 65-ti druhpadli, takZze jeho vyskyt neni nikterakegvapujici (Kiss
1998, Kisset al 2004). Fylogeneticka analyza oblasti ITS vnestatdxonomie rodu
Ampelomycesadu nejasnosti (Kiss a Nakasone 1998). To je mpgdisbbeno tim, Ze je rod
Ampelomycegasto zamnovan s druhenPhoma glomerataktery rovréz parazituje padli
(Sullivan a White 2000). VyskyAmpelomycegsme zaznamenali ve vzorcich ze druhé
poloviny sezony, nicmé&nv Zzadném vztahu k zavaznosti infekce padli (vzdkky C4, A6 a
B6 na obr. 11.).

Erysiphe hypophyllge sowésti monofyletické &ve ozng&ované jakoErysiphe
alphitoides sensu latctera obsahuje morfologicky témidentické druhyE. epigenakE.
hypogenaE. hypophylla, E. quercicola a E. alphitoides $. §Takamatsiet al 2007).E.

hypophyllase objevilafiznou nérou téngi ve vSech ve vzorcich, mimo poslednihérab

5.4.2. Softwarova analyza

Program GelComparlumoznil citlivé srovnanfingerprinti na zaklad porizenych
fotografii. Vystupem je statisticky vyhodnoceny desgram znazaiujici miru podobnosti
ve sloZeni spoltenstev a jeji vyvoj v ibéhu celé sezény (obr. 12).

Fingerprinty prvnich vzork z konce k¥tna tvai v dendrogramu dvwzdalené vtve,
piicemz zdravé, respektive napadené vzorky se sdr{}klgstruji“). Lze tedy vyvozovat, Ze
na pa&atku sezony, kdy se &aaji objevovat prvni mycelialni kolonie na povrclstt, se

spole&enstvo na infikovanych listech ziv& odliSuje od spoleenstva na listech zdravych.
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Dva vzdalené infikované stromy ukazuji vzajenpodobrjsi vzorecfingerprinty,
nez dva stromy rostouci ¥sné blizkosti. ¥rnost &chto podobnosti je podfena
hodnotami kofenetické korelace.

Odbkéry z polovinycervence uz jsou sdruzeny na sgake\tvi, nicmére infikované,
respektive zdravé stromy, stale klastruji spolérngst \&tvi je rovrez silné podpdena.
Koncem léta (srpen/Eq jiz nejsou rozdily mezi sithinfikovanymi a zdravymi stromy tak
patrné. Na konci vegetai sezony, \ijnu, dochazi k vyrazné prame spole&enstva.

Paity druhi (fragmeni ve fingerprintu) ve vzorcich spolgenstva v pibéhu sezény
jsou zachyceny v grafu 3. (str. 36) Jedmnpatrné, Ze p@t druhi je zpa@atku sezény vyssi,
v |été prochazi poklesem a ve druhé pol@sezony miré stoupa. Ve srovnani s g CFU
vgrafu 1. vychazi, ze druhova diverzita je vtonpipact ne@imo uUnmérna pdtu
Zivotaschopnych partikulitfiomnych na listu. Grafy 2. a 4. (str. 37) porovajaprnimérné

pocty druhi a pamérné CFU mezi napadenymi a zdravymi stromy.

similarity ‘ 40 60 80 1010

100 A - infikovany (srpen/zari)

55 D - zdravy (srpen/zari)

C - infikovany (srpen/zafi)

74 B - zdravy (srpen/zafi)

100 B - zdravy (kvéten)

63 D - zdravy (kvéten)

-
3 S—
b

69

100

100 A - infikovany (kvéten)

C - infikovany (kvéten)

