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Abstrakt

Kirovei (Coleoptera; Scolytinae) jsou povazovani za Skudce, protoze napadaji dieviny
na hospodatskych, chranénych a rekreacnich plochach. Larvy téchto broukt se vyviji pod ktirou
stromd, kde narusuji lyko a tim a i transport latek v rostlin€. Ips typographus napadé smrk
ztepily (Picea abies), ¢imz pusobi velké hospodarské skody. Na zivotni cyklus 1. typographus
mayji vliv jeho mikrobialni symbionti, ktefi ho mohou ovliviiovat jak pozitivné, tak negativné.
Vétsina symbiontl je fakultativnich a tedy nejsou na hostiteli zcela zavisli, kirovec vSak ke
svému preziti tyto symbionty potiebuje. Tyto houby a bakterie jsou rozsifovany broukem, ¢asto
se vSak mohou S§ifit 1 nezévisle na ném. Mensi ¢ast symbionti jsou tzv. obligatni symbionti,
ktefi jsou vazani Cisté na kiirovce. Mikroby pomahaji kiirovei piekonat obranu stromu a po
uspésném napadeni stromu i s pfijmem zivin a trdvenim potravy. Protoze pfijimand rostlinna
hmota mé vysoky pomér pfijimaného uhliku ku dusiku, dokazi n¢které houby snizovat tento
pomér v okoli chodbicek vyvijejicich se larev a nckteré bakterie fixuji vzduSny dusik, ¢i
vyuzivaji odpadni kyselinu mocovou, ¢imz se vyrazné€ podileji na kolobéhu dusiku. Diverzita
intestinalniho mikrobiomu kliroveti se béhem vyvoje zvétsuje. To nam ukazuje, ze néktefi
mikroby jsou pfijimani z okoli. Pfitomnost a prevalenci intracelularnich symbiontd u ktirovct
nezname. Studium mikrobidlnich symbiontl se provadi pfedevSsim za pomoci kultivace,

v poslednich letech se vSak pfidavaji i metody, pii kterych kultivace neni vyZadovana.
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Abstract

Bark beetles (Coleoptera;Scolytinae) are usually considered as pests, because they attack trees
in the protected and recreational forests and in the forests with economic importance. Their
larvae develop under the bark, where it disturb the conductive tissues and affect the nutrient
transport. Ips typographus attack Norway spruce (Picea abies). P. abies is an economic
important woody plant. The life cycle of bark beetle is affected by its microbial symbionts in
both positive and negative manner. Most of these organisms are facultative symbionts and they
aren’t completely depend on bark beetles. However, bark beetles are completely depend on its
microbial symbionts. Symbiotic bacteria and fungus can be disseminated without bark beetles,
but they are often spread by beetles. Microbial symbionts help overcome the defence
mechanism of attacked trees, later they help with food digestion. Some fungi species can
accumulate nitrogen in areas near the feeding chambers and improve ratio between carbon and
nitrogen in plant tissue. Some bacteria are able to fix atmospheric nitrogen or use uric acid,
helping with nitrogen recycling. Number of intestinal symbiont diversity increase in the course
of host development. This symbionts are probably gained during feeding. The presence and
prevalence of the intracellular symbionts is not known in bark beetles. A lot of studies use
culture-dependent methods to examine microbial symbiont, but now days are this methods

supplemented by culture-independent methods.

Key words: bark beetles, Ips typographus, holobiont, symbiosis, bacteria, fungi



Obsah

LUVOU ..ttt enees 1
2.SYMDIOZA KUTOVCTL....euviiiiiiiieiiieiieeie ettt ettt ettt e et estb e e e e ssaeensaessseenseessnesnseennsaans 2
2.1. Symbidza S NOUDAMI.......cccuiiiiiiiiiie ettt e e ae e et e e e tae e st e e ssseeeneseeas 2
2.1.1. Ophiostomatalni hoUDY ........cccoeiiiiiiiiiice e e 3
2.1.2. Kvasinky a neophiostomatalni houby ...........cccceevieriiiiiiiiniiiiiiceece e 5

2.2. Symbidza S DaAKLETICIM....cccuviieriiieeiiieeiee ettt e eieeeetee et e e ere e e saaeeeeaeessaeeesaeessseeessseeensseeas 7
2.2.1. Role bakterii pfi KOlonizaci StrOMU...........ceevuiiiriiieeiiieeiiee et eveeeevee e 7
2.2.2. Role bakterii pti traveni potravy a recyklaci Zivin..........cccceeeierieeniienieeniienieeieene 8
2.2.3. Interakce symbiotickych bakterii s dalSimi organizmy spoleenstva..................... 11
2.2.4. Intraceluldrni SYMDbIOZaA........c.covuiiiiiiiiiiiiee ettt 12

2.3. Zmény mikrobidlnich symbiontii v rdmci zivotniho cyklu kiirovee........cccoeceenveienee 14
3.Moderni MEtody STUAIA......c.eeiiieiiiiiieiie ettt ettt 15
3.1. HIavni MEZETY V POZNANT .....coiuiiiiiiiiieiieiie ettt ettt ettt et ee et ens 17
3.2. Zameéteni dalSTho VYZKUMU .......cc.oiiiiiiiiiiiiiciice et 18
ALZIAVET ..ttt ettt e et e et e e et e et e e e bt e e st e e e abeeenabee s 20



1. Uvod

Kitrovci jsou diverzifikovana skupina broukil patfici mezi nosatcovité (Curculionidae) do
podceledi Scolytinae. Podle potravni strategie je délime na herbivorni, mykofagni
(tzv. ambrosiovy brouci), popiipadé¢ druhy se smiSenou potravni strategii (tzv. phloeo-
mykofagni druhy). Mnoho druhii kiirovci travi vétSinu svého Zivota pod klirou stromd, kde se
krmi, a toto utocisté opoustéji pouze jako dospélci po vylihnuti z kukly, kdy hledaji tkryt pro
prezimovani, ¢i vhodné rostliny ke kolonizaci. V téchto novych stanovistich nasledné samicky
nakladou sva vajicka (Anderbrant 1990). N¢kteti klirovei (tzv. primarni €i agresivni) napadaji
vizudlné zivé a mirné chfadnouci stromy, které nasledné usmrti, ¢i stromy cerstvé usmrcené.
Dalsi skupinou jsou tzv. sekundéarni kolonizatofi, kteti nenapadaji a neusmrcuji vitalni stromy,
ale ziji pouze v jedincich chfadnoucich ¢i odumielych. Mezi faktory oslabujici hostitelskou
dfevinu muze patfit jak vnitrodruhova, tak 1 mezidruhova kompetice rostliny, ale i faktory
abiotické, jako je sucho, pfiliSné zamokieni, polomy a vyvraty v disledku silného vétru ¢i
deficience zivin v pudé (Lewis and Lindgren 2002). Mnoho klrovci mé také druhovou
specifitu k rostlinam, které napadaji (Pureswaran and Borden 2003), diky tomu je jejich
roz§ifovani v lesnich monokulturach velmi usnadnéno. Préavé kvili jejich vyskytu
v hospodarskych a chranénych lesich jsou povazovani za sktidce.

Tato prace se zamétuje na mikrobidlni symbionty lykozrouta smrkového, Ips typographus,
ktery napada smrk ztepily (Picea abies), poptipadé dalsi taxony z celedi Pinaceae
(Pfeffer 1995). Smrk ztepily je hospodarsky vyznamny a vysazuje se tedy na velkych plochach
fady evropskych statll. V poslednich letech jsou tyto stromy oslabeny suchem a jejich odolnost
proti tomuto druhu kirovce klesla. Tyto faktory vedou ke zvysenému hynuti smrkt (Ditmarova
et al. 2009; Huang et al. 2020). Ips typographus napada ptednostné oslabené stromy, avSak po
pfemnoZeni je schopny napadat i zdravé stromy, které nasledné oslabi a ty umiraji (Mulock and
Christiansen 1986; Biedermann et al. 2019). Tyto faktory vedou k rychlému Sifeni tohoto druhu.

Ips typographus zije v symbidze s fadou bakteridlnich a houbovych symbiontl, piicemz
néktefi nejspise hraji v jeho Zivotnim cyklu kli¢ovou roli, jejich funkce jsou rizné a vzajemné
se dopliuji (Zhao et al. 2019). Dle lokalizace 1ze symbionty rozd€lit na vné zijici ektosymbionty
a v ném zijici endosymbionty. V ptipadé¢ hmyzu jsou endosymbionti pfevazné lokalizovani ve
stfeve, popfipadé gonadach a hemolymf€. Zatimco studiem ektosymbiontl se zabyva fada

praci, tak studium intestinalniho mikrobiomu hmyzu je teprve na svém zacatku. Cilem mé prace



je shrnout poznatky o diverzité, lokalizaci a ekologické roli mikrobialnich symbiontl
lykozrouta smrkového. Mnoho téchto symbiontl bylo zjisténo zkoumanim metagenomu
pozerkd, stiev larev a dospélcii a nékteré druhy byly zjistény z chodbicek brouka. Prace dale

shrnuje moderni metody studovani symbiontti a navrhuje jejich vyuziti v dalSim vyzkumu.

