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Seznam pouZitych zkratek

CMN sif mycelia mykorhiznich hub, z angl. ,,common mycorrhizal network*
DSE 7z anglického ,,dark septate endophyte®, ptivodné také pseudomykorhiza
EcM ektomykorhizni (ve smyslu ektomykorhizni houba, asociace, rostlina)
ErM  erikoidni mykorhiza, erikoidné mykorhizni

FAA fixdz, z angl. ,.formaldehyde, acetic acid, alcohol*

G oznaceni média v Pokusu 3, kde zdrojem N je aminokyselina glycin
IAA kyselina indolyl-3-octové (angl. ,,indole-3-acetic acid*)

IBA  indolyl-3-maselné kyselina (angl. ,,3-indolebutyric acid*®)

MMN kultivaéni médium, z angl. ,,modified Melin Norkrans*

NDIC Nomarského diferencidlni interferen¢ni kontrast

NH4 oznaceno médium v Pokusu 3, kde zdrojem N je amonny iont

PCR polymerédzova fet€zova reakce z angl. ,,polymerase chain reaction*

PDA kultiva¢ni médium (z angl. ,,potato dextrose agar*)

PR proteiny proteiny souvisejici s obranou pied patogenem (angl. ,,pathogen-related*)
TIBA kyselina 2,3,5 trijodbenzoova (angl. ,,2,3,5-tritodobenzoic acid*)

VWT variabilni bily taxon (angl. ,,variable white taxon*) ptivodni oznac¢eni pro

Meliniomyces variabilis

Oznaceni kmenit pouZitych hub nejsou v seznamu zkratek uvedena
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Uvod

1. Uvod

Mykorhizni symbidza je de facto makroskopickym ekvivalentem liSejniku. Vyvinula se
Jiz s pfechodem rostlin na sou$; kofeny prvnich suchozemskych rostlin byly
pravdépodobné kolonizovany predchiidci dnesnich arbuskuldrné mykorhiznich hub.
Nektefi autofi se domnivaji, Ze mykorhiza byla jednim z hlavnich faktorti urcujici
podobu kofeni dneSnich rostlin. Zna¢nd ¢éast dievin severni polokoule tvoii
ektomykorhizy, jejich kofenové Spicky jsou od pidniho prostfedi odd€leny hyfovym
obalem mykobionta. Viesovcovitym rostlinim umoZiiuje erikoidni mykorhiza (ErM)
obyvat stanoviSté s extrémnimi podminkami. Na pfirozenych stanoviStich tvoii Casto
viesovcovité rostliny podrost ektomykorhiznich (EcM) rostlin, jejich kofeny a tedy
i mykobionti kofent jsou ve vzdjemném tésném kontaktu. Houby tvofici ektomykorhizu
a ErM byly chépany jako zcela odlisné skupiny, Castd izolace ErM mykobionti z kofeni
EcM rostlin a nékteré prace vSak naznacuji, Ze tyto rostliny mohou sdilet mykobionty
s viesovcovitymi rostlinami. Cilem diplomové prace bylo ovéfit tuto hypotézu a rozsifit
poznatky v oblasti interakce EcM a ErM rostlin.

Diplomova price byla vypracovana v rdmci grantu Grantové agentury UK: Interaguji
spolu ektomykorhizni a erikoidné mykorhizni hostitelské rostliny prostrednictvim
ektomykorhiznich, pseudomykorhiznich a erikoidnich hub? Tato prace navazuje na
studium problematiky erikoidnich a DSE hub na Odd&leni mykorhiznich symbiéz BU
AVCR (Jansa a Vosatka 2000, Vohnik 2002, Vohnik a kol. 2003, Vohnik a kol. 2005).



Hypotézy a cile

2. Hypotézy a cile

HI: Koreny typicky EcM rostlin a typicky ErM rostlin mohou byt kolonizovdny stejnym

houbovym symbiontem
H2: Vzniklé asociace jsou mykorhizni

Cile diplomové prace
> Ovéfit hypotézy H1 a H2.
> Najit vhodné experimentdlni systémy pro syntézy asociaci mezi typicky EcM

rostlinami (Picea, Pinus, Betula) a typicky ErM rostlinami (Vaccinium)



Literdrni vivod

3. Literarni uvod

Ve vSech typech mykorhiz je cytoplazma houbové buriky (hyfy) oddélena od cytoplazmy
rostlinné buniky ,houbovou* bunénou membrinou, apoplastickym prostorem
a ,rostlinnou” bunénou membranou. Z anatomicko-morfologického hlediska se
mykorhizni typy déli na ektomykorhizni a endomykorhizni podle toho, zda hyfy vstupuji
do bunék rostlinného hostitele. Endomykorhizy se dale d€li na arbuskuldrni mykorhizu,
orchideoidni mykorhizu, erikoidni mykorhizu. Nejrozsitenéjsi typ - arbuskuldrni
mykorhiza - je charakteristickd pfitomnosti tzv. arbuskuli (,,keficki‘ hyf, z lat. ,,arbor* =
strom) uvnitf bunék primarni ktry. Orchideoidni mykorhiza je symbidza piitomna
vyluéné urostlin fddu Orchidales, hyfy v buiikich primarni kiry tvoii smotky
a tzv. pelotony. Mezi ektomykorhizou a endomykorhizou existuji pfechodné typy:
ektendomykorhiza — hyfy symbionta tvofi hyfovy plast, Hartigovu sif, ale na rozdil od
ektomykorhizy navic pronikaji do bunék hostitele, dédle arbutoidni mykorhiza
a monotropoidni mykorhiza. Specifickym typem asociace je tzv. DSE-asociace (z angl.
dark-septate endophyte), diive oznacovand jako pseudomykorhiza. V dvodu této prace se

podrobnéji zabyvam ektomykorhizou a erikoidni mykorhizou

3.1. Ektomykorhiza

Ektomykorhiza byla pivodné povaZovdna za parazitismus. A.B Frank ji v roce 1885
oznacil za symbidzu a poprvé byla v laboratornich podminkdch syntetizovdna Eliasem
Melinem v roce 1922 na semendccich modiinu (podle Gryndler a kol. 2004).
Ektomykorhizu charakterizuji specificky pozménéné kofenové Spicky hostitelské
rostliny: jsou obaleny hyfovym pldst€ém a mezi bunikami epidermis a primarni kiry je
pritomna tzv. Hartigova sit, coz je orgdn vymény latek mezi ektomykorhizni (EcM)
houbou a jejim hostitelem. Ektomykorhizu tvoii stromy a kefe subarktického a mirného

pasma a nékteré stromy tropického pasma.
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Morfologicky vyvoj EcM Spicky je zavisly na okolnich podminkéch, 1i$i se podle druhu
hostitelské rostliny i symbionta, pfesto lze proces do jisté miry zobecnit: dochdzi ke
stimulaci rastu houbového symbionta exuddty hostitelské rostliny, portistini kofenové
$picky hyfami, proniknuti hyf do kofene. V této fazi hyfy méni charakter rdstu, mezi
burikami epidermis a vrchni vrstvou primarni kary vytvareji Hartigovu sif.
Z kolonizovaného kotfene pak vyrustaji hyfy a vytvaii hyfovy plast (Nylund a Unestam
1982). Tento model plati napt. pro ektomykorhizu Picea abies — Piloderma croceum.
Jiné hostitelské rostliny se mohou liSit ve sledu vytvareni hyfového plaste a Hartigovy
sité. V invitro systému Betula pendula — Paxillus involutus se hyfovy plast vytvarel
difve neZ Hartigova sif — 2-4 dny po kontaktu hyfa — kofen. Ctyfi dny po kontaktu byly
patrné prvni zndmky vytvareni Hartigovy sit€. Osmy den byla vytvorend Hartigova sit,

15. den byla vytvorend zrald Hartigova sit (Brun a kol. 1995).

3.1.1. Vznik a fungovani EcM

Signdly mezi houbou a rostlinou zajistujici tvorbu ektomykorhizy nejsou prozkoumané
tolik jako signdlni drahy u arbuskuldrni mykorhizy ¢i symbidzy bobovitych rostlin
s hlizkovymi bakteriemi. Vznik funk¢ni ektomykorhizy je komplexni proces, vyzadujici
vhodny fyziologicky stav obou symbiotickych partnert, jejich genetickou schopnost
ektomykorhizu tvofit.
Martin a kol. (2001) rozdé€luje latky ucastnici se vzniku a fungovani ektomykorhizy do
nasledujicich skupin:
> latky zajiStujici tropismus hyf ke kofeni, latky zajiStujici prilnuti hyf na povrch
kotene a jeho nédslednou invazi
> signdly vedouci ke spusténi genetickych programi houby i rostliny zajistujici
vznik funk¢ni ektomykorhizy
> latky zajiStujici preziti houbového symbionta uvnitt pletiv rostliny

> latky zajiSfujici koordinaci strategii vymény ldtek mezi houbou a rostlinou

Pro tvorbu ektomykorhizy je nezbytnd schopnost houbového symbionta najit kofeny

10
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potencidlniho hostitele v diverzifikovaném, trojrozmérném prostoru pidy. Kofeny rostlin
méni prostiedi pudy ve své blizkosti — odCerpavaji Ziviny, snizuji pH, produkuji exudaty.
Vzniklé z6ny s nizkym obsahem N, P a vysokym obsahem cukrt vSak pravdépodobné
jsou nespecifickym signalem pro rizné druhy mikroorganizmi, nejen EcM hub; jsou
charakteristickou stopou kofene zZivé rostliny. Kofenové exudaty pravdépodobné
poskytuji specifictéjsi signdl pro potencidlni houbové symbionty (Tagu a kol. 2002).
Tuto hypotézu potvrzuje fakt, Ze kliceni spér EcM hub je podporovdno kotfenovymi
exudaty pro né specifickych potencidlnich hostitelskych rostlin (napt. Fries a kol. 1987),
hyfy EcM hub na tyto exudaty reaguji pozitivnim smérovanym ristem (napf. Horan
a Chilvers 1990). Latky zpuasobujici tuto chemotaxi jsou postupné objevovany: kliceni
spor EcM houby Suillus bylo indukovédno kofenovym exudatem Pinus sylvestris, jako
ucinnd latka byla identifikovana kyselina abietova (Fries a kol. 1987). Rist kolonii EcM
houby Pisolithus byl podpofen pfidanim fenolické latky rutinu izolované z kotfenového
exudatu Eucalyptus globulus, kolonie reagovaly na pfitomnost rutinu jiZ pfi koncentraci
1pM (10"*Mol I'') (Lagrange a kol. 2001). Dalsi molekuly Gcastnici se komunikace mezi
houbou a kofeny jsou kyselina jasmonovd, zeatin (Martin a kol. 2001, Jambois

a Lapeyrie 2005).

EcM houby jsou také charakteristické svou rhizosférickou stopou, kontakt kofen — houba
vSak pravdépodobné zajisfuje vice mobilni houbové mycelium. EcM houby produkuji
analogy rostlinnych hormoni, kterymi reguluji rist budouci hostitelské rostliny. Exudaty
a extrakty z mycelia EcM hub mohou ¢édstecné nahradit jejich fyzickou pfitomnost.
Dlouho prokdzanymi latkami, které ovliviiuji rist potencidlnich hostitelll, jsou auxiny.
Mycelia Paxillus involutus a Pisolithus tinctorius produkovala auxin IAA, ktery
podporoval tvorbu kofent a dichotomické vétveni u P. sylvestris u¢innéji nez synteticky
analog auxinu IBA (Niemi a kol. 2002). Hebeloma cylindrospora mutantni
v nadprodukci TAA podporovala ektomykorhizni aktivitu (pocet mykorhiz na rostlinu)
u Pinus pinaster. Tento jev nebyl zptisoben celkovym zvySenim poctu kofenu; ten zistal
stejny jako u varianty s divokym typem H. cylindrospora. Vliv houbového auxinu tedy

nespociva v ,,pouhém* navysSeni poctu kofenli potencidlnich pro ektomykorhizu;

11
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dulezity je také ucinek dalsich latek pfitomnych v houbovém exudatu (Gay a kol. 1994).
V urcitém stadiu vyvoje ektomykorhizy tedy EcM houby produkuji latky podporujici
rast kofenii. Rist kofene vSak musi byt v pozdéjsich fazich vyvinu ektomykorhizy
potlacen. V nizkych koncentracich auxiny podporuji tvorbu meristému a riist kofend, ve
vys$$ich je mohou naopak potlacovat. Pfedpokladd se, Ze koncentrace auxind v kofeni
obaleném hyfovym plastém jiz na jeho rtst psobi inhibi¢né (Tagu a kol. 2002). Byly
identifikovany i dalsi latky, kterymi EcM houby inhibuji rist kofene v ektomykorhize:
v pfitomnosti  hostitelské rostliny Eucalyptus dochazelo v myceliu Pisolithus
k akumulaci hypaphorinu, tato litka méla pak na rostlinu efekt opacny k TAA —
redukovala apikdlni rist kofenti hostitelské rostliny a omezovala tvorbu kofenového
vlaseni (Beguiristain a Lapeyrie, 1997). Hypaphorin zpisoboval reorganizaci
cytoskeletu u Eucalyptus globulus — agregaci aktinovych filament v apikdlni oblasti
buriky - a tim pravdépodobné zamezil polarnimu transportu vezikulli do apikalni ¢ésti
bunék. Exogenni aplikace IAA obnovila pivodni podobu aktinového cytoskeletu
a ndsledné doslo k obnoveni rastu (Ditengou a kol. 2003). Hypaphorin tak miiZe slouZit
k regulaci apikédlniho ristu u funkéni ektomykorhizy a k zabranéni vzniku kofenovych

vlaski z epidermalnich bunék.

Kofenovd S$picka je kolonizovdna
hyfami z pidy nebo (v dospélém
kofenovém  systému) jsou nové
vyvijejici se kofeny kolonizovany
hyfami z jiz kolonizovanych Spicek
(Wilcox 1968). Hyfy penetruji kofen

v oblasti kofenové Cepicky, prorustaji

k epidermdlnim buiikdm a rozvoliuji
Obr. 1: Schématické zndzornéni Hartigovy sité (HS)
a hyfového pldste (P). BS: bunécnd sténa, tisecka
se hyfy vétvi a VytVé.f'f Vfcevrstevnat}'/ odpovidd 50um. Prevzato z Peterson a Massicotte

2004.
utvar — hyfovy plast (Horan a kol.

je. Na povrchu epidermdlnich bunék

12
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1988, Martin a kol. 2001). Mezi buiikami epidermis a primarni kiiry vznikd Hartigova
sit (Obr. 1).

Rostliny reaguji na pritomnost cizorodého organismu ,,imunitni* reakci, kterd je
v nékterych rysech podobnd imunitni reakci ZivoCichli. Schopnost vnimat ne-sebe
(,,nonself recognition systems*) je spolecnd viem eukaryotiim (Nurnberger a kol. 2004).
Tato reakce miiZze mit hypersenzitivni podobu lokalizované programované bunécné
smrti, nekrézy. Reakce miiZe byt spusténa obecnymi elicitory - houbovymi produkty
a také produkty degradace bunécné sté€ny rostliny. Chitotetraoza, koloidni chitin a dalsi
elicitory z bunécné stény EcM Hebeloma crustuliniforme spoustély v bunikach Picea
abies kultivovanych v suspenzni kultufe fadu reakci: vytok K" a Cl z buriky, fosforylaci
nékterych proteini, alkalizaci extracelularniho prostedi a produkci H,O, . Tyto pfiznaky
jsou podobné reakcim rostliny na nekompatibilni patogeny (Salzer a kol. 1997). Pro
vytvoreni ektomykorhizy je vSak nutné, aby byla hypersenzitivni reakce hostitelské
rostliny na potencidlniho houbového symbionta potlacena. Ve vySe zminéném pokusu
s P.abies a H. crustuliniforme byla intenzita reakce sniZena Stépenim elicitorti
apoplastickymi chitindzami P. abies (Salzer a kol. 1997). Pii tvorbé ektomykorhizy je
tak pravdépodobné dostupnost elicitord pro jejich receptory omezend, protoze jsou
v apoplastickém prostoru Stépeny na ,,neviditelné* monomery. Dal§imi ldtkami, které
tlumi reakci hostitelskych rostlin na elicitory hub, jsou auxiny. Buiiky P. abies péstované
v suspenzni kultufe akumulovaly v bunéénych sténach peroxidazy v reakci na pridani
elicitor pochazejicich z H. crustuliniforme (EcM houba kompatibilni s P. abies),
Suillus variegatus (EcM houba nekompatibilni s P. abies) a Heterobasidion annosum
(patogen P. abies). Akumulace peroxiddz byla sniZzena na mediich obsahujicich auxin
(Mensen a kol. 1998). Autofi navrhuji model, podle kterého auxiny produkované EcM
houbami snizi, zpozdi propojeni makromolekul bunéénych stén katalyzované
peroxiddzami a tudiZ umozni hyfam kolonizovat apoplasticky prostor primérni kury.
Hypotézu, ze IAA tlumi reakci hostitelské rostliny na elicitory houby, potvrzuje price
Sylvie Herrmann a kol. (2004): V systému Quercus robur-Piloderma croceum,

charakteristickém dlouhym pre-mykorhiznim stadiem, byla urychlena tvorba mykorhiz
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pfidanim IAA nebo aktivnim uhlim o cca 4 tydny. Aktivni uhli adsorbuje latky, které
mohou inhibovat vznik mykorhiz — pravdépodobné sniZuje mnoZstvi houbovych

elicitorti, ¢imZ tlumi obrannou reakci hostitelské rostliny.

Kontakt mezi hyfou a rostlinou je vlastné kontaktem jejich bunécnych stén. Charakter
apoplastického prostoru ve vytvofené mykorhize se li§i od apoplastického prostoru
nekolonizovaného korene, vétSina jeho sloZzek pochdzi z metabolismu EcM houby.
Bunécné stény hyt se méni jiz v pre-mykorhizni fazi: charakter bunécné stény Laccaria
bicolor se ménil v piitomnosti hostitelské rostliny P. abies, polysacharidové vldkna byla
orientovdna v pruzich a asociovdna s proteiny bohatymi cysteinem. Pfi priniku do
primarni kiry vytvéarely hyfy mezi sebou sacharidové pojivo a jejich bunécné stény se
asociovaly s bunécnymi sténami kofene. Po aplikaci inhibitoru transportu auxinu TIBA
k vyse zminénym jeviim nedochazelo, hyfy nekolonizovaly kofen, nedoslo k vytvoreni
Hartigovy sité¢ (Rincén a kol. 2001). Autofi predklddaji hypotézu, podle niz aplikace
TIBA zabranila transportu auxinu produkovaného houbou do kotfene. Potom by auxin
hrél roli v produkci rostlinnych elicitorii vyvolavajicich pfizpisobeni bunécnych stén
hyf, nebo nedostatek transportu auxinu zpiisobuje, Ze rostlina nerozpozna houbu jako
potencidlniho symbionta, nybrZ jako patogena. Pokracuje tudiZ v obrané proti napadeni

patogenem popsané vyse (Salzer a kol. 1997).

