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Abstrakt

Rod Geosmithia Pitt (Ascomycota: Hypocreales) patfi mezi houby Zijici v symbiose
s podkornim hmyzem. Plvodni asociaci rodu je vazba na floémofagni kirovce (Coleoptera:
Scolytinae). Sbéry z celého svéta nasvédcuji silné vazbé na vektor (podkorni hmyz), kdy spektrum
hostitelskych rostlin druhl Geosmithia odpovida Sifce niky vektoru. V rodé nalezneme speciality na
Celed Pinaceae, ale i generalisty s Sirokym spektrem hostitelskych rostlin, predevsim listnatych
drevin. U druhu G. morbida doslo k prechodu od saprotrofniho zplsobu Zivota k patogennimu. Tento
druh zpUsobuje Uhyn ofesakd Junglans nigra v USA. Vlastnosti, které tomuto druhu patogenezi
umoznuji, nejsou zatim zndmy. Jinou odvozenou strategii, ke které doslo nejméné dvakrat nezavisle
na sobé, je asociace s ambrosiovymi brouky. Ambrosiovi brouci vytvareji pozerek v xylému chudém
na ziviny, kde si péstuji svou asociovanou houbu, na které jsou nutricné zcela zavisli. Jedna se tedy
o pfechod =z fakultativni na obligdtni asociaci na vektor. Ambrosiové houby sdili konvergentni
fenotyp, ktery vede k tvorbé velkych terminalnich konidii a ke schopnosti kvasinkového ristu.

Ve své diplomové praci se zabyvam studiem znakl, které jsou dileZité pro jednotlivé
ekologické skupiny: specialisty na Pinaceae, patogena, ambrosiové houby a generalisty. Jelikoz se
ktery je ziskdn skrze mycetofagii, zaméfila jsem se na studium schopnosti hub ziskavat Ziviny
a zpristupriovat je tak broukovi (enzymaticky profil) a na jejich nutriéni potencidl (mnoZstvi
ergosterolu a mastnych kyselin). JelikozZ je u Sirokého spektra organism( nalézana pozitivni korelace
mezi velikosti genomu a buriky, bylo zjistovano, zda bylo zvétseni objemu konidii ambrosiovych hub
spojeno se zvétSenim jejich genomu.

Enzymatické analyzy zietelné oddélily specialisty od generalisti. Generalisti vykazovali
mnohem S$irsi enzymaticky potencidl (metoda Biolog) a afinitu k hemicelulose. Specialisti naopak
schopnost Stépit jak hemicelulosu tak lignocelulosu. Tato enzymatickd vSestrannost zfejmé tomuto
druhu propujcuje schopnost patogenity. Ambrosiové druhy se zna¢né odliSovaly produkci mastnych
kyselin, predevSim pak kyseliny olejové. Podobaly se jim sesterské druhy ambrosiové G.
microcorthyli, G. sp. 8 a G. sp. CCF4200. Ambrosiové houby produkovaly konidie s nejvétsim
objemem a zaroven s nejvétsi velikosti genomu v rodé (velikost genomu ambrosiové G. microcorthyli
byla pfiblizné dvojnasobna nez jejich sesterskych druhd). To ukazuje na vyznam velikosti genomu

v evoluci ambrosiovych hub.

Klicova slova: evolucni ekologie, Geosmithia, podkorni hmyz, velikost genomu, enzymaticky

profil, mastné kyseliny, ergosterol.



Abstract

The genus Geosmithia Pitt (Ascomycota: Hypocreales) belongs to fungi living in symbioses
with bark beetles. Its original strategy is association with phloeophagous bark beetles (Coleoptera:
Scolytinae). The Geosmithia shows strong affiliation to vector (bark beetles) worldwide and the
spectrum of host plants is delimitated by niche of vector. The genus includes the specialists to family
Pinaceae, but also the generalists with wide range of host plants mainly belonging to broad-leaved
trees. G. morbida changed its ecology from saprotrophic to pathogenic way of life and causes decline
of Junglans nigra in the USA. Characteristics which allow its pathogenesis are not known. Another
derived strategy, which occurred at least twice independently, is association with the ambrosia
beetles. The ambrosia beetles create galleries in xylem with low nutritive value, and thus they
cultivate ambrosia fungus, on which they are entirely nutritively dependent. The ambrosia fungi
share convergent phenotype which leads to large terminal conidia and to ability of yeast growth.

This master thesis is focusing on study of the features, which are important for individual
ecological groups: the specialists to family Pinaceae, the pathogene, the ambrosia fungi and the
generalists. It is becoming apparent that the most important point in the symbiosis between fungi
and bark beetles is nutritive benefit of the beetle, which is acquired through mycetophagy. For that
reason | have focused on study of capability of fungi to acquire nutrition, thus make them available
to the beetle (enzymatic profile), and on their nutrition potential (quantity of ergosterol and fatty
acids). Because the correlation between the genome size and the cell size is found among wide range
of organisms, it has been studied whether enlargement of conidia volume of ambrosia fungi is
connected to enlargement of their genome sizes.

The enzymatic analysis clearly separated specialists from generalists. The generalists showed
much broader enzymatic potential (Biolog method) and affinity with hemicellulose. On the other
hand the specialists produced enzymes which decompose lignocellulose. Interesting species was
pathogen G. morbida with ability to decompose both hemicellulose and lignocellulose. This
enzymatic universality apparently bestows pathogenicity on this species. The ambrosia species were
considerably distinguished by production of oleic fatty acid. Similar oleic fatty acid production
showed sister species of ambrosial G. microcorthyli, G. sp. 8 and G. sp. CCF4200. The ambrosia fungi
produced conidia with largest volumes and genome sizes in genus (genome size of ambrosial G.
microcorthyli was approximately double in size than its sister species). This demonstrates the

significance of genome size in evolution of ambrosia fungi.

Key words: evolutionary ecology, Geosmithia, bark beetles, genome size, enzymatic profile,

fatty acids, ergosterol.



1 Uvod

1.1 Rod Geosmithia

Rod Geosmithia vyclenil vroce 1979 Pitt [1] pro nékolik druhl dfive popsanych v rodé
Penicillium. Odlisujicimi znaky od rodu Penicillium jsou odlisna barva kolonii a konidii (chybi Sedo-
modra a Sedo-zelend barva), drsny povrch konidioforu a cylindrické fialidy a konidie. Taxonomii rodu
Geosmithia se dale zabyval Ogawa [2] a zjistil, Ze se jednd o polyfyleticky rod pattici do nejméné tri
skupin v rdmci Ascomycota. Typovy druh rodu, G. lavendula, patti do celedi Bionectriaceae v fadu
Hypocreales a praveé touto skupinou se zabyva ma diplomova prace.

Rod Geosmithia (Ascomycota: Hypocreales, Bionectriaceae) zahrnuje 22 publikovanych (11
popsanych) [3-10] a cca 20 nepublikovanych druhi (obr. 1) hub asociovanych s podkornim hmyzem,
predevsim s klrovci (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae), ¢i vzacné nachazenych na alternativnich
substratech (drevo, plida, potraviny) [10, 11]. Sbéry z celého svéta ukazuji na kosmopolitni rozsiteni
rodu. Oproti ophiostomatalnim houbam (viz kapitola 1.2.1) netvofi Geosmithia lepkavé spory, presto
vSak vykazuje vysokou efektivitu pfi prenosu podkornim hmyzem. To ukazuje, ze tvorba lepkavych
spor nema pro asociaci zasadni vyznam. O funkci rodu Geosmithia v symbiose s podkornim hmyzem
neni mnoho znamo. U druh( vytvérejicich fialovy az Cerveny pigment byla zjistovana tvorba
sekundarnich metabolitd [12, 13] a bylo detekovano celkem 13 rlznych polyhydroxylovanych
antrachinond majicich rGizné biologické aktivity (napf. antibakterialni).

Podrobné studium vyskytu jednotlivych druhl Geosmithia v evropském temperatnim
a mediterdnnim pasmu [7-9] prokdzalo Uzkou vazbu druhd na vektor (podkorni hmyz). Podobné jako
u jinych hub asociovanych s podkornim hmyzem [14, 15] je mira vektorové specifity Geosmithia spp.
dana Siti niky vektoru. Druhy hmyzu, které sdili stejného rostlinného hostitele, prendseji obdobné
spektrum hub. Naopak klrovci s odliSnou nikou se lisi i asociovanymi druhy hub. To je zplsobeno
tim, Ze asociovana houba jednoho kirovce muze prorist az do vedlejsiho poZerku a je nasledné
broukem prenesena ddle. Pfikladem mohou byt druhy hmyzu vytvarejici poZerky ve floému rostlin
z Celedi Pinaceae, které hosti zcela jiné druhy Geosmithia nez druhy hmyzu listnatych drevin [7-9].
VétSina druhl Geosmithia Zije v symbiose s floémofagnim hmyzem konifer a listnacl. Nejméné
dvakrat nezavisle na sobé doslo k pfechodu k ambrosiovému zpUsobu Zivota [5]. Jedna se o druhy
izolované z poZzerkl afekalnich pelet ambrosiovych broukl Microcorthylus sp., G. microcorthyli,
a Eupagiocerus dentipes, G. eupagioceri. Tyto druhy sdileji morfologické znaky typické pro
ambrosiovou houbu, napf. tvorba velikych terminalnich spor a stfidani mycelidlni a kvasinkovité faze
rastu [16]. Dosud nepopsany druh G. sp. CCF4292 byl nalezen v poZercich ambrosiového brouka
Cnesius lecontei. | kdyz se pravdépodobné jednd o ambrosiovou houbu, ptfimy doklad o jejim

vyznamu pro brouka doloZen nebyl. Zajimavym druhem je G. rufescens, ktery doprovazi G.
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eupagioceri a G. sp. CCF4292 v pozercich a je povaZovana za auxiliarni (sekundarni) ambrosiovou
houbu [5]. Tato houba nese prechodny fenotyp mezi ambrosiovymi a floémovymi druhy Geosmithia
ve formé tvorby jak elipsoidnich, malych konidii v fetizkach, tak i velikych, ,ambrosiovych” konidii.
Ambrosiova G. microcorthyli je blizce pfibuzna svym sesterskym druhlm Zijicim ve floému rostlin, G.
sp. 8 a G. sp. CCF4200. Tyto druhy nejsou odlisitelné ITS rDNA sekvenci, zcela se vsak lisSi morfologii,
rozsifenim i ekologii. Dalsi variabilni geny (TEF1a, Tub2, IGS rDNA) potvrzuji, ze jde o dva odlisné, byt
velmi pfibuzné druhy (5). Tato nahld zména v morfologii ambrosiové G. microcorthyli byla ziejmé
zpUsobena koevoluci s ambrosiovym broukem. Evoluéni procesy, které utvarely jeji fenotyp, nejsou
zatim znamy.

Jinou vyznamnou zménou v ekologii rodu je pfechod od saprotrofniho zplsobu Zivota
k patogennimu. Patologicky uc¢inek nékterych druhd byl zjistovan v pracich [17, 18]. U druhd
izolovanych z brouka Cryphalus piceae, ktery napada Abies alba, nebyla prokdzana patogenita [18].
Druhy G. pallida a G. langdonii vsak inhibovaly rlst kofen( rostliny Lepidium sativum, G. langdonii
inhibovala i rlst stonku [17]. U izoldtu IVV7 (G. pallida) byla v praci Scala et al. [19] nalezena
produkce toxinu cerato-ulminu, ktery zplsobuje symptomy holandské nemoci jilmi. Toto
onemocnéni zplUsobovalo hromadné odumirani jilmd v Evropé a Americe. Symptomy zpUsobuji
houby Ophiostoma ulmi a O. novo-ulmi, u kterych byla také drive prokazana produkce zminéného
toxinu [20]. Zminény izolat Geosmithia je doposud jediny houbovy druh mimo O. ulmi a novo-ulmi,
ktery produkuje cerato-ulmin. Autofi Scala et al. [19] predkokladaji, Ze gen pro cerato-ulmin byl do
genomu izoldatu IVV7 vnesen prostfednictvim horizontalniho genového transferu umoznénému
mezidruhovymi hyfalnimi anastomosami. Nicméné smér tohoto prenosu zUstava nejisty.
V provedenych inokulacnich testech na Ulmus glabra vsak izolat IVV7 nebyl schopen vyvolat
symptomy onemocnéni [19]. Jedinym prokazatelné fytopatogennim druhem rodu je G. morbida [6],
ktera zplisobuje onemocnéni Thousand Cankers Disease [21]. Onemocnéni bylo poprvé pozorovano
vroce 2001 na ofeSaku Junglans nigra v Coloradu, USA, kam byl ofesak introdukovan ze svého
pfirozeného vyskytu na vychodnim pobfezi USA. Projevem onemocnéni je Zloutnuti listl a nasledné
odumirani vétvi koncici odumrenim celého stromu. Onemocnéni je zplsobeno agresivnim Zirem
brouka Pityopthorus junglandis a vytvarenim nekrotickych loZek jim prenasenou houbou G. morbida.
Nekrdzy mohou nasledné splyvat po celém obvodu vétve, coz vede k jejimu odumfeni.

Ve své diplomové praci se zabyvam charakterizaci vlastnosti, které se uplatnily v evoluci rodu
Geosmithia a umoznily jeho velikou ekologickou diverzitu. Druhy jsou v préci rozdéleny na generalisty
(izolovany z fady rostlin z vice Celedi prevaziné listnatych stroma), specialisty na Fraxinus (G. sp. 12)
a Ulmus (G. sp. 13), specialisty na Celed Pinaceae, ambrosiové druhy, auxilidrné ambrosiovy druh G.
rufescens a patogenni druh G. morbida. Druhy, které zatim nemaji znamou Sifi hostitelskych rostlin,

jsou v praci zafazeny mezi generalisty, jelikoZ je to nej¢astéjsi ekologie druh listnatych drevin.
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Obr. 1 Fylogeneticky strom ukazujici vzajemnou pfibuznost druhli rodu Geosmithia
pouzitych v této praci. Strom vypocteny pomoci Bayeské metody v programu
MrBayes. K vypoctu byl pouZit spojeny dataset gent Tub2, RPB2, TEF1a TSR1 a MCM7
(3600 bp). Vétve s velkou statictickou podporou (PP > 0,98) jsou ztlustény, nizsi
statistické podpory nejsou ukazany. Vétev vedouci k outgroupu (Emericellopsis

tericola) je osmkrat zkracena. Strom zaloZeny na nepublikovanych datech poskytl M.
Kolarik.



Vzhledem ke znalosti taxonomie, diverzity, rozsifeni a bohatosti ekologickych strategii v rodé
Geosmithia (fakultativni asociace s floémofagnim hmyzem, obligatni asociace s ambrosiovymi brouky
a prechod od saprotrofie k parazitismu) pfedstavuje tento rod vynikajici model pro hledani znaki

dalezitych pfi vzniku novych ekologickych strategii hub asociovanych s podkornim hmyzem.

1.2 Symbiosa podkorniho hmyzu s houbami

Nejcastéji studovani brouci (Coleoptera), ktefi se zavrtavaji pod klru rostlin a vyuZivaji jeji
pletiva (xylém i floém), patfi mezi kdrovce (Coleoptera: Scolytinae). Tito brouci si v rostlinnych
pletivech vytvéreji chodbicky (galerie), ve kterych mohou nasledné péstovat asociovanou houbu.
Jednd se o mutualisticky vztah, kdy brouk houbu vyuzivda nutricné av boji proti rostlinné
obrané a houba je broukem pfendsena a inokulovdna na novy substrat. Houbovi symbionti patti
nejcastéji mezi vlaknité houby. Celd asociace je vsak mnohem komplexnéjsi a zahrnuje
i antagonistické a komenzalni houby, roztoce [22], kvasinky a bakterie [23-26] s jistou mirou
specificity. Zrejmé celé mutualisticky asociované mikrobidlni spoleéenstvo ma pro symbiosu velky
vyznam, ktery muiZe spocivat napf. v obrané proti patogenlim, vzpristupéni Zivin z pletiv rostlin
a v modifikaci rostlinnych latek (souhrnné v [27]). Sila vazby mezi broukem a houbou je rdznd, od
prileZitostné aZ po obligatni. Berryman [28] rozdéluje klrovce podle jejich zplsobu vyZivy na
saprofagy, ktefi napadaji odumfelé Casti stromU a asociace s houbou je spise pfileZitostna, fytofagy
(bark beetles), ktefi napadaji Ziva pletiva rostlin a jsou ¢asto asociovani s houbou, ktera jim usnadnuje
pranik do rostliny, a na mycetofagy (ambrosia beetles), ktefi jsou potravné zavisli na péstované
houbé a zavrtdvaji se do xylému mrtvych stromi. Mikroorganismy se také podileji na produkci
feromon( dilezitych pfi ataku zdravych strom(. Berryman [28] proto vyvozuje, Ze plvodni strategii
kGirovcl byla saprofagie. Nahodnym spoleénym vyskytem brouka a houby v odumfelém floému
a xylému vznikla asociace zaloZend na vyuZiti metabolismu houby (tvorby agregacnich feromon( pfi
detoxikaci pryskyfice). Tato asociace se dale vyvijela azZ k fytofagii a mycetofagii.

Nutriéni vztahy jsou zfejmé nejdllezitéjSim faktorem v udrieni asociace mezi broukem
a houbou. Vliv mutualistické houby na lokalni zvySeni obsahu dusiku a fosforu v pletivech rostlin (pro
dusik zména koncentrace z 0,4 % v broukem nenapadeném floému na 0,86 % ve floému v Uspésné se
vyvijejicim poZerku brouka) byl sledovan v praci Ayres et al. [29]. V téZe praci bylo také zjisténo, Ze
antagonisticka houba pro klrovce Dendroctonus frontalis, Ophiostoma minus, zplsobovala mnohem
nizsi akumulaci dusiku v pletivech neZ mutualistické houby Ceratocystiopsis ranaculosus
a Entomocortium sp. A. Zaroven Ips grandicollis, ktery nepfendsi zZddnou houbu, musel hloubit
mnohem delSi galerie nez D. frontalis, aby dosahl potfebého mnoistvi dusiku. Rostlinnd pletiva
nejsou chuda jen na dusik, ale i na dalsi latky, napt. steroly. Hmyz neni schopen syntézy sterold, které

jsou soucasti membran a prekurzorem pro tvorbu hormond. Steroly musi pfijimat skrze potravu.
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Schopnost vyuZiti uréitého typu sterolu zavisi na zplsobu vyZivy daného hmyzu [30]. Ambrosiovi
brouci rodu Xyleborus nebyli schopni dokoncit svij vyvoj, pokud jim ve vyZivé chybél houbovy sterol,
ergosterol [31]. Relativni zvySeni obsahu ergosterolu v pletivech rostlin v galeriich kdrovcl
Dendroctonus ponderosae a D. rufipennis asociovanych shoubami Ophiostoma montium, O.
clavigerum a Leptographium abietinum oproti pletivim nekolonizovanych bylo prokazano v praci
Bentz et Six [32]. Rozdil v obsahu ergosterolu v myceliu jednotlivych druh( hub vsak nalezen nebyl,
coz bylo vrozporu s tésnosti jejich asociace. Nékteré houby maji schopnost degradace celulosy
a ligninu, vysoce zastoupenych slozek v rostlinnych pletivech. Pfedevsim u ambrosiovych hub by se
dalo predpokladat, Ze tuto schopnost maji. Kim et al. [33] vSak u ambrosiové houby Raffaelea
quercus-mongolicae pFitomnost enzymG potiebnych k degradaci téchto latek nezjistil. Schopnost
rozkladu celulosy vSak detekoval u kvasinek casto asociovanych v poZercich. To jen ukazuje na

sloZitost a provazanost organismui v rdmci symbiosy hub a podkorniho hmyzu.

1.2.1 Floémofagni kiirovci

Floémofagni klirovci se Zivi pletivy rostlin a zaroven vétsinou i myceliem asociované houby.
Asociace mezi broukem a houbou vznikla pravdépodobné pred 63 — 97 mil. let a prvni Uzivné rostliny
patfily do rodu Araucaria [34]. Paine et al. [35] dale floémofagni klirovce rozdéluje na primarni
klGrovce, ktefi vykazuji agresivni Zivotni strategii (zabijeji zdravé stromy), a sekundarni klrovce, ktefi
napadaji oslabené stromy.

Floémofagni klirovci jsou ¢asto asociovani s patogenni houbou, ktera jim usnadiuje obejit
obranu rostlin [36] a proniknout do rostlinnych pletiv [35, 37]. Pfenasené houby nejcastéji patii do
rodd Ophiostoma, Ceratocystis a Ceratocystiopsis [15] (souhrnné oznacovany jako ophiostomatalni
houby). Tyto houby vytvareji lepkavé masy spor, které Iépe ulpi na povrchu brouka a minimalizuji tak
ztraty béhem prenosu na novy substrdt [34]. Spory Ceratocystis spp. nejsou schopny disperze ve
vodé, naproti tomu se velmi dobre rozptyluji v pryskyfici, coZ jim zfejmé pomaha pfi inokulaci floému
konifer [38]. Na rozdil od ophiostomatalnich hub (vazba predevsim na floémofagni klrovce konifer)
predstavuje rod Geosmithia dominantniho symbionta floémofagniho hmyzu listnac¢l. Asociace
Geosmithia spp. s floémofagnimi klirovci napadajicimi ¢eled Pinaceae je nachdzena zvlasté u klrovcd,

ktefi jsou chudi na ophiostomatalni houby [9].

1.2.2 Ambrosiovi brouci
Vétsina ambrosiovych broukl patfi do skupin Platypodini, Corthylini a Xyleborini. Nejstarsi
fosilie ambrosiovych broukl pochazeji z 30 mil. let starého jantaru [39]. Ambrosiovy zpUsob Zivota
vznikl v evoluci nejméné sedmkrat nezavisle na sobé [40] a je odvozeny od floémofagniho [39].
Doposud neni znam prechod zpét od ambrosiového zplsobu Zivota, coZz poukazuje na veliké a zfejmé

eer

nezvratné zmény, které tento prechod doprovazeji [27]. Ambrosiovi brouci Ziji pfevainé v tropech
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a od floémofagnich brouku se lisi tim, Ze se provrtavaji az do xylému, kde péstuji houbu, na které jsou
nutriéné zcela zavisli. Tato potravni zavislost broukdim umoznuje, na rozdil od floémofagnich brouk,
vyuzivat Siroké spektrum hostitelskych rostlin [23, 41, 42]. Ambrosiovd houba je ¢asto doprovazena
pridatnymi, auxilidrnimi, houbami, které také brouku slouzi jako potrava. Primarni ambrosiovd houba
vsak v galerii pfevazuje a jeji dominance je zajistovana aktivné broukem. Pokud brouk poZerek opusti,
je ambrosiovd houba v galerii nahrazena jinymi houbami [43]. Ambrosiovd houba v galerii vytvari
ambrosiovou vrstvu, kterd se skladd zhyf nesoucich na svych koncich palisadu konidii ci
chlamidospor. Pribézné konzumovani spor broukem nezplsobuje asociovanym houbam skodu, ale
naopak vede k indukci dalSi sporulace [44]. Morfologie ambrosiovych hub podléha konvergentni
evoluci. Vétsina z nich vytvari kvasinkovitou fazi, kterd prechazi do mycelidlni. Konidiofory jsou
monilioidni a konidie vyrlstaji terminalné a solitérné [16]. Houba je broukem pfenasena na novy
substrat a kjejimu transportu casto slouZi specidlni GUtvary zvané mycangia [23]. Mycangia jsou
razného typu [15]. Nékteré mohou obsahovat Zlazy produkujici mastné kyseliny, fosfolipidy, steroly
a aminokyseliny, které podporuji rist asociované houby [43]. Houby jsou v mycangiich pfenaseny ve
formé ambrosiovych propaguli (yeast-like growth) [44], které si jsou mezidruhové morfologicky velmi
podobné. Tyto propagule se nevytvareji bez pfitomnosti brouka a je tedy moziné, Ze rlstovou
konverzi ovliviiuje pfimo brouk. Mycangia nejsou specifickd pouze pro ambrosiové brouky, ale byly
popsany i u nékterych floémofagnich klrovcll, napf. u rodu Dendroctonus. Vertikalni prenos konidii
broukem vede, v porovnani se casto se sexudlné rozmnoZujicimi houbami doprovazejicimi

floémofagni klirovce, ke striktné asexudlnimu zplsobu rozmnoZovani ambrosiovych hub.

1.3 Role velikosti genomu

Velikost genomu eukaryotickych organismi se lisi 80000 krat [45] a tento rozsah se
predpoklada i vétsi [46]. Velikost genomu vsak nijak nekoreluje s komplexitou organism( [47].Tato
nesrovnalost byla pojmenovdna C-value' paradox. C-value paradox byl vysvétlen objevenim
nekodujici DNA, kterd mlze vytvaret i vétSinu jaderné DNA [46, 49]. Jiz vroce 1971 Bennett [50]
poukazal, Ze vyvoj organismu neovliviiuji pouze geny, ale také celkovda hmota DNA. Celkovou DNA
Bennett pojmenovat jako nucleotype, aby ji odlisil od genotype (tedy informace nesenou geny). Od té
doby se stale vice objevuji studie nachazejici korelace mezi velikosti genomu a celou fadou znakd.
Nejcastéjsi korelace platici pres celou eukaryotickou Fisi (souhrnné v [46]) je pozitivni korelace mezi

velikosti genomu (C-value) a velikosti buriky. Velikost genomu dale ovliviiuje rychlost bunééného

! C-value ,haploidni velikost genomu, kde ,,C” je zkratkou class i constancy 48. Swift, H., The
constancy of desoxyribose nucleic acid in plant nuclei. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 1950. 36: p. 643-653.
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déleni a rlstu [51-54] a odpovéd druhl na podminky prostfedi [55, 56]. Ztoho lze usuzovat na
existenci selekce ovliviujici velikost genomu.

Mechanismus, ktery udrzuje korelaci mezi velikosti genomu a burky, neni doposud zndamy.
Z toho ddvodu byl tento jev pojmenovan C-value enigma [46], tedy zahadou haploidni velikosti
genomu. Jednim z predpokladanych mechanismd, ktery predstavil Cavalier-Smith [49, 57], je potfeba
zachovani poméru mezi objemem jadra a cytoplasmy (karyoplasmic volume ratio) a selekci na
velikost burnky danou ekologii organismu. Nar(st objemu jadra je pak dosazen odliSnym svinutim
DNA [49, 57], ve vétSich méfitkach pak zvysenim poctu intron(, pseudogenll nebo repetitivnich
sekvenci ¢i allo- nebo autopolyploidizaci (souhrnné v [58]).

