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Cile prace

Tato prace se bude zabyvat pochopenim vyznamu jednotlivych hub a kvasinek asociovanych s
lykohuby Hylesinus fraxini a H. crenatus. Pomoci kultivaénich metod vysledujeme, jaké
mikroorganismy Ziji spolu s klrovci v jejich chodbach a drtinkdch. Bude popsana diverzita
houbovych symbiontl dospélct i larev broukd se zvlastnim pfihlédnu m k nejdulezitéjsim
symbiotickym houbam.

Metodika

Disponujeme celkem tfemi sbéry H. fraxini a H. crenatus, u nichz bude studovdna a nasledné
sekvenovana kultivovatelna ¢ast asociovanych mikroorganisma, predevsim hub a kvasinek. V DP
bude zahrnuta celkova kultivovatelna diverzita hub pouze z Cervencového sbéru (kdy byli v
jasanech dospélci broukll) a hlavni symbiotické houby ze vSech sbérl (Geosmithia a
ophiostomatalni houby).

Pomoci molekuldrnich metod (Sangerovska sekvenace gen( ITS a TEFl1a) budou identifikovany
houby vcet-né kvasinek nalezené v pribéhu kultivaci. Molekuldrni determinace jednotlivych
asociovanych mikroorganismd nam umozni pfiradit jim funkci v Zivoté hostitelského brouka,
pripadné rizika, kterd jejich pritomnost hostitelskému stromu, jasanu, pfindsi.

Oficialni dokument * Ceska zemédélska univerzita v Praze * Kamycka 129, 165 21 Praha 6 - Suchdol



Doporuceny rozsah prace
40 stran

Klicova slova
Hylesinus fraxini, Hylesinus crenatus, lykohub, houby, kvasinky, jasan, symbidza

Doporucené zdroje informaci

Ayres, M. P., Wilkens, R. T., Ruel, J. J., Lombardero, M. J., & Vallery, E. (2000). Nitrogen

budgets of phloem—feeding bark beetles with and without symbio c fungi. Ecology, 81(8),
2198-2210.

Douglas, A. E. (1989). Mycetocyte symbiosis in insects. Biological Reviews, 64 (4), 409434.
Farrell, B. D., Sequeira, A. S., O’Meara, B. C., Normark, B. B., Chung, J. H., & Jordal, B. H. (2001).
The evolu on of agriculture in beetles (Curculionidae: Scoly nae and Platypodinae). Evolu on,
55(10), 2011-2027.

Hulcr, J., Rountree, N. R., Diamond, S. E., Stelinski, L. L., Fierer, N., & Dunn, R. R. (2012).
Mycangia of ambrosia beetles host communi es of bacteria. Microbial ecology, 64(3),

784793.

Hussa, E. A., & Goodrich-Blair, H. (2013). It takes a village: ecological and fitness impacts of
mul par te mutualism. Annual review of microbiology, 67, 161-178.

Jankowiak, R., Kolafik, M., & Bilaniski, P. (2014). Associa on of Geosmithia fungi

(Ascomycota: Hypocreales) with pine-and spruce-infes ng bark beetles in Poland. Fungal
Ecology, 11, 71-79.

Klepzig, K. D., Moser, J. C., Lombardero, F. J., Hofste er, R. W., & Ayres, M. P. (2001).
Symbiosis and compe on: complex interac ons among beetles, fungi, and mites.

Symbiosis, 30, 83-96.

Kolafik, M., Kubatova, A., Hulcr, J., & PaZoutovd, S. (2008). Geosmithia fungi are highly diverse
and consistent bark beetle associates: evidence from their community structure in temperate
Europe. Microbial Ecology, 55(1), 65-80.

Six, D. L., & Wingfield, M. J. (2011). The role of phytopathogenicity in bark beetle—fungus
symbioses: a challenge to the classic paradigm. Annual review of entomology, 56, 255-272.
Six, D. L. (2013). The bark beetle holobiont: why microbes ma er. Journal of chemical

ecology, 39(7), 989-1002.

Predbézny termin obhajoby
2016/17 LS—-FLD

Vedouci prace
doc. Mgr. Jan Sobotnik, Ph.D.

Garantujici pracovisté
Katedra ochrany lesa a entomologie

Konzultant
RNDr. Barbora Ktizkova

Elektronicky schvdleno dne 29. 3. 2017 Elektronicky schvaleno dne 29. 3. 2017
prof. Ing. Jaroslav Holusa, Ph.D. prof. Ing. Marek Turcani, PhD.
Vedouci katedry Dékan

V Praze dne 30. 03. 2017

Oficialni dokument * Ceska zemédélska univerzita v Praze * Kamycka 129, 165 21 Praha 6 - Suchdol




,Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci na téma Mikroorganismy asociované s brouky
rodu Hylesinus (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) na jasanech vypracovala
samostatné pod vedenim doc. Mgr. Jana Sobotnika, Ph.D. a pouzila jen prameny,

které uvadim v seznamu pouzitych zdroju.

Jsem si védoma, Ze odevzdanim diplomové prace souhlasim s jejim zvefejnénim

dle zakona €. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach v platném znéni, a to bez ohledu
na vysledek jeji obhajoby.*

V Praze dne 20. dubna 2017 Bc. Denisa Jaskova



Podékovani

Velmi dekuji prof. Ing. Jaroslavu Holusovi, Ph.D. a vSem piednasejicim z Katedry
ochrany lesa a entomologie za =zajimavé piednasky a ziskani teoretickych
1 praktickych znalosti béhem celého studia. M¢ velké podékovani patfi vedoucimu
diplomové prace doc. Mgr. Janu Sobotnikovi, Ph.D. za vybér tématu a odborné vedeni
pfi vypracovani prace. Stejné tak patii velké podékovani odborné konzultantce mé prace
RNDr. Barbofe Kiizkové za peclivé vedeni v praktické 1 teoretické casti
a Mgr. Miroslavu Kolatikovi, Ph.D. za odborné rady a poznatky k obsahu mé diplomové
prace. A velké pod€kovani patii také mé milované rodin€ za podporu a trpélivost béhem

celého studia. Vyzkum byl podpoten projektem IGA A11/17.



ABSTRACT

Our project focuses on the study of microbiota of phloemophagous bark beetles
H. crenatus and H. fraxini on Ash tree. The aim is to gain insight into significance
of fungi associated with these bark beetles. This thesis is the first study to describe
mycobiota of H. fraxini, furthermore in light of new information about symbiotic fungi
of bark beetles.

Cultivation methods were used to find out frequencies of fungal symbionts
of beetles and their galleries. Biodiversity descrription of cultivable fungi was preformed
using molecular approach (sequencing of ITS and B-tubulin genes and their n-blast).

Filamentous fungi and yeasts were identified and sorted into several ecological
groups. Most detected fungi have saprophytic way of life, endophytes as well as insect-
associated fungi were present.

Genera Ophiostma and Geosmithia were listed as the most important symbiotic
fungi associated with these bark beetles. Ophiostmatoid fungi live with H. crenatus
and Geosmithia species can be found in H. fraxini. These fungi colonize environments
according to their humidity level (Jankowiak & Rossa 2008) as well as the associated
beetles. Last but not least, we discuss the role and importance of various yeasts that have

been underestimated in previous studies.

KEY WORDS: Hylesinus fraxini, Hylesinus crenatus, fungi, yeasts, Fraxinus, symbiosis

ABSTRAKT

Na§ projekt je zaméfen na studium mikrobioty floemofagnich kirovct
H. crenatus a H. fraxini na jasanech. Cilem prace je utfidit ziskané informace o vyznamu
hub asociovanych s témito dfevokaznymi brouky. Jednd se o prvni popisnou praci
zahrnujici mikrobiotu H. crenatus, navic ve svétle novych studii o vyznamu
symbiotickych hub klirovct.

V praktické ¢asti prace jsme vyuzili kultivaéni metody ke zjist€ni houbovych
symbiontl nalezenych v broucich ¢i v jejich chodbickach a urcili jsme jejich pocetnost.
Popis biodiverzity kultivovatelnych hub jsme ziskali pomoci molekularnich metod

(sekvenace gent ITS a B-tubulin a jejich n-blast).



Vldknité houby a kvasinky byly identifikovany a roztfidény do nékolika
ekologickych kategorii. Nejvice hub Zzije saprofytickym zplisobem Zivota, pfitomné jsou
1 endofytické houby a houby asociované s hmyzem.
rodu Ophiostoma asociované s H. crenatus a houby rodu Geosmithia asociované
s H. fraxini. Tyto houby osidluji rizna prostfedi podle stupné vlhkosti
(Jankowiak & Rossa 2008), stejné jako brouci s nimi asociovani. V neposledni fadé
se vyjadiujeme k Sirokému spektru kvasinek, jejichz funkce a vyznam byly v odborné

literatute dlouhodobé¢ podcenovany.

KLICOVA SLOVA:

Hylesinus fraxini, Hylesinus crenatus, lykohub, houby, kvasinky, jasan, symbidza
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1 UVOD

Brouci rodu Hylesinus (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) patii do nadceledi
Curculionoidea, zvané nosatci, ktefi si své oznaCeni zaslouzili tvarem své hlavy,
protazené do dlouhého nosce. V Ceské republice se vyskytuje 6 &eledi a kolem 1040
druht.

Kirovei (Scolytinae) se vyvijeji pod kurou oslabenych dievin, v ptipadé
pfemozeni je nalezneme i na zdravych stromech. Hylesinus fraxini (Panzer, 1779),
Hylesinus crenatus (Fabricius, 1787) - zastupci kirovci, ktefi jsou soucasti vyzkumu mé
diplomové préce, patii mezi druhynapadajici pouze listnaté stromy. V naSem piipadé
se jedna o stromy rodu Fraxinus L, zejména o jasan ztepily (Fraxinus excelsior L.).