3.1.2. Exprese gent ucastnicich se tvorby EcM

Vyse popsané morfologické a biochemické zmény kofenti a hyf maji zdklad ve zméné
regulace genové exprese pii tvorbé ektomykorhizy. Doposud nebyly identifikovany
7z4dné mykorhizné specifické geny, tvorby mykorhizy se uUcastni geny ze stdvajicich
metabolickych drah (Duplessis a kol. 2005). Uroveti transkripce jednotlivych gend
houby 1 rostliny se vSak pii tvorbé ektomykorhizy vyrazné 1i§i od nesymbiotickych
podminek. Le Quéré a kol. (2005) popsali odliSnou expresi 251 z 1075 sledovanych

houbovych a 138 z 1074 sledovanych rostlinnych genii pfi tvorbé ektomykorhizy mezi
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Betula pendula a Paxillus involutus. Jako referencni vzorek slouZilo volné rostouci
mycelium P. involutus a nekolonizované semendcky B. pendula.

Krueger a kol. (2004) pouzili systém Quercus robur— Piloderma croceum
charakteristicky pozdni tvorbou mykorhizy (Herrmann a kol. 1998) k identifikaci
pre-mykorhiznich genti - genii icastnicich se komunikace mezi houbou a rostlinou pred
vytvofenim mykorhizy. U semendckli Q. robur popsali zvySenou expresi genu pro
protein homologni k feromonovému receptoru kvasinky Saccharomyces cerevisiae
a Arabidopsis thaliana, zvySenou expresi genu pro methallothienein. Methallothienein
se v kofenech akumuluje v reakci na stres; tento protein byl popsdn u dalSich interakci
rostlina — houba (Johansson a kol. 2004). Podle autorti (Krueger a kol. 2004) mtize jeho
akumulace predchdzet ristu laterdlnich kofent. Dal$i geny, jejichZ exprese byla zvysena
v pfitomnosti houby, byly geny pro formét dehydrogenédzu (protein ucastnici se odpovédi
na stres) a geny pro inhibitory apoptézy - rev interagujici protein a serin
karboxypeptiddzu. Reakce na pfitomnost potencidlniho symbionta je tedy podobna
reakci na stres, dochazi k podpofeni vétveni a rustu kofene hostitele; aby mohlo dojit
k vytvoreni Hartigovy sité, exprimuji se geny zabranujici apoptéze (Krueger a kol.
2004).

V systému Eucalyptus globulus bicostata — Pisolithus microcarpus sledovali Duplessis
akol. (2005) expresi gend v prubéhu tvorby ektomykorhizy. V rané fazi (4 dny po
kontaktu) dochédzelo v hyfach ke zvysené expresi genti bunécné stény: geny pro
hydrofobiny a mannoproteiny. Na konstitutivni droveni exprese se vySe zminéné geny
vratily ve zrajici ektomykorhize (12 a 21 dni po kontaktu). ZvySena exprese genil pro
zminéné proteiny svéd¢éi o jejich udloze v adhezi na rostlinnou bunécnou sténu.
V pozdégjsich stadiich vyvoje ektomykorhizy (7 — 12 dni po kontaktu) byla v hyfich
zvySend exprese gentl pro enzymy glykolyzy (hexokindza, pyruvat kindza), enzymy
Krebsova cyklu (citrat syntdza, izocitrdt dehydrogendza), enzymy mitochondridlniho
elektron transportniho fetézce (NADH dehydrogenaza, FO F1 ATPazy). Zvysend troven
transkripce téchto gend svéd¢i o celkové stimulaci katabolickych drah, které dodéavaji
energii a metabolity pro generovani turgorového tlaku nutného pro rtst hyf

v apoplastickém prostoru hostitele a pro rast hyf jako takovy. Dochédzelo k akumulaci
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arabitolu a erythritolu, které pravdépodobné funguji jako osmotikum (Duplessis a kol.
2005).

V rostlinnych pletivech se vrané fazi kolonizace exprimovaly geny ucastnici se
odpovédi na pfitomnost patogena (,,hypersensitive-induced response proteiny
a PR proteiny (,,pathogenesis related*)), zvysila se exprese enzymu zajistujicich obrat
proteind v buiice (napf. ubiqitin). 12 dni po kontaktu pozorovali autofi zvySenou expresi
genu pro cholin-P cytidylyl-transferdzu, coz je klicovy enzym v biosyntéze
fosfatidylcholinu. SniZenou expresi vykazovaly v pozdnim stadiu ektomykorhizy geny
pro ,abscisic stress“ proteiny (indukované vodnim stresem), houbovy symbiont
pravdépodobné tedy 12 dni po kontaktu houba — rostlina usnadiioval pfijem vody do
kofend.

Morel a kol. (2005) porovnavali expresi gend Vv extraradikdlnim myceliu
a ektomykorhize Paxillus involutus — Betula pendula a pozorovala rozdilnou expresi
u 65 gend. Exprese houbového homologu genu pro fosfatidilserin dekarboxyldzu byla
zvySend v ektomykorhize 24krat oproti extraradikdlnimu myceliu, kde byla téméf
nedetekovatelnd. Geny pro transportéry mocoviny a sperminu byly naopak pfiblizné
Skrat vice exprimovdny v hyfich extraradikdlniho mycelia. Fosfatidilserin
dekarboxyldza ma klicovou ulohu v metabolismu fosfolipidi (Voelker 1997). Podle
Morel a kol. (2005) souvisi zvySeni exprese tohoto genu v mykorhize se zvétSovanim
povrchu membran symbiotického rozhrani, coZ je v souladu se zvySenou expresi genu
pro cholin-P cytidylyl-transferdzu v praci Duplessis a kol. (2005). Zvysena exprese genu
pro transportéry mocoviny a sperminu muze ulehCovat prenos dusikatych latek z pudy
do hostitelské rostliny skrze extraradikdlni mycelium. V ektomykorhize byla také
zvySend exprese houbovych genil pro ribozomdlni proteiny, coZ souvisi s prestavbou
bunéénych struktur nutnych pro funkcni ektomykorhizu.

V pocétecnich stadiich tvorby ektomykorhizy v systému B. pendula — P. involutus byla
zvySend exprese rostlinnych gen pro vyvijeni reaktivnich forem kysliku (,,reactive
oxygen species®), geni pro hypersenzitivni reakci a genli pro proteiny reakce na
patogena (PR proteiny). Soucasti obrany proti napadeni patogenem je zvySeni obsahu

fenolickych latek v bunéCnych sténdch: v pocatecnich stadiich vyvoje ektomykorhizy
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byla zvySend exprese pro homolog genu A. thaliana caffeoyl-CoA O-metyl-transferdzu —
enzymu Ucastnictho se syntézy ligninu a genu pro homolog dirigent proteinu
A. thaliana. Tento protein se také ucastni biosyntézy ligninu. V pozdégjSich stadiich
vyvoje byl patrny pokles exprese genu pro proteiny souvisejici s vodnim stresem, coZ
podle autorti souvisi s funkci hyfového plasté jako ochrannou kofene pred vodnim
stresem.

V houbovych pletivech bylo pozorovdna zvysend exprese genl pro proteiny respiracniho
retézce po celou dobu vyvinu ektomykorhizy souvisejici s vysokymi energetickymi
naroky formovani houbového plast€ a Hartigovy sité. Ddle byla v pocate¢nim obdobi
pozorovana sniZend exprese genu pro proteiny cytoskeletu. Autofi tento jev vysvétluji
zménou charakteru a intenzity ristu oproti volné rostoucim myceliim (Le Quéré a kol.
2005).

Z uvedenych prikladi lze tedy zobecnit, Ze pii tvorbé ektomykorhizy se v hyfach
v obdobi tvorby hyfového plasté a Hartigovy sit€ exprimuji geny pro proteiny bunécné
stény nutné k adhezi na povrchy hostitele, ddle proteiny katabolickych drah (soucasti
metabolismu cukrii, proteiny mitochondridlniho respiracniho fetézce) nutné pro
prestavbu hyfovych struktur a jejich rist. Hyfy Hartigovy sit€é obsahuji mnoho
mitochondrii a rozsdhlé endoplazmatické retikulum, coz svédéi o jejich vysoké
metabolické aktivité (Tagu a kol. 2002). Rostlina zpocatku reaguje na pfitomnost houby
stejné¢ jako na pfitomnost patogena, dochazi ke zvysené expresi PR proteint. Tato
odpovéd je vSak prechodnd a v pozdéjSich fazich formovédni ektomykorhizy je
potlatena. Déle dochdzi ke zvySené expresi gend ucastnicich se metabolismu
fosfolipidd, nutnych k piestavbé membran. V pozdéjsich stadiich dochéazi ke sniZeni

exprese genl souvisejicich s vodnim stresem.

3.1.3. Vymeéna latek mezi kofeny hostitele a EcM houbami

V ektomykorhize dochdzi mezi obéma partnery k vyménné latek: rostlina doddva

energeticky bohaté uhlovodiky, houba vodu, aminokyseliny a minerdlni Ziviny.
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Ptitomnosti houbového symbionta v kofeni stoupa sila sinku kofene, zvySuje se
poptavka po fotoasimildtech. Rychlost asimilace uhliku rostlinou je myj. fizena silou
sinkli (Nehls a kol. 2001b). Pro danou rostlinu je charakteristicky pomér C/N (a pomér
C/minerdlnim Zivindm), dochdzi-li proto ke konstantnimu odbéru uhlikatych
fotoasimilatd, mize dojit ke zvySeni rychlosti asimilace aniz by byl narusen vhodny
pomér C/N. V systému Quercus robur-Piloderma croceum byl pozorovan pozitivni vliv
houby na tvorbu postrannich kofent a zvétSeni specifické listové plochy u hostitele jesté
pred vytvorenim funkcéni ektomykorhizy, tj. pfed tvorbou hyfového plasté a Hartigovy
sité. ZvysSeni specifické listové plochy pravdépodobné souviselo s tim, Ze mycelium
mykobionta pisobilo jako silny sink pro fotoasimilaty jiz pred vytvofenim Hartigovy
sit¢ a hyfového plast€¢ (Herrmann a kol. 1998, 2004). Vyvijejici se a mladé
ektomykorhizy jsou nejsilnéjSim sinkem pro fotoasimilaty. Cairney a kol. (1989)
porovnavali alokaci fotoasimilatd do kofenii EcM a nemykorhiznich rostlin Eucalyptus
pilularis pomoci radioaktivng znaceného CO,. Pomér v koienech alokovaného C" byl
18,8:1 ve prospéch EcM rostlin. Nejsiln€jSimi sinky byly ektomykorhizy mladé,
ektomykorhizy star$i 90 dnii jako sink neptsobily.

Houbovy symbiont ziskdva latky z apoplastického prostoru rostliny. Hlavnim
transportnim cukrem u rostlin je sachar6za, EcM houby ji vSak neuméji vyuZivat jako
zdroj energie a uhliku (Salzer a Hager 1991). Predpoklddd se, Ze sacharéza je
v apoplastu hydrolyzovdna kyselymi invertdzami rostlinného pivodu na hexdézy -
glukézu a fruktézu (Salzer a Hager 1991, Schaeffer a kol. 1995). Tento model podporuje
i pozorovani, ve kterém byla v ektomykorhize Eucalyptus globulus — Pisolithus
tinctorius alokace C" do sachar6zy sniZzend o 50% oproti neinokulovanym semenackim
(Martin a kol. 1998). Aby mohly EcM houby vytvéret sink pro uvolnéné hexdzy, musi je
ucinné transportovat z apoplastického prostoru a zabudovavat je do produkti svého
metabolismu. Nutnou podminkou pro ziskdvani hexdéz z apoplastu je transportni systém.
U EcM hub byly doposud identifikovany dva geny pro transportéry hex6z: AmMstl
z Amanita muscaria (Nehls a kol. 1998) a zatim nepojmenovany transportér u Paxillus
involutus autory Le Quére a kol. (2005). Exprese obou dvou genii byla zvySena

v ektomykorhize oproti volné rostoucimu myceliu, v ektomykorhizach Amanita
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muscaria-Populus tremula byla v hyfach Hartigovy sit€ exprese genu AmMstl Okrat
vy$§i nez v hyfiach plast€ (Nehls a kol. 2001a). Transportované hexdzy jsou
zabudovdvany do houbového metabolismu napf. v podobé polyoli, arabitolu,
erythritolu, trehalozy, glykogenu. Trehal6za slouzi jako kritkodobd a glykogen jako
dlouhodobd zasoba C a energie (Martin a kol. 1998, Nehls a kol. 2001b). MozZnosti, jak
muiZe hostitelskd rostlina regulovat mnozstvi uhliku alokovaného do houbového
symbionta, je vice: regulace syntézy fotoasimilatii, regulace exportu sacharézy z floému,
regulace Sté€peni sachar6zy v apoplastu kyselymi invertdzami a regulace transportu
hex6z z apoplastu do rostlinnych bun€k (Nehls a kol. 2001b). Jednim z moZnych
vysvétleni regulace alokace uhliku mezi rostlinou a EcM houbou je tedy kompetice
o hexézy v apoplastickém prostoru ektomykorhizy. Exprese rostlinnych gent pro
transportéry hex6z byla v ektomykorhize Betula pendula — P. involutus sniZzend oproti
nemykorhiznim rostlindm (Wright a kol. 2000). OdliSny vysledek ziskali Grunze a kol.
(2004): v ektomykorhize P. tremula — A. muscaria byla exprese dvou rostlinnych
transportéru hexdz také sniZzena avSak exprese dalStho 12krat zvySena oproti
nemykorhiznim rostlindm. Podle autorti zvySeni exprese tohoto genu zvysilo schopnost
rostlinnych bunék kompetovat o apoplastické hexdzy. SniZend exprese gend pro
transportéry hexéz v praci Wright a kol. (2000) nevyvraci tuto teorii, autofi nemuseli
postihnout zvyseni exprese jinych transportéra.

Kromé hex6z ziskdvaji EcM houby z hostitelskych rostlin také lipidické latky, coz
doklada prace Laczko a kol. (2004). Spektrum lipidickych latek pfitomnych ve volné
rostoucim myceliu Pisolithus tinctorius se liSilo od mycelia rostouciho z ektomykorhizy
P. tinctorius — Pinus sylvestris; hyfy spojené s ektomykorhizou obsahovaly lipidy
charakteristické pro P. sylvestris.

Jednou z nejstudovanéjSich minerdlnich Zivin dodavanou EcM houbami hostitelskym
rostlindm je dusik. Dodnes vSak neni zcela vysvétleno, které latky funguji v jeho
prenosu, zda organické ¢i anorganické, ani jakd Cast asimilovaného N je doddvdna
houbovym symbiontem. Podle tradi¢niho pohledu hraji tilohu v pfenosu N z hyf v piadé
do hyf Hartigovy sité a posléze do bunék kofend aminokyseliny, predev§im glutamin.

Tradini model podporuje napiiklad prace Nasholm a kol. (1998): dvojit€é znacend
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aminokyselina glycin (C, "N) byla injikovédna do plidy a poté detekovédna v kofenech
Picea abies (a také Vaccinium myrtillus a Deschampsia flexuosa), pro tento jev vSak
existuje vice vysvétleni nez pifimy pfenos aminokyselin z houby do kofene (Selle a kol.
2005).

Novy model pfisuzuje ulohu v pfenosu N v apoplastickém prostoru ektomykorhizy
amonnému iontu '(Govindarajulu a kol. 2005, Selle a kol. 2005, Chalot a kol. 2006).
Export z hyf by mél probihat pomoci difuze NH; ¢i pomoci transportu NH4*
prenaseCovymi proteiny Ci vezikuldrni exkreci (Chalot a kol. 2006). Reasimilace
amonného iontu z apoplastu builkami kofene je aktivni proces, rostlina disponuje
mechanismy pro pfijem amonného iontu z prostfedi. Kapacita pro pfijem amonného
iontu z apoplastu se zvySuje pii EcM asociaci: Selle a kol. (2005) sledovali expresi
vysokoafinitniho transportéru amonného iontu v kotenech Populus tremula a pozorovali
jeji zvysSeni pii EcM asociaci s Amanita muscaria. Novy model podporuje i fakt, Ze
arbuskuldrné mykorhizni houby exportuji pfi mykorhizni asociaci amonny iont do
apoplastu (Govindarajulu a kol. 2005). Chalot a kol. (2006) navrhuji jako mozny model
také syntézu obou pfedchozich: upfednostiiovany zpiisob transportu N miiZe zdviset na
dostupnosti C, pfi jeho vysoké dostupnosti budou syntetizovany aminokyseliny, pfi
nizké dostupnosti bude jako pfenase¢ N fungovat amonny iont.

EcM houby déle dodédvaji svym hostitelskym rostlindim P, K, Ca, Mg (Marschner a Dell
1994, Chalot a kol. 2002).

Pres vysoky obsah v pidé je fosfor ¢asto pro rostliny prvek nedostupny. EcM houby
jeho dostupnost pro rostliny zvySuji, maji schopnost P enzymaticky vyvazovat
z organickych sloucenin (Chalot a kol. 2002). V pokusu Jentschke a kol. (2001)
predstavoval P dodany EcM houbou Paxillus involutus P deficientnim semenackim
Picea abies 52% celkového piijmu P; v podminkach, kdy je P limitujicim prvkem, mtze

byt jeho pfenos myceliem EcM houbovym symbiontem zcela zdsadni.

