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Abstrakt

Ektomykorrhizni symbidza (ektomykorrhiza) je velice podstatnou interakei, kterd ovliviiuje
rostliny 1 houby v fad¢ ekosystémti. Toto spojeni hub s rostlinami se té$i z4jmu mykologi
a botanikt jiz déle nez stoleti. Presto stale skytd mnozstvi neprobadanych témat pro vyzkum.
Ektomykorrhizni houby jsou vyznamnymi inokulanty, zdroji biologickych pigmentt,
antibiotik i potravy. VéEtsi porozumeéni v oblasti vyzivové a ristové fyziologie téchto hub,
jiz se ve své praci zabyvam, muze zvysit efektivitu in vitro kultivace, a tedy hrat

ve prospéch pokroku v oborech sahajicich 1 za hranice mykologie.
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Abstract

Ectomycorrhizal symbiosis (ectomycorrhiza) is a very important interaction, which affects
plants and fungi in a variety of ecosystems. This interaction has been of interest to many
mycologists and botanists for over a century. However, there is still a lot to be discovered.
Ectomycorrhizal fungi are valuable inoculants, sources of biological pigments, antibiotics
and even food. Better understanding of their nourishment and growth physiology,
which is the main focus of my work, may increase the efficiency of in vifro cultivation

and thus promote progress in fields beyond mycology.
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Uvod

Jednou zprvnich vyznamnych osobnosti, kterd se zabyvala symbiotickymi vztahy
mezi rostlinami a houbami, byl némecky biolog Albert Bernhard Frank. Byl to pravé on,
kdo vroce 1885 poprvé pouzil termin ,mykorrhiza®. Na zakladé tady experimenti
a morfologickych studii navic vypracoval hypotézu o vzajemné prospéSné vyméné zivin
mezi stromy a houbami, ¢imz se zaslouzil o prvni spravnou interpretaci noveé objevované¢ho
fenoménu mykorrhizni symbidzy (Frank 1885; Read 1995; Trappe 2005; Smith and Read
2008).

Ektomykorrhizni symbidoza (ektomykorrhiza)je spojeni hub (pfedevSim ze skupin
Basidiomycota a Ascomycota) s kofeny vyssich rostlin (typicky se dfevinami z odd¢leni
Acrogymnospermae a Magnoliophyta) (Brundrett 2009). Rozhrani mezi houbovym
a rostlinnym partnerem je tvofeno hyfovym plastém, jenz pifimo obklopuje kofen rostliny,
a Hartigovou siti hyf proplétajici se v mezibunéénych prostorach kofene (Smith and Read
2008). Funkce obou struktur je zvétSeni povrchu pro vymeénu zivin mezi houbou a rostlinou
k tomuto systému se pak podili extraradikdlni mycelium (Smith and Read 2008).
Pravé vyména zivin je klicovym benefitem pro oba tUcastniky. Rostlina slouzi houbé
jako zdroj uhlikatych latek (ziskanych pii fotosyntéze), houba zase vyznamné pomaha rostliné

s pfijmem vody a Zivin ze substratu (Stuart and Plett 2020).

Jiz Albert Bernhard Frank (1894) pozoroval ve svych experimentech rychlejsi rist semenackt
borovice s rozvinutou ektomykorrhizou. Dal§i pozorovani exotickych  druhl
ektomykorrhiznich stromi na mnoha mistech svéta dokonce uvadéla nezbytnost zformovani

ektomykorrhizy pro jejich Gsp&$ny rist (Smith and Read 2008).

Samoziejmé, Ze nic neni Cernobilé a vlivy ektomykorrhizy na rlst a vyvoj rostlin se mohou
liSit v zavislosti na konkrétni interakci a fadé lokalnich faktorti, jako jsou naptiklad obsah
zivin v substratu ¢i mira osvitu rostliny (Smith and Read 2008). Dnes uz je ovSem nespornym
faktem, Ze ektomykorrhizni houby (déale jako EM houby) mohou poskytnout mnoho uzitku

jak rostlinam, tak clovéku, pokud jich tedy uziva spravné.



PoZadavky hub na riist se zamérenim na ektomykorrhizni druhy

Tato kapitola je vénovana rtstu hub, pfijmu jednotlivych nutrientl v ptirod¢ a jeho odrazeni
se v pottebach hub péstovanych na médiu. V houbové fiSi se rozvinuly saprotrofni,
parazitick¢ a mutualistické strategie. Saprotrofni houby plni, diky své schopnosti rozkladat

organickou hmotu, vyznamnou funkci v kolobéhu zivin (Walker and White 2017; Moore,

Robson, Trinci 2021).

Houby jsou chemoorganotrofové s absorpéni vyzivou. Do svého okoli vylucuji enzymy,
které zajistuji rozklad substratu na jednodussi, pies bunécnou sténu vstiebatelné, slozky
(Moore, Alexopoulos and Ahmadjian 2023). Vyzivové pozadavky konkrétnich druh hub
se odvijeji od jejich Zivotnich strategii a mohou se vyrazné liSit. Velké rozdily Ize nalézt

napiiklad mezi kvasinkami a vldknitymi houbami (Walker 1998; Walker and White 2017).