U hub byla korelace mezi velikosti genomu a buriky nalezena u Benjaminiella poitrasii [59],
Schizosaccharomyces pombe [60], Saccharomyces cerevisiae [61], Candida albicans [62],
Neotyphodium spp. a Epichloe spp. [63, 64]. U choroSovitych hub byly studovany korelace mezi
velikosti spor a Zivotnimi strategiemi téchto hub [65]. Autofi zjistili, Ze biotrofni parazité produkovali
vétsi spory nez saprotrofové a houby bilé hniloby mély vétsi spory nez houby hnédé hniloby. Vétsi
velikost spor u biotrofnich parazitd oproti saprotrofim podle autorl spocivd v nutnosti premoci
obranyschopnost stromu. Vétsi spory by mohly obsahovat vice Zivin, které mlzZe houba zuZitkovat.
Podobny vztah by mohl fungovat i u ambrosiovych hub, kde by se mohlo jednat o akumulaci Zivin
ambrosiovymi houbami v dlsledku koevoluce s broukem. Vétsi buriky maji vyssi pomér protoplastu

k nestravitelné bunécné sténé a zaroven obsahuji vice DNA a tedy i fosforu.
1.4 Predstaveni pouzitych metod

1.4.1 Prutokova cytometrie

Pratokovy cytometr (FCM, flow cytometry) je v dnesni dobé oblibenym pfistrojem pro
analyzu rdznych parametrd bunék ¢i pro tfidéni bunéénych kultur k jejich dalsimu zpracovani. Jeho
hlavni kvalitou je rychlost méreni (tisice bunék za sekundu), vysoka rozliSovaci schopnost a moznost
detekce imalych subpopulaci. POvodni vyuziti FCM ve 30. letech 20. stol. bylo ve zjisténi
procentudlniho zastoupeni jednotlivych typl krevnich bunék v krvi. Kvili vySe uvedenym vyhodam
a zaroven relativné rychlé, jednoduché a neinvazivni pfipravé vzork(, nalezl FCM brzy uplatnéni
i v mnoha jinych biologickych oborech. Nejcastéji se pouziva k méreni relativni ¢i absolutni velikosti

jaderného genomu a k zjisténi imunofenotypu.

1.4.1.1 Obecny princip
Zakladnim predpokladem pro analyzu vzorku metodou FCM je pouziti roztoku obsahujiciho
izolované cCastice (buriky, jadra,...). Takovy roztok je pak nasavan do prltokové komory, kde dochazi

hydrodynamickym zaostfenim k sefazeni Castic tak, aby prochazely jedna za druhou. Princip FCM pak
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spocivd v méreni intenzity svétla, které je po ozareni laserem nebo jinym zdrojem svétla
rozptylovdno ¢éstici. BEhem méreni se zachycuje svétlo pokracujici ve sméru pfimém od zdroje svétla
(FSC, forward-scatter) a svétlo s bocénim rozptylem v dhlu 90° (SSC, side-scatter), kam patti
i emitované fluorescencni svétlo (FL, fluorescence). Intenzita FSC zavisi na velikosti Castice (vétsi
pouzijeme fluorescencéni barviva, kterd se vazou na specifické organely ¢i bunééné komponenty
(napf. proteiny, DNA), mlzZeme analogicky zméfit jejich relativni mnoZstvi/velikost. V pritokovém
cytometru LSRII (vyuZit v této praci) je rozptylené svétlo usmérnéno do pinhole (otvoru) a optickym
kabelem pfivedeno do oktagonu (obr. 2) nebo trigonu. Ten se sklada z osmi i tfi fotodetektor(, ke
kterym svétlo prochazi pres optické filtry. Optické filtry rozdélujeme na nékolik typl. Bandpass (BP)
propoustéji svétlo ovinové délce v uzkém okruhu od dané vinové délky, shortpass filtry (SP)
propoustéji svétlo o vinové délce stejné nebo kratsi nez zadana vinova délka, zatimco longpass filtry
(LP) pracuji na opacném principu. Fotodetektory dale preméni opticky signdl na elektronicky. Pro
detekci FSC se poutzivaji fotodiody, pro SSC a FL fotonasobice (PMTs). Nejsilnéjsi intenzitu svétla
generuje Castice, kdyz se nachazi v centru laserového paprsku (obr. 4). Na PMTs je elektricky signal
amplifikovan. Zesileni signdlu muiZe byt logaritmické nebo linedrni podle nastaveného napéti na
dynodé. Pomoci elektronického prahu (threshold) lze limitovat udalosti, které budou zaznamenany
(obr. 4). Pouze signaly se stejnou nebo vétsi intenzitou, neZ je hodnota threshold, jsou odeslany
k dal$imu zpracovéni do pocitace. Cas, béhem kterého se puls nachazi nad prahovou hodnotou, se
nazyva window gate. Cim se zvy3i hodnota treshold, tim se zkrati doba window gate, a tim méné
Sumu pfi méfeni zachytime. Nakonec je analogovy signal preveden do digitalniho a data jsou uloZena

do pocitace.
1.4.1.2 Zpracovani dat pri zjiStovani velikosti genomu

1.4.1.2.1 Grafické znazornéni
Nejpouzivanéjsim grafickym znazornénim distribuce jsou histogramy. Uvadéji pocet udalosti
pfifazenych kuréitému kandlu (odpovida urcité intenzité signalu). Dvouparametrova méreni se
zobrazuji bodovym grafem (kazdé udalosti prislusi jeden bod), kde kazdé ose nalezi jeden parametr.
Bodové grafy s ,tfetim rozmérem* jsou denzitni (uréité hustoté bunék nalezi urcita barva) a obrysové
(propojeni bodu se stejnym poctem udalosti). Alternativné lze pouZit vice neZ tfiparametrové grafy.
Takova znazornéni jsou uz ale tézko prostorové predstavitelnd, takie se vétSinou setkavame

s maximalné trojrozmérnym rozloZenim.
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1.4.1.2.2  Zjisténi velikosti genomu

Relativni velikost genomu (rGS) je ziskana jako primérna hodnota intenzity fluorescence
daného vzorku. Mira presnosti méreni se pak obvykle uvadi variacnim koeficientem (CV, coefficient
of variation). CV se udava v procentech a vypocita se jako smérodatnad odchylka (SD) délena
pramérnou hodnotou fluorescence a ndasobena 100. Alternativné lze odecist rGS z medianu
fluorescence daného vzorku a vypocist robust coefficient of variation (rCV). Rozdil je v tom, Ze rCV se
pocitd jako SD od populacniho medianu, tim padem neni rCV zatizeno odlehlymi hodnotami [66].
Pokud ma vzorek normalni distribuci, pak nabyva rGS vypoctena z populacniho priméru ¢i medianu
stejnych hodnot, to samé plati pro CV a rCV. Pro zjisténi absolutni velikosti genomu (GS) je potieba
pouzit standard, tedy organismus se zndamou velikosti genomu. Vypocet je pak proveden podle
vzorce:

GS = Fsam/Fsta " GSsta,
kde GSi.m a GSgqy znamenaji velikost genomu nezndmého vzorku a standardu a F,, a Fyg jsou
namérené intenzity fluorescence nezndmého vzorku a standardu.

Jako standard je doporucovano pouzit organismus s obdobnou velikosti genomu, jako ma
vzorek, jelikoZ jiz trojnasobny rozdil v GS mezi vzorkem a standardem muizZe vést k chybnym
vysledklm [67]. Prlimérna GS u hub je 0,0378 pg [45], presto byly v mykologii jako standard pouzity
kureci erytrocyty (napf. [68, 69]) s diploidni velikosti genomu 2,33 pg. Divodem je absence vhodného
standardu mezi druhy hub [70]. Standard dale mlze byt smichan pfimo se vzorkem a pfipravovan
zaroven s nim (interni standard), nebo pfipravovan separatné (externi standard). Pro kritické analyzy

je doporucovano poutzit interni standard [71].

1.4.1.2.3 Gating
Pokud nds z namérenych dat zajima pouze podmnozina, ktera spliuje urcita kritéria, mizeme
tato data numericky nebo graficky definovat, tzn. provést gating, a nasledné analyzovat vybrané
podmnoziny. Gating lze provadét béhem méreni nebo aZ po ulozeni dat. U neznamych vzorkU je lepsi
provést gating az po uloZeni dat kvili zachyceni celé variability vzorku. Gating lze pfi zjistovani GS
pouzit i k odliseni signalll generovanych jednou, i vice spojenymi ¢asticemi. K tomu poslouzi vynos
vySky signalu k jeho plose. Pokud ma signal velkou plochu ale malou vysku, jedna se o signal ze

spojenych castic. Pokud ma velkou plochu a zaroven i vysku, jedna se o velkou castici (obr. 3).

1.4.1.3 Pouziti FCM pri studiu velikosti genomu u hub
Rutinni pouzivani FCM u hub je limitovano relativné malou GS hub, absenci vhodného
standardu [70] a malo rozvinuté metodiky. Na rozdil od situace v botanice [67, 72-79], existuje
v mykologii jen malé mnoZstvi metodologickych praci [80-82] a zcela chybi prehledové prace.

Nejcastéji jsou studovany kvasinkovité organismy i faze rlistu [80, 81, 83-89], z vlaknitych hub pak
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predevsim fytopatogenni houby [68, 90, 91]. Chemikdlie pouzivané ve FCM pfti studiu hub jsou
uvedeny v tab. 1. Nejpouzivanéjsim fluorochromem pro barveni DNA u hub, podobné jako u jinych
organismu, je propidium iodide (Pl), i kdyZ byly pouZity i SYBER Green, SYTOX Green nebo ethidium
bromide. Nejcastéji pufry vychazeji zTris (tris(hydroxymethyl)aminomethan), u kvasinkovitych
organismu se dale pouZiva citronan sodny, dalSim pufrem muzZe byt fosfatovy pufr, PBS. JelikoZ PI
neprochazi do Zivych bunék a vaze se nejen na dsDNA ale i k dsRNA, musi se burky nejdfive fixovat

a pro odbourani dsRNA inkubovat s RNAsou. K fixaci bunék se témér ve vsech pfipadech pouziva 70%

ethanol.
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Obr. 2 P¥iklad oktagonu LSRII Obr. 3 Priklad tvaru pulzu. Na rozdil od pulzu

cytometru. Sipka zndzorfiuje trajektorii
odrazenych paprskl svétla od LP filtr(

jedné Gy/G; Ci G, ¢astice ma pulz generovany
dvéma dcasticemi dvojndsobnou Sitku pulzu.

[92]. Rozdil mezi Gy/G; ¢i G, Casticemi je v plose
jejich pulzu [93].
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Obr. 4 Charakter pulzu generovaného jednou ¢astici po ozareni laserem. Maximalni intenzita je
dosaZena, kdyZ se cdastice nachazi v centru paprsku. Intenzita se zvySuje pfi vchodu do paprsku
a snizuje, kdyZz ho ¢astice opousti (vlevo). Na pulzu rozlisujeme jeho vysku (height), Sitku (width)
a plochu (area). Dalsi charakteristikou je délka trvani pulzu (time), prahova hodnota zaznamenavané
intenzity fluorescence (treshlod) a ¢as béhem kterého se puls nachazi nad prahovou hodnotou
(window gate) (vpravo) [92].
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1.4.2 Enzymatické analyzy

1.4.2.1 Detekce aktivit extraceluldarnich enzymii

Produkce extracelularnich enzym( je zavisla na substratu, na kterém houby rostou. Z toho
dlvodu jsou houby péstovany na médiu, které podporuje tvorbu studovanych enzym(, napf. na
sldmé [94], nebo se k analyzdm pouzivaji pfimo environmentalni vzorky, napf. [95, 96]. Namérené
aktivity extracelularnich enzym( dale zavisi na zplsobu jejich extrakce, predevsim na sloZeni a pH
pouzitého pufru [97]. Pro pldni vzorky je doporucovan fosfatovy pufr (pH 7), pro lignocelulosové
materialy pak pufr z octanu sodného (pH 5). Podle Baldrian [97] jsou jako doporucené metody pro
analyzu exoenzym( uvadény substraty zalozené na p-nitrofenolu (pNP) ¢i na 4-methylumbelliferonu
(MUF) a amidomethylcoumarinu (AMC). PNP ma oproti MUF/AMC niZzsi senzitivitu. MUF a AMC jsou
fluorogenni substraty. Aktivity enzym( jsou vypodéteny z naméfenych hodnot fluorescence pro
jednotlivé enzymy, od kterych je odecteno fluorescencni pozadi. Hodnoty jsou dale srovnany se
standardni kfivkou MUF a AMC, ¢imZ se odstrani vliv komponent(, které mohou zpUsobovat zhdseni
fluorescence. Aktivita lakasy a peroxidas je zjistovana spektrofotometricky za poufZiti substratd, které
maji po oxidaci barevny produkt. Pro detekci lakasy se pouzivd ABTS (2,2-azinobis-3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonovd  kyselina), pro manganovou peroxidasu DMAB (3,3-
dimethylaminobenzoova kyselina) a MBTH (3-methyl-2-benzothiazolinon hydrazon). Aktivity
endoenzymu (endoglukanasa, endoxylanasa) jsou méfeny pomoci barvenych substratl. Béhem
enzymatického Stépeni dochazi k uvoliovani barevného produktu, jehoZz mnoZstvi je ndsledné
spektrofotometricky méreno. Aktivity jsou vypolteny podle standardni kfivky, kterda koreluje

mnozstvi uvolnéného barviva s mnozstvim uvolnéného substratu.

1.4.2.2 Metoda Biolog

Metoda Biolog umozriuje zjistovat schopnost rlstu jednotlivce nebo spole¢enstva na daném
typu substratu. Tyto substraty jsou soucasti jednotlivych mikrotitracnich destic¢ek, které obsahuji 96
jamek. Vétsina desticek se sklada z jedné negativni kontroly (neobsahuje Zadny substrat) a 95 jamek
s odliSnymi substraty (kazda jamka obsahuje jeden substrat). Vyjimkou jsou napt. desticky z fady
Phenotype MicroArrays™ (PM) PMS5, kterd obsahuje kromé negativni kontroly i pozitivni kontrolu,
a PM4A, kterda obsahuje dvé negativni kontroly. Desti¢ky FF MicroPlate™ obsahuji kromé jednotlivych
substratd i barvivo, tetrazolium violet, coz umoznuje kvantifikovat respiraci. Redukci tohoto barviva
se v jamkach vytvari fialové barvivo s maximalni absorbanci pfi 490 nm. Barvivo se béhem inkubace
akumuluje v jamkach, coz umoznuje kvantifikaci respirace v ¢ase. U nékterych hub ale akumulace
barviva neodpovidala houbovému rlistu [98], proto napf. Druzhinina et al. [99] pouZili pro analyzu
absorbanci pfi 750 nm, ktera odpovida prirtstku houbové biomasy v case. Kubicek et al. [100] dale

uvadi, Ze absorbanéni spektrum hyalinniho mycelia dosahuje i 490 nm. Proto pfi pouZiti respiracnich
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dat (Cteni pfi 490 nm) by od absorbance pfi 490 nm meéla byt odectena hodnota absorbance pfi
750 nm.

Vybér praci vyuZivajici metodu Biolog vcetné cile studie a zadkladniho zpracovani dat je
uveden v tab. 2. Data ziskand metodou Biolog byvaji obvykle zpracovavdna kvantitativné (hodnoty
absorbanci), nebo také kvalitativné (skérovani 01). Na zakladé dat se déle pocita substratova aktivita
(SA, substrate activity) a substratova bohatost (SR, substrate richness), primérna tvorba
barviva/mycelia na desti¢ce (AWCD/AWTD, awerage well color/turbidity development), diverzita rist
podporujicich substratli nebo rdstové kfivky a plochy pod absorbanc¢nimi kfivkami na jednotlivych
substratech. SA je pocitana jako soucet vSech absorbanci vramci jedné desticky, SR jako pocet
substratl dosahujicich urcité prahové absorbance (vétSinou 0,1) a AWCD/AWTD je poditan jako
soucet absorbanci pro jednotlivé substraty, od kterych byla odectena negativni kontrola, déleny
celkovym poctem jamek na jedné desticce. Diverzita rist podporujicich substratl je pak pocitana
Shannonovym indexem diverzity nebo Gini koeficientem. AWCD/AWTD je doporucovano pouZit
v momenté, kdy u jednotlivych vzorkli nemiZeme zarucit stejné koncentrované inokulum. RUst
i respirace v jamkach jsou totiz znacné zavislé na hustoté inokula (shrnuto v [101]). Transformace dat
prostfednictvim vypoctu plochy pod absorbanéni kfivkou je ovlivnitelna dobou, po kterou je utilizace
zjistovana [102]. Pokud je tato doba pfilis dlouhd, znacné se navysi vypoctena plocha u substratd, na
kterych je respirace/rist velmi rychly (substrat se brzy vycerpd a profil ma dlouhou asymptotu).
Pokud je naopak kultivace pfili§ kratkd, podhodnoti se substraty, které jsou utilizovany relativné

pomaleji.
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Tab. 1 Pfehled praci vyuZivajicich pratokovou cytometrii k zméreni velikosti genomu u hub.

Houba Pufr Redukce shlukovani Fluorochrom | Fixace Reference
Benjaminiella poitrasii PBS, pH 7,2 Tween 80 PI 70% ethanol [59]
Armillaria spp. Tris, pH 7,4 Triton X-100 PI 4% formaldehyd [68]
Glomales spp. PBS, Tris, pH 7,0 Triton X-100 Pl, DAPI 4% formaldehyd [69]
Saccharomyces cerevisiae Tris, pH 7,5 Sonikace SYTOX Green |70% ethanol [80]
Paracoccidioides brasiliensis Citronan sodny, pH 7,5 Sonikace, Triton X-100 SYBR Green |70% ethanol [81]
Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropical | PBS, pH 7,4 Triton X-100 M Carnoy fixative [83]
Cryptococcus neoformans Tris, pH 8,0 Sonikace PI 70% ethanol [84]
Ca. utilis, S. cerevisiae Tris, pH 7,5 Zadna Pl 70% ethanol [85]
S. cerevisiae Citronan sodny, pH 7,0 Zadna SYTOX Green | 70% ethanol [86]
Histoplasma capsulatum Citronan sodny, pH 8,0 Sonikace, Triton X-100 Pl 70% ethanol [87]
Zygosaccharomyces rouxii Citronan sodny, pH 7,0 Sonikace PI 70% ethanol [88]
Hoechst
Schizosaccharomyces pombe Tris, pH 7,4 nebo 8,0 Triton X-100 33258, M + 70% ethanol [89]
EB
Phialophora gregata, Acremonium sp. Tris, pH 8,0 Triton X-100 PI 70% ethanol [90]
Aspergillus fumigatus Tris, pH 8,0 Tween 80 PI 70% ethanol [91]

PBS — phosphate buffered saline (fosfatovy pufr), Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan, Pl — propidium iodide, DAPI — 4’,6-diamidino-2-fenylindol, M —

mithramycin, EB — ethidium bromide.




Tab. 2 Pfehled praci vyuzivajicich metodu Biolog.

compactum

Pfedmét studie Typ dat Zpracovani dat Reference

enzymaticka kapacita Hypocrea jecorina a z ni odvezenych kvantitativni srovnani absorbanci po urcité délce kultivace, [99]

mutantl a transformovanych kmenl odecet sporulace

metabolickd diverzita v rodé Trichoderma kvantitativni srovnani absorbanci po urcité délce kultivace [100]

mikrobialni funkcni diverzita (FD) z pldy, vody a rhizosféry kvantitativni AWCD, transformace hodnot substratl: substrat- | [103]
voda/AWCD

FD v pGdé podél gradientu nadmorské vysky a vliv lidské kvantitativni SA, SR [104]

disturbance

FD pldniho bakteridlniho spolecenstva kvantitativni AWCD, Shannon(v index diverzity, Gini koeficient | [105]

vliv pldy a rostliny na FD mikrobialniho spolecenstva ve kvantitativni gildy substratl a jejich primérna absorbance [106]

rhizosfére

odpovéd mikrobialni komunity na zahfati substratu kvantitativni soucet ploch pod absorbancni kfivkou a [107]
procentudlni plocha pro jednotlivé substraty

funkéni zména mikrobialniho spolecenstva se zménou substratu | kvantitativni plocha pod absorbanéni kfivkou jednotlivych [108]
substratl

vliv hostitelské rostliny na FD mikrobidlniho spolecenstva ve kvantitativni AWCD [109]

rhizosfére

FD hub ménici se podél gradientu nadmofské vysky zahrnujici kvantitativni SA, SR, vyvoj SR béhem kultivace [110]

pét vegetacnich pdsem

FD hub z prachu na policich knihovny kvantitativni AWCD a AWTD, primérna absorbance pro [111]
jednotlivé substratové gildy

FD hub v odlisnych nadmofskych vyskach s odliSnym rostlinnym | kvantitativni SA, SR, rozdéleni substratl do gild [112]

spolecenstvem

vymezeni druhu Oidiodendron fimicola v rdmci rodu kvalitativni porovndni 01 matice [113]

vliv zdroje uhliku a svétla na sporulaci Hypocrea atroviridis kvantitativni srovnani absorbanci po urcité délce kultivace [114]

zmény ve FD v padnim spolecenstvu kvantitativni SA, SR [115]

vliv genotypu a prostredi na metabolickou diverzitu Fusarium kvalitativni porovnani 01 matice [116]

PouZité zkratky jsou vysvétleny v textu kapitoly 1.4.2.2.
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2 Cile prace

1)
2)
3)

4)
5)

Vyvinout metodiku priatokové cytometrie (FCM) vhodnou pro rod Geosmithia.

Nalézt vhodny standard pro zjisténi velikosti genomu metodou FCM u hub.

Zjistit zda v rodé Geosmithia plati korelace mezi velikosti genomu a konidii a zda
velikost genomu hrala roli v evoluci ambrosiovych druhd.

Porovnat enzymatické schopnosti druh(l rodu Geosmithia vzhledem k jejich ekologii.
Zjistit zda tésnost vztahu s vektorem (podkornim hmyzem) ovliviiuje ,UZivnost” G.
spp. Jako latky nutricné vyznamné pro brouka byly vybrany ergosterol a mastné

kyseliny.
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3 Metodika

3.1 Organismy
Soupis vsech poutZitych izolatl rodu Geosmithia (uloZeny ve sbirce Culture Collection of Fungi,
oznaceni CCF, a v Laboratofi genetiky a metabolismu hub, MBU AVCR v.v.i.) véetné provedenych
analyz je uveden vtab. 3. Mimo druhy rodu Geosmithia byly zatazeny ikmeny Saccharomyces
cerevisiae (BY4743aa), Aspergillus niger (CBS513.88, NRRL350), A. fumigatus (Af293, CEA10) a A.

aculeatus (CBS172.66), které byly testovany jako potencialni standardy pro FCM.

3.2 Kultivace

SloZeni kultivacnich médii je uvedeno v tab. 4. Ke kultivaci hub byl pouZit 2% malt extrakt
agar (MEA), popfipadé 2% sladinovy agar (2°SL). Vyjimkou byl kmen BY4743aq, ktery byl kultivovan
na médiu yeast peptone dextrose (YPD). Kultivace probihala v plastovych Petriho miskach o primeéru
9 cm pfi teploté 23 -25°C. Pro analyzu extracelularnich enzymi bylo vyvinuto polopfirozené
médium, které lépe simulovalo prostiedi poZerku. Pro pripravu polopfirozeného média byly pouzity
Zivé vétve lipy a borovice (priimér max. cca 5 cm), které se nechaly zaschnout tfi tydny, aby lépe
simulovaly vétve, které jsou brouky vyhledavany. Lyko lipy a borovice bylo vybrano, jelikoz je béznym
izola¢nim substratem druhl vyskytujicich se na listnacich ¢i koniferach. Vétve byly zbaveny borky
a lyko bylo noZem odebrdno, vysuseno a namixovano mixérem na piliny okolo 1 cm délky. Piliny byly
smichany s vysusenymi a namixovanymi klrovci (Ips typographus) v poméru klirovci: lipa: borovice
1:23:23. Smés byla dvakrat sterilizovdna v autoklavu. Poté byla smés znovu vysusena a bylo
navazeno 6 g smési na 1 sklenénou Petriho misku (primér cca 9 cm). Misky byly znovu autoklavovany
na suchy program. Ke smési ve sklenéné misce bylo nasledné pfidano 18 ml ockovaciho roztoku
(vlhkost vysledného média 75 %). Ockovaci roztok se skladal z Bacto-peptonu a Bacto-yeats extaktu
(PYE), do kterého byly pfidany spory hub z Cerstvé narostlych kultur na 2°SL. Koncentrace spor byla
pocitana pfimo v PYE (4 ml) v Burkerové komurce. Koncentrace spor se pohybovala v rozmezi 3,2 -
4,5 x 10° spor/ml. Jedinou vyjimkou byl druh G. microcorthyli, ktery neprodukoval dostate¢né
mnozstvi spor (pouze 1,9 x 10°spor/ml) a u kterého byly kinokulaci ztohoto ddvodu pouZity
i fragmenty mycelia. Pro kazdy druh byla dale pfipravena Erlenmeyerova barika se sterilnim PYE
roztokem o objemu 68 ml. Do kazdé Erlenmeyerovy barnky byly ndsledné pfidany spory daného druhu
(napocitané ve 4 ml PYE). Obsah Erlenmeyerovy bariky byl promichan. Tento ockovaci roztok slouZzil
k ockovani ¢tyf sklenénych misek se 6 g klrovco-lykové smési. Sklenéné misky byly ve 4 bodech
slepeny izolepou, aby se pfi manipulaci neotevrely. Houby rostly 4 tydny pti 23 — 25 °C v uzaviené
nadobé, pficemz byly po ctveficich vloZeny do igelitového sacku. Sacek nebyl uzavieny, aby mohlo

dochazet k vyméné plyn0.
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Tab. 4 Slozeni kultivacnich médii.

2°malt extrakt agar (MEA)

20 g malt extraktu (Oxoid), 20 g glukosy, 1 g
Bacto-peptonu (Difco), 20 g agaru (RNDr. Jan
Kulich s.r.0.), 1 | destilované vody

2°sladinovy agar (2°SL)

1 | pivovarské sladiny zfedéné destilovanou
vodou na stupen cukernatosti 2, 20 g agaru

yeast peptone dextrose agar (YPD)

10 g Bacto-yeast extraktu (Difco), 20 g Bacto-
peptonu, 100 ml 20% dextrosy, 20 g agaru,
900 ml destilované vody

polopfirozené médium (mnozstvi na jednu
Petriho misku)

6g smési klrovci: lyko lipy: lyko borovice
(1: 23: 23), 18 ml ockovaciho roztoku

ockovaci roztok (PYE)

1 g Bacto peptonu, 1 g Bacto-yeast extraktu, 1 |
destilované vody
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Tab. 3 Pfehled analyzovanych kmeni rodu Geosmithia.