1 Novy model je z pohledu naseho projektu zdvazny v tom smyslu, Ze na rozdil od tradi¢niho
nepredpoklddd spolu s pfenosem N z houby do kofene také prenos uhlikatych skeleti aminokyselin.
Zkoumat prenos C mezi potencidlnimi EcM hostitelskymi rostlinami a ErM rostlinami je vSak jednim
z cilti naseho projektu.
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3.1.4. Podminky vzniku a trvani EcM

V predchozich oddilech byl popisovan vznik ektomykorhizy z biochemické a genetické
stranky, byl popsédn pfenos liatek mezi hostitelskou rostlinou a houbovym symbiontem.
Jaké jsou podminky, za kterych ektomykorhiza vznikne?

EcM S$picka si pravdépodobné svou funk¢nost nezachovava prilis dlouho (Cairney a kol.
1989). Mnozstvi fotoasimildtti alokovanych do houbového partnera, a na druhé strané
mnozstvi latek pfedanych houbou, tak miiZze byt fizeno dynamikou vzniku EcM S$picek.
Regulace  genetickych program houbového symbionta vedoucich k tvorbé
ektomykorhizy je fizend mj. nabidkou hexéz v apoplastickém rozhrani. Pfi nizsi nez
prahové nabidce tak tyto genetické programy nejsou spustény. Houbovy symbiont si
touto cestou ,,zajisfuje vyhodné podminky*. Vyssi dostupnost N pro rostlinu mize mit
podobny efekt, protoZe sinku Hartigovy sité¢ budou konkurovat ristové sinky rostliny
(podle Hampp a kol. 1999). Nabidka sacharidi rostlinou je tak jednim z rozhodujicich
faktori pro vznik ektomykorhizy. Jednou z praci potvrzujicich tuto hypotézu je prace
Sylvie Herrmann a kol. (2004). Semendcky Quercus robur byly vystaveny stresu, jejich
rust a fyziologické parametry byly zlepSeny inokulaci EcM houbou Piloderma croceum.
P. croceum je charakteristickd pozdni tvorbou mykorhizy; pokud byla tvorba mykorhiz
urychlena doddnim IAA nebo aktivniho uhli, pozitivni vliv na ristové a fyziologické
parametry se vytracel. Autofi vyvozuji, Ze umélym urychlenim vzniku mykorhiz byly
vyCerpany C zdroje hostitelskych rostlin. Za nemanipulovanych podminek EcM
asociace vznikala pouze u kofend s dostatecnou zasobou C. V systému Betula pendula —
Paxillus involutus byl zkouman vliv defoliace a vysokého obsahu Zivin v substratu na
alokaci “C z rostliny do houby a “N z houby do rostliny (Kytoviita 2005). Defoliace
snizila piijem "N zprostfedkovany P. involutus, koncentrace “C v mimokofenovém
myceliu korelovala s koncentraci "N v prytu B. pendula. Koncentrace “C v kofenech B.
pendula nebyla defoliaci ovlivnéna. Z vysledka vyplyva, Ze defoliace sniZila dostupnost
asimilat pro EcM symbionta, ne vSak pro buiiky kofene. Vlivem sniZené dostupnosti C

se sniZil i transport N do hostitelské rostliny.
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3.2. Erikoidni mykorhiza

Erikoidni mykorhizu (ErM) tvoif rostliny z &eledi Ericaceae (viesovcovitych). Uroveii
poznani fungoviani ErM je pres velkou roz$ifenost viesovcovitych rostlin,
pravdépodobné vzhledem k jejich nevelké hospodérské vyznamnosti, vyrazné nizsi nez
poznani EcM asociace. Vivienne Gianinazzi-Pearson vroce 1986 napsala, Ze
,ultrastruktura ErM byla jiZ dobfe popsdna, ale o bunécnych zédkladech specificity ErM
a procesu urcovdni kompatibility a rozpozndvani symbionti neni zndmo nic*
(Gianinazzi-Pearson a kol. 1986). Uroveii védomosti zistdvd do dne$ni doby v podstaté
stejnd. Vyzkum v této oblasti v§8ak mozna zaznamend rozvoj kvili bioremediacnim

schopnostem erikoidn€ mykorhiznich rostlin (napf. Sharples a kol. 2000).

Rostliny z celedi Ericaceae
maji zvlastni typ korent: tzv.
vlasové kofeny, které jsou
charakteristické  pro  ErM
(Obr. 2). Jejich primarni kiira
Casto sestdvd z jedné vrstvy

bunék, které v nékterych

pfipadech  béhem  vyvoje

kolabuji,  kofenové  vlasky Obr. 2: Schématické zndzornéni vlasového korenu rostlin

z Celedi Ericaceae a smotki hyf typickych pro erikoidni
nejsou pritomné, epidermdlni mykorhizu. Hvézdicka: ztlustld vnéjsi sténa epidermdlni
buriky, Sipka: rostlinnd bunécnd membrdna obalujici
hyfy; dvojitd Sipka: interfacidlni matrix. Usecka odpovidd
b&Znych kofenl bylo kofenové 25 um. Prevzato z Peterson a Massicotte 2004.

buiikky jsou v misté, kde by u

vlaseni, zvétSené a vyplnéné hyfami hub. Tento typ kotfene poprvé popsal McLennan
vroce 1935. Funkci kofenového vlaSeni prebird mycelium mykobionta; v pfirod€ jsou
vlasové kofeny takika vZdy kolonizovany houbami. ErM postrddd specializované
struktury (analogy Hartigovy sité ¢i arbuskuli), kolonizujici hyfy jsou oddélené od
rostlinnych bunék membrinou a inerfacidlni matrix, vytvareji v nich smycky a smotky

(Bonfante-Fasolo a Gianinazzi-Pearson 1979).
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3.2.1. Vznik a fungovani ErtM

ErM byla doneddvna povaZovédna za mykorhizu s vysokou specificitou houba — rostlina
mezi nékolika rody rostlin z celedi Ericaceae a nékolika rody hub nélezici mezi
Ascomycetes. S pfibyvajicim pozndnim a pouzivanim molekuldrné genetickych ndstroji
vSak tento pohled pfestava platit, spektrum hostitelskych rostlin pro ErM houby je Sirsi
neZ se predpoklddalo (Perotto a kol. 2002); Rhizoscyphus ericae’ infikoval kofeny
jatrovek a houby izolované zrhizoidd té€chto rostlin tvofily ErM v kofenech
viesovcovitych rostlin (Duckett a Read 1995). Presto vznik ErM musi byt vysledek
komplexni komunikace a vzdjemné regulace mezi houbou a rostlinou. Podobné jako
u ektomykorhizy je pro vznik ErM nutny tropismus hyf ke kofeni, vzajemné rozpoznani
symbiontii a adheze hyf na povrch kofene, jeho penetrace a kolonizace a vzdjemna

regulace partnerti symbidzy.

V literatufe jsem nenaSel praci zabyvajici se laitkami odpovédnymi za tropismus ErM
hub ke koteni potencidlni hostitelské rostliny. Berta a Gianinazzi-Pearson (1986) navrhli
hypotézu, Ze podpofeni ristu hostitelskych roslin ErM mykobionty je zplisobené
produkci TIAA, jeho produkce myceliem R. ericae byla pozorovana po pfidani tryptofanu
(Gay a Debaud 1986, ¢erpéano z Villarreal-Ruiz 2004).

Za adhezi hyf na povrch kofene je dle literatury zodpovédnd extracelularni fibrilarni
pochva odvozend od bunécné st€ny houby. Byla nalezena korelace mezi schopnosti
infikovat kofen hostitele a velikosti produkované fibrilarni pochvy. Tato pochva obsahuje
glukézu,  manézu,  N-acetylglukosamin,  polysacharidy, = mukopolysacharidy,
glykoproteiny; vyskyt chitinu je omezen na vnitfni stranu bunécné sté€ny hyf
(Gianinazzi-Pearson 1986, Gianinazzi-Pearson a kol. 1986). Pii porovnavani jejiho
sloZzeni mezi kmeny s vysokou a nizkou infektivitou byly nalezeny rozdily napiiklad
v obsahu cukernych zbytkii mandzy. Bunécnd sténa hyf a fibrilarni pochva vykazuji

vysokou aktivitu kyselé fosfatizy a kyselé invertdzy, coZ jsou vysoce mandzu

2 Rhizoscyphus ericae, syn. Hymenoscyphus ericae, Pezizella ericae. V této praci pouzivim v soucasné
dobé pfijimany ndzev Rhizoscyphus ericae
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glykosylované proteiny. Korelace obsahu mandzy a miry infektivity jednotlivych kment
vSak nebyla Uspésnd (Straker 1996).

Fibrilarni pochva vSak neni vylu¢nou vlastnosti ErM hub, samotna jeji pfitomnost tedy
nevysvétluje mechanismus kolonizace kotene hostitele (Straker 1996). Hyfy R. ericae
vytvérely tuto pochvu jak pfi extraceluldrni kolonizaci potencidlniho hostitele tak pii
extracelularni kolonizaci nekompatibilnich semenacklt Trifolium pratense. Pri
intraceluldrni kolonizaci kompatibilnich erikoidnich hostiteli dochdzelo k vymizeni této
pochvy, kdezto pii kolonizaci bunék Trifolium pochva zistavala. V ErM kompatibilnim
hostiteli dochdzelo ke zmnozZeni poctu organel a nartistu relativniho objemu cytoplazmy
kolonizovanych bunék, coZ je zndmka metabolické aktivity téchto bunék.
V nekompatibilnim Trifoliu naopak kolonizované buiikky odumiraly. Hyfy v ErM jsou
vzdy oddéleny membranou od obsahu buriky hostitele (Bonfante-Fasolo a kol. 1984).
Adhezi hyf na kofen musi zajisfovat také jeho povrch: apikdlni ¢asti vlasovych kofeni
viesovcovitych rostlin jsou potaZeny slizovitym obalem vytvafenym B1, 4 glukany,
N-acetylglukosaminem, xyl6zou, arabinézou, ramndézou. Bunécné stény kofend
viesovcovitych rostlin se 1i§i sloZzenim od bunécnych stén jinych vysSich rostlin —
neobsahuji fukézu a polygalakturonovou kyselinu (Peretto a kol. 1990, Straker 1996).
V bunéénych sténach epidermdlnich bunék vlasovych korenti Woollsia pungens byly
detekovdany B glukany, Sroubovicovd forma celuldzy, galakt6zové postranni fetézce,
nebyl detekovan Zadny protein a na rozdil od bunék stélé a primarni kiry v nich nebyly
detekovany pektiny (Briggs a Ashford 2001). Absence pektinti v bunécnych sténach také
odliSuje epidermdlni buniky vlasovych kofenti od bunék ostatnich vyssich rostlin (Perotto
a kol. 1995).

Hyfy penetruji ztlustlé epidermalni buiiky hostitele soucinnosti enzymatickych procesii
a fyzikalniho tlaku. ErM houby disponuji enzymy k rozvoliiovani bunécné stény rostlin
(napf. polygalakturondzy), pii kolonizaci kompatibilnich hostiteld vSak nebyla
pozorovéna jejich aktivita (Perotto a kol. 1995). Plazmatickd membrana hostitele se
zvétsuje a obklopuje invadujici hyfy, jeji funkcnost vSak neni sniZena, pfi kolonizaci
stale vykazuje ATPazovou aktivitu. Rast hyf v bunikich kompatibilniho hostitele je

regulovian — hyfy zpravidla neprorlstaji mezi burikami, pfi kolonizaci klesd aktivita
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kyselé fosfatazy hyf (Gianinazzi-Pearson a kol. 1986). Musi tedy dochazet ke zméné
exprese gend obou partneri symbidzy, avSak v literatufe jsem praci zabyvajici se
diferencidlni expresi gent v ErM nenasel.

Mezi plazmatickymi membrdnami hyfy a rostliny vznikd apoplastické rozhrani, jehoz
sloZzeni se 1iSi od sloZeni bunécnych stén hyf 1 hostitelskych rostlin. Nebyly v ném
prokdzany ani B 1-4 glukany (sloZzky buné¢nych stén obou partnerti symbidzy) ani 5 1-3
glukany  (slozky  houbové  bunécné stény), identifikoviny byly  pouze
rhamnogalaktouronany (Perotto a kol. 1995, Peterson a Massicotte 2004).

Celkové lze tedy shrnout, Ze droven pozndni mechanismil vzniku a fungovani ErM je
velmi nizk4. Pro hypotézy neexistuje opora napiiklad v pracich porovndvajicich expresi
kmeny hub ¢i rostlinami. Néktefi autofi (Straker 1996) se domnivaji, Ze mechanismus
vzniku a fungovéani ErM a exprese genti by mohly byt podobné arbuskuldrni mykorhize.
Vlasové kofeny 4 druhti havajskych Vaccinii mély typickou ErM, silnéjsi kofeny
(>1,5mm, piitomnost vyvinuté primarni kiry) byly kolonizovany arbuskularné
mykorhiznimi houbami. Na zédkladé tohoto pozorovani Koske a kol. (1990) vyvozuji, Ze
schopnost tvofit arbuskuldrni mykorhizu u havajskych Vaccinii ptetrvala z dob
arbuskuldrné mykorhizniho pfedka. Mechanismy pro tvorbu ErM se pozdéji vyvinuly

z mechanismu tvorby arbuskuldrni mykorhizy.

3.2.2. Vyména latek v ErtM

Piivodné byla ErM povazovéana za digestivni typ mykorhizy, tzn. Ze pfenos mineralnich
zivin do hostitelskych rostlin je zajisSfovan postupnym travenim hyf vristajicich do
bunék kotfene (napt. Stribley a Read 1974a). Pozdéjsi studie vSak tuto hypotézu
symbidzy (Bonfante-Fasolo a Gianinazzi-Pearson 1979, Bonfante-Fasolo a kol. 1984).
Za digesci hyf pozorovanou v nékterych pracich je pravdépodobné zodpovédna
sezénnost fungovani ErM: ke konci 1éta a zacatkem podzimu je pfisun cukri do kofenil

nejvyssi, mira kolonizace kofend stoupa a prevlada biotrofni souziti hyf s kofeny. V zimé
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a na jafe je prisun cukrti do kofend omezen, hyfy pak rostou vice nekrotrofn€, v mrtvych

burikdch (Bonfante-Fasolo a kol. 1981).

V ErM dochazi tak jako v ostatnich mykorhizach k vyméné cukrii fotosyntetického
pivodu za minerdlni Ziviny a vodu. Pfenos “C z rostlin Calluna vulgaris a Vaccinium
oxycoccus do mimokorenového mycelia ErM hub byl prokdzdn Pearson a Read (1973).
Pfenos "“C z Vaccinium macrocarpon do ErM mykobionta byl také prokédzdn v praci
Stribley a Read, 1974a. Rostliny fotosynteticky asimilovaly “CO,, ktery byl ndsledné
detekovan v mykorhiznich a nemykorhiznich kofenech. V obou typech kofend byly
nejvyraznéji znaceny glukézové polymery a sachar6za. Mykorhizni kofeny obsahovaly
na rozdil od nemykorhiznich manitol a trehal6zu, cukry houbového ptivodu, déle
obsahovaly vétsi mnozstvi znacené mandzy. Znaleni cukri houbového plivodu
prokazuje prenos fotoasimilovaného C do mykorhizniho symbionta.

Jakd latka zajiStuje prenos C mezi symbionty u ErM? U EcM je transportnim cukrem
mezi rostlinou a houbou glukéza, sachar6zu neumi EcM houby vyuzivat jako zdroj C.
R. ericae vSak sachar6zu jako zdroj uhliku vyuZivat dokdZe, navic byla sachar6za
detekovana v jeho hyfich (Hughes a Mitchell 1995). Mechanismus transportu C mezi
symbionty tak miiZze byt jiny nezZ u ektomykorhizy a neZ u arbuskularni mykorhizy, kde
transportnimi cukry jsou pravdépodobné také hexdzy (Schubert a kol. 2004).

ErM kolonizovanost vlasovych kofenti Empetrum hermaphroditum, Andromeda
polifolia, Vaccinium uliginosum, Vaccinium vitis-idaea byla pozitivné korelovdna se
zvySenim rychlosti fotosyntézy, které bylo dosaZeno aplikaci zvySené koncentrace CO,.
Vysledky svéd¢i o tom, Ze ErM vznikd za takovych podminek, kdy rostlina poskytuje
dostatecné mnozstvi asimildti. Mira kolonizace pravdépodobné neni negativné
korelovdna s obsahem minerdlnich Zivin v pudé. Jinymi slovy, rostlina vytvaii ErtM ve
vSech pripadech - ,nekontroluje” nejprve obsah minerdlnich Zivin v pidé. Na
pfirozenych stanoviStich viesovcovitych rostlin je totiZ Casto vétS§ina N vdzdna
v organickych slouceninidch, ke kterym nemaji rostliny na rozdil od ErM hub pfistup
(Olsrud a kol. 2004).

ErM umoZiiuje viesovcovitym rostlindm vyuZivat jako zdroj N organické latky. ErM
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Vaccinium macrocarpon vyuzivaly jako zdroj N jak amonny iont, tak aminokyseliny,
semenacky bez ErM pouze amonny iont (Stribley a Read, 1980). R. ericae vyuzival jako
jediny zdroj N peptidy riznych délek, ziskany N preddval ErM rostlindm Vaccinium
corymbosum (Bajwa a Read, 1985). DalSim zdrojem N pro ErM houby a potazmo pro
jejich hostitele je chitin: R. ericae vyuzival jako jediny zdroj N houbovd mycelia
a zvySoval obsah N v hostitelskych rostlindich V. macrocarpon a Calluna vulgaris
(Kerley a Read 1997). Hyfy ErM hub tak zprostfedkovéavaji dostupnost N i z pid, ve
kterych je Casto nejvetsi ¢ast N vdzdna v organické formé (naptiklad na viesovistich je
hlavni ¢ast N pfitomnd v proteinech, v lesich s podrostem viesovcovitych rostlin je
hlavni ¢ast vazana v aminokyselinach), mycelium prorista vétsi objem pidy nez kofeny
rostlin (Smith a Read 1997, Nordin a kol. 2001). Skutec¢nost, Ze ErM houby dodavaji N
hostitelskym rostlindm, prokédzali Stribley a Read (1974b) v praci, kdy péstovali
V. macrocarpon v raselinné pidé znacené "N siranem amonnym. ErM rostliny
obsahovaly niz§i mnoZstvi "N, protoze ErM houby doddvaly N pochdzejici
z organickych sloucenin, kdeZzto nemykorhizni rostliny vyuZzivaly jako zdroj dusiku
amonny iont znaceny "“N.