2. Symbidza klirovct

Symbio6za oznacuje jakékoliv uzké souziti dvou ¢i vice organismt, tj. symbiont. VSichni
symbionti ovliviiuji ostatni ¢leny symbiotického vztahu, a to bud’ pozitivné nebo negativné, coz
vede k velmi komplexnim a proménlivym interakcim (Paracer and Ahmadjian 2000).
Symbionti kiirovell jsou ovliviiovani pfedev§im kompetici o zdroje uvolilovanymi latkami,
schopnosti metabolizovat latky z prostiedi, které jsou pro jiné ¢leny spoleCenstva toxické a
karovci také pozitivné ovliviiuji asociované mikroorganizmy, nékteré ¢lenovce a hlistice tim,
Ze je prenasi na nova stanovist¢ (Pernek et al. 2008). Nékteti symbionti mohou kirovce
ovliviiovat v jeho urcité vyvojové fazi pozitivné, zatimco v jiné fazi negativné. (Cardoza et
al. 2008).
napadané rostliny jsou vétSinou negativné ovlivnény (Grégoire et al. 2015). Nékteré druhy
kGrovci napadaji dfeviny ve vice jedincich. Mezi tyto druhy patii i zastupci druhu
Ips typographus a komunikace mezi jedinci probihd pomoci feromonli (Christiansen
et al. 1987). Ti se pfi rané fazi kolonizace stromu ovliviiuji pozitivng, protoze jim to umozni
uspésné napadeni. V pozd¢jSich fazich se pii urcité hustoté jiz neovliviiuji. Je-1i vSak v okoli
malo zdroji, jejich hustota se zvySuje a ovliviiuji se negativné, coz predevsim plati pro jejich
krmici se larvy (Schlyter et al. 1987). Rizné druhy kiirovcti obyvajici navzajem stejny strom
spolu také soupeti (Birch et al.1980).

K symbiontiim klirovci se fadi zastupci virt, bakterii, hub i1 Zivocichill, mezi které se nejcasteji
fadi zastupci z kmenl cClenovetl a hlistic. Zatimco roztoc¢i, fadici se k ¢lenovcim, jsou
ektosymbionti zijici na povrchu téla ktirovet, a proto se nazyvaji foreticti, ostatni skupiny ziji
jak ektosymbioticky, tak i endosymbioticky (Hofstetter et al. 2015). Dale je popséna pouze

symbidza s houbami a bakteriemi.

2.1. Symbidza s houbami

Jak uz bylo zminéno, ktirovci veetné Ips typographus ziji symbioticky s fadou druht hub,
ktera nachazime jak mezi ekto-, tak mezi endosymbionty. VétSina téchto houbovych symbionti

patii mezi askomycety, v této skupiné se jako symbionti uplatiiuji nejcastéji houby ze skupiny



tzv. ophiostomatalnich hub. Houby asociované s klrovci nachazime 1 ve skupinach
Mucoromycotina a Basidiomycota (Jankowiak and Hilszczanski 2005). Patii sem jak
fakultativni symbionti, ktefi ziji i v okolnim prostiedi, tak obligatni symbionti, které
nenachdzime mimo téla ¢i pozerky karovci. Pro specificky pfenos mikroorganismt, maji
nekteti klirovei vyvinuty zvlastni organ nazyvany mycangium (¢i mycetangium) (Barras and
Perry 1972; Whitney and Farris 1970). Ips typographus tento organ vyvinuty nema a spory
proto pfenasi na povrchu svého téla, nebo i pod krovkami (Furniss et al. 1990). Jini ktrovei,
vcetné téch patficich k rodu Ips, mohou spory hub pienaset v Gstni dutiné (Francke-Grosmann
1963). Spory se také mohou zachytavat na foretickych roztoCich zijicich na téle brouka. Tito
rozto¢i nemaji zadny specializovany organ a stejné jako nékteti kiirovci nesou spory na povrchu
téla (Moser et al. 1989, 1997). Dal$im mechanismem pienosu, ktery se jist¢ uplatiiuje u stfevni

bioty, je pfenos v zazivacim traktu.

2.1.1. Ophiostomatalni houby

Nejvice prozkoumanou skupinou hub asociovanych s kiirovci jsou houby fadici se do skupiny
tzv. hub ophiostomatalnich, které patii mezi Ascomycota, do tadi Ophiostomatales a
Microascales. Ptes tficet let nejvice zkoumanou ophiostomatalni houbou je fytopatogenni druh
Endoconidiophora polonica (syn. Ceratocystis polonica, Ophiostoma polonicum).
V napadenych stromech byla zjisténa jak v bélovém dievé v okoli chodbicek broukt, kde se
vyskytuje nejvice, tak 1 v téchto chodbickach a v okolnim Iyku. Ips typographus také s nejveétsi
pravdépodobnosti preferuje stromy, které jiz jsou E. polonica kolonizovany. Po napadeni
stromu broukem ihned kolonizuje bélové dievo a vyskytuje se ve vyrazné vétSim poctu, pokud
byl broukem napaden jiz mrtvy strom. Také jeji po€etnost vyrazné nariista v epidemické fazi
Sifeni kiirovce (Jankowiak 2005). E. polonica je schopna rozkladat fenoly, které pouzivaji
napadené stromy ke své obrané€, avSak v menSi mife neZz druhy Grosmannia penicillata a
Grosmannia europhioides (Zhao et al. 2019). Uvolnuje nckteré tékaveé latky, které mulze
klirovec rozeznavat a mohou tedy byt pouzivany ke komunikaci mezi témito symbionty.
Ips typographus je také podle uvoliovanych latek schopny od sebe jednotlivé symbiotické
houby rozeznavat. E. polonica uvoliluje oproti G. penicillata a G. europhioides méné 3-methyl-
I-butanolu, 2-methyl-1-butanolu a 2-fenylethanolu, ale jako jediny zkoumany druh produkuje
acetat-estery téchto latek. (Kandasamy et al. 2019).

G. penicillata roste po napadeni stromu kirovcem v lyku i dfevé pomaleji nez E. polonica
(Solheim 1988). Kratce po napadeni stromu roste pouze v lyku a do bélového dieva proriista az

pozd¢ji (Jankowiak 2005). Stejné jako symbioticky druh G. europhioides efektivné rozklada



stilbeny a flavonoidy, ale lignany katabolizuje rychleji (Zhao et al. 2019) a do svého okoli
vypousti bicyklické seskviterpeny, ptesnéji B-caryophyllen a caryophyllene-oxid (Kandasamy
et al. 2019). G. penicillata produkuje 2-methyl-3-buten-2-o0l, coz je jedna z hlavnich slozek
agregaCnich feromoni hmyzu, ale v menSim mnozstvi nez G. europhioides, ktera ho také
dokaze vyrabét de novo z glukézy. Umoznuje tedy shlukovani karovci pii napadani
hostitelského stromu (Zhao et al. 2015). Tato houba vSak mtze konkurovat E. polonica a vyskyt
jedné tak mozna snizuje Sanci na vyskyt druhé (Jankowiak and Hilszczanski 2005).

Hojné izolovanou houbou asociovanou s kiiroveem Ips typographus je Ophiostoma bicolor
(Repe et al. 2015; Viiri and Lieutier 2004). Ta je spolu s E. polonica prvnim kolonizatorem
napadeného stromu, ale roste pomaleji. V raném stadiu napadeni je nalézéna v bélovém dieve
i v lyku, ve kterém je nasledné¢ nahrazena Graphium sp., G. penicillata a O. ainoae
(Jankowiak 2005; Solheim 1992). Jako vétSina symbiotickych hub s kiirovei zpiisobuje
modrani dfeva, ale mén¢ nez druhy O. piceaperdum, O. ainoae a O. tetropii. Spolu
s E. polonica ale nejagresivnéji napada a znehodnocuje bélové dievo (Sallé et al. 2005). Pri
kolonizaci stromu je schopna, stejné jako vétSina patogennich hub, rozkladat nékteré obranné
latky, jako jsou taxifolin, katechin a proanthocyanidin, nekatabolizuje ale fenoly (Zhao et
al. 2019). Zadné fenolické latky ani nevypousti do prostiedi, kam ale dokéaze vyludovat 2-
methyl-1-butanol. Latky, které vylucuje, kiirovce Ips typographus neptitahuji, nékteré jej
dokonce odpuzuji (Kandasamy et al. 2019). O. bicolor nejspiSe neni sama schopnd zabit
dospély a zdravy smrk, a jeji vyraznéjsi virulence je prokazana jen u semenackt mladsich nez
dva roky (Repe et al. 2015). Ips typographus nékdy ve své epidemiologické fazi napada i jiné
jehli¢nany nez P. abies. Pokud je napadenym stromem Pinus sylvestris, je O. bicolor klicovym
faktorem k uspé€$Snému napadeni tohoto stromu, protoze E. polonica, ktera rychle kolonizuje a
zabiji smrky P. abies, nepronikd obranou borovice (Jankowiak and Hilszczanski 2005).