Studie zminované ve stavajici kapitole se vétSinou zaméfuji na vliv konkrétniho faktoru
prosttedi. Tyto faktory se vSak vzdjemné rGzné ovliviiuji a teprve jejich souhra urcuje
vyslednou povahu houbového ristu. Pfi rozboru ristu a akvizice zivin ektomykorrhiznimi
houbami je potfeba mit na paméti jejich uzkou ndvaznost na rostlinné symbionty,
kterd je wvyrazn¢ ovliviiuje. Stejné¢ tak okamzit¢ abiotické 1 dal§i biotické faktory.
To lze demonstrovat na studiich Romella (1930, 1938, 1939), ktery opakované pozoroval
vymizeni plodnic nékterych druht ektomykorrhiznich hub, jemuz pifedchazela separace

¢1 Uplné vykaceni s nimi asociovanych stromfl.

Abiotické faktory

Voda

Vodné roztoky, s minimalni vodni aktivitou okolo 0,65, jsou stéZzejni pro rust vétSiny hub
(Walker and White 2005). Vodni aktivita (ay) je definovana jako podil parcidlniho tlaku pary
roztoku (substratu) a parcidlniho tlaku pary cisté vody pfi stejné teploté (Scott 1953).
Dalsi vyznamna veli¢ina pro popis vodniho rezimu organismil je vodni potencial (%),
ktery udava rozdil potencidlni energie mezi vodou v systému a ¢istou vodou. Jeho hlavni

slozky tvofi potencial osmoticky a tlakovy (Kramer et al. 1966).



Nékteré druhy hub, jako je kvasinka Zygosaccharomyces rouxii, jsou osmotolerantni a dokazi
rust i v podminkach s nizkym ¥. Obecné vzato jsou houby schopné kratkodobé alternovat
svllj vnitini osmoticky potencidl vreakci na osmoticky stres. Vyuzivaji k tomu
naptiklad syntézy glycerolu, ktery napomahd udrzeni bunééného objemu a metabolismu

v hypertonickém prostiedi (Walker and White 2005).

Mnoho studii ukdzalo, Zze schopnost ristu jednotlivych EM druht ve vysoce vodou
saturovanych pidach (s vysokym ¥, Casto poznamenanych hors$i dostupnosti kysliku
¢1 nékterych zivin ve vhodnych formach), nebo naopak puadach s nizkou dostupnosti vody
(nizkym ¥ a hrozbou ztraty turgidity houbovych bun¢k) se 1isi. Studie zabyvajici se vodnim
rezimem EM hub probihaly jak in vivo (Bougher and Malajczuk 1990; Jany et al. 2003;
Lilleskov et al. 2009; Thomas 2021), tak in vitro (Mexal and Reid 1973; Coleman et al. 1989;
Stenstrom 1991; Sanchez et al. 2001)

Druh Cenococcum graniforme dosahoval na tekutém MMN (modifikovaném Melin-Norkrans
médiu) s nizkym ¥ maximdlniho ristu pfi -15 barech (-1,5 MPa). Variabilnich ¥
bylo dosaZeno riznymi pifidavky polyethylenglykolu PEG 4000 (Mexal and Reid 1973).
Rozséhlejsi experiment s obdobnymi podminkami (Coleman et al. 1989) odhalil dalsi
sucho tolerujici druhy, a sice Cenococcum geophilum, Boletus edulis, Rhizopogon vinicolor
a nckteré druhy rodu Swillus. Tyto byly schopny rast 1 pfi ¥ rovnému 3 MPa.
Druhy Laccaria laccata, Laccaria bicolor a Lactarius controversus byly naopak zcela
inhibovany pfi hodnoté¢ ¥ -0,4 MPa a nizs§i. Obecné byla vétSina testovanych izolath
jen malo tolerantni k vodnimu stresu. Reakce jednotlivych izolath v ramci druhu
byly az na vyjimky velmi podobné, nicméné po srovnani s vysledky dalSich studii
byly 1 zde nalezeny vnitrodruhové rozdily, a je tedy pravdépodobné, Ze tolerance k vodnimu
stresu je, spiSe nez adaptivni vlastnosti druhu, podminéna charakterem ptvodniho prostiedi

konkrétniho izolatu (Sanchez et al. 2001).

C. geophilum vykazovalo podobné vlastnosti jako v predeslé studii také in vivo. PRA
(potencialni respiraéni aktivita), odrazejici metabolickou aktivitu tohoto druhu,
byla signifikantné vyssi pii nizkém ¥ (< -0,2 MPa) ve srovnani s blize neur¢enym druhem

rodu Lactarius (Jany et al. 2003).

Se zvySenou schopnosti EM hub odolavat suchu jsou spojovany vlastnosti, jako jsou tvorba

rhizomorfi, maly relativni povrch sporokarpi (pomémeé k objemu) nebo schopnost ziskavat



vodu z hlubsich vrstev pudy (naptf. z hydraulického zdvihu — za pomoci rostlinnych
symbiontll). Jednim z druhi, kterému tyto vlastnosti ptislusi, je B. edulis.Amanita muscaria
svétsim pomérem povrchu kobjemu se naopak jevi nachylngjsi k vysychani.
U rodt Tricholoma a Russula, kde bychom vzhledem k morfologii mohli o¢ekavat podobnou
nachylnost, je vSak situace ponékud odlisna. Zde by se na redukei ztrdt vody mohlo podilet
téz shlukovani, ptrevazné hypogeické formovani plodnic a dalsi specifické vlastnosti jejich

bunék a povrchu (Lilleskov et al. 2009).