87

——
-

Obr. 12. Dendrogram vytvieny algoritmem UPGMA, zaloZzeny na Pearsandiworelaci fingerprinti
spole&enstev v pibéhu celé sezony. Bare¥nsou vyznaeny jednotlivé séry vzorki. Métitko je vyjadenim
procentudlni podobnostiéwi. Cisla v uzlech jsou hodnotami kofenetické korelaggdtujici vérohodnost
uzli. Sedé pruhy v uzlecte(ror flags znazoiiuji smirodatné odchylky. Vytvieno v programu GelComgar
I, upraveno v programu Adobe lllustrator CS3.
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Grafy 1. a 3. Srovnani pstu CFU/ml a pétu fragmenit piitomnych v suspenzich (stromy A, B, C a D). Na
poctu Zivotaschopnych partikuli (CFU) v suspenzi omytéisti je vidt narist hodnot v pibéhu sezény a
mirny pokles na jejim konci. Hla¥énmna z&atku sezény je vi&t negimo Ungrny vztah mezi CFU a pitu
fragment: (taxoni) nalezenych pomoci DGGE v téZe suspenzi.
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Grafy 2. a 4.Nahde CFU/ml v 10x zedéné suspenzi oplachnuté z tigb-7 ks) strom infikovanych (A a C) a
zdravych (B a D) v gibéhu vegetani sezény. Dole pay fragment piitomnych v suspenzich. Na prvnim
grafu je dobe patrny postupny nést CFU v pfibéhu sezény a mirny pokles na jejim konci. Suspeifdané
omyvanim list z infikovanych strorh obsahovaly v giméru vice zivotaschopnych partikuli nez ze stiom
zdravych. Na z&tku a konci sezény j&etnost zivotaschopnych partikuli fépo an€rna pdtu piitomnych
taxori (spodni graf). Celkové trendy gtafsou fiblizné opané. Chybové Us&y znazoiuji smérodatné
odchylky.
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6. Diskuze

Z uvedenych vysledk Ize vyist, Ze existuje vztah mezi infek&. alphitoidesa
strukturou spol&enstva na povrchu list

V dendrogramu na obrazku 12. (str. 35) jeéyidze se vSechny odty, mimo
prvniho, sdruZzuji na spaleych tvich. Vzorky z poatku sezény, kdy se objevuji prvni
znamky infekce, vytv®ji dw vzdalené ¥tve, které odpovidaji g infikovanosti stror.
Spole&enstva na listech infikovanych, resp. zdravychrstrgsou si zpdatku vice podobné,
nez spoléenstva na stromech, které jsou tak blizko sebse dotykaji korunami. Postupem
¢asu tato podobnost klesi. Ztoho je mozné vyvozdimtspoléenstvo je pro stromy
charakteristické je§tnez se objevi infekce a tudiz, Ze sloZeni seoistva ma vliv na nastup
infekce. SloZeni tohoto spékenstva bude paténovlivnéno vliastnostmi samotného stromu.
Z toho divodu by bylo vhodné porovnavat infikovanost a sioZgpoléenstva na listech se
spol&enstvem mykorhiznich hub vienovém systému a zvazit ho jako dalSi faktor
ovlivaujici patogenezi padli. Podabhy bylo vhodné na zaklad/hodré zvoleného markeru
charakterizovat genetické pozadi stfowe vztahu k infekci.

Existuje zde také dita sezonni dynamika koncentrace kultivovatelnyopaaisni
(CFU) na povrchu listu. Sezénni prény CFU v suspenzich, z nichZz byla extrahovana
DNA, jsou nepimo ungérné zméndm v druhové diverzit zjisttné molekularni cestou.
Infikované stromy se tedy vyz&gi nizsi druhovou diverzitou, ale na druhou strayasi
koncentraci CFU oproti straim zdravym. VysSi diverzita pravplodobré prispiva ke
stabilrgjSimu ekosystému na povrchu lish tim omezuje vliv agresivniho parazita. Tento
mechanizmus odpovida obecnym &&wm o tom, Ze vyssSi diverzita ma kladny vliv na
stabilitu prostedi (lves a Carpenter 2007).