Nejlépe prostudovanou antagonistickou houbou Zzijici v symbiodze s kiirovci je O. minus. Ta
se patrné u 1. typographus nevyskytuje (Kirisits 2004). Pfesny mechanizmus, pro¢ jsou nékteré
houby antagonistické ke kirovclim neni zndm. Piedpoklada se ale, Ze to mize byt zptisobeno
tim, ze nezvysuji koncentraci dusiku a fosforu v Iyku v okoli chodbicek, kde se tito brouci zivi
(Ayres et al. 2000). Spory této houby nikdy nejsou roznaSeny v mycangiich ani u druhti, u
kterych je vyvinuté, ale vzdy na povrchu téla nebo na téle foretickych roztoci. Samice pred
ovipozici je schopnd rozeznat zonu, kde O. minus tvoti perithecia a témto mistim se vyhyba.
Larvy, které se vyvijeji v zoné, kde O. minus tvoti plodnice, obvykle umiraji. Na druhou stranu,
pokud se vyvijeji v mistech, které O. minus kolonizovala, ale netvoti zde plodnice, tak jeji vyvoj

probihd normalné (Barras 1970). V tkanich, které byly kolonizovany touto houbou, se snizuje
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mnozstvi sacharidii a volnych aminokyselin. V lyku jehlicnanti se vyskytuje sacharéza, fruktdza
a glukdza a vétSina hub, véetné O. minus, jako prvni vyuziva fruktézu. V mistech prorostlych
houbami se snizuje i mnozstvi aminokyselin vyuzitelnych mikroorganismy i hmyzem.
Zajimavé je, ze mnozstvi tyrosinu a fenylalaninu ziistava stejné jako ve sterilnich zonach i v
mistech lyka, které kolonizovala O. minus. (Barras and Hodges 1969; Hodges et al. 1968).

Ophiostomatalni symbiotické houby i né¢které bakterie mohou lakat parazitoidy a predatory
karovct. Tento efekt byl prokazan pro O. Ips, kdy jeji pfitomnost zvySuje pravdépodobnost
utoku na ktrovce I. pini od blanoktidlé Heydenia unica. Pro O. minus vSak podobny efekt
potvrzen neni (Boone et al. 2008; Sullivan and Berisford 2004).

Mezi dalsi ophiostomatalni houby casto izolované jako symbionty klirovece 1. typographus
patii druhy O. ainoae, O. araucariae, O. cainii, O. clavatum, O. cucullatum, O. flexuosum,
O. olivaceum, O. piceae, O. piceaperdum, O. tetropii, Ceratocystiopsis minuta, Graphium
fimriisporum, G. pycnocephalum, Leptographium euphyes, L. lundbergii, L. procerum,
Pesotum sp., a v Japonsku také O. japonicum (Chang et al. 2018; Jankowiak 2005; Jankowiak
and Hilszczanski 2005; Solheim 1986, 1992; Viiri and von Weissenberg 1995, Viiri and
Lieutier 2004; Yamaoka et al. 1997). Ophiostomatélnich hub spole¢n¢ Zijicich a ovliviiujicich

ktrovce 1. typographus je ale vice (Kirisits 2004).

2.1.2. Kvasinky a neophiostomatalni houby

Symbiotické kvasinky, stejné jako vldknité houby, ovliviiuji celé spolecenstvi symbiotickych
kirovel. VétSina symbiotickych kvasinek se vykytuje v chodbickach v malém mnozZstvi pfi
napadani hostitelského stromu, ale daleko Castéjsi jsou jako zastupci intestinalni mikrobioty
(Rivera et al. 2009). Po Uspé$sném napadeni dieviny se jejich Cetnost jako ektosymbiontil
zvySuje a v pozdnich fazich kolonizace opét klesa. Nejlépe je tento vyvoj pozorovan u
Hansenula holstii a Candida diddensii, které spolu s Candida nitratophila nejrychleji
pfeménuji cis-verbenol na verbenon (Leufvén and Nehls 1986). I nékteré jiné kvasinkové
kmeny jsou schopné této pfemény na verbenon. Mezi tyto kmeny, symbiotické
s Ips typographus, patii Candida molischiana, C. nitratophila a Pichia pinus (Hunt and
Borden 1990; Leufvén et al. 1984). Cis-verbenol je vyznamnou sloZkou agregacnich feromont
karovce I. typographus (Krawielitzki and Mori 1977), zatimco verbenon funguje jako jeho
inhibicni slozka (Bakke 1981), takZe zména téchto latek vyvold vyznamnou zménu chovani
brouka. Mozn4 to je diivod, pro¢ Cetnost kvasinkovych kmentli po GspéSném napadeni stromu
roste a pifi dostatecném mnozstvi verbenonu se jiz prestanou brouci shlukovat (Leufvén and

Birgersson 1987).



Vsechny symbiotické kvasinky umi tvofit z latek nachéazejicich se bézné v lyku kyslikaté
monoterpeny, jiné biologicky aktivni latky a ovliviiovat mnozstvi vyskytujicich se rostlinnych
monoterpentl. Z kvasinek asociovanych s Ips typographus tvoii nejveétsi mnozstvi téchto latek
druhy C. molischiana a C. nitratophila. Nej¢astéji produkované monoterpeny jsou a-terpineol,
borneol, v mensim mnoZzstvi i terpinen-4-ol, myrtenol, trans-pinocarveol a 2-phenyl-ethanol
(Leufvén et al. 1988).

Kvasinka Ogatea pini, kterd 7Zije symbioticky s americkymi druhy klirove
Dendroctonus ponderosae a D. brevicomis, pafi mezi mutualistické symbionty a je pienasena
v mycangiich. Také ovliviiuje produkci biologicky aktivnich latek rast symbiotickych hub.
Stimuluje rist mutualistické houby Entomocorticium sp., ale ristu entomopatogenni houby
Beauvaria bassiana brani (Davis et al. 2011). Mtizeme ptedpokladat, ze podobny mechanizmus
se uplatiiuje 1 u evropskych druhti kiirovet véetné 1. typographus. O. pini také méni koncentraci
nékterych monoterpentl v 1lyku, koncentrace latek, které jeji rast inhibuji, snizuje, a koncentraci
téch, které jeji rist stimuluji, zvysuje (Davis and Hofstetter 2011).

Ptitomnost a ekologicka role neophiostomatalnich vldknitych askomyceti a mucoromyceti
neni pfili§ prozkoumana. AvSak vime, Ze mezi tyto symbionty patii nékolik entomopatogennich
hub, jako jsou Beauveria bassiana, B. pseudobassiana a Isaria coleopterorum. N&kolik
identifikovanych druhi jsou i bézni endofyté hostitelskych stromd a neni znamo, jak tito
endofyté interaguji s kiirovci nebo jeho symbiotickymi mikroorganismy (Giordano et al. 2013).
Na druhou stranu, neophiostomatalni houby se vyskytuji ve vétsi mife v napadenych, mrtvych
stromech (Jankowiak 2005). Velky vliv na populace kiiroveli maji entomopatogenni houby,
které jsou schopné svého hostitele zabit. Rust vétSiny téchto hub mize byt potlacovan pomoci
mutualistickych kvasinek, nachéazejicich se na sténdch chodbicek (Davis et al. 2011).
B. pseudobassiana je agresivni patogen hmyzu, véetné klirovcl. Tento patogen zplisobuje smrt
témeér vSech napadenych jedincii a také se dokaZe rychle §ifit v ramci populace dospélct. To je
divod, pro¢ se o této houbé uvazuje jako o dulezitém agens v biologickém boji proti fadé
karovcet, véetné 1. typographus (Kocagevik et al. 2016; Kreutz et al. 2004). Houby z rodu
Geosmithia 7iji v symbidze s mnozstvim brouki, vcetné nékterych kirovel (Kolafik and
Jankowiak 2013). S I typographus Zije ale v symbioze jen vzacné (Linnakoski et al. 2016).

Oproti pfedchozim skupinam, jsou basidiomycety asociovany s klirovcei podstatné méné.
VéEtsi vyznam maji pro hmyz, ktery se houbami zivi. U klirovei Zijicich v lyku se mykofagie
vyskytuje pomérn€ malo, na rozdil od nékterych jinych skupin hmyzu. Nékteré druhy ktirovca
z rod Dendroctonus a Ips mezi tento mykofagni hmyz patii také (Harrington 2005). V ptipadé

1. typografus neni podil hub na vyzivé znam, ale lze predpokladat, Ze neni nijak zdsadni.
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Americti mykofagni klirovci se zivi mnohem castéji basidiomycety nez askomycety, v Evropé
se v lyku zijici klirovcei Zivi spiSe ambrosiovymi houbami fadici se mezi ophiostomatalni houby
(Francke-grosmann 1952). VétSina s klirovei asociovanych druhli basidiomycetti jsou
rozkladaci dfeva a §iii se tedy nezavisle na hmyzu pomoci vétru. Nékteré druhy se ptizplisobili
¢astecné na Sifeni pomoci kiirovet. Druh Phlebiopsis gigantea tvoii konidie v komirkach larev,
které po pteméné v dospé€lce roznasi na dalsi stanovisté. Zarovein vSak tvoii spory v plodnicich
na vngj$i stran¢ kmenu. Houby rodu Entomocorticium ztratily schopnost §itit se vétrem a jejich
rozsifovani je tak zcela zavislé na hmyzu (Hsiau and Harrington 2003). ZvySuji ale mnoZzstvi
zivin v okolnim lyku a samice, které¢ se zivi touto houbou kladou vice vajec nez jiné (Ayres et
al. 2000; Whitney et al. 1987).