Bougher a Malajczuk (1990) pozorovali ve sklenikovém experimentu redukci formovani
ektomykorrhizy semenackt karri (Eucalyptus diversicolor) druhy L. laccata, P. tinctorius
a Descolea maculata se zvySujici se vodni saturaci pisCitého substratu. Izolat druhu D.
maculata pivodem z bazinatého prostfedi kupodivu neprodukoval pii vyssi vodni saturaci
veétsi mnozstvi ekromykorrhiznich kofen nez izoldt druhu L. laccata 7z lesa.
K dal$im vyznamnym faktorim ovliviiujicim formovani ektomykorrhizy by se tudiz mohly
prifadit i extrémni sezénni fluktuace pidni vlhkosti ¢i konkrétni vlastnosti pidy hrajici

vice ¢i méné ve prospech nekterych druht.

Tuto teorii podpofil 1 jeden z vysledkli studie Elny Stenstrom (1991). Suillus flavidus
je druhem casto rostoucim na bazinaté pudé jehlicnatych lesi. Pfesto pii pravidelném
zaplaveni vin vitro podminkach ektomykorrhizu vilbec nevytvoril (spolecné se svym
ptibuznym druhem Suillus bovinus). V kontrastu s ptedchozi studii zde L. laccata (spole¢né
sdruhy Thelephora terrestris a Hebeloma crustuliniforme) nevykazovala citlivost
k zaplaveni. Nicméné¢ metodika obou studii byla odlisSna a je otazkou, na kolik lze situaci

in vitro srovnavat s komplexnim stavem véci v ptirod¢.

Redukce ektomykorrhizy v diisledku vysoké vodni saturace byla pozorovana i u druhu Tuber
aestivum (symbionta druhu Quercus robur). Tento druh byl schopny ptezit zaplaveni trvajici
minimalné 65 dni, nicméné uz pouhych sedm dni mélo signifikantni redukéni vliv (Thomas
2021). Rozsiteni ektomykorrhizy sice miiZze byt periodickym zaplavenim poznamenéno,
ale paklize je tato symbidza jednou ustavena, ma urcitou resilienci a mela by byt schopna
obnovit svou normdlni aktivitu po znovunastoleni pivodnich podminek (Stenstrom 1991;

Thomas 2021).



Makroelementy

Kyslik

Mezi houby patii jak obligatné aerobni (napi. Gaeumannomyces graminis), tak obligatné
anaerobni (napt. Kazachstania telluris) ¢i fakultativné anaerobni organismy (napf.
Saccharomyces cerevisiae) schopné fermentativniho metabolismu (Walker and White 2005).
Kyslik miize byt pro houby, které jej potfebuji k respiraci, limitujicim faktorem napiiklad
pii zaplaveni pudy (Slankis 1974; Thomas 2021) nebo pfii jejich nevhodné navrzeném

pramyslovém péstovani (Rossi et al. 2017).

EM houby jsou silné¢ aerobni (Melin 1953; Harley and Smith 1983; Boucher
and Malajczuk 1990). Suillus variegatus v agarovych kulturach se semenacky vykazoval
nejvyssi rast na povrchu agaru (v misté nejvice kontaktnim se vzduchem). Nejsilngjsi rlst
hyfového plasté byl pozorovan okolo ¢asti kofene, kterd jsou spojovéana s vyvinem kysliku
a pfijmem zivin. Formovani ektomykorrhizy tedy mutze byt ovlivnhéno nejen Zzivinami
dostupnymi v pid¢, nybrz i mirou jejiho provzdusnéni ¢i schopnosti rostlinnych symbiontii
dopravovat kyslik do kotenil a poskytovat jej houbovému partnerovi (Read and Armstrong

1972).

Uhlik

Houby jsou schopné ziskéavat uhlik, zékladni strukturni element a zdroj energie (Walker
and White 2005), ze Siroké Skaly slouCenin, mezi kterymi dominuji sacharidy.
Od jednoduchych pent6z (napt. D-xyloza, L-arabindza) a hexdz (D-glukoza, D-galaktoza, aj.)
pres  di-/tri-/oligosacharidy  (napf. maltéza, sachardéza, rafinéza, maltodextriny)
az po polysacharidy (celul6za, hemicelul6za, Skrob). DalSimi zdroji mohou byt jednoduché
alifatické alkoholy, jako je ethanol, mastné kyseliny (oleat, palmitat), organické kyseliny
(malat, laktat), cukerné alkoholy (glycerol, glucitol), nékteré vyssi n-alkany, aromatické latky
(fenol, resorcinol) ¢i kyselina mocova. Keratinofilni houby jsou schopny utilizovat keratin,
intenzivni rozklad ligninu je vysadou hub bilé hniloby (Walker 1998; Walker and White
2017). EM houby jsou vétSinou jen omezen¢ schopné vyuzivat komplexni polymery jako
zdroj uhliku (Melin 1925; Smith and Read 2008), jistou schopnost rozkladat lignin a celulézu
vSak vétSina EM hub pieci jen vykazuje (Harley and Smith 1983; Smith and Read 2008).