Neni zndmo, vjaké formé je N prenaSen pies apoplastické rozhrani,
2002). U EcM a arbuskuldrni mykorhizy je v posledni dobé za transportni molekulu N

povaZzovan amonny iont (viz kapitola 3.1.3.).

3.3. DSE asociace (pseudomykorhiza)

DSE asociace (zangl. ,dark septate endophytes“ podle tmavé zabarvenych,
melanizovanych hyf DSE mykobiontl; dfive oznaCovand jako pseudomykorhiza)
zahrnuje rozmanitou skupinu interakci, u nichZ neni zatim zcela zfejmy mykorhizni
status. VIiv DSE hub na hostitelské rostliny se pohybuje od pozitivnhiho po negativni
(Jumpponen 2001). Intracelularni a interceluldarni kolonizace je plsobena skupinou
askomycetnich hub, jejichZ nejzndméjSim predstavitelem je Phialocephala fortinii.

Prehled literatury zahrnujici partnery, proces kolonizace a morfologii DSE asociaci
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podéva diplomova prace Martina Vohnika (Vohnik 2002). Uroveii poznéni mechanismi
fungovani DSE a jejiho genetického pozadi je jeSté vyrazné niz§i neZ Uroven pozndni
u ErM. Jeji vyznam v ekosystémech je vSak podle Mandyam a Jumpponen (2005)
srovnatelny s mykorhiznimi houbami. Z pohledu této diplomové prace je DSE dilezita
z toho davodu, Ze kolonizuje kofeny hostitelskych rostlin nalezicich do riznych
mykorhiznich skupin — EcM, ErM, arbuskuldrné mykorhizni, a tim pddem ma potencidl
tyto rostliny spojovat prostfednictvim spole¢ného mycelia a regulovat tak dynamiku
rostlinnych komunit (Mandyam a Jumpponen 2005). Mezi rostliny bézné kolonizované
P. fortinii patii naptiklad rody Abies, Alnus, Fagus, Lupinus, Picea, Pinus, Potentilla,
Salix, viesovcovité Calluna, Cassiope, Empetrum, Gaultheria, Vaccinium,

Rhododendron (podle Vohnik 2002).

3.4. Mykobionti EcM a ErM

V severskych lesich a v lesich mirného pasu stromovému patru dominuji jehli¢nany
a podrostu ¢asto rostliny nalezici do Celedi Ericaceae — Vaccinium sp., Arctostaphylos
sp., Calluna vulgaris. Jehlicnany tvoii EcM, kterd je charakteristickd pro stromy a kefte
mirného pdsu, pro stromy severskych a tropickych lesti. Mykobionty EcM jsou
pfedev§im bazidiomycety a nékteré askomycety. ErM je vysadou celedi Ericaceae.
NejzndméjSim houbovym symbiontem ErM je askomycet Rhizoscyphus ericae
(voskoviCka viesovcovd) a jeho anamorfa Scytalidium vaccinii. Dal$im rozSitenym
mykobiontem je hyfomycet Oidiodendron maius. ErM byla povazovdna za
nejspecifictéjsi typ mykorhizy.

Houby tvofici ErM a EcM byly vZdy povazovéany za odlisSné skupiny. Pfestoze EcM je
tvofena i askomycety, byly pfevdzné studovdny bazidiomycety. V ptipadé ErM byl jako
modelovy organismus studovan a pouZzivan hlavné R. ericae, patfici mezi askomycety.
V poslednich zhruba 6ti letech doSlo ke zmirnéni vnimani ostrych hranic mezi t€émito
dvéma typy mykorhiz a to pfedevsim diky molekularné biologickym nastrojim

slouzicim k identifikaci houbovych symbionta.
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3.4.1. Bazidiomycety jako mykobionti ErM

Seviour a kol. (1973) pozorovali struktury pfipominajici ErM a prisoudili jejich ptivod
bazidiomycetu: opakované pozorovali vyskyt bazidiokarpii (idajné nékolik tisic plodnic
béhem 4 let) v bezprostiedni blizkosti viesovcovité Azalea indica (a také Rhododendron
a Erica). Pomoci fluorescencnich protilatek prokdzali, Ze intracelularni hyfy a hyfy
tvofici plodnice jsou totozné a ndlezi bazidiomycetu Clavaria (Cesky kyjanka).
Funk¢nost této asociace provérili v roce 1980 Englander a Hull, ktefi zkoumali prenos
“C a *P mezi bazidiokarpy Clavaria a viesovcovitymi rostlinami Rhododendron sp.
a Pieris japonica. “C aplikovany na listy pomoci “CO, byl nésledné detekovén
v bazidiokarpech a *°P aplikovany v podob& kapky roztoku NaH,’P0, na bazidiokarp
byl detekovan v kofenech asociovanych rostlin.

Bonfante-Fasolo (1980) pozorovala soucasnou kolonizaci vlasovych kotfenli Calluna
vulgaris askomycety a bazidiomycety. Askomycety tvofily klasickou ErM v burikdch
epidermis, kdezto bazidiomycety kolonizovaly buiiky primarni kiry. Charakter této
kolonizace pripominal ErM asociaci, kolonizované bunky zlstavaly Zivé.
Bonfante-Fasolo pouZivala k pozorovani transmisni elektronovou mikroskopii; ve
svételném mikroskopu nebyly oba typy kolonizace vzajemné rozliSitelné.

Smith a kol. (1995) pozorovali EcM S$picky na kofenech viesovcovitych rostlin
Gaultheria shallon, Rhododendron macrophyllum zarovenn s ErM. Kolonizace byla
popséna jako typ Rhizopogon a typ Telephora.

Allen a kol. (2003) identifikovali bazidiomycety v kofenech Gaultheria shallon pomoci
extrakce houbové DNA - nejcastéjsi zjistené kmeny piibuzné bazidiomycetu Sebacina.
Houby rodu Sebacina jsou také béZnymi mykobionty tvorici EcM (Urban a kol. 2003).
Struktury pfipominajici ErM mohou byt tedy kromé hub nédlezicich do agregitu
R. ericae tvoreny 1 nékterymi bazidiomycety. Tato skute¢nost byla vSak v minulosti
prehliZzena c¢éasteéné kvili naro¢né odliSitelnosti této kolonizace od klasické ErM

a ¢astecné kvili horsi kultivovatelnosti bazidiomycett.
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3.4.2. Rhizoscyphus ericae agregat jako mykobiont EcM

Vralstad a kol. (2000) urcovali mykorhizni symbionty Picea abies, Pinus sylvestris,
Betula  pubescens, Populus tremula, Quercus robur a Salix phylicifolia
v ektomykorhiznich ~ $pi¢kdch odpovidajicich morfotypu Piceirhiza bicolorata’.
K identifikaci mykobionti pouZili jejich ITS sekvence (,,internal transcribed spacers‘)
ribozomélni DNA. Jako mykobiont byla ur¢ena houba blizce piibuzna R. ericae. Piercey
a kol. (2002) naznacili mozné propojeni EcM a ErM hostitelskych rostlin Rhododendron
groenlandicum a Picea mariana jejich soub&znou inokulaci R. ericae, Oidiodendron
maius a houbou oznacovanou jako variabilni bily taxon (,,variable white taxon* VWT,
vroce 2005 pojmenovana Meliniomyces variabilis (Hambleton a Sigler 2005))
pochézejici z ErM hostitele. R. ericae a VWT hojné intracelularné kolonizovaly buriky
rhizodermis a primdrni kiry kofent P. mariana; hyfy netvorily smycky a prortstaly
mezi buikami. V kotfenech R. groenlandicum vytvéately hyfy R. ericae a M. variabilis
(VWT) smycky charakteristické pro ErM. Vralstad a kol. (2002b) testovali schopnost
12ti kmenl nalezicich k R. ericae agregitu izolovanych z EcM a ErM rostlin
re-kolonizovat kofeny EcM a ErM hostitelskych rostlin. 5 kment pochdzejicich z EcM
rostlin tvofilo EcM u Betula pubescens, P. abies a P. sylvestris. 3 kmeny pochézejici
z EtM rostlin tvofily ErM u Vaccinium vitis-idaea. Zadny z kmenti viak netvoiil EcM
kdyz pochazel z ErtM hostitele a naopak Zadny z kmentu netvofil ErM kdyZ pochézel
z EcM hostitele. Autofi touto praci dokézali, Ze u agregiatu R. ericae se vyvinula
schopnost tvorit jak EcM, tak ErM, avSak neprokazali schopnost jednotlivych kmeni
tvorit soucasné oba typy asociaci. Piercey a kol. (2002) vS§ak namitaji, Ze znac¢ny vliv na
tvorbu EcM ¢i ErM maé také laboratorni prostfedi, diametrdlné se liSici od skute¢nych
pudnich podminek; jinymi slovy, neprokdzani schopnosti tvofit oba typy asociaci tuto
moznost nevyvraci. V roce 2003 identifikovali Rosling a kol. mykobionty z kofenovych
$picek P. abies rostoucich v podzolovité piidé v severnim Svédsku. Z kofenovych $picek

2NV Y

charakteristickych ¢ernym hyfovym plaStém (podobné Piceirhiza bicolorata) ziskali

3 Piceirhiza bicolorata je EcM morfotyp, znacici dvojbarevnou ¢erno — bilou mykorhizni Spicku,
popsanou u Picea abies; nevztahuje se ke konkrétnimu houbovému symbiontu nybrZ k morfologii
korfenové $picky.
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sekvence Cenococcum geophilum a Cadophora finlandica, syn. Phialophora
finlandica®. C. geophilum bylo &ast&ji piitomné ve Spi¢kéach pochazejicich z organického
horizontu kdezto C. finlandica ve Spickach z ostatnich horizontli (pfedevsim
minerdlniho). Tento fakt naznacuje odliSnou funkci a ekologické preference obou
mykobionti v EcM kofenech P. abies.

Bergero a kol. (2000) prokazali, Ze EcM Spi¢ky Quercus ilex a koteny Erica arborea
rostouci pod nimi sdili stejné mykobionty. Izoldty z ErM rostlin netvorily
v experimentdlnich podminkdch EcM u Q. ilex, kolonizace pfipominala spiSe ErM.
Sekvenace ITS rDNA ukdzala na pfibuznost s R. ericae.

Soucasna syntéza EcM a ErM jedinym mykobiontem byla provedena v roce 2004
Villarreal-Ruiz a kol. Z EcM morfotypu Piceirhiza bicolorata izolovali mykobionta
a pomoci sekvenace ITS oblasti rDNA jej urcili jako Cadophora finlandica nalezici do
agregétu R. ericae. Pti in vitro syntéze tvoril tento mykobiont ektomykorhizy s kofeny
semendcku P. sylvestris. Vzniklé mykorhizy mély hyfovy plast, vyvinutou Hartigovu sit
a morfologicky byly shodné s Piceirhiza bicolorata. Pti inokulaci semenacka Vaccinium
myrtillus dochazelo v epidermdlnich burnikdch vlasovych kofenii ke tvorbé utvart
charakteristickych pro ErM. Autofi sledovali také vliv mykobionta na rist a morfologii
hostitele: semenacky V. myrtillus po 3 mésicich riistu s mykobiontem nejevily znamky
poskozeni, jejich hmotnosti se neliSily od kontrolnich roslin, byla vSak 8krat zvysend
délka kofend a 6krat pocet kofenovych Spi¢ek. O vlivu na rist P. sylvestris neni v praci
zminka.

Vroce 2005 byl VWT ndlezici do R. ericae agregatu pojmenovan Meliniomyces
variabilis, jeho mykorhizni status neni dosud zcela objasnén (Hambleton a Sigler 2005).
Vohnik (osobni sdéleni) opakované izoloval z EcM Spic¢ek Sumavskych P. abies kolonie
hub nélezejicich do R. ericae agregatu: C. finlandica, M. variabilis.

EcM tvoricim askomycetliim se v soucasnosti dostdva vice pozornosti. Tuto schopnost
maji Elaphomyces z tadu Eurotiales, Cenococcum z ¥adu Dothideomycetes, jiz zminény

komplex R. ericae z fadu Helotiales a Tuber z tadu Pezizales (z Tedersoo a kol. 2006).

4 P finlandica byla piefazena do rodu Cadophora a v soucasné dobé se nazyva Cadophora finlandica;
v této praci bude dale oznaCovéna jako C. finlandica :(napf. Villarreal-Ruiz a kol. 2004). Nékdy se
také pouzivd oznaceni C. finlandia.
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Tedersoo a kol. (2006) pomoci sekvenaci DNA popsali dalsich 33 druhti hub nélezicich
do tadu Pezizales, které tvori EcM. Tyto houby kolonizovaly cca 5 % zkoumanych

mykorhiznich Spicek.

Lze tedy shrnout, Ze schopnost tvorit EcM neni u askomycetli nijak vyjimecnd, napf.
C. geophilum je béZzny EcM symbiont P. abies. V agregitu R. ericae se vyvinula
schopnost tvofit jak EcM, tak ErM. Zda se, Ze v tomto agregitu existuji skupiny
preferujici EcM hostitele a jiné preferujici ErM hostitele, C. finlandica dokaze tvofit oba
typy asociaci a to i souCasné. Prekvapivost faktu, Ze R. ericae agregat ma tuto schopnost,
prameni hlavné z dfivéjsiho jednostranného zkoumani bazidiomyceti jako EcM
symbiontd a R. ericae jako modelového organismu pro ErM. Oddé€leni obou odvétvi
také umoznila ta skuteCnost, Ze vyzkum ErM se soustiedil pfedevSim na viesovisté
a stanovisté s extrémnimi klimatickymi podminkami — mista, kde viesovcovité rostliny
dominuji, kdeZto vyzkum EcM byl soustfedén na lesy.

Studium mykobiontii se v minulosti opiralo o identifikaci pomoci plodnic u EcM
asociace a o izolaci mykobiontli z vlasovych kofenil viesovcovitych rostlin v piipadé
ErM asociace. Ne vSechny EcM asociované houby vSak tvoifi nadzemni plodnice
a schopnost byt izolovdan se u rGznych ErM hub také lisi. Allen a kol. (2003)
identifikovali mykobionty z kofent Gaultheria shallon pomoci izolace kolonii
z vlasovych kofinkli a pomoci extrakce houbové DNA. Zatimco izolace urcila jako
nejcastéjSi R. ericae a Capronia sp., pii extrakci DNA byly nejCastéjsi zjiSt€né kmeny

ptibuzné bazidiomycetu Sebacina.

3.5. Propojeni EcM a ErM rostlin

Jelikoz byla v laboratornich podminkach prokazana soucasna kolonizace EcM a ErM
rostlin, je mozné tuto situaci oCekdvat i v piirodnich podminkach. Vralstad a kol.
(2002a) identifikovali mykobionty EcM morfotypu Piceirhiza bicolorata a vlasovych
kofenti viesovcovitych rostlin. C. finlandica nejCastéji kolonizovala EcM hostitele, byl

vSak nalezen jeji genotyp, ktery kolonizoval kofeny obou typd hostitelti. Tento fakt

32



Literdrni vivod

mluvi ve prospéch moZnosti soucasné kolonizace ErM a EcM rostlin jednim
mykobiontem v pfirodnich podminkéch.

Pokud by kni dochdzelo, znamenalo by to fyzické propojeni EcM a ErM rostlin
a mozny prenos latek, informac¢nich molekul mezi nimi.

V prirodnich podminkéch lesa miize pravdépodobné dochazet k prenosu latek mezi EcM
symbionty. Finlay a Read (1986) pozorovali zvySeny pienos “C mezi hostitelskymi
Pinus sylvestris vlivem pritomnosti EcM mycelia. Pfenos byl navic smérovany od donora
k akceptorovi — stinéni rostlin pozitivné€ ovliviiovalo pfisun “C od nestinénych jedincu.
Tento fakt podporuje predstavu, ze dospélé EcM stromy slouZi jako podptrné stromy
(,,nurse trees”) pro mladé semenacky. Stinéni EcM Pseudotsuga menziensii také vedlo
ke zvySenému pienosu “C z EcM Betula papyrifera (podle Simard a Durall 2004).
Wu a kol. (2001) pozorovali (opét v laboratornich podminkdch) pfenos “C mezi
sousedicimi semendCky Pinus densiflora. Po 3 dnech detekovali “C v myceliu EcM
mykobionta a v EcM S$pickach sledovaného semendcku, avSak jen velmi malé mnoZstvi
bylo detekovatelné v kofenech a prytu. Extrémni piipad vztahu donor — akceptor
predstavuji mykoheterotrofni, nezelené rostliny, které témét veskery C ziskdvaji
prostfednictvim EcM mykobionta z fotosyntetizujicich rostlin; mechanismus pfeddvani
C fotosyntetizujici rostliné by mohl byt podobny, za pfedpokladu Ze tato vyvine
dostate¢né velkou silu sinku pro C (Simard a Durall 2004). Na druhou stranu je nutné
pfipomenout, Ze sniZend nabidka asimilatd sniZzuje pravdépodobnost vzniku EcM, coz je
v rozporu s predstavou podpirnych stromi.

Sité¢ mycelii mykorhiznich hub (CMN, ,,common mycorrhizal networks™) vSak nemusi
nutné transportovat velkd mnoZstvi C mezi hostitelskymi rostlinami, vzhledem k povaze
vyménovanych molekul je to spiSe nepravdépodobné (viz kapitola 3.1.3.). CMN mohou
ovliviiovat kompetitivnost jednotlivych hostiteld riznym cerpanim C a dodavanim
minerdlnich Zivin (Simard a Durall 2004). Jedno z moZnych vysvétleni pfenosu C mezi
rostlinami za podminek, Ze jeden z partnerti vytvari vyssi sink pro C, tkvi v mechanismu
transportu N pies apoplastické rozhrani EcM. Upfednostiiovany zpisob transportu N

muiZze zdaviset na dostupnosti C, pii jeho vysoké dostupnosti budou pienaseny
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aminokyseliny, pfi nizké dostupnosti bude jako pfenasSe¢ N fungovat amonny iont
(Chalot a kol. 2006).

Molekuldrné biologické ndstroje ukazuji, Ze tytéZ EcM houby kolonizuji v pfirodnich
podminkach soucasné vice ruznych hostiteli, ¢imz vytvareji mezidruhovd propojeni
(Simard a Durall 2004). Pro CMN pouzili Helgason a kol. vroce 1998 termin
,wood-wide web*. Soucasna kolonizace EcM a ErM rostlin mykobiontem C. finlandica

nabizi moznost on-line zapojeni viesovcovitych rostlin podrostu do této sité.
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4. Material a metody

4.1. Rostlinny materidl

Vaccinium myrtillus L., Betula nana L.