VySSi koncentrace CFU na infikovanych listecze byt také zfisobena tim, ze
mycelium padli z¥tSuje povrch listu a proto se n&anm zachytava &sSi mnozstvi vzdusnych
spoér. Je také pra¥dodobné, Zze se bude na infikovanych listech zaghytaice prachu.
Prach potom riZze slouzit jako vyziva pro oité spektrum mikromycet, které ve
spole&enstvu pevladnou. Je tedy mozné, Ze nizsi diverzita seolstva na zZsitku sezony
prispéje k invazi padli, které sekundd&rpozneni podminky na povrchu listu a tim i celé
spol&enstvo. Je ovSem nutné poznamenat, Ze Udaj o kinace@FU je v pipact hub
velmi priblizna hodnota zatizen@dou chyb. Vysoka denzita kolonii n&kterych miskach

stitani CFU znané komplikovala, navic se #ize rozpad mycelii projevit, na go kolonii.
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Kultivaci se podalo z fyloplanu izolovat celodadu mikromycet, jejichZz spory jsou
béZnou sodasti ovzdusi. ¥Sinu z nich je mozné nalézt i v jinych pii@stich, teba v @de.
Jen 4 z 19-ti&chto hub se objevilo vBngerprintechspol€enstva. Tento ziay rozdil by
bylo mozné vysitlit odliSnou Uspsnosti pi extrakci DNA, ale DNA ze vzork kultur byla
extrahovana za stejnych podminek, jako u va@spgol€&enstev. Zda se, Zze houby, jez se
poddilo izolovat kultivaci a nebyly potvrzeny viingerprintech nejsou charakteristickou
sloZkou spoléenstva. Patthse jedna o dormantni spory hub, které jstitomné prakticky
vSude a pouze ,\Wkavaji na pilezitost®, kterou nize byt v prosedi fyloplanu nafklad
sekundarni infekce nekrotizujicich pletiv, neboktad opadanych ligt FrileZitosti pro tyto
houby je bohuzel také médium, pouZzité k jejich aobla to je zasadnim zdrojem zkresleni
pii vyuZiti kultivace k popisu sloZeni spo@nstva mikroorganisin

Zajimavym jevem je stabilni a vysoky vyskyt dimarfkvasinky Aureobasidium
pullulans Obrovska fenotypova plasticita unmiofe A. pullulans obyvat Sirokou Skélu
prostedi (Slepecky a Starmer 2009). Je povazovana zaoled z hlavnich epifytnich
kolonizatofi fyloplanu. Vzhledem k tomu, Ze produkuje antitkatia fungicidni latky, byla
také uspsSne testovana jako biologickd ochrana (Scheet al 2002).. V pipact
parazitovanych dubje A.pullulans pfitomno ve vSech vzorcichriplizné stejnou ndrou a
neprojevuje zadny vztah infekci.

Vyskyt hyperparazita paddhmpelomyces syl hlavre ve vzorcich z napadenych
stromi ve druhé polovié sezony. Je vid, Ze Ampelomycesleduje s mirnym zpoZdim
rozvoj a roz&eni svého hostitele (padli), coz je ob&arharakteristické pro vSechny
parazity.

Nalez Erysiphe hypophyllave &tSineé nasSich vzork vnasi do problematikyE.
alphitoidess. lato. dalSi nejasnosti. @. hypophyllaje znamo, Ze je podle morfologickych
znali sotva rozliSitelna a status druhu byl mnohokrabchyhiovan. Takamatswet al
(2007) sice potvrdili Z&. hypophyllaje samostatnym druhem, nicné§edinym podstatnym
morfologickym znakem, odliSujicink. hypophyllaod E. alphitoides s. strictoje mirre
rozdilny tvar konidii (anamorfnich spor)figemz je vyskyt jeji anamorfy povazovan za
vzacny. Vyskyt fragmentu identifikovaného jako hypophyllaneni mezi vzorky nikterak
vazan sintenzitou infekcee. alphitoides. Zarover se ve fingerprintech nepodélo
identifikovat prouzek reprezentujidt. alphitoides proto nelze potvrdit ani vyvrétit, Ze by
E. hypophyllabyla samotnym infelhim agens padli na&dhto stromech. Je také mozné