Vétsina hub prosperuje na médiich obsahujicich glukézu, manézu, maltézu, fruktézu

a v men$i mife i sachar6zu (Moore, Alexopoulos and Ahmadjian 2023). Obvykle dobrymi



zdroji uhliku pro rtist EM hub jsou glukéza, manoza a fruktéza (Smith and Read 2008).
Pro péstovani nékterych druhtt EM hub in vitro 1ze do tohoto vyctu zaradit naptiklad jeste
pektin, sachar6zu, arabinézu (Ceci et al. 2018), trehalozu, celobidézu, Skrob (Ohta 1997)
a aminokyseliny (studie viz podkapitola Dusik). I zde ovSem panuje znacna variabilita
mezi jednotlivymi kmeny a jejich chovani se miize liSit i v zavislosti na typu pouZzivané¢ho
média ¢i koncentraci daného zdroje (Itoo and Reshi 2014). Rhizopogon roseolus naptiklad
prosperoval na tekut¢tm médiu obsahujicim mandzu, celobiézu ¢i trehalézu (Palmer
and Hacskaylo 1970; Harley et al. 1975), L. laccata na tekutém médiu obsahujicim trehaldzu,
Scleroderma citrinum a Cortinarius fulvoconicus na médiich s glukézou, sachardézou
nebo trehalézou (Itoo and Reshi 2014). V posledni citované studii rostly vSechny druhy
pfi relativné vysokych koncentracich glukozy (20 az 40 g/1) dobie.

Schopnost vyuzivat Skrob, glykogen, inulin a pektiny se pak li§i mezidruhové i vnitrodruhové
(Smith and Read 2008). Rapidni rist na médiu obsahujicim $krob jakozto hlavni zdroj uhliku
vykazovaly nékteré kmeny druhtt Cortinarius purpurascens, Hebeloma radicosum,
Lyophyllum fumosum, Sarcodon aspratus a Tricholoma matsutake (Ohta 1997). N¢které EM
houby vykazuji schopnost efektivné vyuzivat téz mastné kyseliny (oleét, palmitat) a tuky
(triolein) (Hattori et al. 2003).

Vzhledem k tomu, Ze jednou ze zakladnich vlastnosti ektomykorrhizy je dotovani houbového
symbionta uhlikem fixovanym rostlinou pifi fotosyntéze, je omezena schopnost EM hub
ziskavat uhlik z komplexnégjSich latek pochopitelna. Tuto zakladni vlastnost ektomykorrhizy
prokédzala studie Melina a Nilssona (1957; Harley et al. 1975; Smith and Read 2008),
ktefi pozorovali translokaci uhliku '*C, dodavaného rostling (Pinus sylvestris) ve formé

4C0,, do kotenii a hyfového plasté (formovaného druhy R. roseolus a S. variegatus).

Uhlik je tedy dopravovan do kofent a déle, ptedevSim v podobé& rozpustnych uhlovodik,
poskytovan houbé (Harley et al. 1975). Extraradikalni mycelium je vyznamny sink rostlinou
fixovaného uhliku. Nicméné jeho znacna Cast je zase uvolilovdna pii respiraci a sekreci
(organickych kyselin aj.) (Cairney 2012). U druhu Laccaria amethystina byl pozorovan
transport rostlinou Cerstvé fixovaného uhliku pfevazné do sporokarpt (Teramoto et al. 2012).
Hacskaylo (1965) sledoval kompletni inhibici riistu mycelia a sporokarpti druhu 7. terrestris
poté, co byla jejimu rostlinnému partnerovi (Pinus virginiana) znemoznéna fotosyntéza.

V ptirodé ndm zde tedy vstupuji do hry dalsi faktory ovlivitujici vyzivu hub zejména



skrze rostlinného symbionta, jako jsou fotoperioda, fotosynteticka aktivita nebo dostupnost

zivin v substratu (pfedevsim dusiku a fosforu) (Smith and Read 2008).

Fosfor

Fosfor plni velké mnozstvi zasadnich funkci v energetickém metabolismu bunky i jako
strukturni komponenta nukleovych kyselin ¢i biomembran (Raghothama 1999). B&znym
zdrojem fosforu pro houby jsou fosfaty (Walker and White 2005). Schopnost uvoliiovani
fosforu z okolniho substratu se mezidruhovée 1isi. Nékteré houby jsou schopné mobilizovat
fosfor z nerozpustnych anorganickych (napf. fosforecnanu vapenatého) (Ceci et al. 2018)

vvvvvv

¢i nukleovych kyselin (Jennings 1995).

Ektomykorrhizni houby maji ve své enzymatické vybavé kyselé fosfatdzy, zejména
fosfomonoesterdzy, a pfijimaji fosfaty jak anorganického tak organického pivodu (Smith
and Read 2008). Bylo zjisténo, ze nékteré ektomykorrhizni druhy maji potencial ziskéavat
fosfor z apatitu (Wallander 2000; Berner et al. 2012) a Zelezné rudy (Adeleke et al. 2010).
Jako zdroj fosforu v médiich mizZe slouzit napiiklad dihydrogenfosforecnan draselny

nebo hydrogenfosfore¢nan diamonny (Moore, Robson, Trinci 2021).