Pti napadani mrtvého stromu soupeti mutualistické ophiostomatalni houby s rozkladaci ze
skupiny  Basidiomycota. Mezi tyto  konkurenéni rozkladace patii nejcastéji
Peniophora gigantea a Stereum sanguinolentum (Dowding 1973). Basidiomycety také
zpusobuji nemoci dievin a tato onemocnéni mohou byt predisposici ke kolonizaci klirovci.
Armillariella mellea zptisobuje onemocnéni kofentl a tim vyrazné zvétSuje pravdépodobnost,
ze strom bude kolonizovan kiirovci (Kulhavy et al. 1984). Vzacné je s 1. typographus nalézana

1 Exidia saccharina (Kirschner 2010).

2.2. Symbidza s bakteriemi

Role bakterii v Zivotnim cyklu 1. typographus a jejich diverzita je o poznani mén¢ poznana
neZ u hub, predpoklada se ale, ze u kiirovel se bakterie Zijici ve sttevé mezi druhy pfili§ nelisi
a to ani pfi porovnani s ostatnimi nosatcovitymi brouky (Hansen and Moran 2013). Jako své
sttevni symbionty mé veskery hmyz bakterie z kmenti Proteobacteria a Firmicutes, dalsi se

poté 1isi podle taxonomického zatazeni nebo podle typu potravy (Colman et al. 2012).

2.2.1. Role bakterii pti kolonizaci stromu

Nékteré bakterie, stejn¢ jako houby, pomahaji broukovi pronikat obranou stromu a rozkladat
nebo preménovat terpeny na jiné latky. Nékteré bakterie Ziji jako endosymbionti stromu a po
jeho napadeni klirovcem, strom obyvaji spolecné a je tedy mozné, ze jsou vice asociované
srostlinou nez sbroukem. Mezi tyto bakterie patii zastupci rodd Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Erwinia a Serratia a napadeni klirovcem mozna vyvola rychlou proliferaci
téchto bakterii, a protoze jsou schopné rozkladat fadu terpenti, umoziuji usp€snou kolonizaci
brouky (Adams et al. 2013). Rod Serratia umi degradovat velké mnozstvi terpenti, ne vSak o-

pinen, ten je ale schopna do urcité miry rozkladat Rahnella sp., ktera ho pfeménuje na 3-



isopropylbut-3-enovou kyselinu. Na druhou stranu, jind studie schopnost Serratia sp.
degradovat a-pinen, potvrzuje, a dokonce ukazuje i to, Ze mirn€ tato latka podporuje jeji rtst
(Xu et al. 2016). Rada bakterii je také schopna rozkladat latky jako terpeny téméf stoprocentné
pouze do urcité koncentrace, po piekroceni této koncentrace se uz rychlost rozkladu nezvysuje
a Cast terpenu zistava v prostiedi. Bakterie Serratia sp. a Brevundimonas sp. rozkladaji
kyselinu abietovou, kterd brani v riistu ektosymbiotickych hub O. montium a G. Clavigera
(Adams et al. 2013; Boone et al. 2013).

V Ciné invazivni druh kiirovce D. valens napada mistni dieviny, které se brani vypousténim
naringeninu. Ten snizuje Zivotaschopnost tohoto brouka a je degradovan pomoci mutualistické
bakterie rostouci na sténach chodbicek pattici do rodu Novosphingobium. Tuto schopnost ma i
Stenotrophomonas sp., ale v mensi mife nez Novosphingobium. Az na par vyjimek mezi
kvasinkami, tato latka neni degradovana houbami, a tak téméf celé mnozstvi rozkladaji
Proteobacteria, jejichz Cetnost je nejvétsi v mistech nejintenzivnéjSiho rozkladu (Cheng et
al. 2018).

Mikrobialni symbionti kirovee 1. paraconfusus produkuji z myrcenu, ktery rostliny pouzivaji
jako obrany monoterpen, feromony ipsenol a ipsdienol (Hunt and Borden 1989).
Bacillus cereus, dal§i symbiont tohoto klirovce, syntetizuje z a-pinenu verbenol (Brand et al.
1975). B. cereus ale mozna neprispiva k celkové produkci verbenolu v kiirovci, nebo jen malo.
Brouci krmeni antibiotiky obsahuji mensi mnozstvi ipsenolu a ipsdienolu, neZ jedinci, ktefi
antibiotiky krmeni nejsou. MnoZstvi verbenolu vSak zlstava stejné (Byers and Wood 1981).
Dale nebyl zjistén vztah mezi mnoZstvim pfijimaného myrcenu a o-pinenu a mnoZzstvim
produkovanych feromont. Jedinci, ktefi se zivi Iykem P. sabiniana, ve kterém se myrcen
nenachéazi, méli v proktodeu stejné mnoZstvi ipsenolu a ipsdienolu jako jedinci, ktefi se zivili
lykem s riznymi koncentracemi myrcenu (Byers and Birgersson 1990). Nasledné pak bylo
zjisténo, Ze I. paraconfusus je schopny produkovat tyto agregacni feromony de novo (Seybold
et al. 1995). Kmeny Pantoea cedenensis 1izolované ze stieva I. typographus, rostou na myrcenu
a také jej rozkladaji, jestli ovSem produkuyji 1 ipsenol a ipsdienol, se nezjistovalo (Skrodenyte-
Arbaciauskiené et al. 2006). Méné& rezistentni bakterii vii¢i myrcenu je Erwinia typographi,

izolovana z travici trubice /. typographus (Skrodenyté-Arbaciauskiené et al. 2012).

2.2.2. Role bakterii pfi traveni potravy a recyklaci Zivin

Nemykofagni kiirovci se zivi po cely Zivot nutri€né nevyvazenym lykem, dfevem a ¢asti kiiry
stromu. Ty obsahuji velké mnozstvi celulézy a hemiceluloz a malo zdroji dusiku

(Mattson 1980; Morales-Jiménez et al. 2012). Malo zivocicht je schopno bez prokaryotickych



symbiontl vytvaret celulazy a tim celulozu Stépit a vyuzivat jako zdroj uhliku. Mezi Metazoa
vytvarejici si vlastni celuldzy patii néktefi plasténci, hlistice, mekkysi, Svaby a termiti.
Pfitomnost genil, kodujicich celulazy, se vysvétluje horizontalnim ptenosem z prokaryotickych
symbionti (Matthysse et al. 2004; Ni and Tokuda 2013; Smant et al. 1998). Mozna ale geny
pro celuldzy GHF9 ziskali zivoc¢ichové od spolecného piedka, a ty pietrvali jen u nékterych
zivoCicht (Davison and Blaxter 2005). U ktirovce Hypothenemus hampei vsak horizontalni
pfenos genu byl prokdzan. Nejednd se vSak o gen kodujici enzym Stépici celulozu, ale
galaktomannan. Ten je hlavni zasobni latkou kdvovych zrn, na kterych se dokaze dospé€lec Zivit
(Acuia et al. 2012). Mnoho druhtit hmyzu vyuziva ke $tépeni celuldzy komplex enzymii Ci-
celulazy, Cx-celulazy a celobidzy. Ci-celulazu a celobiazu si hmyz obvykle syntetizuje sam.
Toto vSak neplati u ¢eledi broukti Scarabaeidae a u kiirovet toto schéma $tépeni celuldzy nikdo
nezkoumal (Martin 1983). Po celé délce travici trubice kiirovce I. cembrae je zasadité prostiedi
a hodnota pH stoupa od stomodea k proktodeu, nikde vSak neni siln¢ alkalické prostiedi. To
vSak neplati u vSech zastupcti hmyzu, kdy pH muze byt jak kyselé, tak i1 zasadité. Nejveétsi
schopnost §tépit vétSinu substrati je stejna jako u vétSiny v mezenteronu, kde se $tépi vétSina
latek ptijatych z potravy, vétSina z nich se $tépi i v pfednim a zadnim stfevé hmyzu, ale
v malém mnozstvi. V zddné ¢asti stieva klirovee také nebyla zjiSténa ptitomnost hmyzi celulazy
(Balogun 1969; Engel and Moran 2013).

Jak probihd S$tépeni celulézy, xylanu a ligninu je u skupiny termitl pomeérné dobie
prozkoumano, u ktirovct to vSak neplati (Ni and Tokuda 2013). Témét vSechny informace,
které mame o roli bakterii pfi trdveni potravy klrovci mame ze studia druhii z rodu
Dendroctonus. Mezi symbiotické bakterie s nejvyssi Cetnosti ve stfeveé brouka patii Rahnella
sp. a Sereatia sp. Protoze kiirovci nejspiSe nemaji vlastni celulazy, jsou pfi jejim Stépeni zcela
zavisli na symbiotickych bakteriich. Bakterie schopné $tépit celulézu jsou Stenotrophomonas
maltophilia, Ponticoccus gilvus, Paenibacillus sp., Pseudoxanthomonas sp., Methylobacterium
sp., Sphingomonas sp., Brevundimonas kwangchunensis, Brevundimonas vesicularis,
Methylobacterium populi, Pseudoxanthomonas sp., Janibacter sp., Leifsonia sp.,
Cellulomonas sp. a Cellulosimicrobium sp. Nejvice se vSak uplathuje Serratia sp.,
Pseudomonas sp. a Bacillus sp. (Briones-Roblero et al. 2016; Hu et al. 2014; Morales-Jiménez
et al. 2009, Morales-Jiménez et al. 2012). Bakterie rodu Pseudomonas, které je schopna §tépit
celulozu, umi $tépit 1 chitin, protoZze se mize vyskytovat jako pfileZitostny patogen hmyzu
(Sindhu and Dadarwal 2001). Motsky kmen Bacillus flexus rostouci na zelenych fasach tvoti
halotolerantni celuldzu a jeji aktivita je zmapovana. Je otdzkou, na kolik je jeji aktivita shodna

s celuldzami bakterii vyskytujicich se v symbidze s ktirovei (Trivedi et al. 2011). Klrovei na
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rozdil od broukti z ¢eledi Anobiidae, kteti také cast svého zivotniho cyklu travi v Iyku, ale 1 ve
drevé, nestépi karboxymethylcelulozu. Tesatikovi druhu Saperda vestita to umoziuje bakterie
Sphingobium yanoikuyae. Tato schopnost miize byt vysvétlena tim, ze larvy S. vestita ziji v lyku
jen kratce a v pozdéjSich stadiich vyvoje se piesouvaji do dfeva, avSak kurovci do dieva
nepronikaji (Delalibera et al. 2005).