povazovat tento vyskyt za gsnou infekci obma druhy.
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Metodicky gistup ke studiu spotenstva hub prostdnictvim DGGE finesl zcela
novy pohled na problematikilE. alphitoides s. latove vztahu k progedi fyloplanu
hostitelskych stroiin DGGE v kombinaci s modernimi softwarovymi nastromoziuje
velice dolse porovnavat diverzitu spalenstev cilové skupiny organisimjeji dynamiku a
vliv vyznamnych faktok. Jednim z hlavnich nedostatinetody je obtizna izolace fragmént
z gelu. Bi manipulaci s gelem pattndochézi ke znmé kontaminaci, protoze v {iehu
kone&ného zpracovani je opakovwamavihtovan destilovanou vodou, takZze s#tgmna
DNA snadno roznese po celém povrchu gelu. Identifikaxor ve fingerprintechby bylo
vhodné doplnit klonovacimi technikamitiRosné by rové&Z bylo vytvdit z izolovanych
fragmeniti klonovou knihovnu a tu pouzit k vytkeni standardu. Takovy standard by
umoznil identifikovat nekultivované organismy veoggenstvu s ¥tSi presnosti.

Je vysoce pravgodobné, Ze i izolaci DNA ze spoléenstva dochazi k velkému
zkresleni pr&¥ diky odliSnym vlastnostem b&mych stn rinych mikromycet. Optimalni
postup by nil nejspis zahrnovatékolik ruiznych metod extrakce DNA pro kazdy vzorek
spole&enstva, pofipact nekolik riznychiedéni templatu pro PCR.

Vybrany marker byl idealnim kompromisem mezi délkawspecificitou. Narazili
jsme ale na to, Ze rozsahlé zaznamy ITS oblasti \ndatabazi GenBank nejsou vzdy
vérohodné a fesné, na coz ostatrpoukazuje Seifert (2008). Tyto nedostatky ma rigjsp
castené na sedomi znany chaos v taxonomii imperfektnich hub @én taxonomicka
skupinaDeuteromycotpa existence kryptickych drih Rovrez je teba mit na mysli, Ze
klasifikace mikromycet vyZaduje z&r& zkuSenosti a proto nemusi byt vSechny sekvence v
databazichiprazeny ke spravnym dram.

Studium prosedi podmigné mnoha faktory zjewn vyZaduje adekvatni pet
metodickych pistupi Vhodnym doplgnim mohla byt také kvantifikace patogenu vyuZzitim
specifického markeru v kombinaci s Real-Time PCBhmkvantifikace celkové biomasy
hub prostednictvim chromatografickéhodieni obsahu ergosterolu.

Z hlediska statistické prokazatelnosti toho, coadai naSe vysledky, by bylo na
mis& pokus zopakovat v dalSi sezéa pipadré rozsfit pocet sledovanych strofm nebo
vytvorit analogickou skupinu stroin v dostaténé vzdalené lokali. RozSfeni pdtu
sledovanych strof by umoznilo je&t blize charakterizovat spélenstvo specifické pro

fyloplan dulii a odfiltrovat nespecifické z&ny zpisobené disturbancemi.
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7. Shrnuti

Prostednictvim DGGE v kombinaci s univerzalnim molekaolér markerem byly
uspsne popsany rozdily ve sloZzeni sptdastev na povrchu listdubu letnihoQ. robur
v zavislosti na fitomnosti padli dubovéhi. alphitoides

Vyuziti molekularnich metod v kombinaci s klasioky péistupem ke studiu
specifického spolenstva mikromycet nadm umoznilo nahlédnout do ekokygh
zakonitosti natolik extrémniho mikrohabitatu, jakjempovrch listi vzrostlych strom. Bylo
odhaleno, Ze jen nepatrré@st organisrn, jeZ lze izolovat ze spalenstva kultivaci, se
aktivné podili na jeho druhové divergit VétSinu takto izolovanych mikromycet
pravdEpodobré predstavuje nalet spor kosmopolitnich druh

Vzajemnym porovnanimfingerprint: spol€enstev jsme ziskali fpdstavu o
podobnosti v jejich sloZzeni a prémach v case. Bylo zji&no, Ze spektrum druhje
charakteristické podle zavaznosti infekce patogeienalphitoides Ze se tato specificita
v praibéhu sezény snizuje. Vysledky také nasama negimou zavislost mezi druhovou
diverzitou spoléenstva a naslednou invazi patogenu. Htdae identifikovat gkolik

zakladnich houbovych organignkteré jsou na listechripomné po celou sezonu.
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9. Priloha

Velikost Total Query Max.