Dusik

Dusik je velmi dilezitym prvkem pro rist hub. Je soucasti bunéénych membran, nukleovych
kyselin, proteini a sekundarnich metaboliti (Walker and White 2005; Tudzynski 2014).
Jako zdroje dusiku mohou houbam slouzit aminokyseliny ¢i peptony, tedy produkty
dekompozice proteint (na které se houby mohou podilet produkei extracelularnich protedz),
dale také amonné soli, nitraty (Moore, Alexopoulos and Ahmadjian 2023), obvykle téz amidy
a aminy. Nitrdt a nitrit mohou vyuzivat houby, které¢ maji ve své enzymatické vybave nitrat
reduktazu nasledovanou nitrit reduktazou. Obdobné houby schopné produkce ureazy mohou

utilizovat moc¢ovinu.

Nékteré EM houby jsou vin vitro podminkdch schopné utilizace proteini (napt. H.
crustuliniforme), nitratu (napt. Paxillus involutus), aminokyselin ¢i amidi (Lundeberg 1970;
Abuzinadah and Read 1989; Finlay et al. 1992). Pro mnoho EM druhli je ovSem
preferovanym zdrojem dusiku amonny kation NH," (Finlay et al. 1992; Itoo and Reshi 2014;

Nicolas et al. 2018). V médiich jsou casto jako praktické spole¢né zdroje amonného kationtu



s dalSimi makroelementy vyuzivany soli siran amonny a fosfore¢nan amonny (Walker

and White 2017).

U né€kolika druht EM hub na MMN médiu (Suillus luteus, S. citrinum, L. laccata, Tricholoma
aurantium, C. fulvoconicus, Cortinarius flexipes) bylo pozorovano pii konstantni koncentraci
glukozy (10 g/l) zvySovani ristu mycelia se zvysujici se koncentraci fosfore¢nanu amonného
(od 2 g/l vyse). Jednotlivé druhy se liSily koncentraci fosforecnanu, pii které dosdhly
maximalniho rlstu, nez tento zacal klesat. Ke zminénému poklesu dochéazelo u vSech druhti

pii koncentracich fosforecnanu 10 g/l a vyssich.

Mimo individudlni naroky hub na dusik a jeho vlastni dostupnost je dal$im faktorem
ovliviiyjicim rist EM hub in vitro pomér C/N. Po utilizaci dusiku dochazi k formovani
kyselin, které mohou zpiisobovat ndhlé¢ zmény pH. Je tedy potieba vhodné vybalancovat
mnozstvi utilizovatelného uhliku a dusiku. ZvySeného poméru C/N je v ¢asto pouZivaném
modifikovaném MN médiu (MMN) docileno nahradou 2,5 g/l sacharozy za 10 g/l glukozy.
Pro své pufraéni vlastnosti mohou byt do média pfidany téz kyselina citronova, citrat
vapenaty, nebo jak je tomu u Pridham-Gottliebova média, dihydrogenfosfore¢nan draselny
a hydrogenfosforeCnan draselny (Rossi et al. 2007). Zejména pro tfepané¢ kultury

muze byt vyhodné pouziti tartaratu amonného, coby pufrujiciho zdroje dusiku (Harvey 1991).

Sira

Houby efektivné ziskavaji siru ze sulfatu, sulfitu, thiosulfatu, glutathionu ¢i methioninu.
Je komponentou nékterych vitaminli, aminokyselin a enzyma. V médiich je Casto obsazena,
spole¢né s dalsimi prvky, v podob¢ siran (CuSOg4, MgSOy4, ZnSOy, atp.) (Walker and White
2005; Moore, Robson, Trinci 2021).

Hor¢ik

Hofi¢ik, ziskavany houbami z hofec¢natych soli (napt. heptahydratu siranu hofecnatého), plni
v houbovych buiikach fadu funkci zejména jako kofaktor (Walker and White 2005; Moore,
Robson, Trinci 2021).

Draslik
Draslik je dulezitym prvkem osmoregulace. Je také potiebny pro fungovani fady enzymii.
Jeho hlavnim zdrojem jsou draselné soli (v médiich napft. dihydrogenfosforecnan draselny)

(Moore, Robson, Trinci 2021).



Obdobné¢ jako u fosfatu i v ptipadé hotc¢iku byly provedeny studie pokousejici se o prokazani
vyrazné ucasti EM hub na uvoliiovani drasliku pfimo z nékterych mineral. V laboratornich
podminkach byla vyssi solubilizace nékterych mineradla ektomykorrhizou ¢i piimo EM
houbami skute¢né opakovan¢ zaznamenana (Wallander H. 2006). Obecné vSak acidifikace
prosttedi (napt. produkci organickych kyselin), jez za timto jevem stoji, mize byt vysledkem
pusobeni nejen EM hub, ale i pfimo rostlin, bakterii nebo dalSich piidnich mikroorganismu
(Leyval and Berthelin 1989; H. Wallander and Wickman 1999; Koele et al. 2014).
Kdo je hlavnim kontributorem do tohoto procesu, jak jej ovliviiuji interakce mezi zminénymi

organismy a dalsi faktory, to vSe jsou otazky ¢ekajici na zodpovézeni.