Semena V. myrtillus byla ziskdna sbérem zralych plodi v Kru$nych hordch a pohoii
Retezat, Rumunsko. Semena B. nana byla ptivodem z Islandu.

Semena byla povrchové sterilizovdna 30% H,O, po dobu 12 minut, poté byla oplachnuta
sterilizovanou deionizovanou vodou a vysazena do Petriho misky délené na tfetiny na
médium MMN/2 (jeho sloZeni ukazuje tabulka 2). Petriho miska byla uzaviena

Parafilmem. Klic¢eni probihalo 2 tydny ve tmé a ndsledné 2 tydny na svétle.

Picea abies (L.) Karst. , Pinus sylvestris L.

Semena P. abies a P. sylvestris byla zakoupena z komerc¢ni sbirky.

Semena byla povrchové sterilizovdna 30% H,0, po dobu 23 minut, opldchnuta
sterilizovanou deionizovanou vodou a vysazena do Petritho misky délené na tfetiny
s médiem MMN/2 (Tabulka 2). Petriho miska byla uzaviena Parafilmem. Kli¢eni

probihalo cca 3-4 tydny na svétle.

4.2. Houbovy materidl

Pouzité druhy a kmeny hub shrnuje Tabulka 1 a Obréizek 3. Houbové kultury byly
kultivovdny ve tmé pii laboratorni teploté¢ v Petrtho miskdch na médiich MMN

(Tabulka 2) a PDA (,,potato dextrose agar*, 39 g I, Fluka).

Izolace houbovych kmenu
Koteny byl povrchové sterilizovany 10% H,O, nebo 10% SAVO a poloZeny na Petriho
misku s médiem PDA (39 g I, Fluka). Kultivace probihala ve tmé pii laboratorni

teplot€.
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druh kmen puvod typ
Phialocephala fortinii Wang & PFO-1 Picea abies DSE
Wilcox PFO-2 P. abies” DSE
PFO-F Vaccinium myrtillus DSE
PFO-H Rhododendron sp. DSE
PFO-P Erica herbacea DSE
Cryptosporiopsis ericae CER-1 P. abies” ErM(?)
Oidiodendron maius Barron OMA-B Rhododendron sp. ErM
Meliniomyces bicolor Hambleton &
MBI-1 P. abies” ErM/EcM(?)
Sigler
Meliniomyces variabilis Hambleton MVA-1 P. abies ErM/EcM(?)
& Sigler plodnice EcM houby
MVA-2 ErM/EcM(?)

Hydnotrya tullasnei®

Rhizoscyphus ericae (Read) Korf &

RER-1 Calluna vulgaris ErM
Kernan
Cadophora finlandica (Wang &
CFI-3 P. abies” ErM/EcM
Wilcox) Harrington & McNew
Cenococcum geophilum Fr. CGE-3 2 EcM
CGE+4 S EcM
Boletus badius Fr. BBA P. abies? EcM
Laccaria proxima (Boud.) Pat. LPR-1 A EcM
Entoloma conferendum (Britz.)
ECO-1 P. abies” EcM(?)
Noord.
Suillus luteus (L.) Gray. SLU-1 - EcM

Tabulka 1: PouZité kmeny hub: ErM/EcM a (?) je uvedeno u kmenii, které nejsou jasné
zaraditelné do kategorii ErM ¢i EcM; 1) poskytl Mgr. O. Koukol; 2) poskytl RNDr. M. Gryndler
CSc.; 3) poskytla RNDr. Helena Lipavskd, PhD.; 4) zakoupeno z komercni sbirky; ostatni kmeny
pochdzeji ze sbirky Mgr. M. Vohnika
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MMN MMN/2 | MMN/10 NH4 G 0 jednotky
(NH4),H,PO, 250 125 25 250 0 0
glycin - - - 0 282 0
KH,PO, 500 250 50 500
MgS0,4.7H,0 150 75 15 150
CaCl, 38 19 3,8 38 me
NaCl 25 12,5 2,5 25
FeNaEDTA 20 10 2 20
thiamin 0,1 0,05 0,01 0
glukéza 10 5 1 10
Malt extract 3 1,5 0,3 0 gl!
agar 10 10 10 0

Tabulka 2: PouZitd média: MMN: ,, Modified Melin Norkrans“ médium, podle Marx 1969; NH4,

G a 0 jsou média pouZitd v prvni Cdsti Pokusu 3.

Izolace DNA

Pro izolace houbové DNA byl pouzit UltraClean™ microbial DNA isolation kit (MoBio

Laboratories), postup dle priloZeného navodu.

Pro PCR byla pouzita Taq polymerdza (MBI Fermentas), primery I'TS4 a ITS1F. SloZeni
PCR reakce ukazuje Tabulka 3.

Koncentrace Objem [ul] PCR program

Pufr 10x 5 Predenaturace 1) 94°C 4’
MgCI2 25mM 4 Denaturace 2) | 94°C 30~
dNTP 10mM 5 Annealing 3) | 55°C 307
Primery 10M 2x1,2 Elongace 4) 72°C 707

Taq 1,250 0,25 Pocet cykli 5) | Goto?2) 35

Templdt Uchovéni 6) 4°C 0

Celkovy objem reakce 50 pl

Tabulka 3: sloZeni reakéni smési pro PCR reakci a pouZity PCR program.

K purifikaci PCR produkti byl pouzit High Pure PCR product purification kit (Roche

Diagnostics), postup dle ndvodu.
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Obr. 3: schématické zarazeni druhii rostlin a hub pouZitych v Pokusu I, podle http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html/.
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4.3. Metody pozorovdni kolonizace korenii

Fixace
Vzorky po pozdégjsi zpracovani byly uchovaviany v FAA (Etanol 50% (v/v) kyselina
octova 5% (v/v), formaldehyd 5% (v/v), deionizovand voda 40% (v/v)) ¢i v okyseleném

glycerolu (40% (v/v) kyselina octova, 40% (v/v) glycerol, 20% (v/v) deionizovana voda)

Barveni trypanovou modri
piiprava kofenil na pozorovani
1) 15min pri 121°C v autoklavu
2) promyvani vodou a ndsledné ponofeni do 1% HCI na 20s
3) 30min pii 121°C v autoklavu ve smési trypanovd modf (0.05% w/v) — kyselina
octova — glycerol (1:1:1)
4) odbarveni prebytecného barviva pomoci glycerolu (cca 1den, laboratorni teplota)
5) montovat do glycerolu ¢i destilované vody
Pozorovani Hartigovy sité pomoci epifluorescence
Rucni fezy byly barveny anilinovou modii v okyseleném glycerolu (0,01%w/v anilinova
modf, 40% (v/v) kyselina octova, 40% (v/v) glycerol, 20% (v/v) deionizovana voda)
a pozorovany v oblasti excitace svétlem o vlnovych délkich od 355-425nm (podle

Cudlina 1991).

Rezani kofenu
Pri¢né fezy koteny byly zhotovovdny ru¢né a barveny smési trypanova/anilinovd modf

(0.05% wlv) — kyselina octova — glycerol (1:1:1)

Optické vybaveni

Fotografie byly pofizovédny digitdlnim fotoaparatem Olympus C5000.

Pro detailngjSi pozorovani byla pouZivdna binokularni lupa Olympus SZX12. Pro
mikroskopickd pozorovani byl pouZzividn svételny mikroskop Olympus BX60. Obraz

z lupy a mikroskopu byl sniman digitdlni kamerou Olympus DP70.
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K mikroskopickému pozorovani byl pouzivin Nomarského diferencidlni interferenéni

kontrast (NDIC).

Pro skenovaci elektronovou mikroskopii byl vyuzit mikroskop FEI Quanta 200. Snimky
byly pofizeny v tzv. enviromentilnim modu (vzorek je ochlazen az na -20°C
a pozorovan v prostfedi nizkého vakua prosyceného vodnimi parami).

Mikroskopickd pozorovdni byla provedena v Optické laboratofi BUAVCR
(Mgr. J. Machac).

4.4. PouZity software

Obraz z digitalni kamery Olympus DP70 a byl zpracovdvan a videa vytvofena
v programu Olympus QuickPHOTO MICRO 2.2. Nésledné upravy fotografii byly
provddény v programu Gimp 2.2 (GNU Image Manipulation Program) a Adobe
Photoshop 7.0.

Diplomova prace byla vytvofena na pocita¢i s operatnim systémem Ubuntu 6.06
(GNU/Linux, http://www.ubuntu.cz/index.php) s vyuZzitim kancelafského baliku

OpenOffice.org 2.0 (www.openoffice.org).

4.5. Statistickd analyza

K analyze rozptylli byla pouzivina ANOVA, homogenita rozptylii byla ovéfovana
Bartlettovym testem (Bartlett test of homogeneity of variances), priméry byly vzdjemné
porovnavany pomoci Tukeyova testu. K porovnavani vybérového priméru byl pouZzit
Welshtiv t-test. Ke statistické analyze byl vyuZit program R 2.3.1 (The R Foundation for
Statistical Computing, www.r-project.org) a grafické uZivatelské prostiedi

R Commander 1.1-6 (autor John Fox, www.r-project.org).
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4.6. Pokus 1

Tento pokus byl proveden v podminkéach
in vitro, aby bylo mozné pitipadnou
pozorovanou kolonizaci korfenti
prisoudit nami inokulovanému
mykobiontu. Sterilni kultivaéni systém
predstavovala ptilend Petriho miska
(primér 90mm), v jejiZz spodni poloviné
bylo kultivaéni médium  pfikryté
celofanovou folii zabranujici prortstan{
hyf do agaru. Mycelium mykobionta
porlstalo povrch této folie. Sterilni
semenacky byly poloZzeny na povrch
predpéstovaného mycelia (cca 3tydny)
a prikryty filtracnim papirem. Timto

byla zvySena pravdépodobnost kontaktu

Obr. 4: invitro systém pouZity v Pokusu I.
Délend Petriho miska, ve spodni Cdsti médium
MMN, pokryté celofdnovou folii. Jsou patrné
kolonie C. geophilum a semendcky P. abies.
Filtracni papir byl pro ndzornost odstranén.

hyfa — kofen. Petriho miska byla uzavfena Parafilmem a izola¢ni pédskou, na vrchni

strané¢ byl mezi Parafilm a izola¢ni pasku vloZen prouzek buniiny zajistujici vyménu

plynti mezi mezi vnittkem Petriho misky a okolni atmosférou. Spodni ¢ast Petriho misky

byla poté zabalena alobalem, ktery omezoval osvétleni kofenlii pokusnych rostlin.

Kultivace probihala ve svislé poloze v ristové komoie se svételnym rezimem 16/8h

den/noc, primérnou teplotou 23°C a osvétlenim 150 umol fotond m™s™. Kultivaéni

systém dokumentuje Obrazek 4. V nasledujicim textu budou popsdny varianty pokusi,

pouzitd kultivacni média a doby kultivace pro P. sylvestris, P. abies a V. myrtillus. Doba

kultivace zavisela pfedev$im na zdravotnim stavu semenacki, proto neni jednotnd mezi

variantami.
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Pinus sylvestris

Pouzité médium: MMN (Tabulka 2)

Varianty: RER-1, MVA-1, MVA-2, kontrola

Opakovéni: 3 Petriho misky na variantu, 2 semendcky na Petriho misku. V piipadé
varianty RER-1 bylo zhotoveno 7 Petriho misek.

Doba kultivace: 12 tydnd

Picea abies

Pro P. abies byla pouzita dvé kultivaéni média, varianty pokusl jsou rozepsdny pro
kazdé z nich zvlast.

Pouzité médium: MMN (Tabulka 2)

Varianty: RER-1, MVA-1, MVA-2, MBI-1, CFI-3, CER-1, OMA-B, CGE-4, ECO-1,
LPR-1, PFO-F, kontrola

Opakovéni: 4 Petriho misky na variantu, 2 semendcky na Petriho misku

Doba kultivace: 14 az 16 tydni

Pouzité médium: MMNY/2 (Tabulka 2)

Varianty: RER-1, MVA-1, MVA-2, MBI-1, CFI-3, CER-1, OMA-B, CGE-4, ECO-1,
LPR-1, PFO-H, PFO-F, PFO1, PFO-2, kontrola

Opakovéni: 4 Petriho misky na variantu, 2 semendcky na Petriho misku

Doba kultivace: 19-26 tydnt

Vaccinium myrtillus

Pouzité médium: MMN (Tabulka 2)

Varianty: RER-1, MVA-1, MVA-2, MBI-1, CFI-3, CER-1, OMA-B, CGE-4, ECO-1,
LPR-1, SLU-1, BBA, PFO-H, PFO-F, PFO1, PFO-2, kontrola

Opakovani: 3 Petriho misky na variantu, 2-3 semendcky na Petriho misku

Doba kultivace: 8-16 tydna

Pted mikroskopickym pozorovani byla zjiSténa Cerstvd hmotnost jednotlivych rostlin.
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4.7 Pokus 2

Kultivace pokusnych rostlin probihala v aseptickych podminkdch. Vysterilizovany
(autoklav 121°C 1lhodina, 2x opakované po 24hodindch) zvlh¢eny substrat (raSelina —
komercni zahradnicky substrat, zeolit, 2:1, cca 150ml) byl umistén do plastikovych 0,51
kadinek. Substrat byl inokulovdn agarovymi blocky porostlymi myceliem vybranych
mykobionti a kddinka byla uzaviena vysterilizovanou félii a uzaviena do sterilniho
plastikového obalu. Po nardstu mycelia (cca 3 tydny, tma, laboratorni teplota) byly
prisazeny sterilni semendcky pokusnych rostlin, kddinky byly opét uzavieny a umistény
do rtstové komory (rezim 16/8h den/noc, primérnd teplota 23°C a osvétleni 150 umol
fotond m™s™). V nésledujicim textu jsou uvedeny varianty pokusd, pouZitd kultivaéni

média a doby kultivace pro P. sylvestris, P. abies a B. nana.

P. sylvestris
Varianty: OMA-B, CGE-4, PFO-H, MVA-1, MVA-2, RER-1
Doba kultivace: 12 tydnt

P. abies
Varianty: CGE-4, MVA-1, RER-1
Doba kultivace: 16 tydnii

B. nana
Varianty: CGE-4, MVA-1, MVA-2, RER-1
Doba kultivace: 10 tydnad

4.8. Pokus 3

V prvni ¢asti Pokusu 3 jsme zjistovali, zda jsou zda jsou houby RER-1, PFO-P, PFO-H a
PFO-F schopny pro rtst v tekutém médiu na bazi MMN schopny vyuZivat jako zdroj

dusiku aminokyselinu glycin. PouZzitd média NH4, G 0 ukazuje Tabulka 2. Koncentrace
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glycinu byla zvolena podle prace Xiao a Berch 1999. Média byla sterilizovana
v autoklavu pfi 121°C po dobu 25 minut, (NH4),H,PO, a glycin byly do média ndsledné
pridany sterilni filtraci. Cca 30ml média bylo nalito do Ehrlenmayerovy baiiky o obsahu
100ml. Médium bylo poté inokulovdno blockem agaru o priméru Smm porostlého
myceliem mykobionta (mycelia mykobionti byla predpéstovana na médiu o sloZeni
shodném s médiem 0 obsahujicim 10g agaru I"). Batika byla uzaviena sterilni zatkou z
buni¢iny a umisténa do ristové komory (22°C, rychlost tiepani 120min™', neosvétleno).
Po 8 tydnech byl pokus sklizen, narostlé mycelium bylo zachyceno filtraci pies
predsuSeny, zvdzeny filtracni papir (Filtrak, No. 389), suSeno 2hodiny pii 60°C a
zvazeno.

Varianty: média: NH4, G, 0, mykobionti: RER-1, PFO-P, PFO-H a PFO-F, celkem 12

Opakovani: 5 ban€k na variantu
Ve druhé cdsti Pokusu 3 jsme zjistovali vliv mykobiontit RER-1, PFO-H, CFI-3, CGE-4

na rist hostitelskych rostlin (V. corymbosum, P. abies) v podminkdch ex vitro. Vysledky

pokusu vsak nebyly v dobé sepisovdni této prdce zndmy.
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5. Vysledky

5.1. Pokus 1

5.1.1. Pinus sylvestris

Testovali jsme vliv inokulace
mykobionty Rhizoscyphus ericae
RER-1, Meliniomyces variabilis
MVA-1 a MVA-2.

Hymenoscyphus ericae ~ Control

Jejich pfitomnost vedla ke zvySe-
Obr. 5: Pokus 1: srovndni P. sylvestris, rostouci 12
tydnii v Petriho misce s ErM R. ericae RER-1(na
Obrizek 5. Tento efekt nebyl obrdzku s pivodnim oznacenim H. ericae) s kontrolni

variantou. Je patrné, Ze pritomnost kolonie RER-1
statisticky vyhodnocovan. Morfo-  podporovala vétveni a riist koFene.

nému vétveni kofend, jak ukazuje

logie kofenovych Spicek byla

pozménéna: kof. Spicky rostouci v kontaktu

s myceliem mykobionta byly ztlustlé, prosté
kofenového vldseni. V piipadé inokulace RER-1
jsme pozorovali jednu a v piipadé MVA-1 Ctyfi
vidli¢naté vétvené kotfenové Spicky (Obr. 6).

Morfologie kofenit pfipominala ektomykorhizu,
avSak postradala jeji hlavni rysy: hyfovy plast
a Hartigovu sit. Hyfy RER-1, MVA-1 a MVA-2

Obr. 6: Pokus 1: vidlicnaté vétvend
korenovd Spicka P. sylvestris, kterd
rostla na kolonii ErM M. variabilis.
Usecka odpovidd Imm.

intracelularné kolonizovaly buriky primarni kdry
kofend, ve stfednim valci nebyla kolonizace
patrnd. Hyfy prortstaly buriky izodiametralné,
pozorovali jsme vétveni hyf. Mira kolonizace se mezi jednotlivymi mykobionty liila,
nejmasivnéjsi byla u RER-1 (Obr. 7). Semenacky P. sylvestris zustavaly zelené, nejevily

znamky poskozeni.
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100 pm

Obr. 7: Rucni pricny fezy korenem P. sylvestris, Pokus 1. V burikdch primdrni kiiry
korene jsou viditelné modre obarvené hyfy R. ericae RER-1. Naho¥e: tisecka odpovidd
100um. Dole: kompozitni obrdzek — digitdlné sloZen ze 3 optickych Fezii, patrné vétveni
hyf RER-1. Usecka odpovidd 50 um. Barveno anilinovou modfi.
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5.1.2. Vaccinium myrtillus

Zjistovali jsme jaky vliv maji houby z tddu Helotiales, ErM, EcM a DSE na kofenovy
systém V. myrtillus.