Druh Geosmithia

Ref.

Ekologie

Kmen

Prutokova
cytometrie

Biolog FF

Biolog PM +
sporulace

Extracelularni
enzymy

HPLC + GC-MS

G.sp.1

(8]

F,G

CCF4529

+

+

+

G. pallida sp. 2

(8]

F,G

CCF4270

G. pallida sp. 4

(8]

F,G

CCF4278

G. pallida sp. 5

(8]

F,G

CCF4215

CCF4271

MK980

Ul.2c.25

U6.3e.35

U7.8b

U8.12b

U8.1a

us.1b

G. putterillii

(3]

F,G

CCF3342

G. flava

(3]

F,G

CCF3354

G.sp. 8

(8]

F, UN

CCF3350

CCF4277

CCF4528

CCF4207

G.sp.9

[8, 9]

F, SP

CCF3703

G.sp. 10

(8]

F,G

CCF4286

MK942

CCF3560
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U2.6a

U7.5a -
G.sp. 11 [8] F,G CCF3555 -
CCF4274 -
G.sp. 12 (8] F, SF

CCF4300 -
G.sp. 13 [8] F, SU MK924 -
CCF3562 -
CCF4272 -
MK1645 -
CCF4276 -

G. langdonii [8] F,G
U5.3a -
U7.9a -
U8.12a -
U8.6c¢ -
G. sp. 16 (8] F, SP CCF4201 +
G. obscura [8] F,G CCF3424 -
CCF4268 -

G. lavendula [7] F,G
CCF4285 -
G. sp. 19 [7] F, G CCF3658 -
G. sp. 20 [7] F,G CCF4527 +
CCF4531 +

G.sp.21 [7] F,G
CCF4530 +
G. sp. 22 [7] F,G CCF3645 +
CCF4525 +

G.sp.24 [9] F, SP
CCF4294 +
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G. sp. 25 [9] F, SP CCF4205 + + + + +
CCF4223 + + + + +

G. sp. 26 [9] F, SP
CCF4314 - - - - +
G. sp. 27 [9] F, SP CCF4206 + + + + +
G. sp. 28 [9] F, UN CCF4210 - + - - -
G. sp. 29 [9] F, SP CCF4221 + - - -
CCF4209 - + - - -

G. sp. 30 [9] F, SP
CCF4208 - + - - -
G.sp.31 [9] F, SP CCF4526 + + + + +
G. microcorthyli [5] AH CCF3861 + + + + +
G. eupagioceri [5] AH CCF3754 + + + + +
CCF3879 + + + + +
G. morbida [6] F, P 1259 - + + + +1
CCF4576 - + + + +1
CCF4524 + + + + +

G. rufescens [5] AAH
CCF3752 - - - - +
G. sp. CCF3554 UNP F,G CCF3554 + + + + +1
G. sp. CCF3563 UNP F,G CCF3563 - + - - -
CCF4200 + + + + +

G. sp. CCF4200 UNP F, UN
CCF4290 - - - - +
G. sp. CCF4289 UNP F, UN CCF4289 - - - - +
G. sp. CCF4292 [5] AH CCF4292 + + + + +

UNP — nepublikovano F — floémofagni, G — generalista, SP — specialista na Pinaceae, SF — specialista na Fraxinus, SU — specialista na Ulmus, P — patogen, AH
— ambrosiova houba, AAH — auxiliarné ambrosiova houba, UN — neznamé hostitelské spektrum, HPLC —kapalinova chromatografie (high-performance ligiud

chromatography), GC-MS — plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie (gas chromatography-mass spectrometry) +/- — analyza byla/nebyla

provedena, * — chybi analyza ergosterolu dva dny starych kultur.
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3.3 Pritokova cytometrie (FCM)

3.3.1 Nastaveni FCM

Méreni probihalo na pfistroji LSRIl (Becton Dickinson, USA) vybaveného programem
FACSDiva 6 Software. K excitaci byl pouzit laser Melles Griot 85-YCA-025 o vinové délce 561 nm
a vykonu 25 mW. Signal fluorescence byl veden pres 590 LP a 610/20 BP filtr k detektoru o napéti
400 mV. Detektory pro zachyceni FSC a SSC byly pfi méfeni GS v rodé Geosmithia nastaveny na
napéti 190 a 150 mV za pouZiti logaritmické skaly kvali velikému rozpéti ve velikostech spor v rodé
Geosmithia. Béhem optimalizacnich krokd bylo moZné signal zachycovat linedrné. Fluorescencni
signal byl vidy méfen linedrné. Treshold pro zachycovanou intenzitu fluorescence byl nastaven na
200. Zaznamendany byly vSechny mérené udalosti nad hodnotou treshold. Méfeni vzorku bylo
ukonceno, pokud v definované oblasti odpovidajici signalu znacenych jader bylo zachyceno 30 000
udalosti. Data byla ukladana ve formatu FCS3 (flow cytometry standard format version 3) a nasledné

byla zpracovana v programu FlowJo 7.6.1. (Tree Star, Inc., USA).

3.3.2 Zpracovani datz FCM

Data byla nejdfive prohlédnuta na vynosu FSC-A — FSC-H (obr. 5), kde A a H znaci plochu
respektive vysku FSC signalu. Tento vynos umozZiuje odhalit signdly generované jednou konidii od
signalll z vice slepenych konidii. Kolem oblasti odpovidajici signalu unikatnich konidii byla provedena
funkce gating a oznacend subpopulace byla nazvana ,singlets”. Ddle se pracovalo pouze s touto
oblasti. Uddlosti v subpopulaci ,singlets” byly nasledné zobrazeny ve vynosu SSC-A — PI-A. Velikost
genomu byla pocitdana jako median fluorescencni intenzity populace ohrani¢ené funkci gating
v tomto vynose. Chyba méreni byla vyjadiena pomoci rCV. Vypocet GS byl proveden podle vzorce

uvedeného v kapitole 1.4.1.2.2.

3.3.3 Barveni jader

Konidie hub byly pfeneseny do 10 ml zkumavek s20% glycerolem. Koncentrace byla
upravena v Biirkerové komirce na 3-5x10° bunék/ml. Zasobni suspenze byla dlouhodobé
uchovavdna cca po Sesti ml pfi teploté -20°C. Pro analyzu byl odebrdan 1 ml bunééné suspenze
a centrifugovan 10 min pfi 14 000 rpm, aby se vytvofila na dné Eppendorfovy zkumavky pevna
peleta. Objem nad peletou byl odstranén a do Eppendorfovy zkumavky bylo pfidano 500 ul fixacniho
roztoku. Poté byly bunky promyty od fixa¢niho Cinidla detergentem Triton X-100. Po nasledné
centrifugaci byl odebran detergent a byl pfidan pufr a RNAsa A (MP Biomedicals). Na zavér bylo
ke vzorku ptidano 50 pl/ml fluorescenéni barvy propidium iodide (PI) (Fluka), 1 mg/ml v PBS (viz tab.
5). Barveni probihalo pfi pokojové teploté vtemnu 30 min. Shlukovani bunék bylo redukovano pfi

kazdém resuspendacnim kroku opakovanym nasavanim a vypousténim roztoku pipetou. Seznam
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pouzitych chemikalii véetné jejich pouZitych zkratek a referenci je vtab. 5. Podrobnd metodika
k jednotlivym optimalizaénim krokdm a vyslednd metodika méfreni GS je uvedena niZe v zavéru
kapitoly. Jako interni standard byly pouzity AlignFlow™ flow cytometry alignment beads, 2.5 um for
488 nm excitation (Invitrogen). Kulicky byly pouZity k zachyceni miry stability stroje. Fluorescencni
hodnota pro kazidy vzorek byla upravena o procentualni odchylku jeho interniho standardu

vztazenému k prvnimu namérenému vzorku.
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Obr. 5 Pfiklad vyhodnoceni vzork(i z FCM. A — Cervené je zvyraznén gating subpopulace ,singlets”,
tedy signdlu odpovidajicimu jednotlivym konidiim, B — ¢ervené je oznaen gating subpopulace ,1h“
vznikly vynesenim ,singlets”, ze kterého byla pocitdna velikost genomu a rCV, C — histogram PI
fluorescence subpopulace ,singlets”, D — histogram PI fluorescence vzorku bez provedeného gating.
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Tab. 5 Chemikalie pouZité v optimalizacnich krocich.

Zkr. Slozeni Ref. Zkr. Slozeni Ref.

AF 4 % formaldehyde v TE [68] PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, | [59, 69,
pufru 10 mM Na,PO, (pH 7,5) 83]

MA methanol: kyselina octova [117] TE* 10 mM Tris HCI, 1 mM [91]
(3: 1v/v) EDTA (pH 8)

MA+ methanol: kyselina octova [118] Tris- 200 mM Tris, 4 mM [119]
(3: 1 v/v) 10% DMSO MgCl, MgCl,.6H,0, 0,5% (v/v)
(Duchefa Biochemie), 0,1% Triton X-100 (pH 7,5)

Triton-X 100, 5mM EDTA

70E 70% ethanol ve vodé [59, 80, | Otto Otto I: 100 mM kyselina [120]
81, 84- buffer** | citronova, 0,5% (v/v)

91] Tween 20 (pH 2 - 3)
Otto Il: 400 mM
Na,P0,.12H,0 (pH 8 — 9)

95E 95% ethanol ve vodé [121] LBO1 15 mM Tris, 2 mM [73]
Na,EDTA, 0,5 mM

90M 90% methanol ve vodé [117] spermine.4HCl (Sigma), 80

mM KCI, 20 mM NacCl, 0,1%
(v/v) Triton X-100 (pH 7,5)

DMSO — dimethyl sulfoxide, EDTA — etylendiaminotetraoctova kyselina, *ve FCM studiich na houbach
se Casto pouzivaji pufry Tris [85, 90] nebo pufry Tris doplnéné stabilizatorem chromatinu a/nebo
chelata¢nim cinidlem [68, 69, 80, 84, 89]. V této praci byl pouzit TE pufr podle De Lucas et al. [91].
**K barveni jader dochazi ve smési Otto | a Otto Il pufru v poméru 1: 3 za dosaZzeni pH 7,5.

1 Optimalizace metodiky:
1 Obecny postup (OP)
a) centrifugovat 1 ml bunécné suspenze 10 min pfi 14 000 rpm
b) odstranit objem nad peletou a pfidat 500 pl fixacniho roztoku, promichat
c) inkubovat buriky pfi 4 °C pfi stadlém michani (300 rpm)
d) centrifugovat 5 min pfi 14 000 rpm
e) promyt buriky od fixaéniho Cinidla detergentem Triton X-100 (500 pl, 0,1%)
f) centrifugovat 5 min pfi 14 000 rpm
g) odebrat detergent a pridat pufr s RNAsou A, inkubovat za stalého michani (300 rpm) pfi 37 °C

h) ptidat 50 pl/ml PI (1 mg/ml v PBS), barvit pfi pokojové teploté v temnu 30 min
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1A Vliv koncentrace a délky inkubace RNAsy A
a) OP
b) fixacniroztok = ethanol
c) inkubace = pres noc
d) —f)op
g) pufr=TE, koncentrace RNAsy A *, délka inkubace s RNAsou A**
h) OP

*testované koncentrace RNAsy A [mg/ml]: 0; 0,05; 0,07; 0,1; 0,15; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25 (délka
fixace byla 1 hodina)
**testované délky inkubace RNAsy A [min]: 60, 45, 30, 15, 5 a 0 (0 minut znamena, Ze RNAsa A byla
ke vzorku pridana az spolecné s Pl, koncentrace RNAsy A byla 0,1 mg/ml).
1B Optimalizace délky a typu fixace

a) OpP

b) testované fixacni roztoky: 4F, MA, MA+,70E, 95E, 95M

c) délka fixace: pfes noc, 60 min, 30 min, 15 min

d) —f)oP

g) TE pufr, RNAsa A 0,1 mg/ml, inkubace 15 min

h) OP

1C Optimalizace pufru

a) OpP

b) MA+

c) 15min

d) —f)oP

g) RNAsa A 0,1 mg/ml, inkubace 15 min. Testované pufry: PBS, TE, Otto buffer, Tris-MgCl,, LBO1
(bez spermin.4HCl), LBO1 (véetné spermin.4HCI)

h) OP

Vysledna metodika pro zjisténi velikosti genomu v rodé Geosmithia
Vychazi z obecného postupu a z optimalizac¢nich krokd.
a) centrifugovat 1 ml bunécéné suspenze 10 min pfi 14 000 rpm
b) odstranit objem nad peletou a ptidat 500 ul MA+, promichat
c) inkubovat 15 min pfi 4 °C pti stalém michani (300 rpm)
d) centrifugovat 5 min pfi 14 000 rpm
e) promyt od fixacniho Cinidla detergentem Triton X-100 (500 ul, 0,1%)
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f) centrifugovat 5 min pfi 14 000 rpm

g) odebrat detergent a pfidat 950 ml Tris-MgCl, pufru (pH 7,5) a 0,1 mg/ml RNAsa A, inkubovat
15 min za stdlého michani (300 rpm) pfi 37 °C

h) pfidat 50 pl/ml Pl (1 mg/ml v PBS), barvit pfi pokojové teploté v temnu 30 min

3.3.4 Standardizace
Jako potencidlni standardy byly testovany Saccharomyces cerevisiae BY4743aa (24,1 Mb
[122]), Aspergillus niger CBS513.88 (33,9 Mb [123]) a NRRL350 (34,9 Mb [124]), A. fumigatus Af293
(29,4 Mb [125]) a CEA10 (29,2 Mb [126]) a A. aculeatus CBS172.66 (35,2 Mb DOE Joint Genome
Institute, nepublikovano). Barveni jader bylo provedeno stejné jako pro rod Geosmithia. Pouze u A.

fumigatus CEA10 byla zaroven pouzita i metodika pouzita pro tento druh v préci De Lucas et al. [91].

3.3.5 Optimalizace metodiky FCM

Pro testovani metodiky FCM byly vybrany druhy G. flava (CCF3354), G. sp. 8 (CCF4528), G.
sp. 24 (CCF4525) a G. sp. 25 (CCF4205). Pouze pfi testovani koncentrace RNAsy A byl misto kmene
CCF3354 zahrnut druh G. sp. 26 (CCF4223). Druhy byly vybrany tak, aby zahrnovaly druhy s odlisnou
ekologii (mozZnost odlisSnych sekundarnich metabolit(l) a tvorbou pigmentu. G. sp. 24 a G. sp. 26 byly
dale vybrany pro zndmou vnitrokmenovou varianci ve velikosti konidii.

Vychozi metodika pro jeji ndslednou optimalizaci byla sestavena tak, aby zahrnovala
nejcastéji pouzivané chemikdlie a postupy podle publikovanych mykologickych praci. Jedinou
vyjimkou byla koncentrace PI, ktera byla ur¢ena podle botanickych praci (viz [75]). Divodem bylo
velké rozpéti hodnot Pl koncentraci pouzivanych v mykologickych studiich. Jelikoz FCM neumoziuje
vizualni kontrolu mérenych bunék, byla FCM kombinovana s konfokalni mikroskopii. Béhem
optimalizace metodiky byl sledovan variacni koeficient (rCV) namérené intenzity fluorescence
Pl, kvalita méreni (lokalizace Pl do jadra bunky) a u vlivu pufru byla sledovana i variance
v naméfenych intenzitdch fluorescence mezi opakovanim (V). Variance V byla pocitana jako
SD/pridmérna hodnota Pl intenzity t¥i replikaci. Lokalizace Pl do jadra byla rozdélena do tfi stupnl
(obr. 6) od zcela nevyhovujici svysokym barvenim cytoplazmy aZz po vysokou lokalizaci bez
viditeIného barveni cytoplazmy. Optimalizacni kroky nasledovaly jeden za druhym, aZ wvytvofily

metodiku vhodnou pro rod Geosmithia.
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Obr. 6 Priklady lokaliza¢niho stupné Pl. A — (-) nevhodné barveni svysokym stupném barveni
cytoplazmy, B—C — (0) nevhodné barveni snizSim stupném barveni cytoplazmy nebo
s nerovnomérnym barvenim v rdmci jednoho vzorku, D — (+) vysoky stupen Pl lokalizace do jadra bez
viditelného barveni cytoplazmy.

3.4 Konfokalni mikroskopie

Pro pozorovani bunék na konfokalnim mikroskopu Olympus FV1000 (Olympus Corporation,
USA) bylo odebrano 65 pl vzorku pfipraveného pro FCM. Buriky byly centrifugovany a k peleté bylo
pfidano 5 pul 20% glycerolu. Glycerol redukoval pohyb bunék v preparatu a zpomaloval jeho
vysychani. Foceni bylo provedeno servisné v Servisnim centru pro cytometrii a mikroskopii, MBU,
AVCR, v.v.i. Bufiky byly foceny pfi 100 nasobném zvétieni za pouZiti imerzniho oleje (Olympus)
a nasledné jesté trikrat zvétseny. Excitacni vinova délka laseru o vykonu 2,2 mW byla 559 nm a emise
se snimala na detektoru od 570 nm do 670 nm. Bunky byly zaroven foceny pfi pouziti Nomarského
diferencialniho interferenéniho kontrastu (DIC). Pokud byl objekt fezan, byla tloustka fezu 0,42 pm.
Ke kolorizaci, slou¢enf fotografii z fluorescence a DIC a k 3D vizualizaci byl pouzit program FluoView™

FV1000 Ver.2.0c (Olympus).

3.5 Vypocet objemu konidii

Preparaty byly pfipraveny pfenesenim konidii z kultur narostlych na 2°SL agaru klickou do
kyseliny mlécné. Spory byly foceny na mikroskopu Olympus BX51 pfi 100 ndsobném zvétSeni za
pouziti DIC. U kazdé konidie (nejméné 100) byla v programu QuickPhoto zmérena jeji délka a Sitka.
Objem konidii byl vypocitan podle rovnice pro protahly elipsoid [65]. Protahly elipsoid byl vybran jako
aproximace tvaru konidii Geosmithia spp. Vzorec pro objem protahlého elipsoidu ma tvar:

V =3/4n(a/2)?b/2,
kde a je namérend Sitka spory a b je namérfend délka spory. Vramci jednotlivych kmen( byla
pocinana procentudlni variabilita ve vypocitanych objemech konidii. Variance byla vypoctena jako

smérodatna odchylka délenda medidnem objemu konidii a ndsobena 100.
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3.6 Analyza extracelularnich enzymii

SloZeni pouzitych pufr( a roztokl k analyzam extracelularnich enzymd je uvedeno v tab. 6.

Tab. 6 SloZeni pufrd a roztokl pouzitych pro analyzu extracelularnich enzymti.

sukcinat-laktatovy pufr (100 mM, pH 4,5)

0,146 g kyseliny jantarové, 1,64 g DL-mlécnanu

sodného, 100 ml deionizované vody

fosfatovy pufr (100 mM, pH 6,5)

0,95 g KH,POy,, 0,54 g Na,HPO,.2H,0, 100 ml

deionizované vody

citrat-fosfatovy pufr (pH 5,0)

2,1 g kyseliny citronové (monohydrat), 3,56 g
Na,HPO,.2H,0, 100 ml deionizované vody

octanovy pufr (50m, pH 5,0)

2,78 g octanu sodného, 900 pl kyseliny octové, 1000 mi

deionizované vody

ABTS (0,08%)

40 mg ABTS, 50 ml deionizované vody

DMAB (25 mM)

0,0826 g DMAB, 20 ml fosfatového pufru

MBTH (1 mM)

0,0043 g MBTH, 20 ml deionizované vody

MnSQO, (2 mM)

0,0169 g MnS0,4.2H,0, 50 ml deionizované vody

H,0, (1 mM)

10 pl H,0,, 80 ml deionizované vody

EDTA (2 mM)

0,074 g Na,EDTA.2H,0, 50 ml deionizované vody

Azo-CM celulosa*

1 g Azo-CM-celulosy, 40 ml deionizované vody, 5 ml 2 M
octanového pufru (pH 5,0), 0,02 g azidu sodného,

doplnéno na 50 ml deionizovanou vodou

Azo-xylan

1 g azo-xylanu, doplnéno na 100 ml deionizovanou

vodou

precipitant (pH 5,0)

10 g octanu sodného (trihydrat), 1 g octanu
zinecnatého, 50 ml deionizované vody, 200 ml 95%

ethanolu, (pH upraveno pomoci HCI, resp. NaOH)

*Azo-CM celulosa byla nejdfive smisena s horkou vodou (85—-90 °C) a michana 15 min. Po jejim
Uplném rozpusténi byl pfidan zbytek pouzitych chemikalii.

3.6.1 Extrakce extracelularnich enzymiu

Extrakce byla provedena z kultury rostouci jeden mésic na polopfirozeném médiu. Obsah
Petriho misky s narostlou kulturou (6 g suSina média) byl prfenesen do plastové zkumavky a bylo
k nému pridano 30 ml extrakéniho pufru (octanovy pufr). Pufr byl se dfevem promichan na vortexu
(cca 20 s). Extrakce probihala za stalého michani (100 rpm) pfi 4 °C po dvé hodiny. Zkumavky byly
centrifugovdny 8 min pfi 3000 rpm. Supernatant byl nasledné filtrovan pres papirovy filtr do novych

plastovych zkumavek. Vzorky byly uchovavany pfi teploté -44 °C az do doby méreni aktivit.
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3.6.2 Stanoveni aktivit extracelularnich enzymii

3.6.2.1 Aktivity = enzymit  stanovené  pomoci  fluorogennich  substratii
methylumbellyferone (MUF) a amidomethylcoumarin (AMC)
Fluorogenni substraty MUF a AMC (Sigma) pouzité ke zjisténi aktivit enzym( jsou uvedeny
v tab. 7. Pro analyzu aktivit extracelularnich enzym( byla pouZita metoda vyvinutd Vepsaldinen et al.
[127] aupravena podle Baldrian [97]. V96 jamkové desticce bylo ke 40 ul daného substratu
(vysledna koncentrace 500 uM) priddno 200 pl enzymového extraktu (pro kazdy kmen Ctyfi
replikace). Pro zjiSténi fluorescence pozadi byla od kazidého vzorku naméfena jedna jamka bez
pridani MUF/AMC substratu. Pro kazdy vzorek byla také zjisténa MUF/AMC standardni k¥ivka, ktera
slouzila ke zjisténi uhasinani fluorescence a vypoctu enzymovych aktivit. Desticky byly inkubovany pfi
teploté 40 °C po dobu 125 min. Méreni fluorescence bylo provedeno po 5 a 125 min na pfistroji
INFINITE M200 TECAN (Tecan Instruments, Austria) s pouZitim softwaru MAGELLAN. Fluorescence
byla mérena pfi vinovych délkach excitace 355 nm a emise 460 nm. Enzymové aktivity byly vypocteny
na zakladé zmérené fluorescence podle rovnice uvedené nize. Od kazdé hodnoty fluorescence
daného enzymového extraktu s MUF/AMC substratem byla odec¢tena hodnota fluorescenéniho
pozadi. Vysledna hodnota byla dale porovnana se standardni kfivkou MUF/AMC, ¢imz byla zjisténa
koncentrace uvolnéného fluorogenniho MUF/AMC substratu. Pro vypocet aktivit enzym( daného
kmene houby byl vypocten prlimér ze Ctyr nezavislych opakovani. Tento primeér byl dale prepocten
tak, aby odpovidal enzymové aktivité na 1 g susiny. Rovnice vypoctu aktivit extracelularnich enzyma:
Aktivita (U/g) = (F,/ke, — Fe, /ke,) " V2 /Vy - At - m,

kde F je namérena fluorescence po odecteni fluorescencniho pozadi, k; je smérnice standardni kfivky
MUF/AMC F(c) = k; - c v ase t, ¢ je koncentrace MUF/AMC substratu, t; je 5 minut, t, je 125 minut, At
je rozdil t; — t,, V, je objem extrakéniho pufru, V; je objem reakéni smési a m je hmotnost susiny
média.
Tab. 7 Poutzité substraty MUF/AMC.
Enzym EC Substrat Aktivni v procesu

B-glukosidasa 3.2.1.21 4-methylumbelliferyl-B-D- degradace celulosy

glucopyranoside

a-glukosidasa 3.2.1.3 4-methylumbelliferyl-a-D- degradace
glucopyranoside polysacharidd

celobiohydrolasa 3.2.1.91 4-methylumbelliferyl-B-D- degradace celulosy
cellobioside

B-xylosidasa 3.2.1.37 4-methylumbelliferyl-B-D- degradace hemicelulosy

xylopyranoside
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N-acetylglukosaminidasa | 3.2.1.52 4-methylumbelliferyl-N-acetyl- | degradace

B-D-glucosaminide polysacharidu
arylsulfatasa 3.16.1 4-methylumbelliferyl sulfate ziskani S
fosfomonoesterasa 3.1.3.1 4-methylumbelliferyl ziskani P
phosphate
fosfodiesterasa 3.14.1 bis-(4-methylumbelliferyl) ziskani P
phosphate
alanin aminopeptidasa 3.4.11.12 | L-alanine-7-amido-4- ziskani N

methcoumarin

leucin aminopeptidasa 3.4.11.1 L-leucine-7-amido-4- ziskdni N

methylcoumarin

3.6.2.2 Stanoveni aktivit extraceluldrnich enzymii pomoci zmény absorbance

Mezi aktivity enzym( stanovovanych pomoci zmény absorbance patfily: lakasa, Mn-
peroxidasa, Mn-nezavislé peroxidasy, oxidasa, endoglukanasa a endoxylanasa. Aktivity byly
vypocteny podle rovnice:

Aktivita (U/g) = AA/e-V,/V, -V3/m,
kde AA je zména absorbance za 1 min, € je moldrni extinkéni koeficient, V; je objem reakéni
smési, V, je objem vzorku v reakéni smési, V; je objem extrakéniho pufru a m je hmotnost susiny
média.

Enzymové aktivity byly vyjadfeny v jednotce 1 U (unit, 1 U = 1 umol/min) na gram susiny.
Jednotka 1U je v literatufe nejvice pouzivdna a vyjadfuje mnoZstvi enzymu potfebné pro vytvoreni

1 umol produktu za 1 minutu.