Pii osidlovani napadenych dievin dochazi k asociaci mezi brouky rodu Hylesinus
a mikrobidlnimi a houbovymi symbionty, ktefi jim pomahaji ptekonat obranu stromu
¢i zvySuji nutri¢ni hodnotu potravy.

Diplomova prace se zabyva vyzkumem, na zakladé kterého se snazime pochopit
vzéajemny vztah hostitelského brouka s asociovanymi houbami a zjisténi rizik, ktery tento
vztah piinasi.

Tato diplomova prace je soucasti vétsiho projektu, ktery bude vyhodnocovat data
ze tfech sbérui za obdobi jaro, 1éto a podzim roku 2014. K dispozici tudiz bude Siroké
spektrum informaci, ze kterych se bude zjiStovat zejména biodiverzita mikrobidlnich

symbiontt, ale i dalsi ekologicka data.
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2 JASANY A LUZNIi LESY

Jasan (Fraxinus L.) je rod opadavych listnatych stromu z ¢eledi olivovnikovitych
(Oleaceae, Hoffmans. Et Link). Cely rod zahrnuje asi 45 — 65 obvykle stiedné vysokych,
vétSinou opadavych druht, ackoli nékolik subtropickych druhii fadime mezi stalezelené.
V naSich lesich je zastupce rodu jasan ztepily (Fraxinus excelsior L.) Sestou
nejrozsifenéjsi dievinou. Roste roztrouSené v nizindch, jako soucast tvrdého nizinného
luhu, pies sutové lesy v pahorkatinadch, az po horské oblasti celého izemi. Pfirozené
se vyskytujici jasan ztepily byva indikatorem nejlepsich pud (Patocka 2013).

Luzni lesy, z nichz pochazi material studovany v této praci, fadime mezi velmi
vzacné lesni ekosystémy a ohrozené typy vegetace s funkci biologickych koridort.
Z ekologického hlediska se jedna o ekosystém s nejvetsi produkcei biomasy. Pravidelné
povodné zajistuji dostatecny ptisun zivin a vldhy. V soucasné dobé¢ tvori luzni lesy jakési
»zelené ostrovy®™ uprostied obhospodafované zemédélské krajiny. Tyto ostruvky jsou
negativné ovliviiovany antropogennimi Krajinotvornymi procesy, jako je plosné
zneCiStovani chemikaliemi ze zemédélské Cinnosti, eutrofizace, odvodnovani
zemédéelskych pozemkl a vystavba inzenyrskych staveb, predevSim komunikaci
(Machar 1998).

Piivodné byly luzni lesy vyuzivany jako zdroj paliva a steliva, velky vyznam mély
pro pastvu dobytka. Vétsina luznich lest v Ceské republice viak vznikla teprve v nedavné
minulosti, a to spontanni sukcesi. Plo§né nejrozsahlejsi komplexy luznich lest tvofii tvrdé
nizinné luhy v okoli velkych ek, fazené fytocenology do podsvazu Ulmenion
(Machar 1998). Zaplavy v oblastech tvrdého luhu trvaji pfiblizné¢ 10-14 dni. MiZzeme je
povazovat za disturbance, pro néZ je typické: periodicita, doba trvani a intenzita.

CHKO Litovelské Pomoravi je v ramci Ceské republiky poslednim zbyvajicim
uzemim plos$né rozsahlého luzniho lesa s doposud nenaruSenou pfirozenou inundacéni
dynamikou fi¢niho toku obr. 1 (Machar 1998). Tak jako ostatni mokiady, je i tato oblast
chrdnéna Ramsarskou Umluvou, plnym nazvem ,Umluva o mokiadech majicich
mezinarodni vyznam pifedevSim jako biotopy vodniho ptactva“ (anglicky The Ramsar

Convention on Wetlands).
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Obr. 1 Chranéna krajinna oblast Litovelské Pomoravi (zdroj http://www.olomoucky-

kraj.com/object.php?object=36)

Pro podminky hospodateni v lesich CR jsou stanoveny hospodaisko — péstebni
jednotky, tzv. hospodarské soubory. Jedna se o zakladni jednotky diferenciace ramcového
planovani hospodatfeni v pfirodnich lesnich oblastech, které jsou charakterizované
ptirodnimi podminkami (geologickymi, klimatickymi, orografickymi
a fytogeografickymi), funkénim zamétenim a stavem lesnich porost.

Cilovy hospodaisky soubor 19 stanovuje hospodaieni pro luzni stanoviste,
ptedevsim pro tvrdy luh smiSeného porostu s piimési jasanu. Jasan se velmi dobie
prirozené obnovuje, na veétsiné stanovist’ byva jeho rist Casto az agresivni. Péstebni
intenzita je silné nadprimérna.

Jasan ztepily (Fraxinus excelsior) patii v praxi mezi nejosvédcenéjsi melioracni

a zpeviujici dfeviny (Podrazsky 2005), proto je v nasich lesich rozsiten.
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3 SKUDCI JASANU

V poslednich letech dochazi k odumirani jasanti vSech vyvojovych stadii.
Symptomy chiadnuti jasant, tedy prosychdni korun, odumirani mladych letorosti
a nekrozy zapocaly v Ceské republice v letech 20042006 Vv oblasti luznich lest
(Jankovsky et al. 2008).

Mortalita je vyraznéj$i u mladych jedinct, ale postihuje difeviny na vSech
stanovistich, tzn. v oblastech luznich lest 1 v nizsich horskych oblastech. Prvni zminky
o zhorSovani stavu jasanti pochazeji z pocatkti devadesatych let z Polska a Litvy.
To se déle rozsifovalo v Pobalti, na izemi Loty$ska a Estonska, a dale v Dansku, Svédsku
a Némecku (Kowalski 2006).

V roce 2006 byla popsana houba Chalara fraxinea (v anamorfni formé
rozmnozujici se nepohlavng¢) jako mozny puvodce choroby chiadnuti (Kowalski 2006).
Pozd¢jsi studie zjistily houbu v teleomorfni formé (schopnou produkovat pohlavni bunky
tzv. gamety). Pomoci molekularnich genetickych metod byl tedy potvrzen novy druh
patogenu Hymenoscyphus fraxineus Queloz et al. 2011 zavleceny z Asie do Evropy.
Existuje dalsi, velmi podobna houba Hymenoscyphus albidus (Roberge ex Desm.)
W. Phillips pivodem z Evropy (Queloz et al. 2011).

V souvislosti s prosychanim a odumiranim jasanu ztepilého (Fraxinus excelsior)
evidujeme zvyseny vyskyt kidrovcovitych, zejména lykohuba jasanového (Hylesinus
fraxini) a Iykohuba zrnitého (Hylesinus crenatus) (Kowalski 2006). Tyto druhy Iykohubt
se vyskytovaly pouze v pivodnim arealu jasanti, v souvislosti se zavedenim jasant
jako meliora¢nich a zpevnujicich dfevin doSlo k jejich rozSifeni v hospodarskych lesich,
v oblasti méstské zelené apod. Na zakladé zkoumani zivota lykohubt je ziejmé, ze jejich
uloha pii chfadnuti jasanl je az druhotfada, prestoze H. fraxini napada i mladé zdravé
stromy (Kowalski 2006). Pro odumirani jasand je typické, Ze dochazi k rychlému nastupu
choroby, kterd je spojovdna s vysokou densitou Sificich se spor. Patogen okamzité
infikuje listy a fapiky hostitelského stromu, mycelium patogenu mize pronikat i pupeny
¢1 poranénimi drfeviny (Kowalski & Holdenrieder 2009), a tim umoziiuje druhotnym
Sktidctim (lykohubi, mSice atp.) ptistup do napadeného stromu.

Ochrana i obrana proti chorobam je prakticky nemoznd, nebot’ neni dosud znama
bionomie infekce a nebyly zkouSeny zadné chemické zasahy. Mezi fytopatology jde

o velmi diskutovany lesnicky problém. Piestoze fadime jasan spiSe k invazivnim druhtim
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dfevin, vyvstavd nebezpeCi, ze by se mohl diky chorobé chfadnuti zaradit
k ,,problematickym dievinam®, jako je jilm, jedle nebo dub. (Jankovsky et al. 2008).

Dalsi sktidce byl pozorovan v lesni Skolce, ve které se péstovaly jasany urcené
pro méstskou vysadbu. Jedna se o dutilku jasanovou (Prociphilus bumeliae, Schrank
1801 — Hemiptera: Aphididae), ktery zptisobuje zkadefeni listu.

Skodlivy brouk krasec (Agrilus planipennis, Fairmaire 1888) je vyznamnym
Skiildcem jasanu zejména v USA a v Rusku, kam se rozsitil jako invazni druh z Asie.
S ohledem na jeho vysoky potencial je velmi pravdépodobné, Ze po piipadném zavlec¢eni
do Evropy by doslo k nevy¢islitelnym Skodam na jasanech. V Evropské unii je zafazen

na seznam karanténnich Skodlivych organismuti (Spurna et al. 2010).