Pritomnost mykobionti méla pozitivni vliv na rast kofenti a pryti rostlin, vyjimkami
byly varianty Boletus badius BBA, Suillus luteus SLU-1 a Entoloma conferendum
ECO-1. Variabilita velikosti rostlin v rdmci varianty byla vysokd, nejvyrazné;si pozitivni
vliv na rst méla piitomnost EcM Cenococcum geophilum CGE-3, M. variabilis MVA-
2, jak ilustruje Obrazek 8. Tento efekt nebyl statisticky hodnocen kvili nesplnéni

predpokladii pro testovani (zdvislost pozorovani, neshodnost rozptylli), pfesto jsou pro

vybrané varianty box ploty hmotnosti uvedeny v Obrazku 8.

Mykobionti z fadu Helotiales

R. ericae RER-1 vypliioval epidermdlni bunky vlasovych kofenli jemnymi smyckami
hyf charakteristickymi pro ErM (Obr. 9a).

Hyfy M. variabilis MVA-1 také kolonizovaly buiiky epidermis, vytvéfely v nich smotky
hyf, které vSak byly robustné;si nez v pfipadé RER-1 (Obr. 9b, video vaccini_ MVA-1.avi
na prilozeném CD). M. variabilis MVA-2 kolonizoval epidermdlni burky vlasovych
kofend a vyplioval je smotky hyf pfipominajicimi ErM avSak také robustn&jSimi nez
v pfipadé RER-1 (Obr. 9c).

M. bicolor MBI-1 masivné kolonizoval epidermalni buriky a vypliioval je smotky hyf
charakteristickymi pro ErM (Obr. 9f)

Mykobiont Cadophora finlandica CFI-3 portstal povrch vlasovych kofeni a misty
vyplioval buniky epidermis, charakter kolonizace pfipominal ErM (Obr. 9d, e).
Cryptosporiopsis ericae CER-1 nemél na riast V. myrtillus vyrazny vliv, nepozorovali

jsme kolonizaci kofend.

Oidiodendron maius OMA-B
O. maius OMA-B vytviafel v epidermdlnich burikdch vlasovych kofenti smotky hyf
charakteristické pro ErM.
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EcM mykobionti
Vliv EcM mykobionti B. badius BBA, L. proxima LPR-1, E. conferendum ECO-1
a S. luteus SLU-1 na rast V. myrtillus byl negativni nebo neutrdlni, nepozorovali jsme
kolonizaci kofeni.
C. geophilum CGE-3 a CGE-4 podporovaly rist V. myrtillus (Obr. 8), nepozorovali jsme

kolonizaci kofent hyfami.

DSE mykobionti

Hyfy Phialocephala fortinii PFO-F a PFO-H poristaly povrch kofeni, masivné je
kolonizovaly a vytvarely v nich ¢etna mikrosklerocia (Obr. 9g), PFO-F podporovala rist
kotent V. myrtillus.

Kolonizace P. fortinii PFO-1 a PFO-2 se liSila od PFO-F a PFO-H: nepozorovali jsme
tvorbu mikrosklerocii. Povrch kofene a jeho mezibunééné prostory byly kolonizovany
hyfami rovnobéZnymi s povrchem (tzv. ,runner* hyfy), misty byly buiky epidermis
vyplnény smotky hyf, jak je vidét na Obrdzku Sh (a na videu vaccini_PFO-1.avi

a vaccini_PFO-1a.avi na pfiloZeném CD).
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MVAZ

RER1

CG3

Obr. 8: Viiv mykobiontii na habitus a velikost V. myrtillus v Pokusu 1. K: kontrolni,
neinokulovand varianta; MVA-2: inokulace M. variabilis MVA-2 vedla ke zvySenému riistu
korenii a prytu; RER-1: inokulace R. ericae RER-1 méla variabilni odpovéd'v riistu semendcki;
CGE-3: inokulace C. geophilum CGE-3 podporovala riist a vétveni prytu semendcki. Usecka
na pravé strané vSech fotografii odpovidd 1cm.Ve vyrezu jsou box ploty Cerstvych hmotnosti
Jjednotlivych variant v miligramech (n pro jednotlivé varianty postupné: 4, 6, 3, 9).

49



Vysledky

Obr. 9: Pokus 1: kolonizace kovenii V. myrtillus a: R. ericae RER-1, epidermdlni buriky vyplnéné
smotky hyf, charakteristickdi ErM; b, c: buriky epidermis vyplnéné smotky hyf M. variabilis
MVA-1 (b) a MVA-2 (c), charakter kolonizace pripomind ErM.; d, e: hyfy C. finlandica CFI-3
kolonizuji povrch koren (d) a vypliuji epidermdlni buriky hyfami (e); f: M. bicolor MBI-1
vytvdit v epidermdlnich burikdch titvary charakteristické pro ErM; g: mikrosklerocia vytvorend
DSE houbou P. fortinii PFO-F; h: burika epidermis vypinénd smotky hyf DSE P. fortinii PFO-1.
Usecky odpovidaji 20um. Fotografovdno v reZimu NDIC.
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5.1.3. Picea abies

Testovali jsme vliv inokulace mykobionty nélezicich do fadu Helotiales, ErtM, EcM

a DSE mykobionty.

Interakce s mykobionty z fadu Helotiales

Kultivace s R. ericae RER-1 a M. variabilis MVA-1 a MVA-2 vedla k podpofeni vétveni
kofeni P. abies. Kotenové Spicky byly palickovité, postradaly kotfenové vlaSeni.
Nejvyraznéj$i zmény jsme pozorovali u MVA-1 pfi kultivaci na mediu MMN: kofeny se
v blizkosti kolonie MVA-1 bohaté vétvily, morfologicky pfipominaly EcM morfotyp
Piceirhiza sl., byla patrnd ztrata kof. vlaseni po kontaktu s myceliem (Obr. 10a, b).
Na pfi¢nych fezech takto modifikovanymi kofenovymi Spickami jsme pozorovali
kolonizaci povrchu kofene a intracelularni kolonizaci bunék vrchnich vrstev kofene
(Obr. 10c, d). Intenzita kolonizace klesala v pofadi RER-1 > MVA-1 = MVA-2. V Zadné
varianté nebyly pfitomné hyfovy plast ani Hartigova sif, hyfy prorGstaly buiikami
primarni kury, charakter kolonizace byl stejny jako v ptipadé P. sylvestris (Obr 7, video
picea_MVA-2.avi na pfiloZzeném CD).

Z kolonizovanych kofent jsme reizolovali kolonie RER-1, MVA-1 a MVA-2.

M. bicolor MBI-1 podporoval vétveni kofenti, velmi fidce kolonizoval buriky primarn{
kiry podobnym zptisobem jako RER-1.

C. ericae CER-1 podporoval vétveni kofeni (Obr. 11), pozorovali jsme obcasnou
kolonizaci podobnou RER-1.

Kultivace s C. finlandica CFI-3 vedla ke zvySenému vétveni kofent (Obr. 11) a ke
vzniku modifikovanych kotfenovych S$picek, pripominajicich morfologii EcM morfotyp
Piceirhiza sl. (Obr. 12a). Pii kultivaci na mediu MMN byla na pfi¢nych fezech patrna
obCasnd kolonizace mezibunécnych prostor a bunék primarni kary; pfi kultivaci na
mediu MMN/10 jsme na pri¢nych fezech pozorovali rtiznd stadia vyvoje Hartigovy sité:
od obc¢asné kolonizace hyfami po vyvinutou Hartigovu sit (Obr. 12a, b).

Z kolonizovanych kofent jsme reizolovali kolonii CFI-3.
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4/7/2005 Mag, WD | HV HFW Pressure Temp —100.0pym———
11:29:37 AM 650x 8.7 mm|25.0 kV 0.42 mm 400.0 Pa-5.0 °C

Obr. 10: Pokus 1: semendcek P. abies inokulovany M. variabilis MVA-1 (a,b,c) a RER-1 (d). a:
celkovy pohled na semendcek P. abies a kolonii houby, b: detail korenového systému, patrny
prechod od kor. Spicek s vldSenim (nahore) po zddnlivée EcM kor. Spicky (dole). c:
mikrofotografie kor. Spicky porizend SEM, patrné hyfy poristajici povrch, které vsak netvori
hyfovy pldast, viseCka 100um. d: pFicny ez korenem, viditelné modre obarvené hyfy RER-1 na
povrchu kovene a v burikdch primdrni kury kofene. Neni pritomnd Hartigova sit. Barveno

anilinovou modri, visecka 20um.

Interakce s Oidiodendron maius OMA-B
Kotenové Spicky byly zkracené, palickovité, prosté kofenového vlaSeni. Pozorovali jsme

fidkou intracelularni kolonizaci primarni kiiry shodnou s kolonizaci ptisobenou RER-1,

OMA-B podporoval vétveni kofentl P. abies (Obr. 11).
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CFI3 |

Obr. 11: Viiv mykobiontii na morfologii korenového systému P. abies v Pokus 1. K: kontrolni
varianta s mdlo vétvenymi koreny, patrné korenové vidseni; CER-1: ErM C. ericae podporoval
vétveni korenii, vétsina korenovych Spicek byla bez kofenového vidsSeni; CFI-3: C. finlandica
podporovala vétveni kofenii, patrné palickovité kor. Spicky bez vidseni; OMA-B: ErM O. maius
podporoval vétveni korenii. Usecky na pravé strané obrdzkii odpovidaji 1cm.

Interakce s EcM mykobionty

Pfi inokulaci E. conferendum ECO-1 jsme pozorovali zloutnuti jehlic semenacku
v jednom pfipadé a uhyn semenacku v druhém. ECO-1 nekolonizovala kofeny P. abies.

L. proxima LPR-1 také nekolonizovala kofeny a neméla vliv na jejich morfologii.
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Obr. 12: Pokus 1: inokulace P. abies C. finlandica CFI-3. a: modifikované korenové spicky bez
kor. vldSeni pripominaji EcM morfotyp Piceirhiza sl., visecka 2mm; b: pricny rez korenem,
v burtkdch primdrni kiiry je viditelnd Hartigova sit (oznaceno Sipkou), tiseCka 50um; c¢: pohled
na Hartigovu sif shora, fez byl veden v tirovni styku dvou bunék, jsou viditelné ploché hyfy
wvoFici Hartigovu sit. Usecka 20um. Mikrofotografie pofizeny v reZimu NDIC.

Pfi rstu na médiu MMN vedla inokulace P. abies mykobiontem C. geophilum CGE-4
ke vzniku EcM $pifek s vyvinutym hyfovym plast€m a vznikajici periepidermalni’
Hartigovou siti prorUstajici smérem k endodermis, jak je patrné na Obrazku 13.

Na mediu MMN/10 nemél mykobiont vyrazny vliv na vétveni kofene,

5 V paraepidermalni siti jsou obaleny hyfami pouze transverzalni stény, kdeZto v periepidermalni

Hartigove siti dochézi ke kompletnimu obaleni bun¢k
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Obr. 13: Pokus 1: pricny fFez korenovou Spickou P. abies inokulovanou EcM C. geophilum
CGE-4. Nahote: kultivace na mediu MMN; Pl oznacuje patrny vicevrstevny hyfovy pldst, Ep
rozvolnéné buriky epidermis a primdrni kiiry obalené hyfami CGE-4. Na obrdzku je patrnd
Hartigova sit (HS), obklopujici buriky primdrni kury. StFedni vdlec (St) ziistavd
nekolonizovany. Usecka 100um. Dole: kultivace na mediu MMN/IO; hyfovy pldst je méné

vyvinuty, jsou patrné hyfy tvorici Hartigovu sit na privezu (HS) a shora obalujici buriku
primdrni kiiry (HV), tisecka 50um.
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Obr. 14: Pricny rez korenem P. abies inokulovanym P. fortinii PFO-H v Pokusu 1.
H: hyalinni hyfa prorustajici buriku primdrni kiiry kovene; M: mikrosklerocium
PFO-H v primdrni kiife. Usecka 20um.

na pri¢nych fezech kofeny jsme vSak pozorovali vyvinutou periepidermdlni Hartigovu
sit dosahujici k endodermis (Obr. 13). Z kolonizovanych kofent jsme reizolovali kolonii

CGE-4.

Interakce s DSE mykobionty
DSE P. fortinii PFO-F méla pozitivni vliv na riist a vétveni kofend, hyfy PFO-F masivné
kolonizovaly primarni kiiru a stfedni vélec a vytvarely v nich ¢etnd mikrosklerocia, jak

je patrné na Obrazku 14.
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5.2. Pokus 2

5.2.1. Pinus sylvestris

Mezi testovanymi variantami (O. maius OMA-B, C. geophilum CGE-4, P. fortinii
PFO-H, M. variabilis MVA-1, MVA-2, R. ericae RER-1) byl patrny rozdil v ristu
statisticky prikazny.

Z testovanych variant inokulaci jsme

pozorovali vliv na morfologii
kofenového  systtmu a  jeho
kolonizaci pouze v piipadé RER-1:
kofeny vétSinou postradaly kofenové
vldSeni,byly  palickovité  ztlustlé,
nékteré se vidlicnaté vétvily. Na
pricnych fezech kofenovymi

Spickami  ztéto varianty jsme

pozorovali masivni intraceluldrni

kolonizaci bunék primarni kary

Obr. 15: Pokus 2: burika primdrni kiiry korene
kofene (Obr. 15). Tato kolonizace P. sylvestris, kterd rostla v substrdtu

preinokulovaném R. ericae RER-1. 'V burice jsou
byla stejného charakteru jako parrné modre obarvené hyfy RER-1. Kompozitni
obrdzek, digitdlné sloZeny ze 4 optickych rezii
v rdmci prepardtu. Barveno anilinovou modri,
v Pokusu 1. tisecka 20 um.

v pripadé  P. sylvestris a RER-1

5.2.2. Picea abies

Zkoumané varianty (C. geophilum CGE-4, R. ericae RER-1, M. variabilis MVA-1)

nemély vliv na morfologii kofene, nepozorovali jsme kolonizaci kotene.
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5.2.3. Betula nana

Ze zkoumanych variant (C. geophilum CGE-4, M. variabilis MVA-1, MVA-2, R. ericae
RER-1) méla na morfologii kofene a jeho kolonizaci vliv pouze varianta RER-1:
Na kofenech B. nana jsme pozorovali Cerno-oranzovo-hnédé, zdanlivé EcM Spicky
(Obr. 16a, b). Kotenové vlaseni pravdépodobné prestavalo riist po kolonizaci kofenové
Spicky houbou. Na pii¢nych fezech jsme nepozorovali Hartigovu sif ani hyfovy plast
typicky pro EcM, buiiky primarni kiry byly masivné kolonizované hyfami RER-1 (Obr.
16¢). Na rozdil od vysledkti u P. sylvestris a P. abies hyfy RER-1 prortstaly do bunék

Obr. 16: Pokus 2: koren B. nana, kterd byla inokulovand R. ericae RER-1. a: zddnlivé EcM
Spicky, visecka 2mm; b: detail trojbarevné, zddnlivé EcM Spicky, visecka 500 um; c¢: pricny rez
korenovou Spickou, patrnd je absence Hartigovy sité, modre obarvené hyfy masivné kolonizuji
buriky primdrni kiiry i stfedniho vdlce, tisecka 40 um.
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centrdlniho vélce. Kontaminace byla vylouc¢ena reizolaci mykobionta z ,,mykorhiznich*

Spicek pokusnych rostlin, ndsledné sekvenace potvrdila pfitomnost RER-1.

5.2.4. Pokus 3

V prvni ¢asti Pokusu 3 jsme zjistovali, zda jsou houby P. fortinii PFO-1, PFO-H, PFO-F
a R. ericae RER-1 schopny pro rist v tekutém mediu vyuZivat jako jediny zdroj N
aminokyselinu glycin.

Rist PFO-1 se statisticky vyznamné liSil mezi variantami (ANOVA p<0,000, Tukey
p<0,05), nejnizsi byl na médiu, kde zdrojem N byla aminokyselina glycin (dale znac¢eno
G), nejvyssi na médiu s amonnym iontem (ddle NH4).

Rist PFO-F byl nejvyssi ve variant€¢ NH4, ve variant¢ G a v kontrole byl niZzsi.
Statisticky vyznamny rozdil byl mezi variantami NH4 a G a mezi variantami NH4
a kontrolou (jednostranny dvouvybérovy Welshtv t-test, p<0,05), varianty G a kontrola
se na zvolené hladiné vyznamnosti nelisily.

Rist PFO-H se statisticky liSil mezi variantami (ANOVA p<0,000, Tukey p<0,05),
stoupal v poradi kontrola <G<NH4.

Rist RER-1 se 1iSil mezi variantou NH4 a kontrolou (Tukey p<0,00) a mezi variantou G
a kontrolou (Tukey p<0,005), mezi variantami G a NH4 se na zvolené hladiné
vyznamnosti (0t=0,05) nelisil.

Jak je patrné z Obrazku 17, vSechny zkoumané houby rostly nejlépe ve varianté¢ NH4,
aminokyselinu glycin dokéazaly jako zdroj N pro rist v tekutém médiu vyuZzivat pouze

houby P. fortinii PFO-H a R. ericae RER-1.

s v s

Vysledky druhé cdasti Pokusu 3 nebyly v dobé sepisovdni diplomové prdce zndmy.
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Obr. 17: Pokus 3: boxploty hmotnosti susiny P. fortinii PFO-1, PFO-F, PFO-H a R. ericae
RER-1 rostoucich v mediich s riuznymi zdroji N: modre je znacena kontrolni varianta bez N,
Cervené varianta, kde byla jedinym zdrojem N aminokyselina glycin a Zluté varianta, ve které byl
zdrojem N amonny iont. VSechny testované houby rostly nejlépe ve varianté s amonnym iontem,
PFO-H a RER-1 jako zdroj N vyuZivaly aminokyselinu glycin. Na ose x vyneseny testované
varianty, na ose y hmotnost vyprodukované susiny v mg.
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6. Diskuze

6.1. Interakce ErM a EcM rostlin s DSE mykobionty

DSE Phialocephala fortinii je Castym mykobiontem vfesovcovitych i potencidlné
ektomykorhiznich rostlin, v jejich kofenech tvoii mikrosklerocia — buiky zpravidla
primdrni kiry vypliiuje kratkymi, ztlustlymi, melanizovanymi hyfami, tyto utvary slouzi
k prec¢kavani neptiznivych podminek a také nejspiSe umoziuji Castou izolaci P. fortinii
z enviromentalnich vzorkil (Addy a kol. 2005). Mikrosklerocia pravdépodobné neslouzi
k vyméné latek mezi mykobiontem a rostlinou.