Mikroelementy

Zinek, Zelezo, mangan, nikl, vapnik, méd’, molybden a kobalt jsou prvky, jez sta¢i houbam
ve velice nizkych koncentracich (pg az mg na litr). Jedna se Casto o kofaktory enzymil
¢i stavebni slozky pigmentli a vitamint. Jejich zdroji jsou nejcastéji soli (Moore, Robson,

Trinci 2021).

Vitaminy
Neékteré houby umi samy syntetizovat vSechny vitaminy potiebné pro rast a reprodukei

v dostate€né mife, jiné nikoliv. Takto jsou houby casto odk4zany na okolni zdroje thiaminu

(B1) a biotinu (B7) (Moore, Alexopoulos and Ahmadjian 2023).

Strzelczyk, Dahm a Pachlewski (1991) ukazali, ze in vitro produkce jednotlivych B-vitamini
EM houbami je ovlivnéna hodnotou pH a li§i se mezidruhové€ i vnitrodruhové. C. graniforme
bylo napiiklad schopné syntézy thiaminu v rozmezi hodnot pH 5,0-7,0. Ve stejném rozmezi
vSak nedochézelo k produkci zadného z dalSich studovanych vitaminii (B; — biotin, Bj; —
kyselina nikotinovd a Bs — kyselina pantothenova). S. bovinus byl schopen syntézy vSech
vitaminl, avSak pfi odliSnych hodnotach pH rtzné efektivné. Thiamin byl produkovan
predevsim v kyselém pH (5,0-6,0) a sice v dosti nepatrném mnozstvi, obdobné jako biotin
(zlomky az jednotky mikrogramt). H. crustuliniforme-5397 a Hebeloma mesophaeum biotin
vubec neprodukovaly. Dalsi izolat H. crustuliniforme-5392 se produkci vitamint 1isil od vysSe

zminéného izolatu. Opét se zde setkavame s vnitrodruhovou a mezidruhovou variabilitou.



Tézké kovy

V niz8ich koncentracich jsou pro houby toxickymi prvky Cd, Pb, Hg, Ag nebo Cr.
Nekteré esencialni mikronutrienty (napt. Zn, Cu nebo Mn) se stavaji toxickymi az ve vysSich
koncentracich (Baldrian 2010; Gube 2016). Saprotrofni houby jsou na pfitomnost téchto
prvka zvlasteé citlivé, nebot jim k akvizici zivin slouzi ve velké mife produkce

extracelularnich enzymt, jejichz funkce je tézkymi kovy €asto negativné ovlivnéna.

Ptitomnost tézkych kovii mize, mimo vlastni vyzivu hub a s ni spojeny rist, ovlivnit téz
morfologii hub (Baldrian 2003; Mahanty et al. 2021). Houby si ovSem vyvinuly fadu
mechanismu rezistence na t¢zké kovy (imobilizace v bunécné sténé aj.), které¢ jim umoziuji
osidlovat kontaminované habitaty a jejichz efekt mize byt pienesen na ptipadné rostlinné
symbionty (Hassan et al. 2017). Tato schopnost, o jejimz vyuziti v biotechnologiich,
bioremediacich ¢1 zemé&dé€lstvi pojedndva nejedna studie, posouvd vyznam hub

zase o kus dale.

Mira tolerance k tézkym kovim se zda byt zavisla na konkrétnim houbovém kmenu (Joo
and Hussein 2012). Mycelium EM druhu Lepista sordida na PDA (bramboro-dextr6zovém
agaru) bylo vyrazné redukovano ptidavky kadmia a médi. I EM houby maji ovSem
mechanismy k pfeckani stresu vyvolaného tézkymi kovy. Ztoho plynou benefity

téZ pro s nimi asociované rostliny (Dachuan and Jinyu 2021).

Tézké kovy ovSem nemusi pro houby znamenat vZzdy jen piitéZz. 4. muscaria (a nékteré dalsi
druhy téhoZz rodu) je zkoumdana pro svou schopnost akumulovat vanad ve formé amavadinu
(komplexni slouceniny s centralnim vanadi¢itym kationem). Amavadin, s prokdzanou
peroxidazovou a katalazovou aktivitou, by mohl tvofit jeden z obrannych prostiedkti hub

proti poskozeni bun€k ¢i mikrobidlnim patogentim (Matoso et al. 1998; da Silva et al. 2013)

Teplota

Rozmezi teplot, ve kterém jsou houby schopné rust, je rtizné¢ Siroké pro jednotlivé druhy
a jako ve vSech organismalnich tiSich i1 zde nalezneme extremofily. Obecné roste vétSina hub
dobfe pfi teploté okolo 25 °C (Walker and White 2005). EM druhy hub jsou schopny
formovat ektomykorrhizu obvykle pfi nizsich teplotach, nez pii kterych vykazuji maximalni
rust in vitro (Slankis 1974). Co se optimalni teploty pro rist ty¢e, EM houby vykazuji
zna¢nou mezidruhovou 1 vnitrodruhovou variabilitu. Toto demonstruje Tabulka 1.
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Tabulka 1. Rozmezi optimalnich teplot pro rast rizného poctu izolatl studovaného druhu
na daném médiu

Pocet T Rozmezi optimalnich .