3.6.2.3 Stanoveni aktivity lakasy (EC 1.10.3.2)

Aktivita lakasy byla zjistovana mérfenim oxidace ABTS v citrat-fosfatovam pufru [128]. Reakéni
smés obsahovala: 150 pl citrat-fosfatového pufru, 50 pl roztoku ABTS (Sigma) a 50 pl enzymového
extraktu. Do 96 jamkové mikrotitraéni desticky byl nejdfive pipetovan citrat-fosfatovy pufr
a enzymovy extrakt. Poté byl do smési pridan roztok ABTS, ¢imZ byla reakce iniciovana. Absorbance
pfi vinové délce 405 nm byla odecitana v sedmi mérenich opakovanych po 120 s (celkovy ¢as méreni

12 min). Molarni extinkéni koeficient ma pfi A = 405 nm hodnotu € =36 000 | - mol™ - cm™.

3.6.2.4 Stanoveni aktivity manganové peroxidasy (MnP, EC 1.11.1.13), mangan
nezavislych peroxidas a oxidas
Aktivity enzym0 byly stanoveny podle protokolu Ngo et Lenhoff [129]. Aktivita byla

detekovana prostrednictvim oxidacniho propojeni DMAB a MBTH (Sigma), které vede ke vzniku
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fialového indaminového barviva detekovaného spektrofotometricky pfi A = 595 nm. Reakéni smés
obsahovala 200 pl roztoku AR, AP nebo AB (sloZeni v tab. 8) a 50 ul enzymového extraktu.
Absorbance byla odecitdna pfi vinové délce 595 nm v sedmi mérenich po 120 s (celkem

12 min). Moldarni extinkéni koeficient p¥i A = 595 nm ma hodnotu € = 32900 | - mol™- cm™.

Hodnota
aktivity pfi reakci s roztokem AR odpovida aktivité vSech peroxidas (Mn-zavislé i Mn-nezavislych)
a oxidas. Pfi reakci s roztokem AP odpovidd hodnota aktivité Mn-nezavislych peroxidas a oxidas a pfi
reakci s roztokem AB se jednd o hodnotu aktivit oxidas. Hodnota aktivit s roztokem AB tedy odpovida
aktivité oxidas, hodnota ziskand odectenim hodnoty aktivity s roztokem AB od AP odpovida aktivité
Mn-nezavislych peroxidas a hodnota ziskana odectenim hodnoty aktivity sroztokem AP od AR
odpovida aktivité Mn-zavislé peroxidasy.

Tab. 8 SloZeni roztoku AR, AP, AB.

Chemikalie AR [ul] AP[ul] AB[ul]
Sukcinat-laktatovy pufr 150 150 150
DMAB 20 20 20
MBTH 10 10 10
MnSQO, 10 - -
H,0, 10 10 -
EDTA - 10 10
H,0 - - 10

3.6.2.5 Stanoveni aktivity endo-1,4--glukanasy (EC 3.2.1.4) a endo-1,4-B-xylanasy
(EC3.2.1.8)

Ke stanoveni enzymovych aktivit byly pouZity chromogenni substraty Azo-CM celulosa (pro
endo-1,4-B-glukanasu) a Azo-xylan (pro endo-1,4-B-xylanasu) (Megazyme). V duasledku
enzymatického Stépeni je barvivo substrdtu uvolfiovdno do roztoku, zatimco vysokomolekularni
material z(stava po precipitaci a centrifugaci na dné zkumavky.

V 1,5 ml Eppendorfovych zkumavkach bylo ke 150 pl enzymového extraktu pfidano 150 pl
daného chromogenniho substratu. Smés byla rychle promichana na vortexu a inkubovana pfi teploté
40 °C po dobu 120 min. Jako kontrola byla misto enzymového extraktu pouZita destilovana voda.
Reakce byla zastavena pridanim precipitantu. Po promichani na vortexu (10s), vychladnuti
a centrifugaci (10 min, 10 000 rpm) byla smés spektrometricky mérena pri vinové délce 595 nm.
Méreni bylo provedeno na spektrofotometru Lambda 11 UV/VIS (Perkin Elmer, USA). Pro uréeni

enzymové aktivity byly pouzity kalibracni vztahy z pfibalovych letdk(l dodavatele reagencii.
Kalibra¢ni vztah pro aktivitu endo-1,4-B-glukanasu:

proA <0,7:y (U/ml) = 0,914(A — A0)
pro 0,7 < A< 1,0:y (U/ml) = (A —0,7)1,067 + (0,7 — A0)0,914
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Kalibra¢ni vztah pro aktivitu endo-1,4-B-xylanasu:
proA < 0,6:y (U/ml) = 1,036(4 — A0)
pro 0,6 <A<09:y(U/ml)=(A-0,6)0,850+ (0,6 —A0)1,036

Vysledna enzymova aktivita byla nasledné pocitana podle rovnice:

Aktivita (U/g) = y/t-V;/V, - V3/m

A je absorbance vzorku, AO je absorbance kontroly, y je hodnota enzymové aktivity vypoctena
podle kalibraénich vztah(, t je cas inkubace, V; je objem chromogenniho substratu, V, je objem

vzorku, V;objem extrakéniho pufru a m je hmotnost susiny média.

3.7 Metoda Biolog

3.7.1 Priprava destic¢ek FF MicroPlate™

Desticky FF MicroPlate™ (FF) byly pouZity ke zji$téni utilizace zdrojd uhliku (p. 1). Postup byl
prevzat z instrukci vyrobce (Biolog, Inc., USA). Houbové izolaty byly kultivovany na MEA popfipadé
2°SL agaru pfi teploté 23 — 25 °C dokud nebyla dosaZena dostatecné masivni sporulace (1 — 2 tydny).
Poté byly spory preneseny do sterilniho inokula¢niho roztoku (FF-IF) pomoci sterilniho vatového
tamponu. Roztok FF-IF obsahoval 0,25 g phytagelu (Sigma), 30 ul Tween 40 a 100 ml deionizované
vody. Tampdnem bylo jemné pfejizdéno po mistech se sporulaci tak, aby se zamezilo pfeneseni Zivin
z média do FF-IF. Roztok spor byl promichan, aby byl vzorek homogenni. Hustota spor v FF-IF byla
stanovena na spektrofotometru Lambda 11 UV/VIS (Perkin Elmer, USA) pfi vinové délce 490 nm.
Hustota byla stanovena na transmitanci T = 75 + 2 %, pfi nastaveni transmitance sterilniho FF-IF jako
T = 100 %. Suspenze spor v FF-IF s upravenou transmitanci slouzila pfimo k inokulaci desticky FF
(100 pl suspenze na 1 jamku). Pro kazdy kmen byla provedena dvé opakovani. Desticky s houbovou
kulturou byly uchovavany pfi teploté 23 — 25 °C po jeden tyden. Méfeni absorbance pfi vinovych
délkach 490 a 750 nm, odpovidajicich oxido-redukénimu potencidlu a houbového ristu, bylo
provedeno po 0, 24, 48, 72, 96 a 168 hodinach. Méreni probihajici v den inokulace desticky bylo

brano jako méfeni v ¢ase 0.

3.7.2 Priprava desti¢ek Phenotype MicroArrays™
Desti¢ky Phenotype MicroArrays™ (PM) (p. 1) slouzily ke zjisténi utilizace zdroji dusiku
(PM3B), fosforu a siry (PM4A) a nutri¢nich doplnkd (PMS5). Postup byl proveden podle instrukci
vyrobce (Biolog, Inc., USA). Kultivace hub a Uprava hustoty spor v FF-IF roztoku odpovidala pfipravé
desticek FF s tim rozdilem, Ze transmitance byla upravena na hodnotu 62 + 2 %. Poté bylo 25 ul této

sporové suspenze pridano k11,975 ml PM inokulaénim roztokdm (sloZeni viz tab. 9). Takto
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pripraveny PM inokulaéni roztok slouzil k inokulaci dané PM desticky (100 pl/jamku). Pro kazdy kmen
bylo provedeno jedno opakovani. Uchovavani desticek a méreni absorbanci probihalo stejné jako
u desticek FF.

Tab. 9 SloZzeni PM inokulacnich roztokl. Koncentrace slozek je uvedena po pfidani suspenze spor.

PM zasobni roztoky PM3B, PM5 PMAA

[mli] [mM] [ml] [mM]
FF-IF 10 0,833x 10 0,833x
D-glukosa (3 200 mM) 0,375 100 0,375 100

60 mM KH,PO, (pH 6,0) 5 -
PM aditiva (12x) 1 -

24 mM Na,SO, 2 -
spory ve FF-IF roztoku 0,025 - 0,025 -
destilovand voda 0,6 - 1,6 -
celkem 12 - 12 -

3.7.3 Analyza dat z metody Biolog

K vyhodnoceni dat ziskanych metodou Biolog byly pouzity hodnoty ziskané pti absorbanci
750 nm, kterd odpovida houbovému rlstu v dané jamce. K analyze vyuzivani substratd bylo pouzito
méreni po 96 hodinach. AZ do tohoto dne utilizace nar(stala, poté se jiZ objevovala sporulace, ktera
muzZe ovlivnit ¢teni absorbanci [130]. Pro zjisténi vlivu stari kultury (doby udrZzovani kultury ve sbirce)
byl porovnan utilizacni profil starych a novych kultur (zpracovany do mésice od izolace cisté kultury)
druh G. langdonii a G. pallida sp. 5, u kterych byl k dispozici vétsi pocet starych i novych kultur. Mezi
staré kultury byly zarazeny kmeny udrZované od rokd 2004 — 2007. Nové kultury byly izolovany v roce
2010. Od hodnot jednotlivych jamek dané desticky byla odectena hodnota jeji negativni kontroly
a zdporné hodnoty byly dany na nulu. U desticek FF byly k analyzam pouZzity priimérné hodnoty pro
dvé opakovani. Na destickach PM byla odecitana pod binokularni lupou sporulace po 168 hodinové
inkubaci. Vyskyt sporulace byl skérovan jako O (Zadna sporulace), 1 (alespon 1 konidiofor), 1,5
(sporulace do 1/3 jamky), 2 (sporulace do 2/3 jamky), 3 (sporulace nad 2/3 jamky).

Pro kazdy kmen byla spocitdna substratovd bohatost (SR), substratova aktivita (SA)
a Shannonl(v index diverzity. Shannonlyv index diverzity byl dale u vybranych druh( na FF destickach
porovnan s diverzitou vypocitanou pomoci Giniho koeficientu. Giniho koeficient se vypocita jako
pomér plochy mezi Lorenzovou kfivkou a diagondlou jednotkového ¢tverce k celkové plose pod
diagondlou. Lorenzova kfivka byla ziskdna podle Harch et al. [105]. Substraty v rdmci desticky byly
sefazeny vzestupné podle odectené absorbance a pak byly vyneseny v grafu jako kumulativni
procentudlni efekt substratd ke kumulativnimu procentualnimu efektu jamek. Ziskanou funkci byl
protnut polynom a jeho rovnice byla pouZita pro vypocet Giniho koeficientu. Giniho koeficient byl
spocitdn podle rovnice:

G=1-2[ LdF,
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kde L je Lorenzova kfivka a F je standardizovana kumulativni distribuce standardizované populace (viz
obr. 7).

SR byla vypoctena jako soucet jamek s hodnotou vétsi nez 0,1 (FF, PM3B) nebo 0,01 (PM4A,
PMS5). SA byla pocitana jako soucet absorbanci v ramci jedné desticky. Na destickach FF byly dale
substraty podle typu rozdéleny do gild podle prace Dobranic et Zak [110] (p. 2) pouze skupina
aminokyseliny a aminy/amidy byla spojena do jedné gildy a polymery byly spojené se skupinou
nazvanou ,Miscellaneous”, tedy skupinou obsahujici rozdilné typy zdroji. Slouceni skupin bylo
provedeno kvili vylouceni Spatné rozpustnych substratd (viz kapitola 4.5). Pfi vypoctu vyznamu
jednotlivych gild na rist hub byla nejprve spoctena primérna absorbance pfi 750 nm v ramci kazdé
gildy. Ziskand hodnota byla upravena vynasobenim poméru poctu jamek v rdmci gildy k poctu jamek
v nejvétsi gildé. Procentudlni rast v gildé byl pak vyjadien jako upraveny pramér v gildé vydéleny
souétem upravenych primérd. Vysledky byly zobrazeny sloupcovym grafem pro jednotlivé

ekologické skupiny (prdmérné hodnoty v gildé).

=
-

0.6 0.8
1

Cumulative Praporfion of Colour Dewelopment
0.4

0.0

0.0 0.2 0.4 0.8 0.8 1.0
Cumulative Proportion of Individual Wells
Obr. 7 Lorenzova kfivka pfi vypoctu Gini koeficientu [105]. PIna ¢ara odpovida zcela rovhomérnému
rastu vramci celé desticky, prerusované cCary prestavuji Lorenzovy kfivky. Plochy mezi plnou

a prerusovanou krivkou: A — odpovida malému Gini koeficientu a veliké funkcni diverzité vzorku, B —
odpovida vysokému Gini koeficientu a nizké funkéni diverzité.
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3.8 Extrakce ergosterolu

Pro analyzu mnoistvi ergosterolu byly spory ve sterilizované vodé (250 ul/1 Petriho misku)
pipetou preneseny na Petriho misku s MEA, jejiz povrch byl prekryt celofanem. Voda se sporami byla
sklenénou klickou rozetfena tak, aby byl pokryt cely povrch misky. Houby rostly dva a jedenact dni.
Dvoudenni kultivace byla zahrnuta, aby se predeslo vyskytu sporulace, kterd by mohla ovlivnit
vysledky. Vzorky rostouci dva dny (2 replikace na kmen) jsem extrahovala vlastnorucné, vzorky rostlé
11 dni (tfi replikace na kmen) byly extrahovany servisné. Samotné mnozstvi ergosterolu ve vzorku
bylo méfeno vidy servisné v Laboratofi environmentélni biotechnologie, MBU, AVCR v.v.i.

Narostld kultura byla sterilné prenesena do predvdzenych 8 ml sklenénych zkumavek, ve
kterych byla nasledné lyofilizovdna. Lyofilizované vzorky byly znovu zvdzeny a mnozstvi susiny bylo
vypocitano jako rozdil hmotnosti zkumavek s lyofilizdtem a prazdné zkumavky. K lyofilizatu byl pfidan
1 ml cyklohexanu a 3 ml 10% KOH v methanolu. Takové vzorky byly dale inkubovany v ultrazvuku
(90 min, 70 °C). Po inkubaci byly ke vzorku pfidany 2 ml cyklohexanu a 1 ml destilované vody. Smés
byla tfepana 30 s na vortexu a nasledné centrifugovana (5 min, 3 500 rpm). Supernatant byl odebran
do novych zkumavek. Do zkumavky s lyofilizdatem byly znovu ptidany 2 ml cyklohexanu a1 ml
destilované vody a celd procedura se opakovala jesté dvakrat. Odebrany supernatant (obsahujici
supernatant ze vSech tfi extrakci) byl odparen pod atmosférou dusiku do sucha a nésledné rozpustén
v1ml methanolu. Vzorek s vyextrahovanym ergosterolem v methanolu byl tfepan na vortexu
30 min, a poté inkubovan ve vodni 1azni (15 min, 40 °C) a znovu protiepan (30 s). Obsah zkumavek byl
pipetou prenesen do Eppendorfovych zkumavek a centrifugovan (3 min, 6 000 rpm). Ze zkumavek
pak bylo odebrano 800 ul smési do novych sklenénych zkumavek, které byly pevné uzavieny a do
analyzy uchovavany pfi teploté -20 °C.

Obsah ergosterolu ve vzorcich byl méfen na pfistroji Waters Alliance HPLC (Waters, USA)
s pouZitim 100% methanolu jako mobilni faze (pratok 1 ml/min). Ergosterol byl detekovan pfi
282 nm. Kalibraéni kfivka byla ptipravena linearni regresi péti koncentraci (0,02 — 50 pg/ml).
Namérené mnoistvi ergosterolu bylo ddle prepocteno na jeho mnoZstvi na gram susiny (namérené

mnozstvi ergosterolu/vypoctend hmotnost susiny lyofilizatu).

3.9 Extrakce celkovych mastnych kyselin (MK)

Vzorky pro analyzu MK byly pfipravovany stejné jako pro analyzu ergosterolu (kapitola 3.8) az
po lyofilizaci vzorku a vypoctu hmotnosti suSiny. Extrakce a méreni byly provedeny servisné
v Laboratofi environmentalni biotechnologie, MBU, AVCR v.v.i.

Extrakéni smés obsahovala 0,625 ml chloroformu, 1,25 ml methanolu a 0,5 ml fosfatového
pufru (50mM KH,PO,, pH 7,4). Vzorky byly vortexovany s extrakéni smési 1 min, poté se nechaly

extrahovat 1 hod ve tmé pii pokojové teploté. Po extrakci byly vzorky centrifugovany (5 min,
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3 500 rpm) a supernatant byl pfendan do nové vialy. Vialy se supernatantem byly uchovavény ve
tmé. Pro druhou a nasledné treti extrakci bylo k lyofilizatu pfidano 0,625 ml chloroformu a 1,25 ml
methanolu, dale vSe probihalo jako u prvni extrakce. Ke spojenym supernatantiim bylo pfidano
1,88 ml fosfatového pufru a 1,88 ml chloroformu a smés byla vortexovana 1 min. Protfepané vzorky
byly uchovany pres noc v ledniéce a poté centrifugovany (5 min, 3 500 rpm). Spodni chloroformova
Cast byla prenesena do nové vialy. Ke vzorku bylo pfiddano 1,88 ml chloroformu, vzorek byl
vortexovan (1 min) a centrifugovan (5 min, 3 500 rpm). Spodni chloroformové ¢asti byly spojeny.
Vialy s chloroformovou ¢asti byly uchovavany v mrazaku pti -20 °C. V dalsi fazi byl vzorek odparen
pod atmosférou dusiku a promichan se 100 pl chloroformu. Chloroformova smés byla nanesena na
kolonu (Lichrolut Si 60, Merck), ktera byla nejprve promyta 1,5 ml chloroformu. Prazdna viala byla
promyta 100 ul chloroformu a cely objem byl také nanesen na kolonu. Na kolonu byly postupné
pridavany 2 ml chloroformu (vymyti neutralnich lipid), 6 ml acetonu (vymyti glykolipidd) a 2 ml
methanolu (vymyti fosfolipidd). VSechny frakce byly zachycovany do nové vialy, ta poté byla
uchovavana pfi -20 °C. Vzorek byl znovu odparen atmosférou dusiku a ke vzorku bylo pfidano
50 pl Co (200 ng/ul hexanu), ktery slouZil jako vnitfni standard. Vzorek byl znovu vysusen pod
atmosférou dusiku. Pro uvolnéni MK z fosfolipid( a jejich prevedeni na methylestery bylo ke vzorku
pfidano 0,5 ml toluenu a 0,5 ml methanolu a smés byla vortexovdna 1 min. Ke smési byl pfidan 1 ml
Cerstvé pripraveného 0,2 M KOH v bezvodném methanolu a smés byla inkubovana 15 min pfi 37 °C.
K vzorku bylo ddle pfidano 1,6 ml hexanu, 0,4 ml chloroformu, 0,3 ml 1 M kyseliny octové a 2 ml
Cerstvé redestilované vody. Smés byla vortexovana 1 min a centrifugovana (10 min, 2 500 rpm).
Horni faze byla pfenesena do nové vialy a k spodni fazi bylo pfidano 1,6 ml hexanu a 0,4 mi
chloroformu. Smés byla vortexovana 1 min a poté znovu centrifugovana (10 min, 2 500 rpm). Znovu
byly oddéleny frakce a treti extrakce probihala stejné jako druhd. Takto pfipraveny vzorek bylo
mozné uchovavat pfi -20°C. Pfed méfenim na plynovém chromatografu byl vzorek odparen
atmosférou dusiku a naredén 1 ml hexanu, se kterym byl vortexovdn 30s. Poté byl 1 ml smési
prenesen do 2 ml vial.

Vzorek byl analyzovdn plynovym chromatografem — hmotnostnim spektrometrem (Varian
3400, ITS-40, Finnigan). MnozZstvi jednotlivych MK bylo prepoc¢teno na gram susiny. Data byla
nasledné transformovana na procentualni prispévek jednotlivych MK k jejich celkové sumé v ramci

jednoho izolatu.
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3.10 Statistické analyzy

Regresni analyzy byly pocitany v programu PAST [131] za poufZiti linedrniho RMA (Reduced
Major Axis) modelu. Regresni analyzou byly zjistovany vztahy mezi: velikosti genomu a objemem
konidii, Shannonovym indexem diverzity a Gini koeficientem, Shannonovym indexem diverzity
a SA/SR.

Aktivity extraceluldrnich enzym(, data ziskand metodou Biolog a mnoiZstvi ergosterolu
a mastnych kyselin byly analyzovany v programu PAST a CANOCO for Windows 4.5 (Microcomputer
Power, USA). Metodou DCCA (Dentrended Canonical Correspondence Analysis) s Hillovym skalovanim
os byla v programu CANOCO nejprve vypoctena délka gradient(l. Délka gradientl poukazuje na
heterogennost dat a usnadiuje rozhodnuti mezi linearni nebo unimodalni analyzou [132]. Data byla
zobrazena analyzou PCA (Principal Component Analysis) v programu PAST, kde byla nasledné
zjistovana vyznamnost jednotlivych ekologickych skupin metodou one-way ANOSIM (distance Bray-
Curtis). Vyznamnost téchto skupin byla analyzovana ivprogramu CANOCO RDA analyzou
(Redundancy Analysis), nebo CCA analyzou (Canonical Correlation Analysis) v pripadé dat ze
sporulace, za pouziti automatické forward selection a Monte Carlo permutacniho testu.
Environmentalni proménné nezahrnuté do analyzy byly zaclenény jako kovariaty. V PCA analyze byly
zobrazeny viechny zahrnuté kmeny. Pokud bylo od jednoho druhu analyzovano vice kmend, byla do
testovani vyznamnosti ekologickych skupin zafazena primérna hodnota pro tento druh. Vyjimkou byl
druh G. morbida, u kterého byly do analyz zaclenény jeho jednotlivé kmeny pro zachovani
vnitrodruhové variability. Vyznamnost skupiny auxilidrné ambrosiové houby G. rufencens nebyla
testovana, jelikozZ byl k dispozici pouze jeden poptipadé dva kmeny tohoto druhu.

Rozdilnost ekologickych skupin v mnozZstvi ergosterolu, Shannonové indexu diverzity, SA a SR
a zastoupeni jednotlivych gild (FF Biolog) byla zjistovana v programu PAST prostfednictvim statistiky
Kruskal-Wallis doplnéné o Mann-Whitney pairwise comparison (M-W) a Bonferroni correction (BC).
Tato metoda byla pouzZita i utestovani vlivu fixace a pufru na rCV a V béhem optimalizace FCM

metodiky.
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4 Vysledky

4.1 Pruatokova cytometrie

4.1.1 Optimalizace metodiky

4.1.1.1 Vliv koncentrace a délky inkubace RNAsy A

Vliv RNAsy A na rCV byl sledovan v deseti rGznych koncentracich v rozmezi 0 — 1,25 mg/ml
podle metodiky 1A (kapitola 3.3.3). Na obr. 8A je v grafu vynesena zavislost rCV na koncentraci
RNAsy A. Kmen CCF4525 vytvarel dvé populace s odlisSnou velikosti genomu a nebyla u néj znatelna
zadna zavislost rCV na koncentraci. RCV populace s mensi velikosti genomu (p1l) se pohyboval
vrozmezi od 6,3 % do 7,4 %. Kvyraznému zvyseni rCV v dusledku chybéjici RNAsy A doslo u vsech
zbyvajicich kmend (CCF4223, CCF4205, CCF4528). Pfi vyssSich koncentracich nez 0,1 mg/ml dochazelo
u vSech druh k fluktuacim v hodnotach rCV. Pouze silné odpovédi druhd (rCV) na koncentraci RNAsy
A byly brany jako vyznamné. Pfi naslednych analyzach byla tedy RNAsa A pfidavdna v koncentraci
0,1 mg/ml. V dalsim kroku byly vzorky inkubovany v ¢asech: 60, 45, 30, 15, 5 a 0 min. Vyrazné vySsi
rCV prokazovaly druhy pfi inkubaci 0 a 5 min. Inkubace delsi nez 15 min vedla ke zvyseni rCV. (obr.
8B). Pro daldi analyzy byla pokldaddna 15 min inkubace vzorku s RNAsou A (0,1 mg/ml) za

dostatecnou.

4.1.1.2 Vliv typu a délky fixace

Celkem bylo testovano 6 rlznych fixaci podle metodiky 1B (kapitola 3.3.3). Vysledky jsou
shrnuty v tab. 10. Jedinou statisticky odlisnou fixaci (p < 0,04; M-W) byl 4% formaldehyd, ktery
barveni) a vysoké frekvenci vyskytu zcela nenaznacenych bunék. U kmene CCF4525 dokonce nebylo
mozné rozlisit dvé populace bunék ve vzorku, které byly v ostatnich pfipadech dobfe rozpoznatelné.
U vSech testovanych druh(l se nejvice osvédcila fixace metanol: kyselina octova s aditivy (MA+). Ve
vSech opakovanich bylo Pl lokalizovano do jadra bez vyznamného barveni cytoplazmy. RCV byl lehce
nizsi nez u ostatnich fixativ, i kdyZ to nebylo statisticky vyznamné. Fixace MA+ byla vybrana jako
nejlepsi pro rod Geosmithia. Dalsi optimalizace se zabyvala délkou fixace. Fixace MA+ probihala pres
noc, 1 hod, 30 min a 15 min. Mezi jednotlivymi ¢asy fixace nebyl pozorovan rozdil (p > 0,6; M-W, tab.

11). Pro dalSi méfeni tedy byla vybrana nejkratsi fixace MA+, 15 min.

4.1.1.3 Vliv pufru
Mezi testované pufry byly zahrnuty dva nejcastéji pouzivané pufry v mykologii: TE a PBS
a dale oblibené pufry v botanice: Tris-MgCl,, Otto buffer, LBO1 a jeho varianta bez spermin.4HCI (tab.
12). Metodika je shrnuta v bodé 1C v kapitole 3.3.3. U Otto buffer dochazelo ke zvySenému slepovani
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Obr. 8 Vliv RNAsy na rCV. A — vliv koncentrace, B — vliv délky inkubace.



bunék, coZ se projevilo zvysenim rCV u vsech testovanych druhl. Otto buffer se dale od vsech

ostatnich pufrd lisil vyssi varianci v namérenych Pl intenzitach mezi jednotlivymi dny (p < 0,04; M-W).

Pfi pouziti pufrd Tris-MgCl, a LBO1 + spermin.4HCl nedochazelo k barveni cytoplazmy. Pro dalsi

analyzy byl vybran pufr Tris-MgCl,, ktery vykazoval mezidruhové obdobnou varianci v Pl intenzitach i

nizsi rCV (statisticky odlisSny od TE a Otto buffer, p < 0,04; M-W).