4 BROUCI RODU HYLESINUS

Kirovci (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) jsou brouci, kteti napadaji
nejrizngjsi dreviny a jejichz larvy vyhlodavaji chodbi¢ky v kmenech, vétvich
¢i koncovych vétvickach. Podle ekologie se déli na dvé hlavni skupiny. Na brouky
ambrosiové, péstujici si v chodbickach symbiotické houby, kterymi se zivi a pfenaseji je
v mykangiich, a na lykozravé, ktefi konzumuji floém, avsak ke svému vyvoji rovnéz
potiebuji symbiotické houby. Tyto brouky fadime do podceledi Scolytinae. V podéeledi
Scolytinae jsou triby jak lykozravych, tak ambrosiovych broukd. Fylogeneze ukazala,
7e vazba na ambrosiové houby vznikla nékolikrat nezavisle (Farrell et al., 2001,
Hulcr et al. 2007).

Symbiodza s houbami ovliviiyje 1 samotny zplisob Zivota broukd, jelikoZ lykoZravé
druhy nachdzime nejcastéji v Iyku tésn€ pod kiirou, ale ambrosiovi brouci Ziji pfevazné
ve dievé.

Diplomova prace se zabyva dvéma zastupci rodu Hylesinus, a to H. crenatus
(Fabricius, 1787) a H. fraxini (Panzer, 1779) Zijicich na jasanech. Tito brouci maji
navzajem odliSné ekologické naroky. Nejedna se o ambrosiové brouky, jsou to

dieva. Floemofagové se zivi predev$im lykem, Kkteré transportuje rozpustné organické

produkty fotosyntézy, zejména sachardzu.
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4.1 Hylesinus crenatus - lykohub zrnity

Jedna se o nejvétsiho zastupce rodu Hylesinus v Ceské republice. Je to tmavy
az ¢erny brouk 4-6 mm velky s fidkym ochlupenim, téméf lysy (obr. 2). Na nasem uzemi
neni pfili§ rozsifeny, nezpusobuje ani velké hospodaiské skody, velké skody mize
zpusobit na lesnich polomech. V posledni dob¢ se vyskytly dukazy, Ze se tento brouk §ifi
spole¢né s houbovym patogenem Hymenoscyphus fraxineus. Divodem je nejspis fakt,
Ze stromy jsou oslabené houbovou nakazou, a to umoznuje ptistup dalsim dfevokaznym
brouktim a jinym patogenim (Kowalski 2006).

Lykohub zrnity ma velké naroky na vlhkost, proto vyhledavéa staré stromy
s tlustou borkou nebo odumielé ¢i Cerstvé pokacené jasany. Brouci se roji od poloviny
dubna do zacatku Cervna. Pozerek (obr. 3) s mate¢nou chodbou je dlouhy pouze 4-8 cm,
ale pomérné Siroky, s hvézdicovité rozlozenymi larvalnimi chodbic¢kami, které jsou
dlouhé az 30 cm. Larvalni vyvoj je dvoulety, pfezimovani probiha v prvnim roce
Vv larvalnim stadiu, ve druhém roce jako dospé€lec. Imago prodélava béhem léta zralostni

zir na bazich silnych jasanti, béhem néhoz si piipravuje chodbicky k pfezimovani.

Obr. 2 Hylesinus crenatus (zdroj http://www.forestryimages.org/,

autor Milan Zubrik)
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Obr. 3 Poiere Hylesinus crenatus (zdroj htt://WWW.forestryimages.org/,

autor Gyorgy Csoka)

4.2 Hylesinus fraxini - lykohub jasanovy

Lykohub jasanovy je drobny brouk, jehoz povrch téla je asymetricky svétle hnédé
az skvrnit¢ zbarveny s drobnymi Supinkami, mezi kterymi se nalézaji delsi vlasovité
Stétiny (obr. 4). Obyva téméf celou Evropu véetné Britskych ostrovi a jizni Skandinavie,
na vychodé zasahuje az do Ciny. Rovnéz v Ceské republice patii k pomérné rozsifenému
druhu kirovet, ktery je soucasné zavaznym Skidcem na jasanech (Pfeffer 1995).
Nejcastéji napada mladé jasany a diivi na skladkach, zije pod tenkou hladkou borkou
nebo v tencich vétvich do praiméru cca 5 cm.

Lykohub jasanovy mé jednu generaci v roce, Casté byva sesterské rojeni. Vyvoj
jedince trva ptiblizné 3 mésice. Rojeni zacina brzy na jate. Larvy se kukli v béli dfeviny,
pokud vsak vyvoj prodélavaji v tlustsi borce obr. 5, kukli se pak v ni. Imaga se objevuji
pocatkem léta. Zralostni zir provadéji ve spicich ockdch mladych jasand,
ve kterych si ptipravuji chodbicky k ptezimovani. Opakovany zir dospélych brouku

zpusobuje na mladych kmincich a vétvich tvorbu hojivého pletiva, tzv. ,,korovych
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razic*. Takto poskozenou kuru dfeviny napadaji nejenom dal$i generace broukd,

ale je lakadlem i pro dalsi druhy dfevokaznych hub.

Obr. 4 Hylesinus fraxini (zdroj http://www.everystockphoto.com /, autor J. Coelho)
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Obr. 5 Pozerek Hylesinus fraxini Hosténice 2007

(zdroj http://atlasposkozeni.mendelu.cz)
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5 MIKROORGANISMY A SYMBIOZA S BROUKY

5.1 Podkorni hmyz a mikroorganismy

Mikrobialni symbidzy jsou nedilnou soucasti vSech aspektii biologie, od ekologie
az k lidskému zdravi, ve které maji mikrobi pozitivni (mutualisticky), nebo negativni
(paraziticky) dopad na kondici hostitele (Hussa & Goodrich 2013).

Zivodichové i rostliny jsou Vpodstaté vzdy zapojeni do symbidz
s mikroorganismy. Dilezitost téchto symbidéz vedla ke konceptu holobiontu,
ktery mizeme definovat jako spojeni jedince se vS§emi jeho mikroorganismy (Six 2013).
U hmyzu mezi symbionty fadime ektosymbionty, jako jsou mikroskopické houby,
a endosymbionty, kam patii zejména bakterie a dal$i mikroorganismy Vv travici soustave.
Hmyz timto partnerstvim ziskdva piistup k vyuziti dalSich adaptivnich stanovist,
coz ovlivni vysledky symbidz nejen V ramci ontogeneze hmyzu, ale znamena inovace
a zmé&ny, ke kterym dochazi v prib&hu evolu¢niho ¢asu. Skutecnosti je, Ze vzajemné
interakce napt. mezi c¢lenovei a jejich symbionty vytvorily zaklad uspéchu
pro rozmanitost této skupiny (Six 2013).

Symbidza mezi kiirovci a jejich houbami, bakteriemi ¢i kvasinkami piedstavuje
komplex vzajemnych interakci. Vzajemné vyhodné benefity v ramci symbiozy znamenayji
vsak 1 to, ze kazda strana musi néco dat do vztahu, aby byl v obou smérech prospésny.
Symbiotické houby slouzi jako potrava pro kiirovce a také mohou potlaCovat riist
konkuren¢nich mikroorganismti. Kirovci na oplatku ptenaseji houby ptimo pod kiiru
stromu, kde mohou uspésné rust. Tento poskytovany benefit vlastné zpusobil,
ze n&které houby zcela ztratily schopnost pohlavniho zplsobu rozmnoZovani
(Six & Paine 1996, Six & Paine 1998).

Konkrétni poznatky uvadim v kapitole 6.2 a 6.3.

5.2 Xylomycetofagové - ambrosiovi brouci

Vyrazem xylomycetofagové oznaCujeme druhy, pro které ektosymbiotické
»ambrosiové® houby tvofi hlavni ¢ast potravy, a to jak pro larvy, tak i pro dospélce,
a jsou nezbytné pro dokonceni vyvojového cyklu ktirovcld. K rozmnozovani vétSiny
ambrosiovych broukli dochazi v béli kmene nebo vsilnych vétvich stromi.
Hlavni ¢ast dieva z budovanych chodbicek brouci nepoziou, avSak vytlacuji ji ven

(Beaver et al. 1989). Ambrosiovi brouci nejsou naro¢ni k vybéru hostitelské dieviny.
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Zajimavé;jsi bohatsi vybér nachéazeji v tropickych oblastech, av§ak v naSich podminkach,
vV mirném podnebném pasu, patii ke kiirovelim, kteti pisobi velké ekonomické skody
v dfevozpracujicim prumyslu tim, Ze svymi pozerky a ,,péstovanim‘ hub znehodnocuji
dfevni hmotu (Hulcr, 2003).

Piivodnim zplisobem zivota ambrosiovych ktirovet je kolonizace vodivych pletiv
zivych i odumirajicich dievin a vyuzivani zivin stromu jako potravy. Tento zptisob zZivota
se dale vyvijel a brouci zacali vyuzivat ¢erstvé dievni cévni svazky jako vhodny substrat
pro péstovani svych symbiotickych hub, které jsou urceny jako potrava nejen
pro dospé€lce ale i pro larvy. Xylém slouzi brouktim jako potrava pouze v omezené miie
(Paine et al. 1997, Six 2003). Tésné vzajemné prospeésné souziti mezi ambrosiovymi
brouky a houbami vzniklo béhem evoluéniho vyvoje nékolikrat nezavisle. BEhem vyvoje
dochazelo k adaptaci houbovych spoleenstev na dievni prostiedi, jako je zvétSovani
spor, kvasinkovity rast ¢i obména enzymatického aparatu (Farrell et al. 2001,
Hulcr et al. 2007).