Stoyke a Currah (1991) pozorovali tvorbu mikrosklerocii v buiikdch primédrni klry
viesovcovité rostliny Menziesia ferruginea v podminkéch in vitro, podobné jako Vohnik
a kol. (2003) v ptfipad€ Rhododendron cv. Azurro a P. fortinii PFO-F a PFO-H.

Kmen PFO-F byl izolovan z kofent volné rostoucich Vaccinium myrtillus, kmen PFO-H
z kofeni Rhododendron sp.; ptes svlj rozdilny plvod vytvarely oba kmeny
mikrosklerocia v kofenech V. myrtillus i Picea abies (Obr. 9g, h, 14, Tab. 4), vliv na rist
obou hostitelskych rostlin byl v porovnani s neinokulovanymi rostlinami pozitivni. Tento
efekt byl ziejmy zvlasté v pripadé V. myrtillus. U kmend PFO-1 a PFO-2 jsme tvorbu
mikrosklerocii nepozorovali, kolonizace kofent V. myrtillus svou morfologii — smotky
hyf v epidermdlnich buitkdch — v nékterych pripadech pripominala ErM.

Mykorhizni status P fortinii je nejasny, jeji vliv na hostitelské rostliny se
v experimentech pohybuje od pozitivniho po negativni (Jumpponen 2001). P. fortinii
tvofila v in vitro podminkach tenky hyfovy plast a Hartigovu sif u semenackt Salix
glauca (Fernando a Currah 1996). Jumpponen a kol. (1998) pozorovali v in vitro
podminkach ndrGst biomasy u Pinus concorta po inokulaci P. fortinii, ktery byl
umocnén doddnim glukézy do média. Pfi péstovani v kvétinacich se efekt ztracel. Autofi

pfisuzuji tento jev vlivu respirace P. fortinii v uzavieném in vitro systému a tedy zvysSené
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dostupnosti CO, pro rostlinu. Podpoteni rastu V. myrtillus a P. abies v nasi praci mtze
byt ¢astecné prisouzeno podobnému vlivu.

Jumpponen a kol. (1998) pozorovali zvySeny piijem P u semendckii P. concorta
inokulovanych P. fortinii, hyfy kolonizovaly kofeny inter- a intraceluldrné a vytvérely
mikrosklerocia. Mikrosklerocia vSak vyménu litek nezajisSfuji, k tomuto ucelu
pravdépodobné slouZi obtiZzné pozorovatelné inter- a intraceluldrné rostouci hyalinni
hyfy mykobionta (Barrow 2003), které zaroven zajiStuji vyZivu mikrosklerocii. Pfenos
latek miiZze byt usnadnén jejich vyrazné vyssim pomérem povrchu k objemu ve srovnani
s kulovitymi mikrosklerocii. PFO-H a PFO-F v nasi praci vytvarely cetné hyalinni hyfy
(Obr. 14), pozorovany pozitivni vliv na rast inokulovanych rostlin mize byt tedy
pfisouzen pravé jim. Piitomnost mikrosklerocii tedy nevylucuje pozitivni plsobeni
mykobionta na rostlinu a pfenos latek mezi nimi. P. fortinii se jevi jako kandidat

propojeni EcM jehli¢nant (P. abies) a ErM rostlin podrostu (V. myrtillus).

6.2. Interakce ErM a EcM rostlin s EcM mykobionty

Nékteré prace popisuji kolonizaci vlasovych kofeni ErM rostlin bazidiomycety (Seviour
a kol. 1973, Bonfante-Fasolo 1980, Allen a kol. 2003), Smith a kol. (1995) podal zpravu
o EcM S$pickach na kofenech Gaultheria shallon a Rhododendron macrophyllum. V nasi
praci vSak bazidiomycety Suillus luteus, Entoloma conferendum, Boletus badius
a Laccaria proxima nekolonizovaly koteny V. myrtillus (Tabulka 4). Vliv L. proxima
a S. luteus na rust semendckli byl negativni. Tyto houby vSak za danych podminek
nekolonizovaly ani kofeny P. abies (Tabulka 4). Vznik ektomykorhizy je ovliviiovdn mj.
nabidkou dostupnych fotoasimilati (Herrmann a kol. 2004), spektrem a intenzitou
pouzitého osvétleni (Niemi a kol. 2005). V ndmi pouZitych rastovych komorach bylo
osvétleni standardni a vzhledem k tomu, Ze jsme pozorovali tvorbu ektomykorhiz mezi
P. abies a houbami Cenococcum geophilum a Cadophora finlandica, pti¢inou neuspéchu
jejich tvorby mezi pouzitymi bazidiomycety a P. abies je pravdépodobné vzdjemna

nekompatibilita genotypu.
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Bazidiomycety netvorily ektomykorhizy na médiu MMN ani na médiu MMN/10, které
obsahovalo 10x méné minerdlnich i organickych Zivin. Brun a kol. (1995) pozorovali
potlaceni tvorby ektomykorhiz pfi sniZeni obsahu N v mediu, optimdlni pomér P:N
(latkovych mnozstvi) pro vznik mykorhiz byl asi 3. V médiu MMN i1 MMN/10, ktera
jsme pouZili, je pomér P:N roven 2,96. Tento fakt také podporuje domnénku, Ze pficinou
neuspéchu tvorby ektomykorhiz byla nekompatibilita genotypii.

Pouzity in vitro systém nebyl pro studium tvorby ektomykorhiz nevhodny, coz doklada
inokulace P. abies askomycetem C. geophilum CGE-4, kterd vedla ke vzniku Hartigovy
sit¢ a hyfového plasté na mediu MMN i MMN/10 (Obr. 13, Tabulka 4). PouZity in vitro
systtm mohl byt pro C. geophilum vhodny znékolika divodi: C. geophilum je
symbiontem juvenilnich rostlin Picea (Hasselquist a kol. 2005) a Casto nejhojnéjSim
symbiontem dospélych P. abies (Baier a kol. 2006), pouzité semendCky byly cca
2 mésice staré; C. geophilum patii mezi tzv. ,,short-distance exploration type* - EcM typ
charakteristicky silnym hyfovym obalem s obcasnymi rhizomorfy (Agerer 2001)
vyuZzivajici Ziviny z blizkého okoli mykorhizy; podminky v Petrtho misce mohou
vzhledem k omezenému prostoru takovému typu vyhovovat.

Na médiu MMN jsme pozorovali tvorbu mocnéjs$iho hyfového plast€ neZ na MMN/10
(Obr. 13). Tento jev byl pravdépodobné zptisoben celkové niz§im rastem C. geophilum
na médiu MMN/10. Vyssi rist mycelia v experimentalnim systému umoZiiuje Castéjsi
kontakt hyf s kofeny potencidlniho hostitele, a tedy vyss$i pravdépodobnost vzniku
metabolitti houby a odpadnich latek, které mohou vést k poskozeni hostitelské rostliny
(Hutchison a Piche 1995). Pouziti média MMN s obsahem gluk6zy 10 gl i MMN/10
s obsahem 1 gl se vzhledem k interakci P. abies-C. geophilum ukdzalo jako vhodné,
protoZe riist mycelia byl dostatecny, nedochazelo vSak k poskozeni semenacki produkty

metabolismu mykobionta.
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Tabulka 4: Shrnuti dosaZenych vysledkii. Vysvétleni jednotlivych oznaceni hub v textu. IK-M: intraceluldrni kolonizace ko¥ene, pritomnd
mikrosklerocia, charakteristické pro DSE asociaci; IK-H: intraceluldrni kolonizace korene — hyfy proriistaji buriky, vytvdii v nich smotky, IK-R:
intraceluldrni kolonizace pozorovand u EcM hostitelskych rostlin a R. ericae — kolonizace bunék primdrni kiiry (v pFipadé B. nana i centrdlniho
vdlce) primymi hyfami misty se vétvicimi; ER: buriky vyplnéné smotky hyf charakteristickymi pro ErM; EK: EcM asociace — pritomnd Hartigova
sit; EM: morfologie kofenovych Spicek podobnd EcM morfologii; PR/NR: pozitivni/negativni vliv na riist kofene Ci prytu inokulované rostliny; 0:
Zddnd pozorovand kolonizace korene ¢i vliv na rostlinu; “-“: netestovdno, “( )“: obcasnd, mdlo intenzivni kolonizace. Zluté znaceny houby, které

interaguji s ErM i EcM hostitelskymi rostlinami.

Typ DSE ErM? | ErM ? ? ? ErM |EcM?| EcM | EcM | EcM | EcM | EcM?| EcM
 houba FEOF. | O | CER1 | OMAB| MBI | MVA1 MVA2 RERI | CFI3 | CGE3| CGE4| BBA |LPR1|ECO1| SLUI

rostlina
w V. myrtillus [“MEH - weH 0 ER ER | (ER) ﬂmv ER | BR) | PR | PR | O 0o |oMR)| o
pates it o | v e fom e e w0 e | |6 | o |
w P. sylvestris 0 B 3 0 3 _m._ﬂ_ _Mﬂ_ _M.m_ B 3 0 _ B 3 B
B. nana _ _ _ _ _ 0 0 _M.m_ _ _ - - - - -
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V podminkdch ex vitro jsme nepozorovali ovlivnéni morfologie kofenti ani jejich
kolonizaci u semendcki P. sylvestris a P. abies. Na viné byl Spatny rast C. geophilum
v pouZitém substratu. Pfes relativné masivni inokulaci — ve srovnani napiiklad s praci
Hasselquist a kol. (2005) ktefi inokulovali substrdt pfiloZzenim lcm’ myceliem
porostlého agaru ke kofeniim semendckd — jsme v substratu nepozorovali riist mycelia.
V predbéZném pokusu jsme testovali rist C. geophilum v raselinném substratu zalitém
médiem MMN; mycelium po dvou tydnech proristalo substrat. Pro dalsi pokusy bude

pravdépodobné pouzit tento typ inokulace substratu.

Pritomnost mycelia C. geophilum CGE-3 a méné CGE-4 v Pokusul vyrazné
podporovala rast V. myrtillus (Obr. 8, 18, Tabulka 4). EcM houby produkuji auxiny
(Niemi a kol. 2002), jejich produkce je

soucasti vzniku EcM asociace (Herrmann
akol. 2004). V literatufe jsem vSak nenaSel
praci  zabyvajici se  produkci auxinu
u C. geophilum, proto jsme ve spoluprici
s Doc. RNDr. Evou Zazimalovou (Laborator
hormonalnich regulaci u rostlin, UEB AVCR)
v predbézném pokusu stanovili jeho produkci
myceliem C. geophilum. Zjistili jsme, Ze
mycelium bylo producentem vyznamného

mnozstvi TAA. Ackoliv mycelium CGE-3

aCGE-4 tedy pravdépodobné v Pokusul o, 18-

Srovndni V. myrtillus
produkovalo IAA, nedoslo ktvorbé EcM, inokulované EcM C. geop.hllum CGE-3

(vpravo) s kontrolni variantou (vlevo)
nybrz  kpodpofeni  ristu  semenackli v Pokusu I. Usecka odpovidd Icm.

V. myrtillus.

Alternativni vysvétleni nabizi jiz zminénd produkce CO, myceliem CGE-3 a CGE-4,
avsak jejich rtst (a tudiZ produkce CO,) nebyl vyrazné vyssi neZ u ostatnich testovanych
hub, které rtst V. myrtillus nepodporovaly. Mycelium také mtze ovliviiovat osmotické

vlastnosti agaru — zvySovat dostupnost vody — a tim podporovat riist semenacka.
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Pfes podporeni ristu semendcka V. myrtillus jsme nepozorovali kolonizaci jejich kofent
hyfami CGE-3 ani CGE-4. Piimé propojeni P. abies a V. myrtillus hyfy C. geophilum
pravdépodobné nezprostfedkovavaji, jeho pozitivni vliv na rast V. myrtillus mize vSak

mit ekofyziologicky vyznam.

6.3. Interakce ErM a EcM rostlin s Oidiodendron maius a s mykobionty

z fadu H elotiales

Oidiodendron maius je vedle Rhizoscyphus ericae nejstudovanéjSim symbiontem
viesovcovitych rostlin, spektrum jeho potencidlnich hostitelskych rostlin je vSak
pravdépodobné §irsi: Bergero a kol. (2000) izolovali z EcM S$picek kotfentd Quercus ilex
nékolik druht Oidiodendron, mezi nimi i O. maius. Stejné druhy byly zaroven izolovany
z viesovcovité rostliny Erica arborea. V naslednych in vitro syntézach vytvarely izolaty
Oidiodendronit ErM asociace s vlasovymi kofeny E. arborea. V na$i praci jsme
pozorovali tvorbu ErM struktur v kofenech V. myrtillus a velmi fidkou kolonizaci bunék
primarni kiry P. abies hyfami O. maius OMA-B. Toto pozorovani je v souladu
s hypotézou, Ze O. maius miZe kolonizovat EcM S$picky spolecné s EcM houbami,
vyznam této asociace vSak neni objasnén. V naSi prdci OMA-B podporoval vétveni
kofenti P. abies (Obr. 11, Tabulka 4), v praci Abuzinadah a Read (1989) stimuloval bez
tvorby asociaci s kofeny O. griseum rUst B. pendula na médiu, kde jedinym zdrojem N

byly proteiny.

Meliniomyces bicolor je Castym mykobiontem EcM morfotypu Piceirhiza bicolorata
(Hambleton a Sigler 2005), v in vitro syntézach Vralstad a kol. (2002b) vytvaiel EcM
struktury (hyfovy plast a Hartigovu sif) u B. pubescens, P. abies a P. sylvestris, avSak
netvoril ErM v kotenech V. vitis-idaea. NaSe vysledky jsou v pfimém rozporu s timto
pozorovanim: M. bicolor MBI-1, ptestoZe byl izolovan ze zdanlivé EcM S$picky P. abies,

netvofil EcM v kofenech P. abies, koteny V. myrtillus naopak kolonizoval masivné
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a vytvarel vnich ErM (Obr. 9f, Tabulka 4). Pfi¢inou muzZou byt rozdilné podminky

experimentd, nebo taxonomickd nejasnost druhu M. bicolor.

Meliniomyces variabilis byl izolovan z kofenu rostlin nalezicich do ¢eledi Ericaceae,
Fagaceae, Orchidaceae, Pinaceae, Cornaceae a Salicaceae. Vysledky pokust o syntézy
mykorhiz mezi M. variabilis a ErM a EcM hostiteli jsou nejednotné: hyfy M. variabilis
kolonizovaly buniky primarni kliry Picea sitchensis, nebyl pozorovdn negativni vliv na
zdravotni stav semendcka; pifi inokulaci Picea mariana kolonizace kofenli pozorovana
nebyla (podle Hambleton a Sigler 2005). Vralstad a kol. (2002b) inokulovali semenacky
Betula pubescens, P. abies, P. sylvestris a V. vitis-idaea a nepozorovali kolonizaci
kofenli ani v jednom z pfipadl; v praci Berch a kol. (2002) M. variabilis izolovany
z ErM hostitele tvoril ErM struktury v kofenech viesovcovité rostliny Gaultheria
shallon. Piercey a kol. (2002) popisuji soucasnou kolonizaci kofend P mariana
a R. groenlandicum: v kofenech vfesovcovité rostliny pozorovali tvorbu ErM, bunky
primarni kiry P. mariana byly kolonizovany hyfami M. variabilis.

Inokulace P. abies a P. sylvestris myceliem M. variabilis MVA-1 a MVA-2 vedla v nasi
praci k relativné ¥idké kolonizaci bunék primarni kiry hyfami mykobionta. Charakter
kolonizace byl podobny jako v prici Piercey a kol. (2002). Pritomnost mycelia vedla
v nékolika pfipadech k modifikaci kotenovych Spi¢ek P abies do podoby
charakteristické pro EcM (Obr 10b, 19), u P. sylvestris jsme u nékolika kofenovych
Spicek pozorovali typicky znak EcM: vidli¢naté vétveni (Obr. 5, 6, 10, Tabulka 4).

Ve vlasovych kofenech V. myrtillus tvotily hyfy M. variabilis struktury pfipominajici
ErM (Obr. 9b, c, Tabulka 4). Vysledky syntéz byly podobné u obou pouzitych kmeni -
MVA-1 a MVA-2, prestoze pochazi z riznych organismti: MVA-1 byl izolovéan z kofene
P. abies a MVA-2 z plodnice EcM houby Hydnotrya tulasnei.
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Obr. 19: Srovndni morfologie kotenové spicky P. abies inokulované M. variabilis
MVA-2 v podminkdch in vitro (nahore), Pokus I a terénniho vzorku EcM Spicky
P. sitchensis tvorené mykobionty agregdtu R. ericae (dole), spodni obrdzek prevzat
z Palfner a kol. (2005). Usecky odpovidaji Imm.

Obr. 20: Kolonizace bunék primdrni kiiry P. mariana (vlevo) a P. abies (vpravo) hyfami
R. ericae, C — primdrni kiira, S — centrdlni vdlec, tisecky odpovidaji 10um. Vlevo: SEM
mikrofotografie, mrazové ldmdni, prevzato z Piercey a kol. (2002). Vpravo: mikrofotografie
porizend svételnym mikroskopem, Pokus 1.
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v

Nejmasivnéjsi kolonizaci kofenti P sylvestris a P. abies v podminkach in vitro
zptisoboval v naSi praci Rhizoscyphus ericae RER-1 (Obr. 10, Tabulka 4), tato
kolonizace se ndpadné podobala kolonizaci bunék primarni kiry kofeni P. mariana
pasobenou R. ericae UAMH 8680 v praci Piercey a kol. (2002) (Obr. 20). Podobné jako
vnasi praci, autofi nepozorovali i pfes masivni kolonizaci buné€k primarni kury
negativni vliv mykobionta na zdravotni stav semendcki, jeho pfitomnost naopak
zvySovala délku kotent P. mariana.