Tab. 10 Vliv fixace na rCV [%] a PI lokalizaci (Loc.) do jadra.

Typ fixace
Kmen 4F MA MA+ 70E 95E 90M
rcv Loc. | rCV Loc. | rCV Loc. | rCV Loc. | rCV Loc. | rCV Loc.
CCF3354 | 18,2 - 9,6 0 9,2 + 12,7 - 10,7 0 9,8 +
CCF4528 | 19,3 - 8,7 0 7,8 + 8,3 - 9,3 - 8,8 +
CCF4525 | 19,9 - 8,8 0 8,9 + 9,1 - 9,6 - 9,2 0
CCF4205 | 16,9 - 11,9 + 14,2 + 13,7 - 16,3 - 11,3 0
Tab. 11 Vliv délky MA+ fixace na rCV [%].
Kmen rev
15 min 30 min 60 min Pfes noc
CCF3354 8,3 8,1 9,1 9,6
CCF4528 7,2 8,2 7,9 7,9
CCF4525 10,3 11,0 10,5 8,0
CCF4205 9,2 10,2 9,0 11,9
Tab. 12 Vliv pufru na stabilitu Pl intenzity (V), rCV a lokalizaci (Loc.).
PBS TE Tris-MgCl,
Kmen
V [%] rCV [%] Loc. V [%] rCV [%] Loc. V [%] rCV [%] Loc.
CCF3354 6,7 15,6 0 4,1 9,3 + 3,3 8,5 +
CCF4528 4,8 8,7 + 1,5 8,9 + 3,6 8,6 +
CCF4525 0,6 8,4 + 4,9 9,7 + 3,8 8,7 +
CCF4205 2,0 9,1 + 6,3 11,5 0 3,6 7,4 +
Otto buffer LBO1 - spermin.4HCI LBO1 + spermin.4HCI

Kmen | Viwl rcvi%l loc. | VI%]  rcvi%]l Lloc. | V%  rcvi%l Loc.
CCF3354| 18,6 14,4 - 4,4 15,9 0 1,9 7,4 +
CCF4528| 11,2 11,3 0 4,0 10,5 + 1,2 9,7 +
CCF4525| 52,0 15,8 0 4,2 8,4 + 5,5 9,2 +
CCF4205| 15,4 15,2 0 1,9 8,9 0 3,2 8,4 +

4.1.1.4 Zavérecnd pozndmka

Hodnota rCV byla vyssi u vzork( svysokym barvenim cytoplazmy a s nizkou uniformitou

barveni vzorku. Hodnota rCV byla tedy sama o sobé vhodnym znakem pro hodnoceni kvality méreni

a mohla byt sama o sobé pouZita k vyhodnocovani optimalizacnich krokd. Vysoka hodnota rCV

sve

znemoZiuje zachytit aneuploidii ve vzorku a mulze tak zapficinit nesprdvné zméreni GS. Vysoké

sve

barveni cytoplazmy vede k vyssi zachycené intenzité fluorescence, coz zapfricini zcela mylné vysledky
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(obr. 9). JelikoZ vysoké rCV zpUsobi i vzorek s nizkou uniformitou barveni, je patrné, Ze kvalita pouZité

metodiky md znaény dopad na ziskané vysledky.
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Obr. 9 Priklad vlivu rCV na detekovanou intenzitu fluorescence. Se zvysujicim se rCV roste
detekovand intenzita. Hodnoty rCV [%]: Otto buffer — 15,2, Tris-MgCl, — 7,4, LBO1 — 8,4.

4.1.2 Standardizace

Vysledky ukazaly (obr. 10), Ze A. fumigatus CEA10 a S. cerevisiae BY4743aa jsou vhodné jako
standardy. Oba kmeny druhu A. niger vytvarely mnohojaderné konidie (1 -3 jadra na konidii).
Vsechny kmeny vyjma A. fumigatus CEA10, Aspergillus niger CBS513.88 a S. cerevisiae BY4743aa
prokazovaly vysoké barveni cytoplazmy. Vysledky zaroven poukazuji na to, Ze kmeny jednoho druhu
se mohou liSit v odpovédi na pouzitou metodiku. Dale byla srovndna metodika vyvinuta De Lucas et
al. [91] s metodikou vyvinutou pro rod Geosmithia (v této praci). Metoda vyvinuta pro rod
Geosmithia byla vhodna i pro A. fumigatus CEA10Q. Pouziti fixace MA+ a pufru Tris-MgCl, vedlo
k nizsimu barveni cytoplazmy v porovnani se 70% ethanolem a TE pufrem [91]. Na zakladé vysledkd
byly A. fumigatus CEA10 a S. cerevisiae BY4A743aa zahrnuty do FCM analyz jako externi standardy.

Velikost genomu A. fumigatus CEA10 zmérena metodou FCM (29,7 Mb) a vypoctena podle S.
cerevisiae jako standard byla v dobré shodé s GS, ktera byla pro tento druh zjiSténa sekvenovanim
genomu (29,2 Mb). V nasledujicim textu jsou uvadény GS prepoctené podle S. cerevisiae. Hodnoty

ziskané podle A. fumigatus CEA10 jsou uvedené v tab. 13.
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Obr. 10 PI barveni jader u testovanych standardl. A — A. niger NRRL350, B — A. niger CBS513.88, C —
A. aculeatus CBS172.66, D — A. fumigatus Af293, E — S. cerevisiae BY4743, F — A. fumigatus CEA10,
metodika podle De Lucas et al. [91], G — A. fumigatus CEA10 (metodika z této pace), H — FCM
histogram S. cerevisiae BY4743, | — FCM histogram A. fumigatus CEA10 (metodika z této prace).

4.1.3 Velikost genomu vybranych druhii rodu Geosmithia

Velikost genomu byla zjistovana u 21 druhl Geosmithia (tab. 13, p. 3). Vybrané druhy
zahrnovaly 7 generalistd, 7 druh0 nalézanych pouze na celedi Pinaceae, 1 patogenni druh, 3
ambrosiové druhy, 1 auxilidrné ambrosiovy druh a dva druhy s nezndmou hostitelskou diverzitou.
Pouzita metodika 2 je uvedena v kapitole 3.3.3.

Velikost genomu vybranych druhd se pohybovala vrozmezi 1 — 1,4 nasobku nejmensiho
zjisténého genomu (CCF4527). Vyjimku tvofily ambrosiové druhy G. microcorthyli a G. eupagioceri,
jejichz genom byl 2,6 a 17,8 ndsobek nejmensiho genomu, pficemz G. eupagioceri dosahovala
nejvyssi GS. Nékteré kmeny dale vytvarely dvé populace spor sodliSnou GS. Jednalo se
o0 ambrosiovou houbu G. sp. CCF4292 a Ctyti druhy izolované z Pinaceae: CCF4525 a CCF4294 (G. sp.
24), CCF4223 (G. sp. 26), CCF4206 (G. sp. 27) a CCF4526 (G. sp. 31). U téchto kmenU nabyvala
populace spor s vétsim genomem (p2) 1,8 — 1,9 nasobku populace s mensim genomem (p1). Kmeny
G. sp. 24 (CCF4525, CCF4294) mély stejnou GS obou populaci i jejich pomér, 1: 1,3 ve prospéch p2.
Pomér pl k p2 byl u kmenl CCF4223 1:4,2, u CCF4292 2:1 auCCF4526 1:8,4. Auxilidarné
ambrosiovd G. rufescens (CCF4524) vytvafri cylindrické spory, typické pro rod Geosmithia, s malou
frekvenci i velké kulaté ,,ambrosiové” spory. U tohoto druhu vsak dvé populace spor nalezeny nebyly
pravdépodobné pravé kvili malo castému vyskytu ,,ambrosiovych” konidii. Oproti ostatnim druhdm
Geosmithia (aZz na G. sp. 21 CCF4530) vykazovaly ambrosiové druhy horsi kvalitu méfeni (vyssi rCV)
a zaroven i nedokonalou lokalizaci Pl do jadra bunék. U téchto druh( se zifejmé v konidiich nachazeji
komponenty, které interaguji s Pl. Kmen CCF4531 (G. sp. 21) mél oproti kmenu CCF4530 (G. sp. 21)
mnohem vyssi kvalitu méreni (rCV 8,9 % oproti rCV 17,4 %) i nizsi barveni cytoplazmy. Tyto kmeny se

znacné lisily i namérenou GS. Velikost genomu CCF4531 méla hodnotu 27,9 Mb a GS CCF4530 byla
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42,9 Mb. Tento vysledek znovu potvrdil, Ze nevhodné barveni vzorku mlze znaéné ovlivnit vysledky.

U G. eupagioceri bylo konfokdlni mikroskopii zjisténa pfitomnost vétSiho poctu jader na bunku

v rozmezi 3 — 7 (obr. 11). Jadra se ¢asto sdruzovala k sobé do nékolika skupin. Nerovhomérny pocet

jader na konidii zpUsobil dva vrcholy histogramu s nizkym rozliSenim. Zaroven u tohoto druhu nebylo

mozné vypocist GS (pouze celkovou genomovou hmotu).

Obr. 11 Konidie G. eupagioceri. Barveno Pl a foceno konfokalnim mikroskopem.

4.2 Objemy konidii

Objemy konidii jsou uvedeny v tab. 13. Objemy dosahovaly hodnot od 4,0 um® u G. sp. 9

(CCF3703) aZ 259,2 um’ u G. eupagioceri (CCF3754), median byl 6,6 um®. Variance v objemu konidii

se pohybovala vétsinou okolo 25 %. Nékteré druhy ale vykazovaly vysokou varianci (nad 30 %).

Jednalo se o druhy G. sp. 24, G. sp. 26, G. sp. 27, G. microcorthyli, G. eupagioceri, G. rufescens a G. sp.

CCF4292. Vysoka variance v objemu konidii byla tedy nachdzena predevsim u kmen0 vytvarejicich

dvé populace pfi méreni GS pomoci FCM.

Tab. 13 Velikost genomu a objem konidii druhi Geosmithia.

GS [Mb] GS [Mb] . Variance
. S. cerevisiae A. fumigatus Obj(.er?, v objemu
Druh Geosmithia| Kmen BY4743aa jako CEA10 jako rCV [%] konlc:u konidif
standard standard [um’] [%]
G.sp.1 CCF4529 21,8 21,5 7,4 6,5 25,0
G. putterillii CCF3342 26,3 26,0 10,5 5,9 25,5
G. flava CCF3354 25,8 25,5 7,2 5,5 22,0
G.sp. 8 CCF4528 24,8 24,5 8,2 5,8 27,7
G.sp. 8 CCF4207 27,2 26,9 9,4 7,3 23,6
G.sp.9 CCF3703 23,5 23,3 9,3 4,0 29,9
G.sp. 16 CCF4201 28,4 28,0 8,7 9,7 25,0
G. sp. 20 CCF4527 20,8 20,5 7,4 5,2 21,8
G.sp.21 CCF4530 42,9 42,4 17,4 4,9 26,1
G.sp.21 CCF4531 27,9 27,6 8,9 4,9 26,6
G.sp. 22 CCF3645 23,0 22,8 7,8 3,9 24,7
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= P2 24,2 | Pa4,7 | ® P2
G.sp. 24 CCF4525 24‘;15&3‘81645'2 plpz‘g&z Sgizh‘m 511 164 | 839
G.sp. 24 CCF4294 1249 l "448 | M246 ‘ "443 | 77,9 | "7 12,9 77,9
p1p238’4 p1p238,0 plpZNA ’ ’
G.sp.25 CCF4205 24,2 24,0 6,6 10,3 22,5
G.sp. 26 CCF4223 1257 l "85 | M255 ‘ 7480 | "84 | 787 22,7 52,6
p1p245,7 p1p245,2 plpZNA ’ ’
23,6 | 44,4 | 23,4 | 43,9 [™102] P76
G.sp.27 CCF4206 7737 7237 5 Ty 9,8 44,3
G.sp.31 CCF4526 "283 ‘ "511 | "28,0 ‘ "505 | "7.5 ‘ 76,6 20,8 29,7
p1p251’3 p1p250,7 plpZNA ’ ’
G. microcorthyli | CCF3861 53,9 53,3 15,6 49,7 34,0
pl p2 pl p2 pl p2
G. eupagioceri | CCF3754 36,,?;211‘18;’655’5 36,,?;91‘17136’9 19,,'18PZ‘N A24’0 259,2 36,0
G. morbida CCF3879 24,7 24,4 9,7 6,1 23,1
G. rufescens CCF4524 24,3 24,1 10,1 5,8 41,4
G.sp. CCF3554 | CCF3554 24,5 24,3 8,3 6,4 25,2
G.sp. CCF4200 | CCF4200 29,2 28,9 16,4 6,6 20,7
G.sp. CCF4292 | CCF4292 7278 | 507 | 7275 ‘ "502 |"113|™10,4 12,7 31,4
p1p237’4 p1p237'0 plpZNA ’ ’

GS — velikost genomu, p1/p2 — populace s mensim/vétSim genomem, plp2 — median pres obé

populace, NA — nezjistovany Gdaj.

4.3

Korelace mezi velikostmi genomu a objemy konidii

Hodnoty GS i objemy konidii byly logaritmovany pred analyzou. U kmenu, které vykazovaly

dvé populace konidii s odliSnou GS, byla do korelace zahrnuta hodnota medidnu pfes obé populace.

Kmen CCF4530 nebyl zahrnut do analyzy. Velikost genomu byla silné korelovana s objemem spor

(obr. 12A, R? =0,83, p<0,0001) a to i v pfipadé vynechani mnohojaderného druhu G. eupagioceri

(obr. 12B, R* = 0,81, p < 0,0001).
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Obr. 12 Regresni analyza velikosti genomu a objemu konidii. A —vyneseny vsechny druhy (R = 0,83, p < 0,0001), B — G. eupagioceri vyfazena

2
z analyzy (R =0,81, p <0,0001).@ ambrosiové druhy, @ specialisti na Pinaceae, ® generalisti,® auxilidarné ambrosiovy druh, © patogen
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4.4 Extracelularni enzymy

Analyza extracelularnich enzym (p. 4) odhalila, Ze generalisti jsou odlisni od vSech ostatnich
ekologickych skupin, p<0,04 (tab. 14, obr. 13). Generalisti vysvétlovali nejvétsi procento (16 %)
z celkové variability (32 %) vysvétlené testovanymi environmentalnimi proménnymi v RDA analyze.
Zajimavé pak bylo, Ze se patogenni G. morbida znac¢né odliSovala na substrat podobnym druhlm
(floém listnacd). G. morbida se vyrazné odliSovala kombinaci produkce B-glukosidasy, endoxylanasy
a lakasy, coZ jsou enzymy, které se podileji na degradaci rostlinnych pletiv (celulosa, hemicelulosa,
lignin). G. morbida byla Monte Carlo permutacnim testem odliSena i od specialisti na Pinaceae, a to
predevsim produkci endoxylanasy. Vyraznou produkci lakasy projevovaly nékteré druhy specifické
pro Celed Pinaceae. Tyto druhy také produkovaly enzymy na degradaci celulosy, B-glukosidasu
a celobiohydrolasu. Endoglukanasova aktivita vSak chybéla. Ambrosiové druhy se navzdjem znacné
lisily aktivitami extracelularnich enzymU. G. microcorthyli se vyznacovala vysokou lakasovou aktivitou
(24,3 mU/g, nejvyssi detekovanou pro G. spp.). Naproti tomu G. eupagioceri dosahovala mezi G. spp.
témeér nejvyssi aktivity endoxylanasy. G. sp. CCF4292 a auxilidarné ambrosiova G. rufescens neprojevily
schopnost rozkladat lignocelulosu. Ani u jednoho z testovanych druhll nebyla detekovana aktivita a-
glukosidasy, fosfodiesterasy, alanin aminopeptidasy, leucin aminopeptidasy a Mn-nezavislé
peroxidasy. Endoglukanasa byla u vétsiny druhd neptitomna. Nizké aktivity tohoto enzymu (okolo
1 mU/g) byly zjistény u CCF4200, CCF3645, CCF3342, CCF3703, vy3si pak u 1259 (3,5 mU/g), CCF4530
(6 mU/g) a CCF3354 (11,3 mU/g). N-acetylglucosaminidasa byla produkovana vsemi druhy v obdobné
mitfe. Generalisti pak dosahovali vyssich aktivit B-xylosidasy a mensi mérou arylsulfatasy.

Tab. 14 Vysledky analyzy extracelularnich enzyma.

G SP P AH
G - 0,0002 | 0,0036 | 0,0179
SP 0,0080 | - 0,1587 | 0,2997
P 0,0140 | 0,0380 0,1049
AH 0,0360 | 0,2440 | 0,0700 | -

V hornim trianglu jsou p-value ziskané zone-way ANOSIM, v dolnim ziskané Monte Carlo
permutaénim testem. Cervené jsou znacené signifikantni hodnoty: p < 0,05. G — generalisti, SP —
specialisti na ¢eled Pinaceae, P — patogen, AH — ambrosiova houba.
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e@ambrosiové houby, ®auxiliarné ambrosiova houba, @ specialisti na Pinaceae, @ generalisti,
patogen, AH —ambrosiové houby, SP — specialisti na Pinaceae , G — generalisti, P — patogen, A
— alanin aminopeptidasa, aG — a- glukosidasa, C— celobiohydrolasa, EG — endoglukanasa, EX —
endoxylanasa, G — B-glukosidasa, L — leucin aminopeptidasa, Lac — lakasa, MIP — Mn-nezavisla
peroxidasa, MnP — Mn-peroxidasa, N — N-acetylglukosamidasa, Ox — oxidasa, P —

fosfomonoesterasa, PP — fosfodiesterasa, S — arylsulfatasa, X - xylosidasa 53



4.5 Metoda Biolog

PCA a RDA/CCA grafy jsou uvedeny na obr. 14 (FF), obr. 15 (PM3B), obr. 16 (PM4A), obr. 17
(PM5), obr. 18 (FF+PM) a obr. 19 (sporulace). Staré a nové kmeny druh( G. langdonii a G. pallida sp.
5 tvofily jednotné skupiny (PCA analyza), z ¢ehoz vyplynulo, Ze stafi kultury nema vliv na utilizacni
potencial izolatd. Tabulky 15A-C shrnuji parové porovnani ekologickych skupin na FF a PM destickach.
Na vSech testovanych Biolog mikrotitracnich destickach kromé PM5 doslo k signifikantnimu rozliSeni
skupiny druhl z Pinaceae od generalistd (p < 0,004). Patogenni druh G. morbida byl statisticky odlisny
od generalistl (p < 0,04) a tvofil jednotnou skupinu se specialisty na ¢eled Pinaceae (p > 0,6). Pouze
na desticce PM4A byl patogen tésné neodliSen od generalistlli Monte Carlo permutacnim testem
(p =0,07). Ambrosiové druhy pak vytvarely pfechodny stav mezi témito skupinami. Specialisti na
Fraxinus a Ulmus se podobali generalistim. Proto nebyli dadle vyhodnocovani samostatné, ale byli
zahrnuti do skupiny generalistd. Hodnoty absorbanci na PM5 desti¢ce byly také, kvali velikym
mezidruhovym rozdildm, prohlédnuty po zlogaritmovani (obr. 17A). One-way ANOSIM byl pocitan
pfed transformaci absorbanci. RozliSujicim znakem mezi skupinami nebyl kvalitativni rozdil mezi
vyuzivanymi substraty ale jejich kvantita. Generalisti dosahovali nejvyssi hodnoty SR, SA
i Shannonova indexu diverzity na destickach FF a PM4A, ambrosiové houby na PM3B a PM5 (vyjma
Shannonova indexu diverzity na PM3B, ktery byl lehce niZsi neZ u generalistt) (obr. 20, p. 5). Kromé
desticky PM5 byl vidy nalezen signifikantni rozdil v SA a SR mezi generalisty a specialisty na Pinaceae,
a to is pouzitim BC (p. 5). Dalsi signifikantni rozdily zjisténé M-W byly nepotvrzené BC v disledku
malého poctu hodnot v nékterych skupinach. Prvnich deset substratd s nejvétsim rlstem (rozdéleno
podle typu desticky) je uvedeno vtab. 16. Obecné druhy nejlépe rostly na FF a PM3B destickach,
naopak na destickach PM4A a PM5 byl rist mnohem nizsi (p. 6). V nékterych jamkach doslo ke
Spatnému rozpousténi substratu (zjisténo béhem méreni v case 0), takové jamky byly z analyzy
vyrazeny. Ktémto jamkam patfily na FF desti¢ce: B1 (a-cyklodextrin), B3 (dextrin), G2 (sebakova
kyselina) a H10 (adenosin), na PM3B: C1 (L-tyrosin) a G1 (xantin) a na PM4A: A3 (pyrofosfat) a B9
(guanosin-3’-monofosfat). Z PM5 byla mimo negativni kontrolu také z analyzy odebrana pozitivni
kontrola (A2). Diverzita utilizovanych substratl zjistovana prostfednictvim Shannonova indexu
diverzity byla ve shodé s diverzitou pocitanou pres Gini koeficient (obr. 20E, R’ = 0,99, p < 0,001).
Shannon(v index diverzity byl dale silné korelovan s SA a SR (obr. 21). Na rozdil od one-way ANOSIM,
CCA analyza sporulace vyrazné odlisila ambrosiové druhy od vSech ostatnich ekologickych skupin
(p <0,03), patogenni G. morbida nebyla odlisena pouze od generalistl (tab. 15C). Ambrosiové druhy
se odliSovaly sporulaci na nutri¢nich doplncich (PM5), G. morbida pak sporulaci na zdrojich fosforu a
siry (PM4A) (obr. 19). Sporulaci na PM4A se G. morbida podobaly druhy G. sp. 12 a G. sp. 13, které

také mohou byt pokladdny za specializované druhy, jelikoZ byly izolovany pouze z jednoho rodu
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A: hodnoty logaritmovany pred analyzou
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Obr. 19 PCA a CCA analyza vyskytu sporulace na
PM destickach.

A—PCA, B—CCA, C—Loading z PCA analyzy
zobrazujici korelaci daného substratu k dané ose
(component), C1 — component 1, C2 — component
2, Cerveneé jsou oddéleny jednotlivé PM desticky.
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Tab. 15 Vysledky metody Biolog.
Cervené jsou znacené signifikantni hodnoty, p < 0,05. G — generalisti, SP — specialisti na Pinaceae, P — patogen, AH — ambrosiové houby. V hornich ¢astech

tabulek jsou uvedeny p-value z one-way ANOSIM, v dolnich z Monte Carlo permutacniho testu.

Tab. 15A Jednotlivé FF a PM desticky.

FF PM3B PM4A PM5 FF PM3B PM4A PM5 FF PM3B PM4A PM5
G - - - -
SP 0,0000 0,0002 0,0040 0,1265 - - - -
P 0,0010 0,0041 0,0339 0,3143 0,6482 0,9927 0,8322 0,8246 - - - -
AH 0,0197 0,5266 0,1397 0,2375 0,3628 0,0086 0,3128 0,1653 0,1013 0,1008 0,0971 0,1008
G G G G SP SP SP SP P P P P
G - - - -
SP 0,0020 0,0020 0,0020 0,4340 - - - -
P 0,0100 0,0120 0,0660 0,4520 0,8280 0,9640 0,6340 0,8820 - - - -
AH 0,0600 0,2020 0,1240 0,0220 0,4160 0,0040 0,1300 0,0280 0,6640 0,0180 0,2220 0,0540

Tab. 15B Celkové vysledky z metody Biolog (FF+PM).

G SP P AH
G - 0,0000 | 0,0041 | 0,0823
SP 0,0020 | - 0,9138 | 0,0170
P 0,0040 | 0,9140 | - 0,1008
AH 0,0620 | 0,0240 | 0,0640 | -

Tab. 15C Sporulace na PM destickach.

G SP P AH
G - 0,0001 | 0,7672 | 0,0444
SP 0,0300 | - 0,1289 | 0,148
P 0,3700 | 0,0400 | - 0,0961
AH 0,0020 | 0,0160 | 0,0020 | -
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Obr. 20 Vystup zmetody Biolog. A-D
Krabicovy graf Shannonova indexu diverzity
(Sh)  testovanych ekologickych  skupin
doplnény o jejich parové srovnani: A —FF, B —
PM3B, C — PM4A, D — PM5; E — regresni
analyza Shannonova indexu diverzity (Sh)
a Gini koeficientu (G); generalisti — G, Cerng,
specialisti na celed Pinaceae — SP, zeleng,
patogen — P, modie, ambrosiové houby — AH,
c¢ervené, auxilidrné ambrosiovd houba -
rzové; cervené psany text znadi signifikantni
hodnoty: p < 0,05 62
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Obr. 21 Regresni analyzy SA a SR se Shannonovym indexem diverzity. A-B — analyza pro FF desticky,
C-D —analyza pro PM3B desticky, E-F — analyza pro PM4A desti¢ky, G-H — analyza pro PM5 desticky

auxilidrné ambrosiova houba,
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R?=0,48; p < 0,0001

Tab. 16 Prvnich 10 substratl nejvice podporujicich rist Geosmithia spp.

33 36 39

specialisti na Pinaceae, @ generalisti,~ patogen

FF PM3B PM4A PMS5
a-D-glukosa L-glutamova kyselina | cystidine-2’- monofosfat D-biotin
D-fruktosa Ala-Asp 6-fosfo-glukonova kys. inosin+thiamin
B-methyl-D-glukosid | Ala-Gly adenosin-2'- monofosfat | thiamin pyrofosfat
sacharosa Gly-Asn adenosin-5'- monofosfat | thiamin
L-asparagova
D-glukonova kyselina | kyselina guanosin-2’-monofosfat cholin
D-manitol L-glutamin guanosin-5’-monofosfat L-isoleucin + valin
maltosa Ala-Glu O-fosfo-L-Serine pyridoxamin
pyrrolochinolin
maltotriosa Ala-gly fosfat chinon
a-ketobutanovd
D-manosa Gly-GIn adenosin-3'- monofosfat | kyselina
D, L-mevalonova
D-arabitol mocovina guanosin-3’-monofosfat kyselina
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hostitelské rostliny.Druhy specializované na celed Pinaceae vykazovaly velmi fidkou sporulaci, ktera
se jen v nékterych pfipadech zvysila po dvoutydenni kultivaci (data nejsou uvedena). Obecné druhy
nejlépe sporulovaly na zdrojich N, fid¢eji pak na zdrojich P aS a nejméné na nutri¢nich dopliicich
(vyjma ambrosiovych druhQ G. microcorthyli a G. sp. CCF4292) (p. 7). Ekologické skupiny hub se

nelisily ve vyuzivani jednotlivych gild na FF desticce (obr. 22, tab. 17).