Ambrosiovi brouci nabiraji své houby do mykangii (Cassier et al. 1996,
Grebennikov & Leschen 2010), specializované ,,kapsy* na téle brouka slouzici vyhradné
k pfepravé  symbiotickych ~ ambrosiovych hub a dalSich  mikroorganismi
(Hulcr et al. 2012). Tito brouci se stali zcela zavislymi na svych houbach. Pro sviij fadny
vyvoj a reprodukci potfebuji steroly (Bentz & Six 2006). Ambrosiovi kilrovci
si konzumaci hub obohacuji svou potravu o esencialni nutrienty, zejména 0 prvky
jako dusik a fosfor a o steroly, které slouzi jako prekurzory steroidnich,
tedy rozmnozovacich hormonii. Na oplatku poskytuji mikroorganismim stabilni

podminky a snadnou $ifitelnost (Six & Paine 1996, Six & Paine 1998, Bentz & Six 2006).

5.3 Floemofagni kirovci

ey

Floemofagni kiirovci primarné Ziji v kambiu a ve floému, avSak existuje n€kolik
druhd, kteti mohou sviij vyvojovy cyklus prodélat ve vnéjsi kife dieviny (Wood 1982).
Lyko sice obsahuje vice zivin nez bél, ale pfesto ma nizkou hodnotu dusiku,
ktery je limitujicim faktorem ve stravé karovcu a je dulezity k dokonceni vyvojového
cyklu (Six 2012).

Velmi vyznamnou ulohu plni houby u floemofagnich broukt pfi tzv. detoxikaci
terpenti pro piekonani obrany dieviny (DiGuistini et al 2011). Hmyz si dfeviny,

které se chystad napadnout, nachdzi ¢ichem pomoci rostlinnych monoterpenii. Produkce
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téchto latek je vlastné vzajemnou interakci mezi dfevinou, hmyzem a mikroorganismy
(Desneux et al. 2010). Monoterpeny, organické slouc¢eniny ptevazné rostlinného ptivodu,
si hmyz pietransformuje na feromony, ovSem velmi Cc¢asto pravé S pomoci
mikroorganismii. Feromony pomahaji ve vnitrodruhové 1 mezidruhové kompetici,
umoznuji pfilakat partnera a slouzi i k dorozumivani (Dudareva et al. 2004). Napadené
stromy byvaji zpravidla jiz oslabené, a proto produkuji méné monoterpenti nez zdravé
stromy. Avsak pii napadeni zacnou rostliny produkovat vice téchto latek, anebo zméni
jejich slozeni (Dudareva et al. 2004). Zajimavosti je, ze napadena rostlina rozliSuje
mezi napadenim skodlivym hmyzem a mechanickym poskozenim (Desneux et al. 2010).

Lykozravi brouci houby nekonzumuji pfimo. Houby poskytuji témto broukiim
¢ast své enzymatické vybavy, kterou pouzivaji k degradaci celuldozy, stavebni soucasti
rostlinnych bunéénych stén. Jednd se o travici enzymy celulazu a hemicelulazu
(Binz & Canevascini 1996, Przybyl et al. 2006, Svaldi & Elgersma 1982,
Tamerler & Keshavarz 2000). Schopnost stravit celulozu je u zivocichlt velmi vzacna,
proto tuto ¢innost obvykle zprostiedkovavaji mikroorganismy (Martin et al. 1991).
Steroly, organické latky, které slouzi i jako hormony hmyzu, patii mezi dalsi Ziviny,
které brouk muze od hub ziskat (Clayton 1964, Kok & Norris 1973,
Noda & Kodama 1996).

5.4 Houby v poZercich floemofagnich kiirovcu

Spektrum hub asociovanych s jednim druhem brouka je velmi Siroké. Nicméné
Vv této praci se zabyvame dvéma hlavnimi skupinami houbovych symbiontt cilovych
druhti kiiroveu. Jednd se o tzv. ophiostomatalni houby a houby rodu Geosmithia,
které fadime mezi askomycety (Seifer et al. 2013). Askomycety neboli vieckovytrusné
houby patifi mezi druhové nejpocetnéjsi oddéleni, které se rozmnoZuje anamorfnim
i teleomorfnim zptsobem. Mykologicky termin ,,anamorfa® znamena, ze se houby
rozmnozuji nepohlavné, napt. konidiemi, naopak ,.teleomorfa“ je schopna produkovat
pohlavni buiiky (gamety). Casto jsou rozdilné v morfologii, proto byly diive popisovany
jako rtuzné rody. Anamorfni zpusob je u hub ¢astéjsi, nicméné dosud neexistuji studie,
které by tento zplisob rozmnozovani podrobné&ji analyzovaly.

Brouci, ktefi preferuji kmeny a silné vétve se stabilnimi vlhkostnimi podminkami,
tvofi vazbu se spektrem ophiostomatalnich hub. Nachazime je uz ve spodnich ¢astech

stromd, cca od 150 cm nad zemi, kde je vysoka vlhkost. Naopak kirovci, které nachazime
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pod tenkou borkou nebo v tencich vétvich do tloustky 5 cm, tvoii vazbu s houbami rodu
Geosmithia (Kolafik & Jankowiak 2013, Jankowiak et al. 2014). Divody pro toto
rozdéleni zatim nejsou znamy, ale prepokladd se zésadni vliv rozdili abiotickych
podminek jako je vlhkost, mira vysychani substratu, koncentrace kysliku a toxickych
latek. Oba typy hub se také ukazaly jako patogeny rostlin, z ¢ehoz vyplyva, ze by mohly
byt schopné narugovat rostlinna pletiva (Cizkova et al. 2005).

VSechny spory ophiostomatalnich hub véetné "neambrosiovych druht” jsou
lepkavé, a tim zvySuji pravdépodobnost uspésné kolonizace nového zdroje potravy
(Cassier et al. 1996, Grebennikov & Leschen 2010, Harrington et al. 2001). Ob¢ skupiny
hub maji podobnou funkci, a to obohacovat potravu, zprosttedkovavat chybéjici ziviny
a vitaminy, jelikoz dfevo je mdlo vyzivné a mohou reagovat s hmyzimi feromony
(Ayres et al. 2000; Harrington 2005; Vega and Dowd 2005). Obecné je vSak nutri¢ni
potencial klasickych ophiostomatalnich hub u lykozravych broukt dosud neznamy.

Termin entomochorie pouzivame pii vzajemné spolupraci mezi hmyzem
a houbami, kter¢ jsou na ném zavislé z diivodu rozSifovani svych spor. Nejedna se vSak
0 entomopatogeny. V ptipadé lyka a bélového dieva slouzi kiira jako bariéra, kterd brani
priniku  hub do stromu. Houby, jejichz spory jsou Sifteny vzduchem
nebo vodou, maji velmi nizkou pravdépodobnost tspésného dispergovani na dana
stanovisté. Naopak houby, které maji lepivé spory, vyuzivaji hmyz jako prikopniky
ke vstupu do dfevin (Kirschner 2001). Brouci jako vektory pienosu hub zajist'uji
kontinuitu z generace na generaci a podstatné ovliviiuji fylogenetickou historii

houbovych partnert (Kolafik et al. 2008).

OPHIOSTOMA (Ascomycota: Sordariomycetes)

Ophiostomatalni houby asociované s klirovci zahrnuji n€kolik rodi. Patii mezi né
rod Ophiostoma Syd. & P. Syd., Ceratocystiopsis H.P. Upadhyay & W.B. Kendr.,
Grosmannia Goid. a Ceratocystis Ellis & Halst. (Kirisits 2007; Zipfel et al 2006). Rody
Ophiostoma, Grosmannia a Ceratocystiopsis jsou prislusniky jediné fylogenetické linie
radu Ophiostomatales, rod Ceratocystis patii do fadu Microascales (Zipfel et al. 2006).
Tyto dvé hlavni skupiny hub se lisi v preferenci své hostitelské rostliny. Vétsina hub
Ophiostomatales preferuje jehlicnany, naopak houby Ceratocystis se poji
s krytosemennymi (Harrington 1993). Ophiostomatalni houby se uc¢astni riznych typa

symbidz, od obligatniho mutualismu az k parazitismu (Jankowiak et al. 2014). Houby
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mohou larvam a cerstvé vylihlym nesklerotizovanym broukiim slouZzit jako hlavni
nebo doplikovy zdroj potravy. Vyznamnou roli hraji pti recyklaci limitujicich prvka
(ptedevsim dusiku a fosforu) z hmyzich exkrementii nebo z antiagregacnich feromonti
broukdr (Ayres et al. 2000, Harrington 2005, Vega & Dowd 2005). Ziji ve vlhku
a jako tzv. blue stain fungi znehodnocuji dievo.

Ophiostomatalni houby jsou na stromy zavleCeny pii ataku broukd na dfevinu,
coz houbam umoznuje kolonizovat zivé nebo oslabené jedince a vyhnout se tak kompetici
s jinymi druhy. AvsSak pouze nékteré ophiostomatalni druhy jsou agresivnimi uto¢niky
schopnymi pfezit ve velmi Cerstvych tkanich napadenych stromi. Tyto druhy jsou
povazovany za puvodce nebezpeénych chorob dievin (napiiklad Ophiostoma novo-ulmi
Brasier zpusobujici grafiozu jilma) (Six & Wingfield 2011). Ophiostomatalni houby jsou
entomochorinni a maji konidie nebo askospory s lepivym povrchem, coz umoziuje udrzet
spory hub na exoskeletu hmyzu. Spory tak nejsou béhem transportu ztraceny
nebo rozptyleny, coz je zvlast¢ dulezité pro houby asociované s klirovei, ktefi nemaji
mykangia (Kolafik et al. 2008).