Druh rolati Médium teplot (°C) Studie
Pisolithus 11 MMN! 21-32 , ,
tinctorius (Cline, France and Reid

1987)
8 MMN 16-32
Suillus
lat
granulatus 3 MNM? 20-25 (Theodorou and Bowen
1971)
. 1 Hagem® 13-24
Suillus
p
pURCHpes 1 tartarat* 18-29
(Hacskaylo, Palmer
and Vozzo 1965)
1 Hagem 18-29
Suillus 1 tartardt 13-32
luteus
4 PDA’ 20-25
(Jeon, Sung-Min
] tal. 2012
Suillus 5 PDA 15-25 cta )
grevillei
Tt h:leef;i’;’_ga 3 MMN 16-32
rrestrt (Cline, France
Conococeum and Reid 1987)
) 20 MMN 16-27
geophilum
. (Theodorou
I MNM 20-25 and Bowen 1971)
Cenococcum
gram'forme 1 Hagem 1824
1 tartarat 1824
(Hacskaylo, Palmer
and Vozzo 1965)
1 Hagem 18-24
Rhizopogon
roseolus -
1 tartarat 13-18
Rhizopogon 3 MNM 23-25
luteolus
(Theodorou and Bowen
1971)
Laccaria | MNM 20-25
laccata
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Pocet L Rozmezi optimalnich .
Druh roldti Médium teplot (°C) Studie
) 1 Hagem 24-29
Amanita
rubescens
1 tartarat 29-32
(Hacskaylo, Palmer
and Vozzo 1965)
1 Hagem 24-29
Russula
emetica
1 tartarat 24-29
Ramaria
. 2 PDA 20-25
botrytis
H?lﬂ’llO[.)Ol"uS 5 PDA 25
Jjaponicus
ottt 7| PDA 2025
(Jeon, Sung-Min et al.
Tocci 2012)
eccinum 2 PDA 25
extremiorientale
Hygrophorus 3 PDA 20-25
russula
Lactarius 2 PDA 20-25
laeticolor

D modifikované Melin-Norkrans médium

? Melin-Norkrans médium

% Hagemovo médium (glukdzo-salmiakové, bez piidavku agaru)
 glukdzo-tartaratové médium (tartarat neboli vinan amonny)

%) bramboro-dextrézovy agar

pH
Houby jsou povétsinou acidofilni organismy, pro néZ je optimalni hodnota pH nckde
v rozmezi 4-6 (Walker and White 2005). Hodnota pH a jeji kolisani jsou jednémi z faktort

ve studiich ¢asto opomijenych, jez pfitom mohou vyrazné ovliviiovat houbovy metabolismus.

Optimalni pH pro rist EM hub nej¢astéji spadd do rozmezi hodnot 3,5-5,9 (Modess 1941),
proto by se inicialni hodnota pH média méla pohybovat okolo 5 (Harvey 1991). Pozorovani
Sancheze, Honrubia a Torrese (2001) pfinesla poznatek, ze fada EM druht hub vykazuje
podobné chovani v reakci na rozdilné pH in vitro, byt i zde panuje mezidruhova variabilita.

Vétsina studovanych hub rostla nejméné pii pocatecnim pH 2,5 a v pribéhu experimentu tuto
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hodnotu zvySovala. Druhy rodu Suillus (S. collinitus, granulatus, luteus) a R. roseolus
byly schopné rist i pii takto nizkém pH relativné dobie. Napiiklad druhy Hebeloma edurum
a Lactarius deliciosus ovsem tvotily pfi takovém pH (2,5-5,5) nejmensi kolonie, nejvétsi pak
vrozmezi pH 6,5-8,5. Rustové odezvy pfi stejné hodnoté¢ pH se liSily 1 v ramci druhu,

a sice v zavislosti na pouzité acidifikacni latce (H,SO4, HNOj ¢i jejich kombinace).

Dalsi autofi, ktefi se tomuto tématu vénovali, vSak neptichédzeli vzdy s podobnymi vysledky.
Interpretaci poznatkll znovu znesnadiiuje vnitrodruhova variabilita. I zde navic nelze spoléhat
na znalost vlastnosti ptivodniho substratu. Druhy z alkalictéjSich pid nemusi rist Iépe

na médiich s vyssim pH (Hung and Trappe 1983).

Salinita

Jednotlivé druhy hub se v mife tolerance k zasoleni zna¢né 1isi. Vysoka koncentrace NaCl jde
casto ruku v ruce s vysokou koncentraci dalSich ionti, extrémnim pH, nizkou nebo kolisavou
ay, nizkou koncentraci kysliku, vysokou teplotou a vysokym piisunem UV zéfeni.
Presto existuji halofilni druhy hub hned v né&kolika fadech (Eurotiales, Dothideales,
Capnodiales a Wallemiales). Tyto byly izolovany z prostfedi s minimaln€¢ 1,7M salinitou
a jsou dale definovany schopnosti riistu pii 3M koncentraci soli (ay 0,85) in vitro (Gunde-

Cimerman et al. 2009; Gostincar et al. 2011).