Neni zfejmé, zda kolonizované buinky byly Zivé. Charakter kolonizace (pfimé hyfy
netvofici smotky) pfipomind kolonizaci nekompatibilniho hostitele Trifolium pratense
v praci Bonfante-Fasolo a kol. (1984). Na rozdil od této prace vSak (s vyjimkou B. nana)
nedochdzelo ke kolonizaci stfedniho vélce. Pomoci elektronové mikroskopie jsme se
pokusili zjistit, zda jsou hyfy oddéleny od obsahu buiiky membrdnou hostitele, ale
nepodafilo se ndm hyfy lokalizovat (vysledky neuvedeny). Pokud by se jednalo
o nekrotrofni vztah, byla by primarni kiira né¢kterych pokusnych rostlin de facto cela
odumfeld, coZ je na prvni pohled v rozporu s dobrym zdravotnim stavem infikovanych
semendckid. Na druhou stranu je zndmo, Ze napiiklad u trav primarni kiira ¢asto odumira
a funkci pokoZky plni endodermis; tento jev nemd na funkci kofene negativni vliv.

EcM houby produkuji celou fadu rostlinnych ristovych regulatorti: auxiny, cytokininy,
ethylen, polyaminy (Niemi a kol. 2004). Vidli¢naté vétveni u P sylvestris je
podporovéno pravé auxinem (Niemi a kol. 2002). Existuji prace popisujici pozitivni vliv
ErM hub na zakofetiovani viesovcovitych rostlin (Scagel 2005), v literatufe jsem vSak
naSel jedinou praci popisujici produkci auxinu houbami v pfitomnosti tryptofanu (viz
Villarreal-Ruiz a kol. 2004). Piercey a kol. (2002) se prodlouZenim rastu kofentl
P. mariana zptsobeného R. ericae pftili§ nezaobiraji, pfiCinou pry mohla byt vigné
oznacend ,difuzibilni sloZka podporujici rist“ nebo absorpce Zzivin uvolnénych
zmrtvych ¢asti mycelia. V naSi praci jsme pozorovali tvorbu vidlicnaté vétvenych
Spicek u P. sylvestris po inokulaci M. variabilis MVA-1 a R. ericae RER-1 (Obr. 6).
Predpokladame tedy, ze MVA-1 a RER-1 produkuji rustovy regulator s funkci podobnou
auxinu. Kofeny P. abies a P. sylvestris reaguji na tuto latku tvorbou kofenovych Spicek

morfologicky pfipominajicich ektomykorhizy, av§ak nedojde ke tvorbé hyfového plasté
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ani Hartigovy sité. Misto toho hyfy mykobiontt kolonizuji buniky primarni kiry. EcM
morfologie tedy u P. abies a P. sylvestris neni nutné specifickou odpovédi na pfitomnost
kompatibilni EcM houby. Identifikaci hormondlni sloZky produkovanou ErM houbami
by méla byt jednim z cild vyzkumu v oblasti interakce EcM rostlin a ErM hub.
Morfologie kofenti v§ak miiZe byt piitomnosti mykobiontl zdsadn€ ovlivnéna i nepiimo:
napiiklad zmény v dostupnosti vody pro kofeny maji podstatny vliv na jejich podobu
a délku, urcitou roli podle mého nidzoru mize hrat i kompetice kofeni s myceliem
o dostupné Ziviny.

R. ericae vytvarel ve vlasovych kotenech V. myrtillus struktury charakteristické pro ErM
(Obr. 9a), coz je opét v souladu s vysledky Piercey a kol. (2002).

R. ericae RER-1 jako jediny z pouzitych mykobiontii kolonizoval kofeny P. sylvestris
a B. nana také v podminkidch exvitro, tedy v raSelinném substratu. Morfologie
kofenovych Spicek B. nana ptipominala EcM, jak je patrné na Obrdzku 16. Pokud je
ndm zndmo, jde o prvni zpravu o asociaci mezi koteny této rostliny a R. ericae.
Mycelium R. ericae a P. fortinii proristalo viditeln& substrt®, u ostatnich pouZitych hub
jsme kolonizaci substrdtu nepozorovali, proto pravdépodobné nemohlo dojit ani ke

kolonizaci kofeni pokusnych rostlin ostatnimi testovanymi houbami.

Cadophora finlandica je ¢astym mykobiontem EcM morfotypu P. bicolorata (Vralstad
a kol. 2002b, Rosling a kol. 2003), jeji schopnost tvofit EcM byla ovéfena
v laboratornich podminkdch. Villarreal-Ruiz a kol. (2004) prokdzali schopnost
C. finlandica simultinn€ kolonizovat kofeny P. sylvestris a V. myrtillus. U P. sylvestris
pozorovali tvorbu EcM Spicek s vyvinutou Hartigovou siti, v epidermdlnich butikdch
vlasovych kofentt V. myrtillus pozorovali smotky hyf podobné ErM. Autofi sledovali
i vliv mykobionta na rdst a morfologii V. myrtillus: semenacky po 3 mésicich ristu
s C. finlandica nejevily zndamky posSkozeni, jejich hmotnosti se neliSily od kontrolnich
rostlin, byla vSak 8krat zvySena délka kofenii a 6krat pocet kofenovych $picek. Tento
efekt byl zachovan ale sniZen, kdyz mycelium C. finlandica bylo v kontaktu 1 s kofeny

P. sylvestris. V na$i praci C. finlandica vytvarela EcM asociaci s kotfeny P abies

6 Tuto schopnost méla také C. finlandica CF3, u té vSak nebyla tvorba mykorhiz v podminkéch ex vitro
testovana, protoZe CF3 jsme v dobé ex vitro pokusi jesté€ neméli k dispozici.
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a podporovala jejich vétveni (Obr. 11, 12). Asociace s koteny V. myrtillus je méné
jednozna¢nd, pozorovali jsme kolonizaci povrchu kofene a obcasnou kolonizaci
epidermdlnich bunék smotky hyf (Obr. 9d,e), vliv na rlst kofenii byl také spiSe

pozitivni, avSak tato pozorovani vyzaduji detailnéjSi studium, aby bylo mozné tvrdit, Ze

vznikl4 asociace je ErM.

6.4. Shrnuti

Viesovcovité rostliny Casto tvofi souvisly podrost jehlicnatych lesti dominovanych
P. abies. Vztah P. abies a V. myrtillus je obecné vnimédn jako negativni; semendcky
smrki se tézko uchycuji v souvislém porostu viesovcovitych rostlin kvili kompetici
o svétlo a ziviny, vyluhy z V. myrtillus pisobi alelopaticky na semenacky P. abies —
inhibujf jejich kliceni a rist kofenti (Pellissier 1994, Gallet 1994). Vzhledem k tomu, Ze
kofeny EcM P. abies nerostou de facto vpudé nybrz v hyfovém obalu svych
mykobiontd, je nutné znat reakci téchto mykobionti na alelopatické piisobeni
V. myrtillus. Rust a respirace EcM houby Hebeloma crustuliniforme byly inhibovany
fenolickymi latkami z humusu (Souto a kol. 2000). Vyluh z viesovcovité rostliny
Kalmia angustifolia vSak v urcitych koncentracich stimuloval rist ECM hub Laccaria
laccata a Paxillus involutus (Zeng a Mallik 2006). Zda se tedy, Ze EcM mykobionti
mohou byt na alelopatické puasobeni prizplisobeni. V nasi praci jsme pozorovali
pozitivni vliv EcM mykobionta C. geophilum na rast V. myrtillus, coz by mohlo
znamenat vyhodu pro rtst V. myrtillus mezi EcM koteny P. abies. Vztah obou rostlin 1ze
také prevést na vztah jejich mykobiontli: DSE mykobiont P. fortinii v nas$i praci
kolonizoval koteny P. abies i V. myrtillus, charakter kolonizace byl stejny v obou
pripadech. O. maius a mykobionti ndleZici do fadu Helotiales také interagovali s kofeny
P. abies 1 V. myrtillus. Ob€ rostliny mohou sdilet stejné mykobionty, zd4 se tedy, Ze
vztah mezi témito rostlinami nepfedstavuje pouze alelopatické ptisobeni.

Nejmasivnéji z mykobionti z fddu Helotiales kolonizoval oba typy kofenll R. ericae
RER-1. Otazkou zistdva, jaky muze byt ekofyziologicky vyznam této kolonizace.
V literatufe jsem praci zminujici izolaci R. ericae z kofenti volné rostoucich EcM rostlin

nenaSel, neni tedy ziejmé, zda R. ericae je Ci neni pfirozenym mykobiontem EcM
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kofend. V nasi praci opakované prokazal schopnost intracelularné kolonizovat kotfeny
P. abies, P. sylvestris a V. myrtillus, v ptipadé P. sylvestris, B. nana a Vaccinium sp.
(pozorovani z predchozich pokust) i v ex vitro podminkach, teoreticky by jim tedy byt
mohl. V pfipadé M. variabilis, M. bicolor a C. finlandica neni pochyb o tom, Ze
kolonizuji EcM hostitele; byly izolovany z kofenti P. abies. Vyznam mykobiontd
z agregétu R. ericae tvorici EcM asociaci dokldda prace Palfner a kol. (2005): 10% EcM
Spicek 30letych P. sitchensis popsali jako EcM tvofenou R. ericae agregatem.

Pro semendcky P. abies rostouci v podrostu tvofeném V. myrtillus znamend schopnost
tolerovat mykobionty V. myrtillus vyhodu, jelikoZ je jimi de facto inokulovan
prostiednictvim ErM vlasovych kofenid. Pokud by se prokazalo, Ze vzniklé asociace jsou
mykorhizni, semenacky P. abies by mély znacné usnadnénou féazi ristu v podrostu
tvofeném viesovcovitymi rostlinami.

ErM mykobionti jsou znami svou schopnosti zvySovat toleranci hostitelskych rostlin
vici tézkym kovim (Bradley a kol. 1981, Perotto a kol. 2002), mohly by tedy tuto
schopnost pfindset i EcM hostitelim. Vralstad a kol. (2000) pozorovali u semenackil
Salix phylicifolia, P. sylvestris a B. pubescens rostoucich na okrajich vysypky dolu na
méd prevahu EcM morfotypu P. bicolorata tvofenou mykobionty z agregétu R. ericae.
Autofi se domnivaji, Ze asociace s témito mykobionty umoZziiovala semenackim
tolerovat vysoké koncentrace tézkych kovi v pudé. DéE€lbu funkci mezi riznymi
mykobionty na témze hostiteli ilustruje fakt, Ze C. finlandica byla pfitomnd pfevdzné
v EcM Spickdch odebranych =z minerdlniho horizontu, kdezto Spicky tvorené
C. geophilum se vyskytovaly hlavné v horizontu organickém (Rosling a kol. 2003).
Schopnost C. finlandica CFI-3, C. geophilum CGE-4, R. ericae RER-1, P. fortinii
PFO-H kolonizovat koteny P. abies a Vaccinium corymbosum v podminkach ex vitro je
v soucasné dobé ovéfovdana v Pokusu 3. Déle budeme zjiStovat funkénost pfipadnych
asociaci pomoci sledovdni obsahu "N dodaného ve formé& aminokyseliny glycin
v prytech rostlin. Pro ovéfeni mykorhizniho statutu vzniklych mykorhiz jsou totiz
in vitro pokusy nedostacujici: situace, kdy je naptiklad jemny vlasovy koten V. myrtillus
ze vSech stran atakovan myceliem jediné inokulované houby, je velmi vzdalena skutecné

situaci v ptudé (Read 1996). Read (1996) dokonce navrhuje inokulovat pokusné rostliny
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smési testovanych mykorhiznich a saprotrofnich hub a pouZivat pro kultivaci substraty
z prirozenych stanovi§t. Tento ndvrh je vSak kvili své slozitosti de facto
nerealizovatelny.

V prvni &asti Pokusu 3 jsme ovéfili, Ze je mozné pouzit glycin “N pro sledovani
transportu N z pidy do rostlin. Na zdkladé vysledkit pokusu (Obr. 17) jsme vybrali
P. fortinii PFO-H jako zastupce DSE hub pro Pokus 3. V podobném pokusu zjiStovali
Xiao a Berch (1999) schopnost ErM hub pfeddvat N pochdzejici z organickych
slouc¢enin hostitelskym G. shallon. Pouze inokulované rostliny mély k organickym
zdrojim N pristup. Autofi navrhuji velmi zajimavou myslenku: pouZivat pro zkoumani
tvorby ErM v systémech in vitro misto anorganickych zdroji komplexni organické
zdroje N (v soucasné dobé se hojné vyuzivdi médium MMN, kde zdrojem N je
dihydrogenfosforeCcnan amonny), aby byla rostlina ,,nucena” vytvafet mykorhizy
s inokulovanym mykobiontem.

V dobé sepisovdni této prdce nebyly zndmé vysledky druhé cdsti Pokusu 3, ve které jsme

gjistovali vliv mykobiontit na P. abies a V. myrtillus ex vitro.
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7. Zavéry

HI: Koreny potencidlné ektomykorhiznich hostitelskych rostlin a viesovcovitych rostlin

mohou byt kolonizovdny stejnym houbovym symbiontem

Tato hypotéza byla potvrzena; 8 ze 17 testovanych kmenid hub interagovalo s kofeny
obou typt rostlin:

Hyfy Phialocephala fortinii PFO-H a PFO-F kolonizovaly koteny Vaccinium myrtillus a
Picea abies, v epidermdlnich bunikich V. myrtillus a v bunkach primarni kary
a centrdlniho vélce P. abies vytvérely Cetnd mikrosklerocia.

Hyty Oidiodendron maius OMA-B, Meliniomyces bicolor MBI-1, M. variabilis MVA-1
a MVA-2 a Rhizoscyphus ericae RER-1 tvorily v kotenech V. myrtillus struktury
charakteristické pro erikoidni mykorhizu. Jejich hyfy kolonizovaly také buiiky primdarn{
kary P. abies. V ptipadé O. maius OMA-B a M. bicolor byla tato kolonizace sporadickd,
v ptipad€ R. ericae RER-1 masivni. R. ericae stejnym zpisobem kolonizoval kofeny
P. abies, Pinus sylvestris a Betula nana i v podminkéch ex vitro.

Cadophora finlandica vytvérela ektomykorhizu v kofenech P. abies a ttvary podobné

erikoidni mykorhize v kotfenech V. myrtillus

H2: Vzniklé asociace jsou mykorhizni

V ptipadé interakce P. abies — C. finlandica jsme pozorovali Hartigovu sif, dtvar
charakteristicky pro ektomykorhizu; u jinych interakci neni mykorhizni status jasny,

pozorovani vSak indikuji, Ze nékteré maji potencidl pozitivné ovliviiovat hostitelské

rostliny.
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8. Poznamky

Na priloZeném cédécku je diplomovd prdce v pdf formdtu. Jeho vyhodou je vyssi kvalita
obrdazkii a ,klikaci* hypertextové odkazy v textu odkazujici na konkrétni poloZky
v seznamu citované literatury, na prislusné obrdzky a na internetové strdnky. Rdd
poskytnu dalsi informace o tématu této prdce, fotografie ¢i literaturu. Zdjemce mé miiZe

napsat na mates.fendrych@ seznam.cz

Latinské nazvy podle NCBI Taxonomy browser
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html/

Webové stranky o mykorhize
http://www.ibot.cas.cz/mykosym/mykorhiza.html
http://www.ffp.csiro.au/research/mycorrhiza/intro.html
http://www.deemy.de/

http://mycor.nancy.inra.fr/
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Abstract

9. Abstract

Roots of ectomycorrhizal and ericoid mycorrhizal plants are believed to be colonized by
fungi belonging to different taxonomic groups. However, both frequent isolations of
ericoid mycorrhizal fungi from ectomycorrhizal root tips and a few recent studies
(Vralstad et al. 2000, 2002b, Piercey et al. 2002, Hambleton & Sigler 2005) indicate that
there is a group of mycobionts colonizing both types of roots. Ectomycorrhizal
morphotype Piceirhiza bicolorata was shown to be induced by Meliniomyces sp.
belonging to the Rhizoscyphus ericae aggregate (Vralstad et al. 2000). The ability to
colonize roots of potentially ectomycorrhizal and ericoid plants simultaneously was
proven in in vitro experiments in the case of Rhizoscyphus ericae (Pirecey et al. 2002)
and Cadophora finlandica (Villarreal-Ruiz et al. 2004). DSE fungi (“dark septate
endophytes”, formerly termed pseudomycorrhizal) represent another group of
mycobionts colonizing both ericoid and potentially ectomycorrhizal plant roots.

In the present work, we inoculated roots of ericoid (Vaccinium myrtillus) and potentially
ectomycorrhizal plants (Picea abies, Pinus sylvestris and Betula nana) with typically
ectomycorrhizal and ericoid mycorrhizal fungi and mycobionts belonging to the
R. ericae aggregate. The experiments were performed in both in vitro and ex vitro
conditions.

Eight out of 17 strains tested in this study interacted with both types of roots. Typically
ectomycorrhizal Cenococcum geophilum supported growth of V. myrtillus in vitro
without colonizing its roots, the same strain formed ectomycorrhiza (hyphal mantle and
Hartig net) with P. abies in vitro.

Typically ericoid mycorrhizal R. ericae colonized intracellularly cortical cells of
P. abies, P. sylvestris and B. nana. Morphology of their root tips resembled
ectomycorrhizal root tips but neither hyphal mantle nor Hartig net were present.
R. ericae formed ericoid mycorrhiza in the roots of V. myrtillus. Similar results were
obtained for interaction of Meliniomyces variabilis and M. bicolor with roots of P. abies.
In the V. myrtillus roots, M. variabilis and M. bicolor formed structures resembling

ericoid mycorrhiza.
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Cadophora finlandica formed ectomycorrhiza (Hartig net) with the roots of P. abies
in vitro. In the case of V. myrtillus roots, we observed structures resembling ericoid
mycorrhiza

DSE Phialocephala fortinii formed microsclerotia in both types of roots without
negatively affecting growth of experimental plants.

Our findings show that roots of ectomycorrhizal and ericoid plants can be inhabited with
the same mycobionts. The mycorrhizal status of some of these associations is not clear
yet, but there is increasing evidence that both types of roots could be linked via shared

mycobionts in natural conditions.
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