100%
90%
80% -
M sacharidy
70%
60%

polymery,
50% - "Miscellaneous"

40% — maminokyseliny/aminy,
0% amidy
(o]
0% m karboxylové kyseliny
(o]
10%
O% T T T
G AH P Sp

Obr. 22 Procentualni zastoupeni jednotlivych gild na desticce FF v rdmci ekologickych skupin.
G — generalisti, AH — ambrosiové houby, P — patogen, SP — specialisti na Pinaceae

Tab. 17 Rozdily mezi skupinami ve vyuziti jednotlivych C gild.

G SP P AH
G - 0,8852 | 0,6650 |0,8852
SP 1 - 0,8852 | 0,8852
P 1 1 - 0,4705
A 1 1 -

V hornim trianglu jsou zobrazeny p-value z M-W porovnani a v dolnim z porovnanim sBC. G —
generalisti, AH — ambrosiové houby, P — patogen, SP — specialisti na Pinaceae.

4.6 MnoZstvi ergosterolu a obsah MK

Zmérené mnoistvi ergosterolu v suSiné zdviselo na délce kultivace daného izolatu. Vice
ergosterolu v susiné bylo aZ na vyjimky zjisténo u kmenU kultivovanych dva dny (p. 8). Zastoupeni
ergosterolu v kulturdch starych dva dny nekorelovalo s jeho mnoZstvim po 11 denni kultivaci (obr. 23
R>=0,1, p = 0,16). Mno3stvi ergosterolu v susiné po dvou denni kultivaci se pohybovalo od 0,21 %
(CCF4205) do 0,71 % (CCF4206) s priimérem 0,48 %, po 11 denni kultivaci od 0,23 % (CCF4526) do
0,81 % (CCF3554) a pramérem 0,42 %. Jiz u kultur rostoucich dva dny doslo ke sporulaci (napf.
CCF4528), proto byla finalni analyza provedena na kulturach rostoucich 11 dni. MnozZstvi ergosterolu

nebylo moZno vysvétlit na zakladé znalosti ekologie druht Geosmithia (obr. 24), p-value > 0,08 (M-
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W). U nékterych druhl byla nalezena znaéna vnitrodruhova variabilita (napf. G. sp. 26), jiné byly

uniformni (napt. G. rufescens).

8800
6000} : ‘ ‘ ‘ : : 8000 °
401 7200 0
48007 6400
247 W 5600 T
%6007 4800
1 4000 ~
1 3200 L
e : : : : : : 2400 J—
1200 : : : : : : 0} o o T
T T T T T T T T T N <
2400 3000 3600 4200 4800 5400 6000 6600 7200
e2
Obr. 23 Regresni analyza mezi mnoZstvim Obr. 24 Krabicové grafy mnoistvi
ergosterolu [ppm] v myceliu starém 2 dny ergosterolu (E) v susiné 11 denniho
(e2) a 11 dni (e11).e ambrosiové druhy, mycelia [ppm]. G — generalisti, SP —
specialisti na Pinaceae, egeneralisti, specialisti na Pinaceae, P — patogen, AH —
auxilidrné ambrosiové kmeny, « patogen. ambrosiové houby.

Celkem bylo detekovano 24 rGznych MK s délkou fetézce od 14 uhlikd po 24 (p. 8). MK
nalézané ve vysokych mnozstvich byly 16:0 (kyselina palmitova), 18:2w6,9 (kyselina linolova), 18:1w9
(kyselina olejova), u nékterych druhl pak i 18:0 (kyselina stearova) a blize neidentifikovana MK se
¢tyfmi dvojnymi vazbami, 20:4. MK 18:1w9 vyrazné oddélila ambrosiové druhy doprovdzené
sesterskymi druhy ambrosiové G. microcorthyli (obr. 25). Ambrosiové houby predstavovaly 25 %
z celkové variability (39 %) vysvétlené v RDA environmetalnimi proménnymi. Specialisti na Pinaceae
byli odlisni jak od generalistli tak od ambrosiovych hub (p < 0,04, tab. 18) a méli relativné vyssi
zastoupeni 18:2w6,9. Vyjimkou byly druhy G. sp. 1 a G. flava, které byly specialistim na Pinaceae
podobné. Generalisti méli relativné vyssi zastoupeni MK 16:0 a 20:4. Oba testované druhy auxiliarné
ambrosiové G. rufescens byly odlisné od ambrosiovych druhl a leZely v blizkosti druh( rostoucich ve
floému. Patogenni G. morbida lezela na PCA vynosu mezi generalisty a specialisty na Pinaceae.
Procentudlni zastoupeni lipid( v susiné, bylo u vSech druh( obdobné, okolo 9,5 %.

Tab. 18 Mezi skupinové rozdily v MK a ergosterolu.

G SP P AH
G - 0,0343 0,3001 0,0247
SP 0,0040 - 0,8847 0,0084
P 0,0200 0,8580 - 0,1019
AH 0,0140 0,0020 0,0020 -

Horni triangl jsou p-value z one-way ANOSIM, dolni triangl jsou p-value z Monte Carlo testu analyzy.
Cervené jsou oznaceny signifikantni hodnoty, p < 0,05.
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Obr. 25 PCA a RDA analyza mastnych kyselin a ergosterolu. A—PCA, B — RDA,

®ambrosiové houby, ®auxiliarné ambrosiové houby, © specialisti na Pinaceae,

e®generalisti, © patogen, AH— ambrosiové houby, SP — specialisti na Pinaceae , G —
generalisti, P — patogen, E — ergosterol, %lip — celkové zastoupeni lipidQ v susiné.
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5 Diskuze

5.1 Priitokova cytometrie

5.1.1 Optimalizace metodiky

V ramci optimalizace metodiky FCM pro méfeni GS v rodé Geosmithia byl sledovan vliv
koncentrace a délky inkubace RNAsy A, typu a délky fixace a pufru na kvalitu méreni. Jelikoz FCM
neumoziuje analyzované ¢astice zaroven pozorovat, byla kombinovana s konfokalni mikroskopii.

O sekundarnich metabolitech je zndmo, Ze hraji vyznamnou roli v zjistovani GS metodou FCM
[133]. G. spp. produkuji hydroxylované antrachinony jako pigmenty [12, 13]. Prestoze se druhy
zahrnuté do optimalizace liSily produkci pigment(, vykazovaly obdobnou kvalitu méreni. Z toho Ize
usuzovat, Ze zminéné pigmenty neovliviuji kvalitu barveni PI.

Mezi kvalitou méfeni FCM (rCV) a lokalizaci Pl do jadra bunék pozorovanou mikroskopicky
byla nalezena Uzka zavislost. Vysoké barveni cytoplazmy zplsobilo nadhodnoceni GS (extrémnim
pfipadem jsou kmeny druhu G. sp 21, CCF4530 a CCF4531, které se lisily 1,5 ndsobné v GS pravé diky
nevhodnému barveni u CCF4530). Pokud vsak bylo dosazeno spravné lokalizace Pl do jadra, byla FCM

pokladana za vhodnou metodu pro zjisténi GS u hub.

5.1.1.1 Vliv koncentrace a délka inkubace RNAsy A

PouzZitd koncentrace RNAsy a délka inkubace vzorku s RNAsou se znacné lisi mezi FCM
studiemi na houbach. Koncentrace se vétsinou pohybuje okolo 1 mg/ml [84, 87, 91] a inkubace
vétsSinou trva od jedné hodiny [59, 81, 91] az po celonoc¢ni [82]. Pro Paracoccidioides brasiliensis bylo
experimentalné doporucena inkubace RNAsy A po dobu jedné hodiny pfi koncentraci 0,75 mg/ml
[81]. Pro rod Geosmithia byla dostatec¢na koncentrace RNAsy A 0,1 mg/ml a 15 minutova inkubace.
Podobny casovy Usek (20 minut) byl pouZit pro Stépeni RNA u Phialophora gregata a Acremonium
sp., kde byly ke zjistovani GS také pouzity spory [90]. Vétsina FCM studii na houbdach pracuje
s kvasinkovitymi organismy. Nizka koncentrace RNAsy A a kratkd inkubacni doba s RNAsou A
dostatecnd pro Geosmithia spp. mlze tedy byt zplsobena mérenim GS na sporach, které jsou
metabolicky méné aktivni neZ rostouci kvasinky. V pfipadé P. brasiliensis i Geosmithia spp. bylo
naprosté vynechani RNAsy A doprovdzeno vyznamnym zvySenim CV a zvySenim barveni cytoplazmy.

Takové zjisténi je v souladu se znalostmi o zplsobu vazby barviva, tedy k vazbé na dsDNA i dsRNA.

5.1.1.2 Vliv typu a délky fixace
Zajimavym vysledkem optimalizace metodiky bylo zjisténi, Ze v mykologii nejcastéji
pouzivana fixace 70% ethanolem neni v kombinaci s barvenim PI pfili§ vhodna. Podobného vysledku

bylo dosazeno u druhli Candida, kde vsak byl k barveni DNA pouZit fluorochrom mithramycin misto Pl
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[83]. Za nejkvalitnéjsi fixaci byla povazovana smés MA+ (3: 1 methanol: kyselina octova, 5 mM EDTA,
10% DMSO a 0,1% Triton X-100), ktery byl pouZit k fixaci cyst obrnének s velmi pevnou bunécnou
sténou [118]. Jednalo se o modifikaci fixace methanol: kyselina octova (3: 1), kterd se pouzivd
v botanice pro promyti bunék od autofluorescencnich latek [117]. O sekunddrnich metabolitech je
znamo, Ze mohou mit velky vliv na namérenou GS (vazbu Pl na DNA) nap¥. [133]. Pro rod Geosmithia
je znama produkce sekundarnich metabolitl [12, 13, 134]. Proto fixace, a tedy zaroven i promyti od
sekundarnich metaboliti, mGze mit velky vliv na kvalitu naméreného PI signdlu. Nejméné vhodnou
fixaci byl 4% formaldehyd, ktery nebyl dostatecny k usmrceni bunék. V mykologickych pracich [68,
69] byl formaldehyd pouzit pouze v kombinaci s mechanickou izolaci jader. Tedy v ptipadech, kdy se

Pl vazalo pfimo k DNA bez nutnosti prostupu pres bunécnou sténu.

5113 Vliv pufru

Poslednim krokem optimalizace bylo testovani vlivu pufru. Testované pufry vedly
k obdobnym vysledkiim. Vyrazné odlisny byl pouze Otto buffer, ktery zplUsoboval slepovani bunék
a vysoké barveni cytoplazmy. Podobné jako v praci Bainard et al. [135] bylo nejlepsSich vysledkd
dosazeno pfi pouZiti pufrl, které obsahovaly stabilizdtory DNA, Tris-MgCl, a LBO1. Lze tedy
predpokladat, Ze stabilizace chromatinu je vyznamna pro dosazeni kvalitnich vysledkl pfi méreni GS
metodou FCM. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno s pufrem Tris-MgCl,. Tento pufr obsahuje, oproti
ostatnim pufrlim, vyssi koncentraci detergentu. Spory druhl Geosmithia jsou hydrofobni [8], pufr

Tris-MgCl, tedy ma vyssi kapacitu redukce shlukovani spor, coz nasledné zvysSuje kvalitu méreni [77].

5.1.2 Velikost genomu vybranych druhii rodu Geosmithia

Velikost genomu byla zjistovana u 21 druh( (24 kmen() rodu Geosmithia. Jako standardy byly
pouzity S. cerevisiae BY4743aa a A. fumigatus CEA10. Pozitivni korelace mezi GS a buriky je znama
u Sirokého spektra eukaryotickych organisma (shrnuto v [46]) a je zfejmé pfitomna i u hub [60-64,
136]. Béhem diplomové prace byla tato korelace potvrzena i pro rod Geosmithia. Mnoho studii
naléza vztah mezi velikosti spor a ekologii hub [60-64, 136]. Data jsou vysvétlovana na zakladé
fyzikalnich vlastnosti spor (minimalizace tfeni a schopnost letu pfi disperzi vétrem, schopnost
nalezeni vhodného substratu, mnozstvi Zivin a vody). | kdyZ jsou u mnozstvi organismi nalézany
korelace mezi GS a jejich ekologii (napf. [51, 55, 137]), u hub je vliv GS na ekologii prehlizen a mél by
byt také bran v uvahu.

Druhy Geosmithia mély podobnou relativni GS, vrozmezi 1—-1,4 nasobku nejmensi GS
(20,8 Mb). Vyjimkou byly ambrosiové druhy a nékteré druhy specializované na Pinaceae, které
vytvarely dvé populace s odliSnou GS. Tyto druhy také vykazovaly nejvyssi varianci v objemech konidii
(az 84 %). Je znamo, ze houbovy genom je znacné plasticky. Pfirozend vnitrodruhova variabilita v GS

je znama u celé fady hub [138-143], dokonce i vramci jednoho kmene [144, 145], a mUZe byt
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zpUsobena radou mechanismi [146, 147]. Jednim z nich je parasexualni cyklus, ktery umozZriuje
pfechodny vznik diploidnich jader. Béhem nasledujicich mitotickych déleni postupné dochazi
k haploidizaci genomu, pficemZ muze dojit i k rekombinaci genetické informace. Je tedy moziné, ze
vznik p2 u Geosmithia spp. je umozZnén pravé parasexualnim cyklem. Zajimavé je, Ze sesterské druhy,
floémové G. sp. 8 a G. sp. CCF4200 a ambrosiova G. microcorthyli, majici stejnou ITS sekvenci ale
znacné se lidici ekologii [5], se zcela odlidovaly jak v objemu spor (5,7 — 7,3 pm® vs. 49,7 um?®) tak v GS
(24,8 — 29,2 Mb vs. 53,9 Mb). Sesterské floémové druhy dosahovaly pfiblizné poloviny GS ambrosiové
G. microcorthyli. Takto rozsahlé a nahlé zmény v GS je moiné docilit spiSe polyploidizaci nez
postupnym zvétSovanim genomu [58]. Je tedy moziné, ze genom G. microcorthyli vznikl diploidizaci
genomu jejich sesterskych druht, pfimé doklady o této udalosti vSak nejsou. Je znamo, Ze polyploidie
hrala vyznamnou roli v evoluci rostlin i Zivodichd [148]. U hub byla polyploidie dlouho prehlizena
aomezovala se predevSim na celo-genomovou duplikaci (WGD) v evoluci kvasinek [149, 150].
Recentné Albertin et Marullo [151] shrnuli vyskyt polyploidie i v dalSich liniich pokryvajicich celou fisi
Fungi. Nejprostudovanéjsi polyploidni udalosti ale stdle zlstdvd WGD kvasinek, kterd vedla
k mnohonasobné speciaci zplisobenou reciproc¢ni genovou ztratou [152]. U kvasinek se predpoklada,
Ze duplikace urcitych gent umoznuje rychlejsi vyuZiti daného zdroje Zivin, coz polyploidy zvyhodriuje
oproti haploidnim prfedklim [153, 154]. Podobny mechanismus se mohl uplatnit iv evoluci
ambrosiovych hub, kdy navySeni genové ddze v disledku diploidizace genomu zpusobilo selekéni
vyhodu oproti haploidnim predkdm. Jiné vysvétleni navyseni GS u ambrosiovych hub mulze byt ve
zvyseni nutriéni hodnoty vétSich spor v porovnani s druhy s malymi sporami (zvySeni poméru
stravitelné slozky k nestravitelné) a v korelaci mezi GS a buriky. Ambrosiovi brouci jsou nutri¢né zcela
zavisli na péstované houbé. Produkce vétsich spor u ambrosiovych hub tedy mohla ovlivnit fitness
brouka, coz nasledné vedlo k pozitivni selekci mutantld s vétSimi sporami. Vétsi genom zaroven
poskytuje vétsi mnoZzstvi fosforu a dusiku [155], coZ jsou Casto limitujici faktory.

Taxonomicky nepfibuzné druhy s Sirokym spektrem hostitelskych rostlin (generalisti)
dosahovaly podobné, relativné malé GS a vytvarely konidie malého objemu. Naproti tomu u druh(
specifickych pro celed Pinaceae a ambrosiovych druh( byla pozorovana tendence pro tvorbu
objemnéjsich konidii s vétsi GS. Velikost genomu je korelovana s velkym mnozstvim life-history znaka
[55, 137, 156]. Negativni korelace GS a rychlosti metabolismu byla nalezena u rozliénych organismi
[51-54]. Vysoka rychlost metabolismu a rlistu byva spojovana s r-strategii, tedy s investici do kvantity.
R-strategie mlzZe byt vyhodna v prostfedi svysokou kompetici, jako je poZerek floémofagnich
broukt, kde existuje pouze slaba zavislost mezi houbou a broukem. Rychly rlst houbé umoziiuje
rychle kolonizovat poZerek a ziskat tim vétsi pravdépodobnost pro prenos broukem na novy substrat.
Objem spor je u anemochornich druhll aerodynamicky omezen, jelikozZ velké spory jsou pfenaseny na

kratsi vzdalenosti. Na druhou stranu ale obsahuji vice Zivin potfebnych ke kliceni [65, 157, 158].
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Tendence specialistl k vétsim genomlm pak muze byt disledkem jejich uzsiho vztahu s vektorem

(pfekondani aerodynamického omezeni) a uvolnéni z prostredi s vysokou kompetici.

5.2 Enzymatické analyzy

Vysledky ukazaly, Ze enzymatickd vybava druh(l rodu Geosmithia je znacné ovlivnéna jejich
ekologii. Druhy specifické pro Celed Pinaceae se vyznacovaly mnohem uz$im spektrem vyuzivanych
substratl (zjistovano metodou Biolog) oproti druhGm Zijicim na Sirokém spektru prevainé
listnaovych druh(. Podobné jako u druhl Trichoderma/Hypocrea [100] lze usuzovat, ze rychly rist
a schopnost asimilovat Siroké spektrum substratll umoznuje listnacovym druhim obsazovat Siroké
spektrum hostitelskych rostlin. Podkorni hmyz se vyvinul béhem Kfidy na koniferach [115] a teprve
pozdéji zacal napadat krytosemenné rostliny. | v rodé Geosmithia je ziejmé asociace s koniferovymi
klrovci ancestralni [9]. Specificita na Celed Pinaceae a nasledna koevoluce s podkornim hmyzem
zfejmé vedla ke ztrdté ,nepotifebnych” metabolickych drah postupnou ztrdtou genetické
a fyziologické variability, coz je tendence zndma u fady specialistd [159]. Napadna pak je
i enzymatickd podobnost patogenniho druhu G. morbida s koniferovymi druhy. Také u tohoto druhu
doslo ke ztraté schopnosti rlstu na fadé zdroji Zivin (metoda Biolog) ziejmé také zplsobena
specializaci. Na druhou stranu druhy specializované na Fraxinus a Ulmus vykazovaly obdobné
schopnosti rlstu jako generalisti. Je to moznd zplsobeno absenci silnych selekcénich tlakd, které
mohly uspisit evoluci u patogenniho druhu G. morbida a dlouhé koevoluce s vektorem hrajici roli
u specialistl na celed Pinaceae. Ambrosiové druhy vytvarely, na zakladé metody Biolog, pfechodnou
skupinu mezi generalisty a specialisty. Ke snizeni substratové diverzity u téchto druhlG doslo na
jednoduchych zdrojich uhliku, tedy zdrojich, které jsou v porovnani s floémem, v bélovém drevé
chudé (obsahuje predevsim lignocelulosu a Skrob). Substratova diverzita naopak zlstala vysoka na
zdrojich P a N, tedy zdrojich Zivin rozvadénych xylémem [160].

Rostlinné télo je tvoreno prevainé celulosou, ligninem (lignocelulosou) a hemicelulosou.
Mezi enzymy, které se nejvice podileji na degradaci celulosy, patfi endoglukanasa (EG),
celobiohydrolasa (CBH) a B-glukosidasa [161]. Soucasné plsobeni EG a CBH znacné urychluje proces
rozkladu, jelikoz EG odkryvd novy substrat pro plsobeni CBH [162]. Synergismus byl nalezen
i urdznych typlQ celobiohydrolas, napf. u druhu Trichoderma reesei [163], kde CBH1 plsobi na
redukujicim konci a CBH2 na neredukujicim konci celulosového fetézce. U druhl rodu Geosmithia
byly zméreny relativné vysoké aktivity CBH, ale nizké nebo Zadné aktivity EG. Rozklad celulosy pouze
CBH je pomalejsi nez pti sou¢asném plsobeni EG, ale i tak mGzZe dojit k jejimu celému rozloZeni [162].
Aktivita CBH je inhibovana hlavnim produktem reakce, celobiosou [161]. Odebirani celobiosy je tedy
zasadni pro udrZovani vysoké aktivity CBH. G. spp. specifické na ¢eled Pinaceae a rostlinny patogen G.

morbida vykazovaly relativné kostatnim druhdm wvysoké aktivity B-glukosidasy, enzymu
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umoZiujicimu Stépit celobiosu na molekuly glukosy. U téchto druhll by se tedy dala ocdekavat
schopnost degradace celulosy. Naproti tomu generalisti vykazovali produkci endoxylanasy
i xylosidasy spiSe afinitu k hemicelulosam. Vice neZ polovina studovanych listnacovych druhl velmi
dobre rostla (v prvnich 18 substratech) na arabinose a galaktose, které jsou zaroven nejcastéjSimi
sacharidy nalézanymi v retézcich hemicelulos [164, 165]. Lakasa byla ve vétsiné pripad( detekovana
jako jediny ligninolyticky enzym. Byla produkovana spiSe specialisty (druhy zPinaceae, G.
microcorthyli, G. morbida) nez generalisty. Lakasa u nékterych hub muizZe slouZit jako jediny
ligninolyticky enzym [166]. Specialisti tedy méli spiSe afinitu k lignocelulose (hlavni kostfe bunécéné
stény rostlin), zatimco generalisti k hemicelulose. G. morbida, u které endoxylanasa pusobila
v relativné vysokych aktivitach, produkovala i celobiohydrolasu, B-glukosidasu, v mensi mite i lakasu.
Patogen G. morbida se tak zdd jako jediny druh rodu, ktery je schopen modifikace hlavnich slozek
rostlinnych pletiv (lignocelulosy, hemicelulosy), coz mu zifejmé umoziuje vytvaret nekrotickd loziska
na J. nigra a zpUsobit jeho odumfeni.

Mezi zdroje uhliku, které nejvice podporovaly rist, patfily jednoduché latky bézné nachazené
v pletivech rostlin (glukosa, fruktosa, sacharosa, kys. glukonova), dale pak arabitol, manitol
a manosa. Tfi posledné jmenované latky byly nalezeny jako vyznamné u houbovych patogen( rostlin
[167-169]. Béhem rlstu houby dochazi k akumulaci pravé téchto latek v pletivech rostlin, kde zfejmé
slouzi jako zasobni latky houby. Dalsi jejich funkce muizZe spocivat v obrané proti osmotickému stresu
[167]. | dalsi zdroje Zivin, glycerol a erythritol, které jsou spojovany s odolnosti proti osmotickému
stresu [167], byly vhodné pro nékteré Geosmithia spp. Manitol je vyznamny pro fytopatogeny, kdy je
pouzit k prekonani oxidativniho stresu zpisobenému rostlinnym obrannym systémem [167]. Rostliny
produkuji reactive oxygen species (ROS): superoxid radikal, peroxid vodiku a hydroxylovy radikal
[170] jako indukovanou obranu proti patogenim, které muzZou zpUsobit i smrt bunék v misté infekce
patogenem. Produkci manitolu, puUsobi jako antioxidant, sniZuji patogeni mnozZstvi ROS
produkovaného rostlinou, a tim snizuji jeji obranyschopnost [167, 170]. Manitol pak muZe byt
houbou vyuzit jako zdroj energie [167, 168]. Generalisti a G. morbida pak méli afinitu k maltose,
maltotriose, nékteré druhy ik cyklodextrinu, coZ ukazuje na schopnost hub vyuZivat zasobni latku
rostlin, skrob. Jako hlavni enzym Stépici Skrob se udava a-amylasa [171-173], ktera Stépi skrob uvnitf
fetézce a generuje maltosu a malto-oligosacharidy. Dalsim enzymem muZe byt a-glukosidasa, ktera
funguje jako exoenzym. Absence a-glukosidasy u Geosmithia spp. nemusi znamenat neschopnost
degradace Skrobu, jelikoZz tento enzym byl postradatelny u Trichoderma viride [173]. Z testovanych
nutri¢nich doplnkd byly, podobné jako u dalSich hub asociovanych s podkornim hmyzem [174], pro
rast nejvice vhodné vitaminy B (thiamin a biotin) a cholin. Cholin patfi mezi esencialni latky nutné pro
rast vlaknitych hub. Je soucasti membranovych fosfolipidl a uplatiiuje se i v metabolismu sulfatu

[175].
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Hlavnim bodem symbiosy hub s podkornim hmyzem je zfejmé nutricni benefit brouka, ktery
ziskava skrze mycetofagii. NejdlleZitéjsi je pak zisk dusiku [29, 176], jelikoZ koncentrace dusiku
v pletivech rostlin je mnohem niZsi nez v télech herbivorl [176]. Experimentalné bylo zjisténo, Ze
larvy brouka asociovaného s houbou hloubi kratsi chodbicky nez pfi absenci houby. Velky rozdil je
pak mezi bélovym dfevem a floémem, kdy floém obsahuje pfiblizné 10 — 100 krat vice N a 100 krat
vice cukr( nez bélové drevo. Hmyz Zivici se pouze bélovym difevem by tedy musel zkonzumovat velké
mnozZstvi potravy, aby uspokojil potfebu N [176]. Rozdil je i mezi stale zelenymi nahosemennymi
a opadavymi krytosemennymi rostlinami, kde nahosemenné obsahuji cca polovi¢ni koncentraci
dusiku [176]. Z toho vyplyva, Ze brouci Zijici v pletivech nahosemennych rostlin a ambrosiovi brouci
budou vice zavisli na houbovém partnerovi. Kromé aminokyselin byla pro vétSinu druhd vhodna
mocovina, pro nékteré i amoniak, tedy vykaly asociovaného hmyzu. Houby tedy dokazi vykaly

metabolizovat, a tim recyklovat dusik a znovu ho tak zptistupfiovat hmyzu.