U ophiostomatdlnich hub nachazime rlznou S§ifi hostitelské specifity.

rrrrr

IV M

napii¢ fadou rostlinnych ¢eledi. Dal$i druhy maji hostitelské spektrum uzké. Piikladem
jsou jilmové druhy O. ulmi a O. novo-ulmi. Obecné lze fici, ze ophiostomatalni houby
nasleduji svoji specificitou své ptenaSece. Tj. napiiklad druh Endoconidiophora
(=Ceratocystis) polonica nachazime hlavné u druhu Ips typographus (Linnaeus, 1758)
na smrku, ale pfilezitostn€ je nalézan 1 na dalSich klirovcich ze smrka, poptipadé borovic

(Lieutier et al. 2004).

GEOSMITHIA (Ascomycota: Hypocreales)

Houby rodu Geosmithia ziji v symbiotickém vztahu s floemofagnimi
a ambrosiovymi kurovci (Kolafik et al. 2008, Kolafik & Kirkendall 2010,
Kolatik & Jankowiak 2013). Jednotlivé druhy se vzajemné 1isi silou vazby
na své prenasece. Nejvoln€jsi vztah nachazime u tzv. generalistil, ktefi jsou pfenaseni
fadou druhti kdrovect s hostitely z mnoha rostlinnych celedi. Tyto houby lze najit
i ve volné prirodé (napf. puda, endofyti atd.) (Seibold 2015). Jejich moznému rozsiteni
mimo pozerky nasvédcuje i fakt, Ze Geosmithia nema lepkavé spory, nybrz tzv. ,,suché*

spory, které se dobte §ifi vzduchem (Kolatik et al. 2008). Dalsi druhy, tzv. specialisté,

24



jsou vazany pouze na uzké spektrum pienaSecu, ktefi napadaji jednu rostlinnou celed'.
Sem patii fada druht, které jsou vazany jen na kiirovce, kteti napadaji ¢eled” Pinaceae
(Kolafik & Jankowiak 2013). Kirovei kolonizujici byliny mohou zit dokonce
bez pfitomnosti ophiostomatalnich hub ¢i hub rodu Geosmithia (Kolafik et al. 2008).
Ekologicka role hub rodu Geosmithia neni dobfe znama. Nékolik druhd urcité patii
mezi nutriéni symbionty (Kolafik & Kirkendall 2010). Geosmithia morbida, ktera
zpusobuje nekrozu ofeSaku ¢erného, je jediny znamy fytopatogen z rodu Geosmithia
(Kolafik et al. 2011, Veselska & Kolafik 2015).

Jankowiak a Rossa (2008) ptedlozili hypotézu, ze kiirovci, kteti vyhledavaji sussi
substraty, nejsou schopni mutualismu s ophiostomatalnimi houbami, av§ak vyhledavaji
symbioticky vztah s houbami rodu Geosmithia, jelikoz houby rodu Geosmithia jsou
adaptovany pro osidlovani téch Casti stromil, jejichZ kryci pletiva obsahuji malo vody
a jsou vystaveny vysokym teplotam. P¥itomnost houby Geosmithia souvisi s konkrétnimi
brouky, s hostitelskymi stromy nebo s uréitym typem lesni pudy. Vyzkum ukazal,
ze lesy smiSené byly zamofeny vétSim poctem druhtt Geosmithia nez lesy smrkové
¢i borové. Naopak ve smrkovych a borovych lesich jsou kolonie hub Geosmithia
stabilngjsi. Z toho vyplyva, Ze ¢im vice jsou soucasti smiSené¢ho porostu zastupci
jehliénant P. abies (L.) H. Karst. nebo P. sylvestris (L.), klesa druhova rozmanitost
hub Geosmithia (Jankowiak et al. 2014).

5.5 Vztah mezi floemofagnimi kiirovci a dal§imi houbami a kvasinkami

Chodbicky floemofagl piedstavuji ur€ity ekosystém, ktery v omezeném prostoru
osidluje sirokou $kalu taxonomicky odlisnych hub. Ty hraji ve vzajemnych interakcich
v téchto ekosystémech riizné role, ale na rozdil od poznani jejich diverzity, taxonomie,
hostitelského spektra a biogeografie jsou informace o mnoha druzich hub nedostate¢né
(Kirschner 2001).

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

- houbu Clonostachys rosea (Link) Schroers, kolonizujici Zivé rostliny, fadime
mezi mykoparazitické houby (Kirschner 2001).

- Penicillium (Link) spp. nevytvafti spory v chodbi¢kach brouku, ale ¢asto jsou

izolovany z povrchu tél kurovcd. Ke kontaminaci Penicillium ziejmé dochazi
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pfi pfezimovani hmyzu v pid¢ od ptidnich hub a k naslednému zavleceni do chodbicek
(Kirschner 2001).

- rod Aspergillus (P. Micheli ex Link) je jednou z nejrozsifenéjsich skupin
saprofytickych hub s vice nez 150 druhy, piestoze puvodné byl povazovan za slaby
patogen (Latgé 1999).

Zajimavym tématem jsou kvasinky a jejich symbidza s brouky. Prestoze se jedna
Vv posledni dobé o velmi diskutované téma, neexistuji dosud védecké studie,
které¢ by funkci téchto symbiontii jednoznacné vysvétlily. Kvasinky lze najit ve vSech
stadiich  vyvoje kurovct, véetné vajicek a kukel (Leach & Orr 1973,
Shifrine & Phaff 1956). Je pravdépodobné, ze maji pro svého symbionta nutri¢ni vyznam,
coz by znamenalo, Ze slouzi broukim jako potrava (Barras & Perry 1972,
Berryman 1989).
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6 CILE PRACE A HYPOTEZA

Symbidzy mezi houbami a kiirovci se V nedavné dobé staly predmétem velkého
zajmu védct, jelikoz dosud nebyla publikovana komplexni studie, kterd by zpracovala
nashromazdéné informace a vysvétlila pficiny a disledky vzajemnych vztaht.
NaSe porozuméni t€émto vazbam zistava tedy na zakladni irovni, nicméné molekularni
taxonomické nastroje umoziuji védcim presné identifikovat houbové partnery
a fesit fylogenetické vztahy broukt a hub (Six 2012).

Tato prace se zabyva popisem diverzity a CcCetnosti kultivovatelnych hub
asociovanych s lykohuby Hylesinus fraxini a Hylesinus crenatus na jasanu. Identifikace
pomoci molekularnich metod (sekvenace gent ITS a) zaruci spolehlivé urceni kritickych
skupin a moznost porovnani s publikovanymi vysledky. Tyto udaje maji slouzit jako
zakladni podklad po studium sukcese a ekologické role symbiontl jasanovych lykohubt.

Cely projekt, jehoz je ma prace soucasti, zahrnuje popis biodiverzity
kultivovatelnych hub ze tii sbéri obou druhti kiirovetd. Pro Géely diplomové prace jsme

zvolili pouze nejlepsi data, kterd pochézeji z 2. sbéru z Cervence 2014.

Cile prace:

e Popsat kultivovatelnou diverzitu houbovych symbiontt studovaného hmyzu.

e Popsat funkce vybranych hub v symbidze s brouky, pokusit se vysledovat
i ekologii hub.

e Predpokladame, Ze H. crenatus ma odliSnou hlavni symbiotickou houbu
nez H. fraxini. Odlisné ekologické naroky brouki zfejmé souvisi s naroky hub

na vlhkost.
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METODIKA

Pro studium mikroorganismi je vyuzito zejména tradi¢nich kultivacnich metod.
Identifikace riznych morfotypt hub, kvasinek a bakterii je provedena pomoci DNA
barcodingu.

Sbér materialu obsahoval ¢asti tencich vétvi ze slunného stanovisteé s ktiroveem
H. fraxini a tlustou ktru jasanu, kde se nachazel H. crenatus. Z jasani jsme vysekli ¢ast
ktry a lyka, které byly evidentné napadené brouky, a ze zdravého stromu jsme vzali
ta sama pletiva jako kontrolu vzorka. Prob¢hly celkem 3 sbéry (viz Tabulka €. 4) ve Visce
nedaleko Litovle. Dfevni material byl pfimo v terénu zamrazen a az do upotiebeni
skladovan pii -18 °C.

Vzorky z 12. Gervence 2014 ur¢ené k popsani kultivovatelné biodiverzity hub
pochazeji ze stejného instaru u obou broukd. Jedna se o dospélce. U H. crenatus jsme
sbirali brouky budujici snubni komurku a u H. fraxini to byla imaga tésn¢ po kukleni,
ktera jesté neopustila 1yko.

Prakticka &ast této prace probihala na Akademii véd Ceské republiky
Vv Praze — Kr¢i v Mikrobiologickém ustavu.

Kultivace organismu se provadi v laboratornim prostiedi in vitro. Vzorky jsou
naockovany na umélou pudu (médium) do Petriho misek o priméru 85 mm s volné
pfiléhajicim vickem. Vybrané médium, 2 % agar s maltozou (MEA), nahrazuje jejich
ptuvodni Zivotni prostiedi.

SloZeni média MEA 2 % agar:

- 11 destilovan¢ vody (dH20)

- 20 g sladinovy extrakt (malt extrakt)

- 20 g glukoza

- 1 g pepton

- 20 g agar

Kultivace na agarovém médiu probéhla ve dvou fedénich. Z ptedchozich pokust
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 mohou vyrist i méné konkuren¢né
schopné kolonie mikroorganismil, které vyzaduji stabilni Zivotni podminky, nemély

by tak sanci proti agresivnéji rostoucim plisnim.
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Celkovy pocet vzorkli u jednoho druhu brouka dosahl 80 (40 kukel, larev
nebo dospélci a 40 drtinek), od kazdého vzorku byla 2 ftedéni. Dohromady

320 Petriho misek se vzorky.

6.1 Kultivace vzorku

Prabéh kultivace:

1/ Ve sterilnim laminarnim 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 dalsi
zkumavky drtinky z mista nalezu.