Druh frag. (bp) | score | coverage Evalue | identity | Taxonomické za Fazeni Specializace
1 |Alternaria alternata /tenuissima 549 1014 100% 0.0 100%]Ascomycota, Pleosporales ubikvitni saprofyt, ¢asty fakult.parazit rostlin
2 |Arthrinium arundinis 561 1037 100% 0.0 100%]Ascomycota, Sordariales saprofyt, fakult. parazit rostlin i Zivo€ichd, fungicidni latky
3 |Aspergillus clavatus 575 1035 99% 0.0 99%|Ascomycota, Eurotiales ubikvitni saprofyt, vyjime¢né fakult. parazit
4 |Aspergillus versicolor 558 1013 99% 0.0 99%]Ascomycota, Eurotiales saprofyt, vyjimec¢né fakult. parazit
5 |Aureobasidium pullulans 580 1038 100% 0.0 99%|Ascomycota, Dothideales ubikvitni dimorfni epifyt a endofyt
6 |Chaetomium globosum 601 1086 97% 0.0 100%]Ascomycota, Sordariales saprofyt, vyjime¢né parazit rostlin, vyjimeéné Zivocichl
7 |Cladosporium sp. 529 976 99% 0.0 100%]Ascomycota, Capnodiales ubikvitni saprofyt, fakult. parazit rostlin, vyjime¢né Zivocgichu
8 |Cytospora chrysosperma 641 1136 96% 0.0 99%|Ascomycota, Diaporthales parazit v klife list. stromU, pdvodce rakoviny stromu
9 Epicoccum nigrum 576 1029 96% 0.0 100%]Ascomycota, Incertae sedis parazit rostlin, fungicidni latky
10 |Fusarium sp. 548 1009 100% 0.0 99%|Ascomycota, Hypocreales ubikvitni saprofyt, fakult. parazit rostlin
11 JFusarium ciliatum 538 994 100% 0.0 100%]Ascomycota, Hypocreales saprofyt, fakult. parazit rostlin
12 |Leucostoma niveum 562 959 95% 0.0 99%]Ascomycota,Diaporthales parazit v klife list. stromu
13 [Mucor hiemalis 622 1138 99% 0.0 100%|Zygomycota, Mucorales ubikvitni saprofyt, mykoparazit, parazit rostlin
14 [Penicillium griseofulvum 615 1136 100% 0.0 100%]Ascomycota,Eurotiales ubikvitni saprofyt, fungicidni latky (griseofulvin)
15 [Penicillium rugulosum 575 1038 99% 0.0 99%|Ascomycota,Eurotiales ubikvitni saprofyt
16 |Sclerotinia fuckeliana/sclerotinium 519 952 99% 0.0 99%]Ascomycota, Helotiales rostlinny patogen, anamorfa Botrytis
17 |Sordaria fimicola 615 1090 96% 0.0 99%|Ascomycota, Sordariales koprofilni saprotrof
18 |Trichoderma atroviride 570 1053 100% 0.0 100%]Ascomycota, Hypocreales parazit rostlin, mykoparazit, fungicidni vlastnosti
19 |Trichoderma viride 600 1099 99% 0.0 99%|Ascomycota, Hypocreales parazit rostlin, mykoparazit, fungicidni vlastnosti
20 |Ampelomyces sp. 337 616 100% 2,00E-174 99%]Ascomycota, Pleosporales hyperparazit na padli
21 |Aureobasidium pullulans 327 604 100% 5,00E-171 100%]Ascomycota, Dothideales ubikvitni dimorfni epifyt a endofyt
22 |Erysiphe hypophylla 353 651 99% 0.0 100%|Ascomycota, Erysiphales obligatni parazit dubu

Tab. 4. Seznam druinmikromycet izolovanych z ligtkultivaci (1-19) a drulnidentifikovanych prosednictvim sekvenace fragménizniklych
pii DGGE (20-22). V tabulce jsou uvedeny délky selofghodnoty popisujici miru homologie k sekvencimiatabazi GenBartk(total score,
query coverage, E value amax identity, porovnano nastrojem BLASY, taxonomicka fislusnost (odéleni, fad) a substratova specializace hub.