5.3 Ergosterol a mastné kyseliny

Podobné jako u hub asociovanych s klrovci Dendroctonus ponderosae a D. rufipennis [32]
nebyl u Geosmithia spp. nalezen vztah mezi mnoZstvim ergosterolu v susiné a silou vazby houby na
vektor. Oproti houbam Ophiostoma montium, O. clavigerum a Leptographium abietinum (0,88 —
1,06 %) ze zminéné prace obsahovaly Geosmithia spp. méné ergosterolu (priimér 0,42 %). Je znamo,
Ze zastoupeni ergosterolu v susiné je zavislé na stari kultury [177], kdy ergosterol zaujima nejvétsi
podil biomasy béhem pocatku rlstu, se stafim jeho mnozZstvi znovu klesa. Stejna tendence byla
nalezena u Geosmithia spp., kde mycelia stard dva dny obsahovala relativné vice ergosterolu nez
starsi. Extrahované lipidy u G. spp. odpovidaly lipiddm zndmym u hub [178-181]. Kok [31] studoval
zastoupeni mastnych kyselin a sterolu u ambrosiovych hub. Podobné jako ve zminéné praci mély
olejovd, palmitovd, stearova a linolova kyselina nejvétsi zastoupenim u ambrosiovych hub v rodé
Geosmithia. Zajimavé je, Ze olejova kyselina, ktera byla vyznamnym znakem pro ambrosiové druhy
i druhy sesterské s G. microcorthyli, je zndma jako repelent proti hmyzu. Olejova a linolovd mastna
kyselina slouzi u hmyzu k rozpoznani mrtvého jedince, ktery zemrel nasledkem onemocnéni nebo
predace. Takovému jedinci se pak ostatni vybihaji, ¢imz se sami chrani [182]. Ambrosiové druhy
vrodé Geosmithia jsou asociovany s ambrosiovymi brouky ze tfi odlisSnych rod(, presto vsechny
vykazovaly vysoké zastoupeni pravé olejové kyseliny (tvofila témér 50 % vsech MK). U ambrosiovych
broukl Trypodendron lineatum a Gnathotrichus spp. olejova kyselina ziejmé nepUsobi jako silny
repelent, i kdyZ jeji pouziti vedlo k opozdéni a k caste€nému snizeni napadeni douglasky [183]. Ke
ztraté rozpoznani olejové kyseliny jako varovného signdlu u tfi nepfibuznych ambrosiovych brouk
asociovanych s druhy Geosmithia a Castecné i u T. lineatum a Gn. spp. mohlo dojit ziskdnim nové

funkce olejové kyseliny. Pokud by ambrosiovy brouk prestal byt odpuzovan olejovou kyselinou
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produkovanou asociovanou ambrosiovou houbou, ziskal by tak obranu proti ostatnimu hmyzu, ktery
by mu mohl konkurovat nebo na ném parazitovat. Pro ostatni hmyz by pak jeho galerie byla mistem,

jemuz se maji vyhnout.
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6 Zavér

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, jaké znaky jsou duleZité v evoluéni ekologii rodu
Geosmithia, ktery Zije v symbiose s podkornim hmyzem. Z dosud provedenych studii vyplyva, Ze
symbiosy. Nutri¢ni zavislost se prohlubuje se silou asociace a vede az k obligdtni zavislosti
u ambrosiovych broukd. Jimi péstované ambrosiové houby pak prochazeji selekci vedouci ke
konvergentnimu fenotypu v podobé tvorby velkych terminalnich konidii a schopnosti kvasinkovitého
rastu. Jaké vlastnosti umoznuji houbé udrzet funkéni symbiosu s podkornim hmyzem a ziskat tim
dobry prostfedek pro rozsifovani sama sebe nejsou zatim znamy. Hledanim téchto znak(l na
modelovém rodé Geosmithia se zabyvala ma diplomova prace.

Béhem diplomové prace byla vyvinuta metodika méreni velikosti genomu hub pritokovou
cytometrii a byly predstaveny nové standardy (S. cerevisiae BY4743aa a A. fumigatus CEA10), coz
umoznilo studovat vznik konvergentniho fenotypu ambrosiovych hub (korelace objemd konidii
s velikostmi genom). Dale byl zjistén vliv ekologie hub na schopnost ziskani a tedy i zpfistupnéni
zdroju Zivin broukovi (enzymaticky potencidl) a na nutriéni benefit, ktery brouk ziska skrze
mycetofagii (mnoZstvi ergosterolu a skladba a mnozZstvi mastnych kyselin).

Vsechny sledované znaky byly znacné ovlivnéné ekologii studovanych druhl, pouze
u mnozstvi ergosterolu se tento vliv nepotvrdil. Velikost genomu ovliviiuje ekologii mnoha Zivocichd
i rostlin a jeji vliv se potvrdil i vrodé Geosmithia. Sila vazby na vektor zfejmé plsobi jako urcujici
faktor, kdy specialisti na Pinaceae s delsi koevoluci s vektorem dosahovali vétsich velikosti genomu
nez generalisti. Nejvice se sila vazby projevila u ambrosiovych hub s nejvétsimi velikostmi genomu
vrodé. Zména ve velikosti genomu u ambrosiové G. microcorthyli musela byt nahla (molekularné
znacné podobnd svym sesterskym floémovym druhlim), z ¢ehoZz usuzuji, Ze k nardstu velikosti
genomu doslo spiSe polyploidizaci nez postupnym narlstem repetitivnich sekvenci. Tento vysledek
potvrdil nasi hypotézu, Ze konvergentni fenotyp velko-sporych ambrosiovych hub byl spjat
s narlstem velikosti jejich genomu.

Specializace neovlivnila pouze velikost genomu, ale i enzymaticky a biochemicky profil
studovanych hub. Specialisti na celed Pinaceae a patogenni G. morbida méli nizsi enzymaticky
potencial nez generalisti (testovano metodou Biolog), ambrosiové houby tvofily prechod mezi témito
skupinami. Ambrosiové houby jsou sice obligatni symbionti ambrosiovych broukd (specializace na
vektor), ale jsou na druhou stranu generalisti co se tyée hostitelské rostliny (brouk napada celou fadu
hostitelskych rostlin). Z toho dlivodu mohlo u ambrosiovych druha dojit k zachovani vétsiho poctu
metabolickych drah nezZ u specialistd na Pinaceae nebo patogenu. Analyza extracelularnich enzymi

poukazala na zplsob patogeneze G. morbida, ktera produkovala enzymy potfebné k modifikaci
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lignocelulosy a hemicelulosy, tedy zakladnich sloZek rostlinnych pletiv. G. morbida méla dale afinitu
k manitolu, coz této houbé umoziuje sniZovat efektivitu rostlinné obrany. Ambrosiové druhy
a sesterské druhy G. microcorthyli se znacné odliSovaly od ostatnich druhl spektrem mastnych
kyselin, kdy nejndpadnéjsi byla kyselina olejova. Mezi dalsi patfily kyselina stearovd, palmitova
a linolova. Stejné spektrum mastnych kyselin bylo vyznamné i pro dalsi dfive studované ambrosiové
houby a lze tak usuzovat na jejich obecnou vyznamnost v asociaci s ambrosiovym broukem.
Zajimavou mastnou kyselinou pak je kyselina olejova, ktera mizZe slouzit ambrosiovym broukiim jako

obrana proti hmyzim konkurentlim a parazitim.
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D-Ribose Salicin Sedoheptulosan D-Sorbitol L-Sorbose Stachyose Sucrose D-Tagatose D-Trehalose Turanose Xylitol D-Xylose
F1 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
"+-Amino-butyric Bromosuccinic Fumaric Acid B-Hydroxy-butyric | y-Hydroxy-butyric |p-Hydroxyphenyl- |a-Keto-glutaric D-Lactic Acid L-Lactic Acid D-Malic Acid L-Malic Acid Quinic Acid
Acid Acid Acid Acid acetic Acid Acid Methyl Ester
Iz 52 |58) 152 G5 58 G7 Go 15 G G11 1572
D-Saccharic Acid | Sebacic Acid Succinamic Acid | Succinic Acid Succinic Acid N-Acetly-L- Alaninamide L-Alanine L-Alanyl-Glycine  |L-Asparagine L-Aspartic Acid L-Glutamic Acid
Mono-Methyl Ester | Glutamic Acid
H1 H2 H3 H4 H5 Hi H8 H H10 H11 H12
Glycyl-L-Glutamic |L-Ornithine L-Phenylalanine L-Proline L-Pyroglutamic L-Serine L-Threonine 2-Amino Ethanol  |Putrescine Adenosine Uridine Adenosine-5'-
Acid Acid Monophosphate
PM3B MicroPlate™ Nitrogen Sources
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A10 A11 A12
Negative Ammonia Nitrite Nitrate Urea Biuret L-Alanine L-Arginine L-Asparagine L-Aspartic Acid JL-Cysteine L-Glutamic Acid
Control
B3 B6 |67 B8 B9 510 | Gl B12
L-Glutamine Glycine L-Histidine L-Isoleucine L-Leucine L-Lysine L-Methionine L- L-Proline L-Serine L-Threonine L-Tryptophan
Phenylalanine
C1 C2 C4 C5 C6 Cc7 c9 C10 C11 C12
L-Tyrosine L-Valine D-Alanine D-Asparagine D-Aspartic Acid |D-Glutamic D-Lysine D-Serine D-Valine L-Citrulline L-Homoserine |L-Omithine
Acid
D-1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D12
N-Acetyl-D,L- [N-Phthaloyl-L- |[L-Py ydroxy y N-Amy N Ethy E Putrescine Agmatine
Acid Acid  [Acid e
[ET E2 £3 4 153 E6 [E7 E9 E10 [ET E12
Histamine p-Phenylethyl- |Tyramine Acetamide Formamide Glucuronamide |D,L-Lactamide |D-Glucosamine |D- - N-Acetyl-D- N-Acetyl-D-
amine Galactosamine |Mannosamine Glucosamine Galactosamine
F1 F2 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
N-Acetyl-D- Adenine Adenosine Cytidine Cytosine Thymine Thymidine Uracil Uridine Inosine
Mannosamine
|57 G2 G3 Ga 153 €3 |57 G Go G10 | SiK G12
Xanthine Xanthosine Uric Acid Alloxan Allantoin Parabanic Acid |D,L-a-Amino-N- |y-Amino-N- e-Amino-N- D,L-a-Amino- 5-Amino-N- a-Amino-N-
Butyric Acid Butyric Acid Caproic Acid Caprylic Acid Valeric Acid Valeric Acid
H1 H2 H3 Ha4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12
Ala-Asp Ala-Gin Ala-Glu Ala-Gly Ala-His Ala-Leu Ala-Thr Gly-Asn Gly-GIn Gly-Glu Gly-Met Met-Ala
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PM4A MicroPlate™ Phosphorus and Sulfur Sources

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12
Negative Phosphate Pyrophosphate |Trimeta- Tripoly- Triethyl ypophosp d 205 s gl A
Control phosphate phosphate Phosphate hat 27,3’ -cyclic 3’,5"-cyclic
phosphate te
I8 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 877 672
T Dithiophosphat |D,L-a-Glycerol [p-Glycerol Carbamyl D-2-Phospho- |D-3-Phospho- |Guanosine- 2'- |G 3r 5-
e Phosphate Phosphate Phosphate Glyceric Acid | Glyceric Acid hat 27,3’ -cyclic 3’,5"-cyclic
te te
c1 [57] C3 ca C5 C6 (3 c8 Co T10 C11 c12
Phosphoenol  |Phospho- D-Glucose-1-  |D-Glucose-6-  |2-Deoxy-D- D- 6-Phospho- Cytidine- 2-  |Cytidine- 3-  [Cytidine- -  [Cytidine- 2,3~ [Cytidine- 3',5"-
Pyruvate Glycolic Acid  |Phosphats Phosp | 6- Gl 6-|al Acid hat hat cyclic cyclic
Phosphate Phosphate te
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
D-Mannose-1- |D-Mannose-6- |Cysteamine-S- |Phospho-L- 0-Phospho-D- |0-P L- |0-Phospho-L- |uridine- 2'- Uridine- 3'- Uridine- 5'- Uridine- 2',3"-  |Uridine- 3 ,5'-
Phosphats Arginine Serine Serine Threonine hat cyclic cyclic
te te
IET E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 ET0 [ETT [ET2
0-Phospho-D- |O-Phospho-L- |Phosphocreatin |Phosphoryl 0-Phosphoryl- |Phosphono 2-Aminoethyl  [Methylene Thymidine- 3'- |Thymidine- 5= [inositol Thymidine
Tyrosine Tyrosine e Choline Ethanolamine Acetic Acid i p ; 3',5'- cyclic
Acid Acid monophosphate
1 72 3 T4 75 6 77 8 & F10 &L F12
Negative Sulfate Thiosulfate Tetrathionate | Thiophosphate |Dithiophosphat [L-Cysteine D-Cysteine L-Cysteinyl-  |L-Cysteic Acid |Cysteamine L-Cysteine
Control e Glycine Sulfinic Acid
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12
N-Acetyl-L- S-Methyl-L- Cystathionine  [Lanthionine Glutathione D,L-Ethionine |L-Methionine  |D-Methionine |Glycyl-L- N-Acetyl-D,L- |L- Methionine |L-Methionine
Cysteine Cysteine Sulfone
GE 2 3 Ha 5 6 T 8 Ho 10 HIT H12
L-Djenkolic Thiourea 1-Thio-p-D- D,L-Lipoamide |Taurocholic Taurine Hypotaurine p-Amino Butane Sulfonic [2- Methane Tetramethylene
Acid Glucose Acid Benzene i Hydroxyethane |Sulfonic Acid Sulfone
Sulfonic Acid Sulfonic Acid
PM5 MicroPlate™ Nutrient Supplements
A1 A2 A3 A4 AS A6 AT A8 A9 A10 A1l A12
Negative Positive Control |L-Alanine L-Arginine L-Asparagine  |L-Aspartic Acid |L-Cysteine L-Glutamic Acid |Adenosine- Adenine Adenosine 2'-Deoxy
Control 3',5'-cyclic Adenosine
monophosphate
5 52 B8 B4 B B B7 B8 1E8 B10 BI1 672
L-Glutamine Glycine L-Histidine L-Isoleucine L-Leucine L-Lysine L-Methionine L- - Guanosin; 2'-Deoxy
Phenylalanine |3',5"-cyclic Guanosine
monophosphate
C1 C2 Cc3 C4 Cc5 Ccé Cc7 c8 Cc9 c10 c11 C12
L-Proline L-Serine L-Threonine L-Tryptophan |L-Tyrosine L-Valine L-isoleucine + |trans-4-Hydroxy |(5) 4-Amino- Hypoxanthine Inosine 2'-Deoxy
L-Valine L-Proline Imidazole-4(5)- Inosine
Carboxamide
01 02 03 D4 D5 D6 o7 08 09 510 o171 D12
L-Ornithine L-Citrulline Chorismic Acid |(-)Shikimic Acid |L-Homoserine D-Alanine D-Aspartic Acid |D-Glutamic D,L-a,e- Cytosine Cytidine 2'-Deoxy
Lactone Acid Diamino-pimelic Cytidine
Acid
& 3 Eq E5 |Ee €7 8 E9 ET0 €11 [E2
Putrescine Spermidine Spermine Pyridoxine Pyridoxal Pyridoxamine  |B-Alanine D-Pantothenic |Orotic Acid Uracil Uridine 2'-Deoxy
Acid Uridine
& F2 3 4 75 6 77 78 7o F10 GE F12
Quinolinic Acid |Nicotinic Acid  |Nicotinamide | s Hematin Deferoxamine |D-(+)-Glucose [N-Acetyl Thymine Glutathione Thymidine
Adenine Levulinic Acid Mesylate D-Glucosamine (reduced form)
Dinucleotide
Ig1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12
Oxaloacetic D-Biotin Cyano- p-Amino- Folic Acid Inosine + Thiamine Thiamine Riboflavin Pyrrolo- Menadione Myo-Inositol
cid Cobalamine Benzoic Acid Thiamine Pyrophosphate Quinoline
[Quinone
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12
Butyric Acid D,L-a-Hydroxy- |a-Ketobutyric |Caprylic Acid  |D,L-a-Lipoic D,L-Mevalonic |D,L-Camitine |Choline Tween 20 Tween 40 Tween 60 Tween 80
Butyric Acid Acid Acid (oxidized Acid
form)
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P. 2. Rozdéleni substratti FF do gild podle Dobranic et Zak [110].

Carbohydrates Carboxylic acids Amino acids Amines/Amides Polymers Miscellaneous
Adonitol acetic acid D.L-carnitine Z-amino ethanol a-cyclodextrin 2. %-butanediol
o-Dglucose c-hydroxybutyric acid D-alanine alaninamide dexirin bromao-succinic acid
a-IHactose a-keto butyric acid D-serine glucuronamide glvcogen D L-aglycerol phosphate
B-methyl-Dglucoside c-keto glutaric acid Yyaminobutyric acid phenyl-ethylamine  tween 40 glucose-1-phosphate
cellobiose a-keto valeric acid glyeyl-L-aspartic acid putrescine tween 80 glucose-6-phosphate
D-arabitol B-hydroxybutyric acid glyeyl-L-glutamic acid succinamic acid glycerol
D-fructose cis-aconitic acid hydroxy-L-proline inosine
D-galactose citric acid L-alanine thymidine
D-mannitol D, LAactic acid L-alanyl-glycine uridine
Dmannose D-galactonic acid lactone L-aspargine urocanic acid
[Fmelibiose D-galacturonic acid L-aspartic acid
D-psicose D-gluconic acid L-glutamic acid
D-raffinose D-glucosaminic acid L-histidine
D-sorbitol D-glucuronic acid L-lencine
D-trehalose D-saccharide acid L-ornithine
gentiobiose formic acid L-phenylalanine
i-erythritol y-hydroxyburyric acid L-proline
L-arabinose itaconic acid L-pyroglutamic acid
L-fucose malonic acid L-serine
Lr-rhamnose p-hydroxy-phenylacetic acid L-threonine
lactulose propionic acid
m-inositol quinic acid
maltose sebacic acid

methyl pyruvate
mono-methyl succinate
N-acetyl-D-galactosamine
N-acetyl-D-glucosamine
SUCTOSE

turanose

xylitol

succinic acid
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P. 3 Pfiklady PI histogram a lokalizace Pl do jadra u Geosmithia spp.
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P. 4A Aktivity extracelularnich enzyma.

Kmeny Aktivity extracelularnich enzymi mU/g
Geosmithia G aG C X N S P A L PP
CCF4529 2,2%10,2 1,0+0,1 | 118+16 | 119+0,8 | 58+0,5 84+1,5 46+1,1 0,0 0,0 0,1+0,0
CCF3342 24+04 03+00 | 16,5+0,5| 88+0,1 7,1+0,5 1,5+0,7 50%+0,5 0,0 0,0 0,1+0,0
CCF3354 53+0,6 03+0,1 | 106+0,5| 56%0,3 7,0+0,3 23+14 | 13504 0,0 0,0 0,1+0,0
CCF4528 6,4+0,6 0,2+0,0 94+0,7 | 12,2+09 | 7,7+0,4 98+0,6 | 13,4+£0,5 0,0 0,0 0,1+0,0
CCF4207 2,2%+0,3 0,4+0,0 92+09 | 13,1+06 | 61+0,2 | 13,1+0,5| 9,7%0,2 0,0 0,0 0,1+0,0
CCF3703 12,2+0,3 | 04+0,0 | 12,7+0,2 | 2,4+£0,1 7,0+0,1 2,1+0,1 | 11,1+0,8 0,0 0,5+0,2 1,8+0,0
CCF4201 11,6+03 | 0,3+0,1 | 109%+15 | 9,2+04 6,5%+0,6 48+1,0 | 13,3+£0,1 0,0 0,1+0,0 0,3+0,1
CCF4527 1,1+0,3 1,1+0,1 | 10,1+0,6 | 148+0,6 | 1,2+£0,0 3,7+0,9 | 15,0+£0,5 0,0 0,1+0,0 0,3+0,0
CCF4530 0,4+0,2 0,7+0,3 84+1,2 |141+1,2| 69%0,3 4,1+0,5 | 13,8+0,2 0,0 0,0 0,2+0,0
CCF3645 0,80,3 0,7+0,1 | 11,8+04 | 13,5+0,8 | 6,710,5 32+19 | 144+0,4 0,0 0,0 0,0
CCF4525 10,0+ 2,3 0,0 2,8%+0,1 1,8+0,1 3,710,2 6,3+0,8 2,6 10,1 0,0 0,7+0,4 0,7+0,1
CCF4205 74124 0,1+0,0 25+19 1,0+£0,5 3,9+1,0 1,8+0,7 4,1+19 0,0 0,0 0,3+0,1
CCF4223 3,2+0,7 01+0,1 | 126+0,7 | 95%+1,7 6,2+0,3 28+08 | 14,1+0,7 0,0 0,0 2,4+0,2
CCF4206 7,3+0,1 0,2+0,1 | 16,2+£0,2 | 7,140,3 7,0+£0,1 3,719 | 13,3t0,1 0,0 0,1+0,1 2,8+04
CCF4526 58+0,8 00+00 | 140+13|11,2+24 | 6,7£0,3 3,3+0,5 | 13,1+0,7 0,0 0,0 0,8+0,1
CCF3861 53+04 08+0,1 | 164+05 | 9,804 70+0,2 | 12,1+0,3 | 12,4+0,6 0,0 0,0 0,3+0,0
CCF3754 8,4+0,9 01+00 | 134+09 | 3,0£0,5 32+1,1 3,7+0,7 | 13,6£0,3 0,0 0,0 0,1+0,0
ul73 10,3+0,3 | 0,3£0,0 8,2+0,5 3,6+0,3 6,6+0,2 2,5+0,2 | 11,9+0,7 0,0 1,0+£0,2 0,9+0,0
CCF3879 9,1+0,6 0,4+0,0 9,2+0,4 4,1+0,2 6,9+0,3 1,8+0,1 8,8+2,6 0,0 0,0 0,110,0
1259 11,7+0,2 | 0,4+0,0 7,8+1,7 2,4+0,2 6,5+0,3 3,8+1,6 | 144+0,2 0,0 0,0 0,1+0,0
CCF4524 11,4+0,2 | 1,1+0,1 | 174+£0,2 | 0,9+0,0 7,1+0,2 4,5+0,3 7,9+0,9 0,1+0,1 0,0 0,1+0,0
CCF3554 3,3£0,6 0,8+0,1 6,3+1,2 | 104+0,7 | 69%0,2 06+0,1 | 153+0,7 0,0 0,0 0,1+0,0
CCF4200 43+04 03+00 | 11,3+0,4 | 11,7+x04 | 7,4+0,2 95+0,4 90+£1,6 0,0 0,0 0,3+0,0
CCF4292 57+0,7 0,2+00 | 144+03| 65%0,3 7,1+£0,2 89+0,9 | 10,3+0,4 0,0 0,0 0,1+0,0

G — B-glukosidasa, aG — a-glukosidasa, C — celobiohydrolasa, X — B-xylosidasa, N — N-acetylglukosaminidasa, S — arylsulfatasa, P — fosfomonoesterasa, A — alanin
aminopeptidasa, L- leucin aminopeptidasa, PP — fosfodiesterasa.
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P. 4B Aktivity extracelularnich enzymd.

Kmeny Aktivity extracelularnich enzym mU/g
Geosmithia | oy MIP MnP Lac EG EX
CCF4529 0,9+0,1 0,0 0,8+0,7 0,1+0,1 0,5+0,5 0,2+0,2
CCF3342 | 1,7+0,01 | 0,2+0,1 | 0,2+0,2 0,0 1,2+0,9 | 8,4+0,9
CCF3354 1,5+£0,0 0,0 0,2+0,2 06+01 | 113+2,1 | 6,5%£2,2
CCF4528 2,2+0,6 0,0 0,6+0,3 0,4+0,3 0,0 1,5+0,1
CCF4207 25+0,4 0,0 03+0,1 0,4 0,1 0,3+0,3 2,0+0,9
CCF3703 4,7+1,8 0,0 05+0,1 4,8+0,1 1,6£0,0 2,4+0,3
CCF4201 53%0,6 0,0 0,0 10,1+3,1| 0,5+04 0,7+£0,0
CCF4527 0,9+0,2 0,0 1,5£2,4 0,0 09+0,3 | 11,016
CCF4530 0,9+0,2 0,1+0,1 0,0 0,1+0,0 6,0+3,0 52+0,2
CCF3645 | 3,6+0,4 0,0 0,0 4,1+0,5 | 2,3+0,4 | 7,4%1,7
CCF4525 1,9+0,3 0,0 0,4+0,3 0,5+0,1 0,0 0,5+0,3
CCF4205 2,1+0,7 0,0 0,4+0,2 0,3+0,3 0,0 0,2+0,2
CCF4223 11,2£0,9 0,0 1,9+06 | 144+12 | 0,6x04 0,9+0,5
CCF4206 1,9+0,1 0,0 0,4+0,9 0,0 0,9+0,9 2,0+0,2
CCF4526 11,2+4,0 0,0 0,0 1091 0,6+0,5 0,4+0,2
CCF3861 16,0£1,0 0,0 1,7+0,4 | 243%+14 | 0,2+£0,2 1,1+0,2
CCF3754 1,6+0,6 0,0 0,2+0,2 0,2+0,2 0,0 16,7+ 1,5
U173 2,5%£0,2 0,0 0,0 1,4+£0,3 0,3+0,1 | 11,0£1,5
CCF3879 | 3,2+0,3 0,0 07+0,1 | 41+0,1 | 0,4+02 | 122+1,7
1259 2,5%0,3 0,2+0,2 0,5+0,1 3,4+0,7 35216 | 17,4+£2,3
CCF4524 1,7+0,1 0,0 0,30,3 0,0 0,7+0,5 0,4 0,2
CCF3554 1,8+0,2 0,0 0,2+0,1 0,0 0,2+0,2 06+0,3
CCF4200 1,4+ 0,0 0,3 0,0 29+1,4 2,8+1,7
CCF4292 1,7+0,0 0,1+0,3 0,0 0,0 0,3+0,3 0,2+0,1

Ox — oxidasy, MIP — Mn-nezavislé peroxidasy, MnP — Mn-peroxidasy, Lac — lakasa, EG — endoglukanasa, EX — endoxylanasa.



P. 5 Hodnoty substratové aktivity (SA), bohatosti (SR), Shannonova indexu diverzity (Sh) a Gini koeficientu (Gini) a parové porovnani skupin.