2/ Provést homogenizaci vzorkd v 1ml sterilizované destilované vody (dH20).

3/ Redéni vzorki 10x, 100x, 1000x pomoci dH20 do finalniho objemu 1000 pl.

10x ... 100pl homogenatu + 900ul dH20

100x ... 10pl homogenatu + 990ul dH20

1000x ... 1ul homogenatu + 999ul dH20

4/ Pomoci sterilizované sklenéné laboratorni hokejky provést vysev 100ul vzorku
na Petriho misky s MEA.

5/ 'V mistnosti pii stabilni teploté 24 °C kultivovat Petriho misky s vysevem vzorkt
7 az 11 dni.

6/ Po kultiva¢ni dob¢ spocitat a zapsat morfotypy mikroorganismt z Petriho misek
ve vSech fedénich.

7/ Spocitat ¢etnost kolonii kazdého morfotypu a zaznamenat, v jakém byly fedéni.

8/ Kazdy morfotyp ockovat na malou Petriho misku (primér 55 mm), utésnit parafilmem,
aby se zabranilo kontaminaci sporami z vnéjsiho okoli, a kultivovat dalSich n€kolik dni
podle Gspésnosti riistu morfotypu.

9/ Z malych Petriho misek odebrat vzorek a zamrazit ve 3 zkumavkach pro dalsi pouziti

(sbirky) a pro izolaci DNA.
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6.2 Kultivace kontroly:

1/ ve zdravém dfevnim materialu zjistovat zejména endofytické houby

2/ vytiznout u stiedu dfeva nebo kiiry $t€piny o rozméru 1 cm X 2 cm

3/ stépiny povrchové sterilizovat:

- 1 min v 96% EtOH

- 3 min v dezinfek¢nim prostiedku Savo

- 0,5 min v ¢istém EtOH 96%

- oplachnout v destilované vodé

4/ na sterilnim prkynku nastipat skalpelem $té€piny na tfisky o rozméru 1 mm x 1 cm
5/ ttisky polozit na MEA na Petriho misky, 5 ks tfisek na 1 misku

6/ ¢tyt tydenni kultivace Petriho misek v mistnosti o stabilni teploté 24 °C

7/ zjisténi biodiverzity hub, které vyrostly z tfisek

Po tspésné kultivaci byly parataxonomicky popsany jednotlivé morfotypy kolonii
vlaknitych hub a kvasinek. Tzn., Ze jejich identifikace nespoéiva v taxonomickém
zatazeni, ale v jejich vzajemném odliSeni (podobnosti). Namisto podrobnych
morfologickych znakli se u tohoto odliSeni pfistupuje k identifikaci pomoci
molekularnich metod.

1/ Nejdiive je nutné izolovat DNA kultivovanych mikroorganismd; pro tento krok je
pouzit jeden z komeréné dostupnych kitt.

2/ Amplifikuje se usek z celogenomové DNA pomoci PCR (poly chain reaction). Pouziji
se primery pro ITS hub a kvasinek, tj. jaderny usek pro internal transcribed spacer, coz je
cast rDNA, ktera je piepisovana do rRNA, ale v ribozomu nema funkci, neni tedy
pod selekénim tlakem a snaze mutuje (ITS1-F a ITS4 - Anderson et al. 2003). U hub
Geosmithia a ophiostomatalnich hub budou pro detailnéjsi vysledky vyuzity i jiné useky
DNA, zejména B-tubulin (Matheny et al. 2007).

3/ PCR produkty budou piecistény v laboratofi a zaslany na sekvenaci pomoci
Sangerovské metody do firmy Macrogen.

4/ Ziskané sekvence budou porovnany s databazi pomoci metody BLAST
(Altschul et al. 1990).

5/ Jednotlivé zjisténé taxony a jejich podobnosti budou zapsany do tabulky,

vcetné jejich relativni etnosti v ramcei daného druhu brouka ¢i kontroly.
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7 VYSLEDKY

U kurovce H. crenatus byly identifikovany jednotlivé morfotypy vlaknitych hub

a kvasinek pomoci molekularnich metod (viz Tabulka ¢. 1). Rod Ophiostoma byl zjistén

Vv 5,6 % vsech CFU (colony-forming unit). Taxonomickou identitu téchto izolati uvadime

v samostatné tabulce €. 4.

Tabulka ¢. 1: Piehled hub izolovanych z Hylesinus crenatus zjistény pomoci morfologie
nebo sekvenci ITS rDNA.

Druhové zaf , Neinodobngisi Celkova
Druh ruilove zarazent CJPOCOBNCIST b4 gopnosti frekvence
nejpodobnéjsi sekvence sekvence %)
Beauveria . . 499/500
oseudobassiana Beauveria pseudobassiana  AJ564900.1 (99%) 38,4
Blastobotrys nivea FM178345.1 fgfo//j)? ! 0,04
Saccharomycetales sp. Cadophora malorum GU067760.1 ?fgéf}/?)o 4,3
Candida sp. Candida vrieseae KY102517.1 5363‘{/.02)52 3,1
Penicillium spp. ur¢eno pouze morfologicky 36,5
Eucasphaeria capensis Eucasphaeria capensis EU272516.1 ?9350/2;10 0,04
Fusarium avenaceum Fusarium avenaceum KU516468.1 ?11036‘?/01)3 0,03
Fusarium solani Fusarium solani KMO044086.1 ?'110263'/01)2 1,2
Hypocreales sp. Hypocreales sp. DQ682585.1 ggol/j)? 9 0,02
Nectriaceae sp. Chaetopsina penicillata HQ897798.1 ?875345)5 9 0,03
Massarina sp. Massarina sp. JX981477.1 ?5930//21)97 0,1
Ogataea sp. Ogataea salicorniae KY104443.1 ?;3790//5)0 4 1,6
Ophiostoma spp. Ophiostoma spp. viz tabulka 4 5,6
. . . . 537/537
Paracamarosporium fagi  Paracamarosporium fagi KR611887.1 (100%) 0,04
413/416
Phoma sp. Phoma sp. KT948360.1 (99%) 0,2
Pyrenochaeta sp. Pyrenochaeta corni KU325404.1 ?9350//?;1 ! 0,1
Sistotrema brinkmannii Sistotrema brinkmannii JQ912675.1 ?98;30//5)87 0,1
houba vlaknita sp. 1 0,04
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houba vlaknita sp. 2 0,04
houba vlaknita sp. 3 0,03
houba vlaknita sp. 4 1,5
houba vlaknita sp. 5 0,02
houba vlaknita sp. 6 0,01
houba vlaknité sp. 7 0,3
houba vlaknité sp. 8 0,04
houba vlaknita sp. 9 0,1
houba vlaknita sp. 10 0,02
houba vlaknita sp. 11 0,01
houba vlaknita sp. 12 0,01
houba vlaknita sp. 13 0,01
houba vlaknita sp. 14 01
houba vlaknita sp. 15 0,1
houba vlaknita sp. 16 0,1
houba vlaknita sp. 17 0,04
houba vlaknita sp. 18 0,13
houba vlaknita sp. 19 0,12
kvasinka sp. 1 0,2
kvasinka sp. 2 0,2
kvasinka sp. 3 3,5
kvasinka sp. 4 0,1
kvasinka sp. 5 0,01
kvasinka sp. 6 0,01
kvasinka sp. 7 0,01
kvasinka sp. 8 0,01
kvasinka sp. 9 0,01
kvasinka sp. 10 0,04
kvasinka sp. 11 2,0
kvasinka sp. 12 0,02
kvasinka sp. 13 0,01
kvasinka sp. 14 0,01
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U karovce H. fraxini byly identifikovany pomoci molekularnich metod jednotlivé
morfotypy vlaknitych hub a kvasinek (viz tabulka ¢. 2). Houby rodu Geosmithia byly
zjistény ve frekvenci 2,02 % ze vSech izolovanych CFU. Piehled taxonomickych skupin

rodu Geosmithia je v Tabulce ¢. 4.

Tabulka ¢. 2: Piehled hub izolovanych z Hylesinus fraxini zjistény pomoci morfologie
nebo sekvenci ITS rDNA.