Dalsi rozsitfenou vlastnosti bakterii je schopnost $tépit lipidy. Bakterie schopné této reakce
jsou Acinetobacter Iwolffii, Arthrobacter sp., Pseudomonas putida, Pseudomonas azotoformans
a Rahnella sp., u které je tato aktivita nejveétsi. Nékteré bakterie schopné stépit celulozu a lipidy
maji schopnost §tépit 1 jiné latky, naptiklad nékteré estery, Skrob, xylan ¢i lignin. V piipadé
bakterii symbiotickych s kiirovei nebyla schopnost S$tépit pektin prokdzana. Bakterie
nachazejici se ve stteveé ktirovei také dokazi jako zdroj energie vyuzivat velké mnozstvi latek
(Briones-Roblero et al. 2016; Morales-Jiménez et al. 2012; Yilmaz et al. 2006).

Protoze klirovci se Zivi rostlinnymi tkanémi, ve kterych je malé mnozstvi dusiku, je pro né
tento prvek limitujici (Ayres et al. 2000; Mattson 1980). Kirovci fesi tento problém pomoci
symbidzy s bakteriemi, které¢ jsou schopné fixovat vzdusny dusik nebo vyuzivat kyselinu
mocovou, jako zdroj dusiku. To, Ze 1. typographus a I. chalcographus, nebo néktery z jejich
symbionti, jsou schopni fixovat vzdus$ny dusik, je dlouho zndmo (Peklo and Satava 1949).
Pozdé&ji byla tato schopnost potvrzena i u dalsiho hmyzu ze Scolytinae a také bylo zjisténo, ze
dusik fixujici organizmy jsou symbiotické bakterie nachazejici se uvnitf hmyzu, nejspiSe
v travici trubici. Tyto bakterie byly urCeny jako Enterobacter sp., E. agglomerans a
E. aerogenes (Bridges 1981). Dalsi bakterie schopné fixovat dusik jsou Rahnella aquatilis,
Raoultella terrigena, Serratia sp. a Erwinia sp. VSechny tyto bakterie byly nakonec
lokalizovany ve stievech hmyzu. Pfitomnost nékterych cukrii, jako je fruktdza, glukoza,
laktoza, mannitol nebo rafindza, zvySuje efektivitu fixace. R. aqualitis je necastéjsi dusik
fixujici bakterie nachazejici se u kiirovell a vyskytuje se ve vSech vyvojovych stadiich brouka.
Také je moZna bé€znou endofytickou bakterii a do klirovce se dostdva pifi konzumaci lyka
(Morales-Jiménez et al. 2009, 2012, 2013). Lokalizace fixace dusiku byla také urcena pomoci
gend nifD a nifH kodujici nitrogendzu. nifD spolu s nifK kdéduje jednu slozku nitrogenazy
(dinitrogendzu), coz je tetramer a2f2. nifH koduje druhou slozku (dinitrogendzova reduktéza),
kterd nasledné tvoifi homodimer. Obég tyto slozky jsou schopné nakonec $tépit molekulu N>
(Fani et al. 2000). Tyto geny byly vZdy lokalizovany v travici soustavé (Morales-Jiménez et al.
2009, 2013).

Druhou mozZnosti, jak se hmyz vyrovnava s nizkym piijmem dusiku je recyklace kyseliny

mocové, kterd je hlavni odpadni latkou broukt (Bursell 1967). Pseudomonas fluorescens,

10



Serratia proteomaculans a R. aquatilis vyuzivaji kyselinu mocovou jako zdroj dusiku, uhliku 1
energie. V dospé€lcich se nachazi vétsi mnozstvi kyseliny mocové nez v larvach. Vétsi
schopnost nebo ¢etnost téchto bakterii se nachazi ve vyvijejicich se larvach. Produktem fixace
vzdusného dusiku i vyuzivani kyseliny mocové jako zdroje dusiku je molekula amoniaku. Tato
molekula mtze byt vyuzita pfimo hmyzem, je ale pravdépodobnéjsi, ze bude vyuzita
v bakteridlni buiice a do hmyzu se dostane az po jejim odumfieni a straveni (Morales-Jiménez

etal. 2013).

2.2.3. Interakce symbiotickych bakterii s dal§imi organizmy spolecenstva

Nekteré symbiotické bakterie, stejn¢ jako kvasinky, maji vliv na rast a tvorbu konidii hub ve
svém okoli. Mykofagni druh D. frontalis vyuziva tyto bakterie k ochrané Entomocorticium sp.
pted antagonistickou O. minus. Streptomyces thermosacchari patiici mezi Aktiniobakterie
produkuje mucangimycin, ktery ma antifungdlni ucinky. Mucangimycin ma silnéjsi
antifungdlni u¢inky nez lidmi vyuzivané antimykotikum amfotericin B, avSak mutualistické
Entomocorticium sp. téméf neovliviiuje, zatimco rust O. minus siln€ inhibuje. Protoze je mnoho
kirovel zavislych na symbiotickych houbach, bude tento d¢j nejspise hojné rozsiteny (Oh et
al. 2008; Scott et al. 2008). Bakterie schopné rozkladat obrané latky napadeného stromu casto
maji vétsi vliv na symbiotické houby. Také ptitomnost téchto latek, jako jsou terpeny ovliviuje,
jaky vliv bakterie na houby ma. Bakterie také ¢asto ovliviiuji mnozstvi produkovanych konidii,
zatimco rust zistava témei nepozménén (Adams et al. 2009). Kiirovec také dokaze selektovat
pfitomné houbové druhy, a to pomoci baktérii jako je Micrococcus luteus, Serratia grimesii a
Staphylococcus hominis, rozsitovanych ve svém oralnim sekretu. Houby, které jsou takto
inhibovany jsou Leptographium abietinum, Aspergillus fumigatus a Trichoderma harzianum,
ale A. nomius je proti latkdm téchto bakterii odolny. AvSak béhem plisobeni téchto latek tvori
slabé, atypicky zbarvené kultury. Také je moZné, ze hmyz takto ovliviiuje symbiotické houby,
které pro néj byly piinosné v pfedchozim vyvojovém stadiu, ale nyni jiz nejsou (Cardoza et al.
2006). Zatimco nekteré bakterie asociované s kiirovei vétSinou inhibuji rist pouze
antagonistickych hub, endofytni bakterie vyskytujici se v Ilyku nebo i xylému inhibuji rist i
mutualistickych druhii hub (Adams et al. 2008; Schreiber et al. 1988). Zatimco se endofytnich
bakterii v lyku jak zdravych, tak i napadenych stromii vyskytuje pouze malé mnoZstvi,
v chodbickéch kiirovet zije velké mnozZstvi bakterii a ty jsou bud’ broukem roznaseny, nebo po
napadeni se koncentruji v téchto mistech a pomérné rychle proliferuji (Mason et al. 2016).

Bakterie mohou napadat také klirovce, zpisobovat mu nemoci, poskozovat ho ¢i zabit

(Garcia-Fraile 2018). Takovéto patogenni bakterie se 1iSi svym ucinkem u rGznych druht
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krovci. Muzeme vSak fici, ze vysokou mortalitu u fady klrovci maji Pseudomonas
fluorescenc a Serattia marescenc (Moore 1972; Sevim et al. 2012). Spolecenstvo bakterii ve
stievé kobylky Schistocerca gragaria vSak snizuje pravdépodobnost, ze dany jedinec bude
S. marescenc napaden. Jestli podobny mechanizmus funguje 1 u ktirovct, nevime (Dillon et al.
2005). O ftad¢ téchto bakterii se uvazuje jako o potencionalnim agens vyuzitelném
v biologickém boji proti t¢émto Skiidcim (Yaman et al. 2010). Pro 1. typographus byla jako
bakterie s nejvyssi patogenitou i mortalitou uréena bakterie S. liquefaciens (Muratoglu et al.

2009).