FF PM3B PM4A PM5
SA SR Sh Gini SA SR Sh SA SR Sh SA SR Sh
Generalisti Min. | 9,1 35 4,0 0,43 5,5 26 3,8 0,7 21 3,0 0,05 2 1,3
Med. | 16,2 53 4,1 0,48 13,7 49 4,0 8,0 81 4,2 1,1 15 2,4
Max. | 25,5 63 4,2 0,57 20,2 60 4,2 12,1 88 4,6 3,7 31 3,0
Specialistina | Min. | 2,9 8 3,7 0,51 1,8 4 3,1 1,1 21 2,8 0,7 8 1,4
Pinaceae Med. | 7,7 29 3,9 0,58 3,2 11 3,7 2,6 48 3,8 0,8 10 2,6
Max. | 9,5 38 4,1 0,68 7,0 31 3,8 5,7 71 3,9 1,4 19 3,7
Ambrosiové | Min. | 9,8 43 4,0 0,45 8,9 36 3,8 1,9 30 3,2 1,0 23 3,0
houby Med. | 11,6 43 4,0 0,45 14,9 51 3,9 6,4 60 3,9 2,8 31 3,5
Max. | 11,7 | 47 42 | gs5 | 155 48 4,1 7,4 63 40 | 101 70 4,0
Patogen Min. | 7,3 22 3,7 0,51 3,3 9 3,8 3,7 59 4,0 0,4 6 2,5
Med. | 7,5 30 3,9 0,56 5,1 24 3,8 4,5 61 4,0 0,8 12 2,8
Max. | 7,7 32 4,0 0,59 5,3 25 3,9 5,0 63 4,0 1,7 18 2,9
U ambrosiovych druhl a patogenu jsou pro celkovou predstavu v tabulce uvedeny pfimo hodnoty zjisténé pro jednotlivé druhy/kmeny.
SR: FF SR:PM3B SR: PM4A SR: PM5
G |[SP AH G | SP AH SP AH G |SP| P |AH
G - * * G - * % G * * G - * * *
SP * - * SP * - * SP - * SP * - * *
P * * * P * * * P * * P * * _ *
AH [*  |* - AH| * | * - AH * - AH| * | * [ x| -
SA: FF SA: PM3B SA:PM4A SA:PM5
G |SP AH G | SP AH SP AH G |SP| P |AH
G _ * * G - * * G * * G - * * *
SP * _ * SP * - * SP - * SP * - * *
P * * * P * * * P * * P * * _ *
AH [* [* - AH| * | * - AH * - AH| * | * | * | -

Cervené jsou znacené signifikantni rozdily, p < 0,05.

Horni triangl predstavuje porovnani M-W, spodni porovnani s BC.
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P. 6 Rust kment na destickach FF a PM.
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G9

G10

G11

G12

H1

H?2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

H9

H11

H12

CCF4529

CCF4270

CCF4278

CCF3342

CCF3354

CCF4528

CCF4277

CCF3350

CCF4207

CCF4286

U2.6a

U7.5a

MK942

CCF3560

CCF3555

CCF4300

CCF4274

MK924

CCF3424

CCF4268

CCF4285

CCF3658

CCF4527

CCF4530

CCF3645

CCF3554

CCF3563

CCF4200

MK980

CCF4215

Ul.2c.25

U6.3e.35

U7.8b

U8.1a

us.1b

U8.12b

CCF4271

U5.3a

U7.9a

U8.6¢

U8.12a

CCF3562

CCF4272

MK1645

CCF4276

15

CCF3703

CCF4201

CCF4525

CCF4205

CCF4223

CCF4206

CCF4210

CCF4221

CCF4209

CCF4208

CCF4526

SP

CCF3861

CCF3754

CCF4292

AH

CCF4576

CCF3879

1259

CCF4524

AAH

Absorbance pfi 750 nm: 0
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P. 6 Rast kmenu na desti¢kach FF a PM.

PM3B A2 |A3 |A4 [A5 |A6 A7 |A8 [A9 |Al10 |A1l [A12 |B1 B2 |B3 [B4 |B5 |B6 [B7 |B8 |B9 (B10 |B11 |B12 {C2 |JC3 |C4 |C5 [C6 |C7 |C8 |C9 |Cl10 |C11 |C12 [D1 |D2 |D3 |D4 |D5 |D6 (D7 |D8 |D9 |D10 D11 |D12 |E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 |E11 [E12 |F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 |F11 |F12 |G2 |G3 |G4 [G5 |G6 |G7 [G8 |GY9 |G10 |G11 |G12 |H1 |H2 [JH3 |H4 |H5 [H6 |H7 |H8 |H9 [H10 |H11 [H12

CCF3342
CCF3554
CCF4527
CCF4530
CCF4529
CCF4528 G
CCF4200
CCF4207
CCF4274
MK924

CCF3354
CCF3703
CCF4525
CCF4206
CCF4205 N4
CCF4526
CCF4201
CCF4223
CCF4576
CCF3879 P
1259
CCF4524 AAH
CCF3861
CCF3754 AH
CCF4292
PM4A ps2 |psa [pss [pse |Ps7 |ps8 [pso |psiolpsii]|psi2{psi3|pPsi4]|psis|psie[psi7]psig|psig]ps20f{ps22|pPs23]|psa4|ps2s|ps26|ps27]|psag]|ps29fprs3olpPs31]prs32|ps33[ps34|pPs35|ps36|ps37{ps3s|ps39]rsaolpsai|psaz|psas]psaslpsas|psas|psaz]psag|psasfpssolpssi]pss2fpss3|pssa]psss|psse|pss7|pssa|pssa]rseo|psel|pse2]pPse3|rse4|pses|pses]|pPse7]pses|pse]ps7o]ps7i|ps72|ps73|ps74]|ps75]ps76|ps77|pPs78]Ps79]rsgofpsai|pss2]pss3|pssalpsss]psselprss7]psss|psaalpsao]pPsai|psaz|psas]psas]rsgs|rsae
CCF3342
CCF3554
CCF4527
CCF4530
CCF4529
CCF4528 G
CCF4200
CCF4207
CCF4274
MK924

CCF3354
CCF3703
CCF4525
CCF4206
CCF4205 Sp
CCF4526
CCF4201
CCF4223
CCF4576
CCF3879 P
1259
CCF4524 AAH
CCF3861
CCF3754 AH
CCF4292
PM5 NS3 |Ns4 [NS5 [NS6 [NS7 [Ns8 [Ns9 | NS10]NS11]NS12[NS13|NS14]NS15|NS16[NS17]NS18|NS19]NS20[ NS21] NS22] NS23| NS24 NS25| NS26] NS27] NS28[ NS29] NS30] NS31| NS32 NS33| NS34| NS35] NS36[ NS37] NS38] NS39 NS40] NS4 1] NS4 2] NS43| NS44| NSas| NS46] NS4 7| NS48 NS49] NS50] NS5 1 NS5 2| NS5 3] NS54] NS55] NS5 6| NS57] NS58] NS59 NS60| NS6 1] NS62] NS63| NS64] NS65] NS66] NS6 7| NS68] NS69] NS70] NS7 1| NS72| NS73| NS74] NS75[ NS76] NS77] NS78] NS79[ NS80| NS8 1] NS82| NS83[ Ns84] Ns85| NS86| NS87| Ns88| NS89] NS90| NS9 1| NS92] NS93| NS94] NS95[ NSIE|
CCF3342
CCF3554
CCF4527
CCF4530
CCF4529
CCF4528 G
CCF4200
CCF4207
CCF4274
MK924

CCF3354
CCF3703
CCF4525
CCF4206
CCF4205 sp
CCF4526
CCF4201
CCF4223
CCF4576
CCF3879 P
1259
CCF4524 AAH
CCF3861
CCF3754 AH
CCF4292
G -generalisti, 5 - G. pallida sp.5, Gl - G. langdoni, SP -specialisti na Pinaceae, P - patogen, AAH -auxilidrné ambrosiova

houba, AH -ambrosiova houba

Absorbance pii 750 nm

Absorbance pfi 750 nm

o

Absorbance pfi 750 nm




P. 7 Sporulace na PM destickach.

PM3B A2 |A3 [A4 |A5 [A6 |A7 [A8 |A9 JAl0 |A1l |Al2 |[B1 B2 B3 B4 |B5 B6 B7 |B8 B9 B10 |B11 |B12 fC2 |C3 [C4 |C5 |C6 ([C7 |C8 [C9 |C10 |Cl11 |C12 |D1 |D2 |D3 D4 |D5 |D6 (D7 |D8 [D9 |D10 |D11 |D12 |E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 E10 |E11 [E12 |F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 |F11 |F12 |G2 |G3 [G4 |G5 |G6 |G7 |G8 |G9 |G10 |G11 |G12 [H1 |H2 ([H3 |H4 [H5 |H6 |H7 |H8 |H9 |H10 |H11 [H12

CCF3342

CCF3554

CCF4527

CCF4530

CCF4529

CCF4528 G

CCF4200

CCF4207

CCF4274

MK924

CCF3354

CCF3703

CCF4525

CCF4206

CCF4205 SP

CCF4526

CCF4201

CCF4223

CCF4576

CCF3879 P

1259

CCF4524 AAH

CCF3861

CCF3754 AH

CCF4292

PM4A A2 |A4 |A5 |A6 |A7 |A8 |A9 [A10 |Al1l1l |A12 [B1 (B2 B3 |B4 ([B5 |B6 |B7 ([B8 (B10 |B11 |B12 fC1 |C2 |C3 |C4 |C5 |C6 |C7 |C8 |C9 |Cl0 |C11 [C12 |D1 |D2 [D3 (D4 D5 (D6 |D7 |D8 (D9 (D10 |D11 |D12 |E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 [E11 (E12 |F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 [F11 [F12 |Gl |G2 [G3 |G4 |G5 |G6 |G7 |G8 |G9 |G10 |G11 |G12 [H1 |H2 |H3 |H4 ([H5 |H6 |H7 [H8 [H9 |H10 |H11 [H12

CCF3342

CCF3554

CCF4527

CCF4530

CCF4529

CCF4528 G

CCF4200

CCF4207

CCF4274

MK924

CCE3324

CCF3703

CCF4525

CCF4206

CCF4205 sp

CCF4526

CCF4201

CCrA223

CCF4576

CCF3879 P

1229

CCF4524 AAH

CCF3861

CCF3754 AH

CCF4292

PM5 A3 |A4 |A5 A6 |A7 |A8 |A9 [A10 |All |A12 [B1 B2 B3 |B4 ([B5 |B6 |B7 (B8 (B9 |B10 |B11 [B12 |C1 |C2 JC3 |C4 |C5 |C6 |C7 |C8 |C9 |C10 (C11 |C12 |D1 [D2 (D3 D4 (D5 |D6 |D7 (D8 (D9 |D10 |D11 (D12 [E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 E10 [E11 |E12 |F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 fF11 |F12 |G1 (G2 |G3 |G4 |G5 |[G6 |G7 |G8 |G9 |G10 |G11 |G12 [H1 |H2 |H3 [H4 |H5 |H6 |H7 ([H8 |H9 |H10 [H11l [H12

CCF3342

CCF3554

CCF4527

CCF4530

CCF4529

CCF4528 G

CCF4200

CCF4207

CCF4274

MK924

CCE3324

CCF3703

CCF4525

CCF4206

CCF4205 sp

CCF4526

CCF4201

CCF4223

CCF4576

CCF3879 P

1259

CCF4524 AAH

CCF3861

CCF3754 AH

CCF4292

G -generalisti, SP -specialisti na Pinaceae, P - patogen, AAH -auxilidrné ambrosiova houba, AH -ambrosiova houba

Intenzita sporulace: 0 1 15 2 3

100




P. 8 Procentualni zastoupeni lipidli a ergosterolu v susiné.

Kmeny 14:0 15:0 16:1w9 16:1w7 16:0 17:1 17:0 18:2w6,9 18:1w9 18:1w7 18:0 20:5 20:5
CCF4529 0,2+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 1,2+0,1 19,7+1,8 0,1+0,0 0,2+0,0 29,1+3,0 39,0+6,6 0,3+0,1 5,2+05 0,1+0,1 0,1+0,0
CCF3342 0,3+0,0 0,4 0,1 0,1+0,0 0,7+0,1 20,20,1 0,1+0,0 0,2+0,0 27,5+0,9 34,7+0,4 0,0 6,7+0,6 0,0 0,1+0,0
CCF3354 | 0,1+0,1 0,1+0,0 0,4+0,1 0,4+0,2 11,1+5,2 0,1+0,0 0,1+0,0 32,8+3,4 44,1+4,5 0,2+0,0 4,8+0,3 0,0 0,0
CCF4277 | 0,2+0,0 0,4+0,0 0,5+0,1 0,7+0,1 21,1+15 0,4+0,0 0,8+0,5 17,5+3,1 42,8+1,5 0,1+0,1 8,1+0,8 0,1+0,0 0,1+0,0
CCF4528 | 0,1+0,0 0,2+0,0 0,3+0,0 1,6+0,1 16,0+0,1 0,3+0,0 0,2+0,0 8,1+0,9 49,3+0,9 0,7+0,0 2,9+0,1 0,0 0,0
CCF4207 | 0,2+0,0 0,2+0,1 0,2+0,1 0,7+0,1 25401 0,2+0,1 0,1+0,1 148+4,1 44,6+7,0 0,2+0,0 6,9+2,1 0,0 0,1+0,0
CCF3703 0,3+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,9+0,0 21,8+0,6 0,1+0,0 0,1+0,0 28,3+0,7 31,1+1,1 0,5+0,0 6,4+0,2 0,0 0,1+0,0
CCF3560 | 0,1+0,0 0,4+0,0 0,1+0,0 0,4+0,1 20,9+1,2 0,2+0,0 0,3+0,1 23,9+3,6 35,3+4,3 0,0+0,0 7,8+0,8 0,1+0,1 0,1+0,0
CCF4201 0,1+0,0 0,1+0,0 0,0 0,2+0,0 13,1+0,2 0,0 0,1+0,0 42,7+0,5 30,0+0,2 0,1+0,0 6,4+0,0 0,0 0,1+0,0
CCF4527 | 0,3+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,7+0,1 28,1+0,3 0,0 0,1+0,0 16,310,2 32,5+0,9 0,1+0,1 8,2+0,3 0,0 0,1+0,0
CCF4530 | 0,1+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 21,8+0,8 0,1+0,0 0,2+0,0 25,3+0,3 29,8+0,3 0,0 109+0,1 0,0 0,1+0,0
CCF3645 0,4+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,7+0,0 28,7+0,2 0,1+0,0 0,1+0,0 22,6+1,0 31,9+1,4 0,1+0,0 7,9+0,5 0,0 0,1+0,0
CCF4525 0,3+0,1 0,4+0,2 0,1+0,0 6,6 0,7 22,3133 1,1+0,4 0,1+0,1 26,6 £4,9 34,0£4,0 2,2+0,3 2,4+0,7 0,2+0,2 0,1+0,0
CCF4294 | 0,2%0,0 0,4+0,2 0,2+0,1 37+1,1 222+44 0,8+0,1 0,2+0,1 29,2+8,0 34,9+2,5 1,5+0,2 3,4+0,7 0,1+0,1 0,1+0,0
CCF4205 0,2+0,1 0,5+0,2 0,1+0,1 0,4+0,0 17,8+4,3 0,5+0,2 0,9+0,2 24,4+12,1 | 38,5+3,1 0,4+0,1 9,7+4,3 0,3+0,2 0,2+0,1
CCF4223 0,1+0,0 0,3+0,1 0,2+0,1 0,4+0,1 22,7+5,4 0,1+0,1 0,2+0,0 35,7+7,0 26,5+6,5 0,3+0,0 6,5+0,5 0,3+0,2 0,1+0,0
CCF4314 | 0,3+0,0 0,4+0,1 0,3+0,1 1,7+0,2 20,7£0,5 0,2+0,0 0,2+0,0 253+11,2 | 42,4+£11,2 0,4+0,2 3,7+0,7 0,2+0,2 0,1+0,0
CCF4206 | 0,2%0,0 0,0 0,1+0,0 1,1+0,1 22,0+0,2 0,1+0,0 0,0 29,3+0,8 30,7+1,0 0,7+0,0 4,9+0,3 0,0 0,1+0,0
CCF4526 | 0,10,0 0,3+0,1 0,1+0,1 0,2+0,1 17,3+1,8 0,1+0,1 0,4+0,1 45,8 +5,6 21,5+6,8 0,1+0,1 7,6+0,8 0,1+0,1 0,1+0,1
CCF3861 0,3+£0,0 0,3+0,0 0,1+0,0 0,7+0,1 26,5+0,9 0,2+0,1 0,1+0,0 99+5,4 44,3+6,1 0,1+0,0 11,7+ 2,7 0,1+0,1 0,1+0,0
CCF3754 | 0,3+0,0 0,2+0,1 0,1+0,0 0,7+0,2 24,7+0,8 0,2+0,1 0,2+0,1 11,0+15,0 | 46,4+12,7 0,4+0,2 10,8+1,9 0,1+0,1 0,1+0,1
CCF3879 0,2+0,0 0,1+0,1 0,1+0,0 0,6+0,1 20,5+2,3 0,2+0,1 0,3+0,2 34,2+10,7 | 28,8+2,2 0,2+0,1 6,9%0,2 0,2+0,1 0,0

1259 0,2+0,0 0,4+0,0 0,1+0,0 0,6 +0,0 20,5+1,0 0,4+0,0 0,6+0,0 27,8+1,7 32,0+0,6 0,4+0,0 55+0,4 0,1+0,0 0,1+0,0
CCF4576 | 0,2+0,0 0,4+0,0 0,1+0,0 0,5+0,0 21,5+0,2 0,4+0,0 0,7+0,0 34,3+0,8 26,4+0,5 0,3+0,0 53+0,1 0,1+0,0 0,1+0,0
CCF4524 | 0,3+0,1 0,2+0,1 0,1+0,0 0,8+0,1 18,9+0,3 0,1+0,1 0,3+0,1 31,2+5,4 37,3+5,9 0,2+0,2 8,4+0,2 0,1+0,1 0,0
CCF3752 0,3+0,0 0,2+0,0 0,0 0,5+0,0 22,0+0,6 0,1+0,0 0,3+0,0 28,0+1,0 32,4+0,9 0,1+0,1 10,2+0,2 0,0 0,0
CCF3554 | 0,2%0,0 0,6+0,0 0,1+0,0 2,0+£0,2 24,7 +0,8 0,2+0,0 0,2+0,0 26,5+1,0 33,6+0,8 0,3+0,2 3,0+£0,1 0,0 0,1+0,1
CCF4200 | 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,7+0,1 24,5+0,2 0,3+0,1 0,2+0,0 15,5+1,7 44,1+6,4 0,2+0,1 7,5%0,2 0,0 0,1+0,0
CCF4290 | 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,8+0,2 21,1+1,8 0,4+0,2 0,2+0,0 18,3+0,6 47,8 + 8,8 0,1+0,1 6,3+2,3 0,0 0,0
CCF4289 0,5+0,2 0,1+0,0 0,1+0,0 1,3+0,7 27,0+ 1,5 0,3+0,2 0,1+0,0 17,0+ 6,5 42,6 £4,1 0,6+0,3 7,1+0,7 0,1+0,1 0,1+0,1
CCF4292 0,2+0,1 0,1+0,0 0,1+0,0 0,5+0,1 22,4+2,2 0,2+0,1 0,2+0,0 16,6 £+ 11,7 | 44,1+ 10,5 0,3+0,3 10,5+0,2 0,2+0,2 0,1+0,0

101




20:5w3,6, 20:1w9 -

Kmeny 9,12,15 20:3 20:4 20:2w6,9 20:1w7 20:0 21:1 22:0 23:0 24:0 %lip E11 E2
CCF4529 0,1+0,0 0,6+0,2 1,4+2,2 0,6+0,1 0,4+0,4 0,3+0,0 0,1+0,0 0,3+0,1 0,0 08+0,1 | 16,2+10,5| 0,3+0,0 |05%0,1
CCF3342 | 0,1+0,0 | 0,3+0,2 6,7+0,4 0,5+0,0 0,0 0,3+0,0 0,1+0,1 0,2+0,0 0,1+0,0 0,7+0,0 10,0+0,6 0,5+0,0 -
CCF3354 0,0 0,1+0,2 1,8+3,1 1,2+0,1 0,6+0,5 0,4+0,0 0,1+0,0 0,5+0,1 0,0 1,04£0,1 10,4+1,1 0,4+0,0 [05%0,0
CCF4277 | 0,1+0,1 1,2+0,5 3,6+6,1 0,2+0,1 0,3+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1 0,2+0,0 0,240,0 1,0£0,2 8,1+4,8 0400 |04+0,3
CCF4528 0,0 0,6+0,1 17,8+1,9 1,0+0,0 0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,5+0,0 9,6+0,4 0,5+0,0 [05%0,0
CCF4207 0,0 0,7+0,3 3,3%5,7 0,4+0,2 0,3+0,2 0,4+0,1 0,1+0,1 0,3+0,0 0,0 0,7+0,2 7,9+0,5 0,4+0,0 |[06£0,0
CCF3703 0,0 0,7+0,1 6,9+0,8 0,5+0,0 0,0 0,3+0,0 0,2+0,0 0,3+0,0 0,0 1,4+0,1 14,6 2,9 0,4+0,0 [05%0,0
CCF3560 0,0 0,5+0,1 6,7%5,7 0,3+0,0 0,2+0,2 0,5+0,0 0,3+0,0 0,4+0,0 0,1+0,0 1,3+0,3 10,7+1,0 | 0,5+0,0 |0410,1
CCF4201 | 0,1+0,0 | 0,6+0,0 5,0+0,2 0,9+0,0 0,0 0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,0 0,2+0,0 12,1+0,6 0,2+0,0 [03%0,0
CCF4527 | 0,1+0,0 | 0,5+0,1 11,3+0,4 0,1+0,1 0,2+0,1 0,3+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,0 0,5+0,1 11,1+0,6 0,5+0,0 -
CCF4530 | 0,1+0,0 | 0,5+0,1 8,9+0,9 0,6+0,1 0,0 0,3+0,0 0,2+0,1 0,2+0,0 0,0 0,4+0,1 9,7+0,6 0,3+0,0 -
CCF3645 0,0 0,2+0,0 5,4+0,3 0,2+0,0 0,1+0,1 0,4+0,0 0,1+0,0 0,3+0,0 0,0 0,7+0,0 10,2 +0,5 0,5+0,0 -
CCF4525 | 0,1+0,1 | 0,4+0,1 1,9+0,0 0,3+0,1 0,1+0,0 0,0 0,2+0,1 0,0 0,0 0,6+0,4 6,7+2,4 0,5+0,0 [05%0,2
CCF4294 | 0,1+0,1 | 0,7+0,5 1,3+2,1 0,4+0,0 0,1+0,1 0,1+0,0 0,2+0,1 0,0 0,0 0,1+0,1 6,5+2,6 0,3+0,1 |[0,6%0,0
CCF4205 | 0,2+0,2 1,3+0,8 1,5+2,3 1,0+£0,4 1,0£0,9 0,4+0,1 0,3+0,1 0,1+0,0 0,0 0,3+0,1 6,9+4,5 0,3+0,1 [02%0,1
CCF4223 | 0,2+0,1 | 06+0,7 3,7%6,0 0,3+0,1 0,4+0,3 0,1+0,1 0,7+0,2 0,1+0,1 0,0 0,4+0,1 5,0+4,0 0,3+0,0 [0,6%0,2
CCF4314 | 0,2+0,1 | 0,7+0,4 1,6+2,3 0,3+0,1 0,7+0,6 0,1+0,1 0,2+0,1 0,1+0,0 0,0 0,4+0,1 7,1+2,2 0,7+0,0 [05%0,1
CCF4206 | 0,1+0,0 | 0,4+0,0 9,5+0,2 0,2+0,0 0,1+0,1 0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,0 0,2+0,0 8,8+1,6 04+0,1 |[0,7%0,0
CCF4526 | 0,1+0,0 | 0,7+0,4 3,027 1,2+0,2 0,3+0,6 0,1+0,1 0,2+0,1 0,1+0,1 0,0 0,5+0,1 8,7+2,1 0,2+0,0 [0,3%0,0
CCF3861 0,1+0,0 0,7+0,2 2,9+4,8 0,1+0,1 0,2+0,2 0,6+0,1 0,1+0,1 0,4+0,0 0,1+0,0 0,4+0,1 13,0+7,3 0,5+0,0 [05%0,0
CCF3754 0,1+0,1 1,3+0,7 1,1+1,8 0,4+0,2 0,1+0,0 0,7+0,0 0,1+0,1 0,4+0,0 0,1+0,0 0,5+0,1 9,8+2,3 03+0,0 |041£0,1
CCF3879 | 0,1+0,1 | 0,4+0,7 41+6,9 0,2+0,0 0,4+0,2 0,2+0,0 0,3+0,2 0,2+0,1 0,0 1,6+0,6 8,7+1,9 05+0,1 [03%0,1

1259 0,1+0,0 1,4+0,1 7,8+1,1 0,5+0,1 0,0 0,3+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,0 0,9+0,1 10,6+1,4 | 0,4%0,1 -
CCF4576 | 0,1+0,0 1,4+0,1 5,9+0,6 0,4+0,0 0,0 0,0 0,2+0,1 0,2+0,0 0,0 1,4+0,0 12,3+1,6 0,5+0,1 -
CCF4524 | 0,1+0,0 | 0,1+0,1 0,6+0,8 0,1+0,1 0,1+0,0 0,3+0,0 0,3+0,3 0,240,1 0,1%0,1 0,440,2 8,3%7,7 04+0,0 |[04£0,1
CCF3752 0,0 0,3+0,0 4,0+1,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,4+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,5+0,0 13,4+0,6 0,4+0,0 [05%0,0
CCF3554 | 0,1+0,0 | 0,3+0,1 6,3+1,5 0,4+0,0 0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,7+0,0 12,5+0,3 0,7+0,1 -
CCF4200 | 0,1+0,0 | 0,8+0,2 3,458 0,3+0,0 0,3+0,1 0,3+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,9+0,2 7,1+0,8 0,6+0,0 |[06£0,0
CCF4290 0,0 0,3+0,2 2,645 0,2+0,1 0,2+0,2 0,3+0,0 0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,7+0,1 10,1+ 1,6 0,4+0,0 |[06%0,0
CCF4289 | 0,1+0,0 | 0,6+0,3 09+1,3 0,4+0,0 0,4+0,3 0,2+0,0 0,1+0,1 0,1+0,0 0,0 0,5+0,4 9,4+6,1 04+0,0 [0,7£0,1
CCF4292 | 0,2+0,1 1,0£0,4 1,4+2,0 0,4+0,0 0,2+0,2 0,5+0,0 0,1+0,1 0,3+0,0 0,1+0,0 0,4+0,2 7,5+1,6 0,3+0,0 |04£0,0

E11 — ergosterol z mycelia starého 11 dni, E2 — ergosterol z mycelia starého 2 dny, - chybéjici udaj
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