Druhové zaf . Neipodobngis Celkova
Druh ruhove zarazent €Jpocobneyst Podobnosti frekvence

nejpodobnéjsi sekvence sekvence %)
Alternaria sp. Alternaria sp. KU377272.1 (;g%“ 0,01
Ascomycete sp. Ascomycete sp. AJ972831.1 fggol/f)?’ S 0,01
Dothideales sp. Aureobasidium pullulans KX249734.1 ?;5’(5/3)56 0,02
Candida sp. Candida sp. FJ873567.1 (1530//01;37 22,05
Cladosporidium sp. Cladosporidium sp. KX387686.1 0,1
Coniochaeta sp. Coniochaeta sp. KF367558.1 ?53780//23)2 4 3,4
Coniothyrium sp. Coniothyrium fuckelii AB665313.1 ?9850//5)94 0,003
Penicilium spp. urceno pouze morfologicky 1,49
Filobasidium wieringae Filobasidium wieringae KY103450.1 ?fgéi’/f)“ 20,5
Fusarium lateritium Fusarium lateritium GU062232.1 ?11%?/&)3 0,3
Geosmithia spp. Geosmithia spp. viz tabulka 4 2,02
Pucciniomycotina sp. Jianyunia sakaguchii KY103615.1 ?5530//;1)15 4,1
Mycocalicium victoriae  Mycocalicium victoriae AJ312123.1 ?55(5/21)84 15,9
Nakazawaea anatomiae Nakazawaea anatomiae KY104354.1 (5;;)//?)7 S 2,8
Nectria aurigera Nectria aurigera HM484551.1 (ggfj/{)A)JS 17,8
Piskurozyma . . 554/557
capsuligena Piskurozyma capsuligena  KY104658.1 (99%) 2,2
houba vlaknita sp. 1 1,9
houba vlaknita sp. 2 0,01
houba vlaknita sp. 3 0,01
houba vlaknita sp. 4 0,01
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houba vlaknita sp. 5 0,1
houba vlaknita sp. 6 0,01
houba vlaknita sp. 7 0,5
houba vlaknita sp. 8 0,003
houba vlaknita sp. 9 0,01
houba vlaknita sp. 10 0,01
houba vlaknita sp. 11 0,02
kvasinka sp. 1 4,4
kvasinka sp. 2 0,1
kvasinka sp. 3 0,03
kvasinka sp. 4 0,1
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Po kultivaci kontroly (viz Tabulka €. 3), tj. vzorkt dieva a §t€pin ze zdravého jasanu, byly

identifikovany nékteré morfotypy vldknitych hub a kvasinek.

Tabulka ¢. 3: Ptehled hub izolovanych ze zdravého dieva zjistény pomoci morfologie

nebo sekvenci ITS rDNA.

Druhové zatazeni Nejpodobnéjsi . Celkova
Druh nejpodobnéjsi sekvence  sekvence Podobnosti frelzt\)f )nce
Botryosphaeria sp. Botryosphaeria stevensii  AJ293881.1 151/154 (98%) 4,2
Capronia sp. Capronia sp. FR865030.1 488/497 (98%) 6,8
Cryptococcus sp. Cryptococcus gattii NR_144805.1 469/493 (95%) 2,9
Fusarium larvarum Fusarium larvarum FN868469.1 514/516 (99%) 14
Geosmithia flava Geosmithia flava KJ513214.1 1,4
Lophiostoma sp. Lophiostoma sp. HE998729.1 403/408 (99%) 29
Naganishia diffluens Naganishia diffluens KY104328.1 479/480 (99%) 1,4
Piskurozyma capsuligena E;iﬁ?gg:;a KY104658.1 554/557 (99%) 27,2
Pleosporales sp. Pleosporales sp. JX570932.2 423/425 (99%) 2,9
houba vlaknita sp. 1 24,6
houba vlaknita sp. 2 2,9
houba vlaknita sp. 3 2,9
houba vlaknita sp. 4 141
kvasinka sp. 1 14
kvasinka sp. 2 14
kvasinka sp. 3 14
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Tabulka ¢. 4: Vyskyt pifedpokladanych hlavnich symbiotickych hub rodu Ophiostoma

a Geosmithia zjistény pomoci morfologie nebo sekvencemi ITS rDNA a B-tubulin.

Doba sbéru Druh Sekvence Podobnost Gen
Geosmithia 0
10.vi.2014  H. fraxini flava KJ513214.1 578/579 (99%) ITS
Urceno pouze
10.vi.2014  H. fraxini Geosmithia sp.  morfologicky
Geosmithia
10.vi.2014  kontrola flava KJ513214.1 515/516 (99%) ITS
Geosmithia sp.
12.vii.2014 H.fraxini 5 KR229885.1 ATTIATT (100%)  rg
N _ Geosmithia 535/535 (100%) .
12.vii.2014 H.fraxini  flava KF853898.1 B-tubulin
Geosmithia sp. 0
22.ix.2014  H. fraxini 12 KF853932.1 519/523 (99%) B-tubulin
Urceno pouze
22.ix.2014  H. fraxini Geosmithia sp. morfologicky
Doba sbéru Druh Sekvence podobnost Gen
_ Ophiostoma 585/587 (99%)
10.vi.2014  H. crenatus catonianum EU443765.1 ITS
B Ophiostoma 586/588 (99%)
12.vii.2014 H. crenatus catonianum EU443765.1 ITS
_ Ophiostoma 586/588 (99%)
22.ix.2014  H.crenatus catonianum EU443765.1 ITS
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8 DISKUZE

Z vysledku v tabulkach €. 1 — 4 vidime, Ze molekularni metody odhaluji pfitomnost
vlaknitych hub i kvasinek. Na zéklad¢ sekvence jednotlivych morfotypti byly urceny
rody, pfipadné druhy danych hub a stanoveny arbitrarni ekologické skupiny. Mnoho
morfotypi  nebylo uréeno zdivodu nedokonalosti v pouzit¢ metodice,
které jsou diskutovany nize. I pies pomérné nizkou uspésnost kultivaci je tento projekt
velmi dilezity pro poznani symbidzy kiirovcl a hub, jelikoz jde o prvni studii zahrnujici
I Hylesinus crenatus.

Z dostupné literatury muzeme odvodit nasledujici rozdéleni urenych hub.
Pracovali jsme pouze s houbami ur¢enymi alespon do rodu (viz sloupce s nazvem Druh

v Tabulce ¢. 1, 2 a 3).

Houby asociované s hmyzem:

Ophiostoma spp., Geosmithia spp., Eucasphaeria capensis.

Houby saprofytické a potencialné patogenni:

Vsechny druhy rodu Fusarium, Sistotrema brinkmannii, Beauveria
pseudobassiana, Massarina sp., Paracamarosporium fagi, Penicillium spp.,
Cladosporidium sp., Coniochaeta sp., Naganishia diffluens, Botryosphaeria sp.,
Alternaria sp, Coniothyrium sp., Mycocalicium victoriae. Patii sem i vSechny kvasinky,

které byly jak u broukd, tak v kontrole.

Houby endofytické:
Vsechny houby izolované z kontroly patii mezi endofytické houby. Jde o zastupce
rodu Fusarium, Pyrenochaeta sp., Dothideales sp., Nectria aurigera. Zajimavy je nalez

druhu G. flava.

Nejcetnéjsi houby:

U H. crenatus byly nej¢etnéjsi rizné druhy rodu Penicillium. To je dano tim,
Ze jsme sbirali brouky tésné pied tvorbou snubni komirky, a proto na sobé maji mnoho
kontaminant z prostiedi mimo chodbicky. To je pifipad i druhé nejcetnéjsi houby
Beauveria pseudobassiana, coz je patogen hmyzu, ale zaroven i cCasty endofyt
(Rehner et al. 2011).
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U H. fraxini jsou jednoznaén¢ nejcetnéjsi kvasinky. Brouci, ktefi jesté neopustili
misto kukleni, jsou obaleni v drtinkach, jez obsahuji 1 vykaly. Pfedpokladame, ze se jedna
o kvasinky podilejici se na traveni slozitych polysacharidi. Myslime si, ze kvasinky
pusobi nejen jako ektosymbionti, ale pomahaji broukiim i uvniti stfeva. Kvasinky
u H. crenatus budou pravdépodobné obdobné dilezité, i kdyz jsou zastinény pocty
kontaminantnich druhti hub.

Dalsi velmi ¢etné houby u H. fraxini byly endofyty. To je velmi Siroka ekologicka
skupina hub, kterda mutze napadat zivé Casti stromil, stejné tak rozkladajici se dfevni
hmotu, a dokonce i brouka.

Houby nalezené v kontrole patii mezi endofyty a fada znich je znama
1 jako pozdéjsi rozkladaci mrtvé rostlinné hmoty, pfipadné jako parazité hmyzu

(F. larvarum).

Houby asociované s hmyzem:

Kromé ophiostomatélnich hub a Geosmithii byl zji§tén jest¢ dalSi druh houby,
ktera mutze pfinést kurovcum benefit. Jedna se o druh Eucasphaeria capensis,
jez se u broukd Hylobius abietis podili na konverzi komunika¢nich feromont. Tim muize
lakat nebo odpuzovat své dalsi konspecifické jedince (Azeem et al. 2015). V nasem

ptipadé se vyskytovala u H. crenatus.

Saprofytni a potencialné patogenni houby:

V této ekologické kategorii nalezneme mnoho hub, které vyuzivaji jak Ziva
rostlinnd pletiva, tak 1 odumirajici dfevni hmotu. Zaroven jsou zde Casto rody se Sirokym
spektrem hostitelll a substrat.

Rod Fusarium sestava z generalistickych patogennich hub, které napadaji nejen
hmyz, ale také rostliny a ¢lovéka a zaroven mohou zit 1 endofyticky (Uhlig et al. 2007,
Zhang et al. 2006). Jako vysledné druhy jsme zaznamenali F. avenaceum, F. solani
a F. lateritium u brouka. V kontrole se vyskytoval druh F. larvarum. Mezi saprofyty
muzeme fadit i entomopatogenni houby rodu Beauveria (Rehner et al. 2011).

Mezi hemibiotrofické saprofyty fadime napi. Massarina sp. (Voglmayr &
Jaklitsch 2011) a Sistotrema brinkmannii (Ullrich & Raper 1975). Za zminku stoji jisté
I Mycocalicium victoriae, coz je generalista, ktery je tolerantni k velkym teplotnim

rozsahtim, ma proto velky areal rozsifeni (Pilotti et al. 2012). Paracamarosporium fagi
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je saprofytickym generalistou — predatorem (Crous et al. 2015). Botryosphaeria stevensii

je fytopatogenni houba zptsobujici rakovinu dieviny (Bakys et al. 2009).