2.2.4. Intracelularni symbidza

Nejznamé;jsi bakterii tvotici intracelularni symbidzu s hmyzem je Wolbachia. Tato bakterie
se dédi po matetské linii a u hmyzu spousti partenogenezi (Stouthamer et al. 1993), zptisobuje
cytoplasmatickou inkompabilitu (O’Neill et al. 1992), zptisobuje feminizaci samct (Rousset et
al. 1992) a zabiji samce (Hurst et al. 1999). Byla prokazana u hmyzu v fadech Diptera (Dobson
and Rattanadechakul 2001; Kittayapong et al. 2000), Lepidoptera (Sweby et al. 2010; Tagami
and Miura 2004), Hemiptera (Espino et al. 2009; Nakamura et al. 2012), Hymenoptera
(Dedeine et al. 2001; Plantard et al. 1999) a 1 Coleoptera (Kolasa et al. 2018). V rdmci fadu
Coleoptera tvoii Wolbachia symbidzu s ambroziovymi Castéji nez s lykozravymi kiirovci.
Muze to byt zplisobeno tim, ze ambroziovy brouci maji ¢asto haplo-diploidni uréeni pohlavi,
ale kiirovci diploidni. Existuje zde hypotéza, ze ptitomnost wolbachie souvisi s haplo-
diploidnim ur¢enim pohlavi u hmyzu (Kawasaki et al. 2016). Studie potvrzuji wolbachie u
jinych ktirovet, napt. Hypothenemus hampei (Vega et al. 2002), Coccotrypes dactyliperda, kde
ovlivitluje mnozstvi kladenych vajec (Zchori-Fein et al. 2006), a Pityogenes chalcographus
(Arthofer et al. 2010; Wolfgang et al. 2009), ale prozatim nebyla potvrzena v symbidze s Ips
typographus (Kolasa et al. 2018; Michalkova et al. 2012). Existuji vSak odhady, ze 20 %
(Werren and Windsor 2000) az 66 % (Hilgenboecker et al. 2008) vSech druhti ¢lenovcl miize
byt wolbachii nakazeno. Je tedy také mozné, Ze se vyskytuje jen u malého mnozstvi jedinci
druhu, a proto nebyla nalezena (Weinert et al. 2007). AvSak v ramci Evropy jsou si populace
Ips typographus geneticky velmi blizké (Sallé et al. 2007) a nabizi se tedy moZnost, Ze by bylo
nakazeno spiSe vétsi procento jedincii.

Dalsi hojné studovanou bakterii tvofici intracelularni symbidzu s hmyzem je Rickettsia. Tato
bakterie je znama jako patogen obratlovcii véetné ¢loveka, ale Cast Zivotniho cyklu se odehrava
ve Clenovcich (Azad and Beard 1998). Ta také dokaze manipulovat s reprodukci svého hostitele

a ovlivilovat partenogenezi (Hagimori et al. 2006), stejn¢ tak jako zabijet samce hostitelského
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druhu, pokud je napaden (Lawson et al. 2001). V téle hostitele se miize nachézet pouze v jedné
urcité tkani nebo misté, stejné tak jako v celém téle (Gottlieb et al. 2008). Protoze se vyvinula
jako priméarni symbiont Clenovcill, je v hmyzu hojné nalézana (Weinert et al. 2009). Byla
potvrzena v fadech hmyzu jako je Psocoptera (Yusuf and Turner 2004), Siphonaptera (Azad
et al. 1992), Sternorhyncha (Sakurai et al. 2005), Hymenoptera (Hagimori et al. 2006),
Lepidoptera, Diptera a Coleoptera (Weinert et al. 2009). Jako symbiont I #ypographus
nalezena nebyla. Rickettsia byla ale potvrzena u 16 % zkoumanych druhii ¢eledi Curculinoidae,
ale zaddny ztéchto infikovanych broukti nepatifi mezi kiirovce (Kolasa et al. 2018). Na
pritomnost Rickettsia a jinych intracelularnich symbiotickych bakterii byl testovan kiirovec
1. acuminatus, avsak ptitomnost zadné takovéto bakterie nebyla potvrzena (Schebeck et al.
2019). I zde plati stejné jako u wolbachie, ze prevalence nakazy v jednotlivych druzich se mtize
pohybovat od nizkych po vysoké hodnoty, a mozna proto nebyla nalezena.

Mezi bakterie tvofici intracelularni symbidézu s hmyzem patii i bakterie Cardinium a
Spiroplasma, které jsou vSak podstatné méné studované. Ob¢ tyto bakterie jsou také schopné
ovlivilovat rozmnozovani svych hostitelti (Schebeck et al. 2018) a maji u broukli rozmezi
infikovanych jedinct v rdmci populace mezi 1 % a 89 %. (Weinert et al. 2007). Cardinium bylo
prozatim potvrzeno v fadech Hemiptera, Hymenoptera (Zchori-Fein et al. 2004) a Coleoptera.
Mezi brouky symbiotickymi s Cardinium jsou i tfi druhy pattici k ¢eledi Curculinoidae, ani
jeden znich vSak nepatii do podceledi Scolytinae. Cardinium nebylo nalezeno ani u
dievokazného Oryzophilus surinamensis, ktery Zije pod kirou stromt, avSak nepatii mezi
kirovee (Kolasa et al. 2018; Zchori-Fein and Perlman 2004). Mame potvrzené ptipady infekce
spiroplasmou u hmyzu z tadu Lepidoptera (Jiggins et al. 2000), Hymenoptera (Whitcomb et al.
1993), Diptera (Williamson et al. 1999) a Coleoptera, kde se studie nejcastéji zametuji na druhy
z ¢eledi Coccinellidae (Hurst et al. 1996; Weinert et al. 2007). Byla také nalezena v Celedich
broukl jako Scarabaeidae, Staphylinidae a Curculionidae, avSak v druhu Ips typographus
nebyla nalezena 74dna bakterie tvofici intracelularni symbidzu (Kolasa et al. 2018).
Spiroplasma byla nalezena u klrovce Pityogenes chalcographus, avsak pouze u jednoho
jedince, a tato studie také nepotvrdila vyskyt Cardinia. Zdé se tedy, Ze Spiroplasma i Cardinium
maji u kirovet velmi nizkou prevalenci (Schebeck et al. 2018).

Sodalis je dédicnd symbioticka bakterie tvofici intracelularni symbiozu s celou fadou hmyzu.
Jako prvni byla nalezena v mouse tse-tse (Glossina morsitans) (Dale and Maudlin 1999).
VétSina studii hledala Sodalis v hmyzu zitadu Diptera (Novakova and Hypsa 2007) a
Hemiptera (Kaiwa et al. 2010; Matsuura et al. 2014). Existuji vSak studie prokazujici jeji

pfitomnost i u bazalnéjSich fadi hmyzu (Fukatsu et al. 2007). Jako endosymbiont byla
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potvrzena také u nosatce rodu Curculio, kde zije v bakteriocytech, které maji redukovanou
bunécnou sténu, jsou lokalizovany na rozmezi stomodea a mezenteronu a bakterie se vyskytuji
v jejich cytoplasmé bez obalové membrany hostitelské buiiky (Toju et al. 2010). Prestoze Casty

vvvvvv

se predpokladalo, stale je davana do Ustrani a jeji vliv je upozad’ovan (Hosokawa et al. 2015).

2.3. Zmény mikrobialnich symbiontll v ramci Zivotniho cyklu kiirovce

Nekteti symbionti kiirovei se vyskytuji v asociaci pouze s ur€itym vyvojovym stadiem téchto
broukli. Houby a nékteré bakterie zijici ektosymbioticky spolu s klirovci se mohou vyskytovat
v ramci celého jeho zivotniho cyklu, nebo mohou byt v urcité vyvojové fazi potlaceny jinymi
mikroby (Cardoza et al. 2006). Tato skuteCnost vSak neni pfili§ zkoumdna a spiSe se
predpoklada, ze nejvice se béhem riznych vyvojovych stadii kiiroved méni jejich bakterialni
mikrobiota nachazejici se ve stievé. Tyto zmény mohou byt zavislé na typu pfijimané potravy
nebo na vlastnostech téchto bakterii (Delalibera et al. 2007). AvSak tyto bakterie se 1i8i i mezi
jedinci stejného druhu nejen v rliznych vyvojovych stadiich a riznych lokalitach, ale i
v zavislosti na zdravotnim stavu a fyziologii daného jedince i hostitelského stromu (Morales-
Jiménez et al. 2012). Nejvétsi diverzita stfevnich bakterii se vyskytuje u dospélct, kteti jiz
diverzitu téchto bakterii maji larvy. To miize naznacovat, ze vertikalnim pienosem od predchozi
generace se prenasi jen malé mnoZstvi téchto bakterii a vétSina je ziskdna b&hem Zivota
(Briones-Roblero et al. 2017). To mize byt také divodem, pro¢ v n€kterych studiich vSechny
bakterie nalezené v larvach a kuklach byly nalezeny i v dospélcich (Morales-Jiménez et al.
2012). Také celkova diverzita stievni mikrobioty klirovcl je pomérné malad oproti jinym
skupindm hmyzu (Delalibera et al. 2007).

Mezi bakterie nalezené v larvach klirovce Dendroctonus rhizophagus patti Rahnella sp,
Pseudomonas  sp., Acinetobacter Iwoffii, Serratia sp., Propionibacterium sp. a
Stenotrophomonas maltophilia, pticemZ fada z nich patfi mezi endofyty b&zné se vyskytujici 1
v nekolonizovanych stromech. Nékter¢ z t€chto bakterii také fixuji dusik, Stépi ligniny, lipidy,
terpeny ¢i jiné latky a maji tak nejspise velky vliv na rist a vyvoj larev D. rhizophagus, a mozna
1 dospélct, jelikoz vSechny tyto bakterie byly poté nalezeny v jejich travici soustavé (Briones-
Roblero et al. 2017; Briones-Roblero et al. 2016; Morales-Jiménez et al. 2012). Jedinou
zjisténou kvasinkou symbiotickou s larvou D. rhizophagus je Cyberlinderina americana $tépici
Skrob a lipidy. Ta také pretrvava ve stadiu kukly i dospélce. Ve stfevech dospélcti se vSak jiz

vyskytuji i dal$i kvasinky, mezi které patii Candida piceae a Zygoascus sp. (Briones-Roblero
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et al. 2016). Na druhou stranu, u jiného druhu rodu Dendroctonus byly nalezeny bakterie
Bacillus sp. a Leuconostoc sp., které se jiz ve stadiu dospélce nevyskytuji a mohou tedy hrat
dileZitou roli pfi vyvoji a ristu pouze larvy (Vasanthakumar et al. 2006). Cinsky druh D.
armandi mé ve svych stievech Citrobacter sp. a Pantoea sp. Tyto bakterie jsou dominantni
béhem stadia larvy a dospélce, avSak béhem stadia kukly prevlada Methylobacterium sp., ktera
muze hrat dilezitou roli z hlediska energie pii metamorfoze (Hu et al. 2013).

Kiirovec Ips pini hosti Pantoea sp. a Stenotrophomonas sp. v ramci celého zivotniho cyklu.
V larvach a dospélcich se vyskytuji ve velkém mnozstvi, zatimco v kukladch se vyskytuji
s nizkou Cetnosti. Jelikoz vSak byl jejich vyskyt potvrzen 1 béhem této vyvojové faze, nejspise
pretrvavaji i béhem metamorfozy. Také ale mozna jejich mnozstvi béhem faze kukly klesa az
uplné vymizi a dospélci je po vylihnuti ziskaji znovu z okoli (Delalibera et al. 2007).

Z larev klrovce I. typographus byly izolovany bakterie Rahnella variigena, Rahnella
woolbedingensis a Pseudomonas trivialis. Ty jsou schopné S$tépit Skrob a bakterie rodu
Rahnella 1 karboxymethylcelul6zu. Stfevni mikrobiota dospélcti vSak zjisténa nebyla. Také je
ale mozné, ze je podobna jako mikrobiota druhu Pityophthorus pityographus, jehoz vzorky byly
ziskany na stejné lokalité. Tento druh vSak napada jedli bélokorou (4bies alba). Strevnimi
symbionty P. pityographus je Erwinia billingiae, Curtobacterium plantarum, Yersinia ruckeri,
Pantoea agglomerans, Pseudomonas arsenicoxydans, Staphylococcus epidermidis a
Staphylococcus hominis. VétSina kment téchto druhd bakterii jsou také schopny Stépit

karboxymethylcelulozu, Skrob a xylan (Fabryova et al. 2018).

3. Moderni metody studia

Prvnim a stale ¢astym zplsobem studia symbiontd klirovct zastavaji metody, pii kterych je
nutny mikroorganizmus nejdiive izolovat a kultivovat (Klepzig 1998), ty jsou v§ak v modernich
studiich doplnovany o metody, které nejsou zavislé na kultivaci (Vasanthakumar et al. 2006).
Velky vliv na kultivaci bakterii 1 hub mé vybrané médium, na kterém tyto organizmy rostou.
Tyto média se li§i pro rizné skupiny organizmd, takze se nékdy vyuzivaji rizna média ke
kultivaci bakterii a hub. Pro kultivaci bakterii 1 hub se nejcastéji vyuziva malt extrakt agar
(MEA) (Cardoza et al. 2006; Davis and Hofstetter 2011; Jankowiak and Hilszczanski 2005).
Nasledné mizeme u téchto izolati sledovat jejich morfologii, produkei riiznych metabolitt ¢i
schopnost vyuzivat urcité latky jako zdroj energie (Bridges 1983; Briones-Roblero et al. 2016).
Nejcastéji se tyto kultivované mikroorganizmy urcuji po izolaci DNA a jejim zmnoZeni pomoci
PCR Sangerovou metodou sekvenace (Novakova et al. 2015; Wolfgang et al. 2009).

NedokaZzeme vSak kultivovat vSechny mikroorganizmy a tyto nekultivovatelné organizmy
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nejsme nasledné schopni nalézt. Tento fakt, ze fadu mikroorganizmli nejsme schopni
kultivovat, méa za dusledek podhodnoceni nejenom mnozstvi symbiontii kirovct (Briones-
Roblero et al. 2017; Sanzani et al. 2014). Naptiklad pouze 73,5 % mikroorganizmu
nachazejicich se ve stieveé ¢loveka Ize kultivovat. Jak to je s procentualni schopnosti kultivovat
sttevni mikrobiom ktirovcl, neni zndmo (Browne et al. 2016). Z tohoto divodu se ¢im dal
Castéji pii studiu mikroorganizmii asociovanymi s kiirovei vyuzivaji metody, pfi kterych neni
nutné je kultivovat.

Mezi metody, které nejsou zavislé na kultivaci patii metagenomika. Pomoci této metody jsme
schopni urcit pocet a Cetnost genomtl nachazejicich se v metagenomu vzorku (Handelsman et
al. 1998). Nejvyuzivanéjsi verzi metagenomiky je metabarcoding, ktery nicméné vnasi chybu
diky nutnosti pouziti PCR. Metabarcoding ndm umoziuje podle kratkého a pomérné
konzervovaného iseku DNA , tzv. barcode, taxonomicky zatadit organizmus (Abdelfattah et
al. 2018; Taberlet et al. 2012). Pro bakterie se jako barcode vyuziva ¢ast 16S rDNA (Dollive et
al. 2012) a pro houby usek jaderné rDNA nazvany ITS (internal transcribed spacer), ktery
obsahuje piepisované mezerniky ITS1 a ITS2 a kodujici oblast 5.8S rDNA (Schoch et al. 2012).
Protoze je vSak stale problém studovat cely barcode, a to i pomoci technik sekvenovani dalsi
generace (next-generation sequencing), jsou v ramci dané¢ho barcdoe studovandny jen mensi
useky (Yang et al. 2016). V ramci tseku ITS je nejcastéji studovan jen usek ITS1 ¢i ITS2. Pri
porovnani vysledki téchto sekvenci bylo zjisténo, Ze jejich vysledky se mirné lisi, ne vSak ptilis
a jsou tedy srovnatelné. Vybér mezi nimi celkovy vysledek nijak vyrazné neovlivni (Blaalid et
al. 2013). Usek 16S vyuzivany jako barcode pro bakterie byl rozdélen na subregiony V1 az V9.
Zde ale vybér subregionu mize jiz vysledky vyrazné ovlivnit a proto byly jako vyuZivané tseky
barcodu urceny Casti V4 az V6, jejichz vysledky totiz nejvice odpovidaji 1 vysledkiim celé
sekvence 16S rRNA (Yang et al. 2016). Houby jsou velkou skupinou organizmil a nejspise
nelze vyuzit pouze jeden usek DNA jako barcode, ale je tfeba jich vyuzivat vice a nalézt nové
pro nizsi taxonomické jednotky (Chakraborty et al. 2014). Limitaci useku ITS je 1 to, Ze nékdy
sdruzuje neptibuzné druhy do jednoho clusteru a blizce ptibuzné druhy rozd¢€li do nékolika
clusterii (Blaalid et al. 2013; Schena and Cooke 2006).

Stejné jako pii taxonomickém zafazovani organizmil se i pii zjiStovani jejich ekologické role
ve spolecenstvu vyuzivala kultivace a tato metoda je stale velmi Castou. Odebirdnim ¢i
piidavanim jednotlivych latek, které se mohou vyskytovat i v jejich pfirozeném prostiedi, se
poté urcovala jejich role ve spoleCenstvu (Leufvén et al. 1984; Xu et al. 2016). Stejné se
kultivovaly rizné mikroorganizmy v jedné, spole¢né kultuie a sledovalo se, jak spolu tyto

organizmy interaguji (Klepzig and Wilkens 1997). S rozvojem metod, které nejsou zavislé na
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kultivaci, Ize urcit s velkou piesnosti lokalizaci dané¢ho déje, avsak s obtizemi se poté urcuje
jeho ptvodce (Maron et al. 2007; Schneider and Riedel 2010). Mezi tyto metody patii
proteomika, metaproteomika a metabolomika. Zatimco metabolomika poskytuje informaci
podle zjisténych metabolitd, proteomika a metaproteomika podle pfitomnych ¢i pravé
syntetizovanych bilkovin (Gotelli et al. 2012; Turnbaugh and Gordon 2008). Pomoci
proteomiky miizeme zjistit, jaké mnozstvi jednotlivych proteint se ve vzorku nachazi, z toho
muizeme vyvodit, jaka bude celkovad aktivita tohoto déje. Pfitomné proteiny maji veEtsi
propojenost s aktualni ekologickou roli daného mikroorganismu nez DNA (Biron et al. 2006).
Oproti studovani metaproteomu ziskaného z ptidniho ¢i vodniho prostiedi, je studovani stfevni
mikrobioty stdle velmi limitované technickymi moznostmi, a pravé proto se i dnes hojné
vyuzivaji kultivacni metody (Shi et al. 2010). Piesto ale miizeme urcit funkci, metabolismus ¢i
ekologii 1 bez nutnosti kultivace mikroorganizmu, a to pomoci transkriptomiky. Ta nadm
umoznuje urcit funkci i taxonomické zafazeni organizmu pomoci mRNA, kterd se nasledné
pomoci reverzni transkriptazy pirepisuje do cDNA. Pfi pouziti vhodnych metod, nemusime
zkoumany organizmus piedem znat (Johansson et al. 2013; Lowe et al. 2017).

Ekologickou roli mikroorganizmli mizeme urcovat i podle operacnich taxonomickych
jednotek (OTU, operation taxonomic unit) ziskanych pomoci metagenomiky a to pouzitim
nastrojiit FUNGuild a PICRUSt. FUNGuild je urceny pro houby a PICRUSt pro bakterie a oba
funguji podle ekologické role dané taxonomické skupiny (Langille et al. 2013; Nguyen et al.
2016).