Houby endofytické:

Mezi endofytické houby fadime ty, jez dokazi zit v rostlinnych pletivech,
aniz by je poskozovaly. Z této definice sem patii vSechny druhy izolované z kontroly.
Mezi nimi naptiklad zastupci rodu Pyrenochaeta zijici v kmenech dievin
(Cloete et al. 2011) a Nectria aurigera jako charakteristicky endofyt jasanu
(Lechat et al. 2002).

Endofytni houby piezivaji ve zdravych pletivech rostliny a po jejim oslabeni
¢1 smrti mohou fungovat jako patogeny ¢i saprofyty. To dokazuje i nalezené spektrum
hub, v¢etné patogenni Botryosphaeria stevensii. Za zminku ovSem stoji i pfitomnost
Geosmithia flava v 1,4 % u kontroly. Tento druh je pienaSen fadou kiroveu, véetné H.
fraxini (Kolafik et al. 2008), jak také ukazaly vysledky v nasi praci. Nase vysledky dale
ukazuji, Ze je tento druh schopen i endofytniho rustu a ze jeho zivotni cyklus neni
vyhradné vazan na hmyz. To potvrzuji i nalezy G. flava mimo podkorni hmyz (napft.
Hordeum sp., Kolafik et al. 2004). Podobné Sirokou ekologickou niku (tj. pozerky hmyzu,
zdravé dieviny a dal$i substraty) ma i nékolik dal$ich druht rodu Geosmithia, jako je
G. pallida, G. putterillii ¢i G. fassatiae (Kolafik et al. 2004, McPherson et al. 2013).

Zajimavosti je i pfitomnost entomopatogenu Fusarium larvarum v kontrole,
ktery evidentné¢ nenapadd pouze brouky ve stadiu larev (Cozzi et al. 2000),

ale také dokaze zit saprofyticky.

Kvasinky:

Nanestésti se nepovedlo ziskat sekvence pro dostatecny pocet morfotypti, navic
urceni pomoci ITS nebyla presnd. Presto si troufame shrnout, Ze kvasinky nalezené
u broukil se mohou volné asociovat s larvami ¢i dospélci, ale mohou Zit i samostatnym
zivotem. Jedna se proto o vSechny ekologické skupiny — houby asociované s brouky
(traveni), saprofyty 1 endofyty. Konkrétni kvasinky urené v této studii fadime mezi
endofyty: cernou kvasinku Dothideales sp. (Pugh & Buckley 1971), kvasinku
Filobasidium wieringae (Glushakova & Kachalkin 2017); pifipadn¢ mezi saprofyty:
Piskurozyma  capsuligena, ktera zije vpadé nebo vlistovém odpadu
(Masinové et al. 2017). V prabéhu zpracovani celého projektu se pokusime vazbu broukt

a kvasinek rozklicovat, nyni vSak nelze odhadovat jejich konkrétni vztahy.
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Pi‘ekryv hub nalezenych u obou druhu broukii a v kontrole:

Vzhledem k nedokonalému vzorkovani jsme nebyli schopni porovnat stejna
vyvojova stadia obou druhti hmyzu. Pii porovnani pfitomnosti jednotlivych taxont napiic¢
vzorky jsme zaznamenali piekryv pouze u generalisti, jako jsou Penicilium spp.,
Fusarium spp. a Piskurozyma capsuligena.

Nase prace ukazala absenci ophiostomatalnich hub u H. fraxini a ptitomnost hub
rodu Geosmithia, které naopak chybély u H. crenatus. Jedina dostupna data o celkové
diverzité hub u druhu Hylesinus crenatus na nasich jasanech poskytuje Kirschner (2001),
ktery udava, Ze 74 % dospélct piendSelo houby rodu Geosmithia
(uréeno jako G. putterillii), 68 % dospélci Penicillia a 15 % dospé€lct houbu Beauveria
bassiana. Nase vysledky jsou srovnatelné, i kdyz byla zachycena mensi frekvence hub
Geosmithia. V piipadé mykobioty asociované s H. crenatus podobnou moznost srovnani
nemame, protoze tento brouk nebyl patrné po strance mykologické studovan.

V tabulkach se vyskytuje velké mnozstvi morfotypti vlaknitych hub a kvasinek,
které nelze zcela presné urcit. Diivodem byla nedostate¢na kultivace ze vzorkt, ptipadné
kontaminace pfi manipulaci a nasledné pierosteni jinym druhem. Pfisté by bylo vhodné
dbat velmi dukladn€ na sterilitu prostfedi a vést si seznam fotografii, ktery umozni
parovat houby vyrostlé¢ z hmyzu s témi po pfeockovani na mensi Petriho misku.

Diulezitym poznatkem je i fakt, Ze se v Zadném vzorku neobjevila nebezpecna
fytopatogenni houba Chalara fraxinea, kterd zpUsobuje chiadnuti jasand
(Kowalski 2006).

H. crenatus a ophiostomatalni houby:

Ve vSech tfech sbérech byla pfitomna stejna sekvence ztéto skupiny,
a to Ophiostoma catonianum. Diky kombinaci sekvence ITS a B-tubulin se domnivame,
ze se jedna o druh blizce ptibuzny této houb¢, avSak nepopsany (podobnost u ITS byla
99 %, ale u B-tubulinu pouze 98 %).

Frekvence této ophiostomatalni houby byla u H. crenatus 5,6 %. Domnivame se,
ze 1 tento relativni pocet CFU je stale vhodny pro kolonizaci lyka dospélymi brouky.
Ptedpokladame, ze frekvence symbiotickych hub bude vys§i v chodbickach
nez u dospélych broukii.

Ophiostomatéalni houby byly nalezeny pouze u H. crenatus, mizeme tedy
usuzovat, ze maji dilezitou funkci ve vztahu k témto broukim, potazmo k floemofagnim

ktirovctim napadajicim tlusté vétve a kmeny dievin.
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H. fraxini a Geosmithia:

Celkova frekvence kolonii rodu Geosmithia tvoii 2,02 % u H. fraxini. Brouci
vylétavajici z larvalnich komurek si tedy s sebou houby rodu Geosmithia pienaseji,
ale jejich frekvence se opét zvySuje az po uspeésné kolonizaci dieva a vylihnuti larev dalsi
generace.

Dva druhy se nepodafilo urcit molekularn€, proto jsme mohli jen zaznamenat
jejich prispévek Kk celkové pocetnosti (sbér z Cervna a zaii 2014). Dalsi houby se vSak
podafilo identifikovat jako G. flava, coz je druh generalisticky, Casty na jasanech a z nasi
studie zjevné vyplyvd, ze muze Zzit i bez pfitomnosti brouka (Kolafik et al. 2004,
Kolaftik et al. 2008) a Geosmithia sp. 5, coz je piibuzny druh G. pallida a taktéz je spise
generalistou na listnatych dfevinach (Kolatik et al. 2008). Nakonec se zde objevuje jesté
Geosmithia sp. 12, coz je druh uzce asociovany s jasany (Kolafik et al. 2008). Diverzita
rodu Geosmithia popsana u H. fraxini odpovida o¢ekavanim dle Kolafika a kol. (2008).

Lykohublim v tenkych vétvich jsou pravdépodobné prospésné vSechny druhy
tohoto rodu, jelikoz jejich vazba byva casta. Biochemickou a fyziologickou podstatu

tohoto vztahu je nutné teprve popsat.
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9 ZAVER

Diplomova prace na téma ,,Mikroorganismy asociované s brouky rodu Hylesinus
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) na jasanech® poskytuje diky pouzitym
molekularnim metodam prehled vlaknitych hub a kvasinek pfitomnych v broucich
a chodbi¢kach dvou druhti kurovct. Na zakladé barcodové sekvence jednotlivych
morfotypti byly urceny rody, ptipadné druhy danych hub a stanoveny ekologické skupiny.

Skala vysledovanych morfotypt zahrnovala houby asociované s brouky, houby
endofytické, saprofytické a potencialn¢ patogenni. Nejvice nalezenych hub Zije
saprofytickym zptisobem zivota. VSechny ekologické skupiny zahrnovaly vléknité houby
i kvasinky, ackoliv posledn¢ jmenované nebylo mozné urcit piili§ podrobné. Nicméné
v kontrole a u H. fraxini ptedstavovaly kvasinky nejpocéetnéjsi morfotypy. Znamena to,
Ze netvoii vazby pouze s larvami ¢i brouky. Hraji jistou tlohu pfi asociaci s rostlinami,
nebo je jejich existence zcela nezavisla. Proto spatfujeme velky potencial v dal$im
vyzkumu vzajemnych vztahli mezi kvasinkami, dfevinami a brouky.

Piedpokladem naseho vyzkumu bylo, Ze houby rodu Ophiostoma a Geosmithia
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. Funkce téchto dvou skupin hub zjistovany nebyly,
protoZze se jedna pouze o popisnou studii. Dal$i houbou, kterd byla ziejmé asociovdna
ptimo s kidrovci, byl druh Eucasphaeria capensis. Mizeme se domnivat, ze tato houba
meéni signal vysilany konspecifickym jedincim H. crenatus pfi napadeni stromu. Toto
tvrzeni v8ak bude jeste potieba podloZit vice daty.

Vyznamné bylo zjisténi, ze v Zadném vzorku jsme neidentifikovali zavazny
patogen jasanu Hymenoscyphus fraxineus. Brouci rodu Hylesinus tedy nepiedstavuji
riziko spojené s prenosem tohoto houbového patogenu, ale jde o druhotné Skidce. Stromy
oslabené houbovou ndkazou totiZz umoZziuji snadny pfistup dievokaznym broukim

a dal$im patogenum. (Kowalski 2006).
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