3.1. Hlavni mezery v poznani

Dulezité, ale chybé¢jici informace, které by poskytly vyznamny pokrok v pochopeni ekologie
a vlivu jednotlivych symbiontt, nazyvame ,.knowledge gap®. Tyto mezery Ize vyplnit dal§imi
vyzkumy, které by nam tyto informace poskytly. Hlavni mezery ve védéni o interakcich a vlivu
mikrobt na kiirovce jsou:
1.) Vétsinou neni jasné, jestli se bakterie a houby piendseji vertikalné (z rodicli na potomstvo)
¢1 horizontalné (zisk z prostiedi). Je jasné, Ze se uplatiiuji oba zplisoby, ale konkrétni studie
chybi. K pochopeni pfenosu jsou nutné studie, ve kterych by se studovali vajicka, brouci pied
vylétnutim a pied zavrtanim do hostitelské dfeviny.
2.) Jestli je lignoceluldza St€pena broukem, mikroby ¢i obéma organizmy. Tato informace by
méla byt ziskana studiem transkriptomu.
3.) Fyziologie a interakce mikroorganizmi jsou studovany stale in vitro na béZnych médiich za

béznych koncentraci kysliku. Pfitom mizeme pfedpokladat, Ze antiherbivorni latky (terpenoidy
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a tfisloviny) vyrazné ovlivituji metabolismus a jejich aktivita se vyrazné lisi in vivo. Je nutné
provést studium genomut téchto mikroorganismli a predikci jejich metabolickych funkeci
in silico.

4.) Absence manipulativnich experiment u vétSiny druhiti ktiroveua (tj. ptipad, kdy vyuziva
sterilni larva a studuje se v definovaném prostiedi, s danymi mikrobem). Zde je ale problém,
ze axenické kultury brouka je tézké udrzovat.

5.) Vime, ze béhem vyvoje brouka se zvySuje diverzita intestinalnich mikroorganizm, jestli se
vSak zvySuje 1 jejich Cetnost, neni znamo. Je také mozné, ze celkova Cetnost zlistava stejna, ale
se zvysujici se diverzitou klesa abundance jednotlivych druht mikroorganizmi. Ke zjisténi,
jestli a jak se abundance méni béhem vyvoje je nutné ji uréit a porovnat ve vice vyvojovych
stadiich.

6.) O pfitomnosti, prevalenci a vlivu intraceluldrnich symbionti nemame u ktrovcl témet
zadné informace, ackoliv jsou u hmyzu tito symbionti rozsiteni. Ke zjiSténi pfitomnosti 1ze

vyuzit genomické metody ¢i PCR za pouziti specifickych primeri.

3.2. Zaméreni dal$iho vyzkumu

V soucasné dobé mame jen omezené mnozstvi informaci o mikrobidlnich symbiontech Ips
typographus a to ptedevsim téch bakteridlnich. Ani u hub si vSak nejsme zcela jisti, jak velky
vliv maji na Zivotaschopnost a rozmnoZovani brouka. Dalsi vyzkumy by se mély zaméfit na
roli intestinalnich bakterii pii trdveni tézko rozlozitelnych slozek potravy a na identifikaci latek,
které tyto bakterie syntetizuji. Dale by se studie mohly zaméfit na intracelularni symbionty,
jejich prevalenci a vliv pfi krmeni, rozmnoZovani a hledani novych hostiteltl. Nékteré esencialni
latky mohou byt uvoliiované jednim nebo vice symbiontli a pro ostatni ¢leny spole¢enstva miize
byt tento zdroj jedinym nebo hlavnim zdrojem této latky. To by ukazovalo na dilezitost tohoto
symbionta a metabolickou provazanost mezi jednotlivymi ¢leny spolecenstva.

Pfi budoucim studiu s klirovci asociovanych mikrobt a jejich role by bylo zajimavé testovat
jednu z nasledujicich hypotéz: (I.) Intestinalni mikrobiom hraje kli¢ovou roli pfi trdveni potravy
larvami 1 dospélci Ips typographus; (Il.) Intestindlni mikrosymbionti Ips typographus se
nepfenasi mezi generacemi, ale jsou nove ziskavani s potravou; (II1.) Bakterie pomahaji kiirovci
Ips typographus kolonizovat nové hostitele diky rozkladu ¢i pfeméné obranych rostlinnych
latek; (IV.) Houbovi ektosymbionti pomdahaji ktrovci Ips typographus kolonizovat nové
hostitele diky jejich rustu tkdnémi rostliny, ¢imz je nucena k rozlozeni obrany; (V.) Odpadni

latky Ips typographus jsou vyuZzivany mikrobialnimi symbionty, dusik z té€chto latek je nasledné
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uvolnén a znovu vstieban broukem; (V1.) Ips typographus hosti intracelularni symbionty, kteti
vedou ke zvyseni poc¢tu potomkil u napadenych jedincti.

ProtoZze technické moznosti pro studium stfevnich mikroorganizmt jsou stale velmi limitujici,
je vhodné testovat hypotézu (I.) pomoci kultivace izolovanych mikroorganizmt na médiich
obohacené o hlavni slozky potravy kiirovce, a to jak smiSené v podob¢ lyka, tak jako jednotlivé
molekuly, které se v nich bézn¢ nachézi a sledovat schopnost je rozkladat ¢i vyuzivat jako zdroj
zivin a energie. Také by bylo nutné sledovat schopnost brouka krmeného antibiotiky a
antimykotiky travit potravu. Ke zjisténi piivodu riznych enzymi by bylo vhodné pouzit
transkriptomiku. Ostatni moderni metody nezavislé na kultivaci by poté mohly nést pouze
dopliyjici informace. Podobné lze testovat i hypotézu (III.). Pii testovani (II.) hypotézy lze
vyuzit metabarcoding, ktery neni zavisly na kultivaci mikroorganizmi. Pfi tomto pokusu by
bylo nutné sesbirat a omyt vajicka, kterd by byla nasledné inkubovéna ve sterilnich podminkach
a po vylihnuti by jsme zjist'ovali pfitomnost intestindlnich mikroorganizmd. Pfi testovani vlivu
hub pii napadani stromu (IV.) Ize vyuzit semenacky ¢i mladé stromky. Nékteti brouci by se
zbavily svych houbovych symbionti pomoci antimykotik a nasledné by se sledovala schopnost
kolonizace mezi obéma skupina kirovci. K testovani druhé c¢asti teorie lze vyuZzit
metabolomické metody, kdy budeme sledovat ptitomnost obranych latek stromu v riznych
mistech napadené dreviny. Testovani schopnosti mikrobti vyuzivat kyselinu mocovou (V.)
in situ je znaéné omezeno, a to jak limitaci mnoZstvim vazanych atomi izotopt dusiku (°N)
v téle brouka, tak nutnosti tyto izotopy sledovat. Proto je vhodné i zde pfikrocit k vyuZiti
kultivace. Hlavni informaci by jsme ale mohli ziskat pomoci transkriptomiky, pomoci které
bychom dokézali tyto organizmy identifikovat. Pfitomnost intracelularnich symbiontt (VI1.) Ize
testovat metabarcodingem jednotlivych tkani kirovce 1. typographus. Pokud by v nékterém
typu tkané byly tito symbionti potvrzeni, sledovala by se tato tkai a nasledné by jsme

porovnavali mnoZstvi potomkl napadenych a nenapadenych jedinci.
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4. Zavér

Bakteridlni a houbovy symbionti velmi ovliviluji Zivotaschopnost, rozSifovani a
rozmnozovani kirovct. Prestoze klrovci patfi mezi nejvetsi Skiidce ovliviujici lesnictvi i
kvalitu ziskavaného dieva, nejsou vztahy mezi jednotlivymi Cleny spolecenstva znamy.
Pochopeni vztahti mezi jednotlivymi symbionty mtizeme vyuzit k nasledné eliminaci klic¢ovych
¢lentl spoleCenstva, a tim snizit jeho schopnost rozmnozovat se ¢i napadat nové hostitele.

Dnes jiz vime, Ze né€ktefi mikroby produkuji latky, které Ips typographus pouziva jako
feromony, ¢imz vyrazné ovliviuji jejich chovéni. Také vime, ze fada symbiotickych bakterii a
hub dokaze potlacovat mikroby, ktefi na /. typographus parazituji nebo snizuji jeho fitness. Jak
vyznamni jsou symbionti pii napadani novych hostitelti, rozkladu obranych terpenti dievin,
traveni potravy, recyklaci z potravy malo dostupnych atomt dusiku a fosforu ¢i syntéze
esencialnich aminokyselin a vitamint, v§ak neni zndmo. Existuji ale pfedpoklady, Ze pfti téchto
déjich maji mikroby rozhodujici roli nutnou k pieziti brouka.

Celé spolecenstvo vsak mize byt silné ovlivnéno i mikrobiomem foretickych roztoct. Na
povrchu téchto roztoch se mohou stejné jako na povrchu hmyzu zachytavat spory hub, a to jak
mutualistickych, tak antagonistickych (Levieux et al. 1989). Tyto roztoci se vSak velmi 1i§i mezi
jednotlivymi stanovisti 1 ¢etnosti svého vyskytu (Gwiazdowicz et al. 2012; Takov et al. 2009)
K pochopeni vztahi mezi ¢leny spolecenstva a jejich role pfi rozmnozovani a Sifeni Ips

typographus je zapotiebi provést dalsi studie.
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