EM druhy vykazuji zna¢nou rustovou variabilitu pfi riiznych koncentracich sodnych soli,
a to jak mezidruhovou, tak wvnitrodruhovou. Rody Pisolithus, Laccaria a Suillus
se jevi tolerantnéjsi k sodnym solim, nezli rody Thelephora a Cenococcum (in vitro). Nékteré
izolaty druhii P. tinctorius, S. luteus a L. laccata , byly pritomnosti malého mnozstvi NaCl
(1040 mM) stimulovany (Dixon et al. 1993). Tato studie ovSem pracovala s relativné

nizkymi koncentracemi soli (0—120 mM).

Matsuda et al. (2006) sledovali produkci biomasy ¢tyimi druhy EM hub na MMN médiich
s 0 az 200mM koncentracemi NaCl. Tato se signifikantné neliSila u druht P. tinctorius a R.
rubescens. Druhy C. geophilum a S. luteus vykazovaly ubytek hmotnosti mycelia se zvySujici
se koncentraci soli. Obdobny klesajici trend vykazoval S. luteus 1 v ptipad€ rlistové rychlosti
pti 0,1 az 0,8M koncentraci NaCl. Boletus luridus v této studii vykazoval nejvétsi toleranci

ke stresu vyvolanému NaCl, ale 1 jeho riistova rychlost se snizovala (Tang et al. 2009).
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Dalsimi druhy, které jsou schopné rtist na skéale koncentraci NaCl 0 az 200 mM, jsou Suillus
tomentosus, Hymenoscyphus sp., Phialocephala sp., L. bicolor a H. crustuliniforme.
Izolaty prvnich tfi zminénych pochéazely ze substratu bohatSiho na stl, akumulovaly
signifikantné méné sodnych i chloridovych ionti a produkovaly vice biomasy pfi kultivaci
na MMN. Mechanismy, jimiz se druhy vyrovnavaly s osmotickym stresem, se 1iSil v piipadé
Ascomycet, které vyuzivaly zejména prolin jako podpirné osmotikum (Hymenoscyphus)
¢i melanin s obecné protektivnimi ucinky (Phialocephala), a v ptipadé Basidiomycet, u nichz
byla naméfena predevSim zvysSend produkce manitolu a/nebo prolinu (Bois et al. 2006).
Podpora rostlinné tolerance k solim je dalsi zasluhou, kterou 1ze EM houbam piipsat (Gehring

2017).

Svétlo

Houby jsou schopné vnimat ¢ervené, dlouhovinné ¢ervené, zelené, modré a blizké ultrafialové
zafeni pomoci az 11 fotoreceptor (Yu and Fischer 2019). Svétlo indukuje v houbach dulezité
fyziologické a morfologické odpovédi, miize houbam poskytovat informaci o denni dobé
a umoznovat tak fungovani cirkadiannich oscilatori, byt signdlem otevieného prostoru
(jak je dobfe prostudovano naptiklad u druhu Pilobolus cristallinus) Ci stresu (oxidativniho,
tepelného atp.). Mezi mozné odpovédi hub na svétlo patii ristové a vyvojové zmény.
Jeden ze zajimavych sméri vyzkumu v této oblasti se zabyva téz zapojenim svétla
v patogenezi hub (Fuller et al. 2015). Komunity EM hub, respektive jejich diverzita
a mira kolonizace, jsou do zna¢né miry ovlivnény dostupnosti svétla pro rostlinné symbionty
(Turner et al. 2009). U druhl Alnicola lactariolens a Hebeloma vinosophyllum
byla pozorovana akcelerace tvorby plodnic v reakci na svétlo, které bylo téz potieba

pro jejich uplnou maturaci (Ho et al. 2012).

EM houby k bé&zné kultivaci mycelii na médiu svétlo nepotiebuji. V celé fadé experiment
uvedenych v této praci byly Cisté kultury uchovavany ve tmé. Na vystaveni ioniza¢nimu
zéateni (ve tmé pii 21 °C) reagovaly nékteré kmeny EM hub snizenym radidlnim rastem a nizsi
produkci biomasy. U néckterych izolati byla vreakci na zvySujici se intenzitu zafeni
pozorovana zvySena produkce melaninu ¢i enzymi zapojenych do odstrafiovani reaktivnich

forem kysliku (superoxid dismutédza a katalaza) (Kothamasi et al. 2019).
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Polutanty

S ohledem na moderni dobu by vycet abiotickych faktorti nemohl byt kompletni beze zminky
o polutantech prostiedi, jejichz negativnich dopadl nebyly uSetteny ani EM houby. Prokazany
byly naptiklad vlivy ozonu, oxidu sifi¢it¢ho, hliniku (a dalSich tézkych kovii viz kapitola
vyse) ¢i mikroplasti na fyziologii nékterych EM druht (Garrett et al. 1982; Dighton
and Jansen 1991; Dachuan and Jinyu 2021).

Biotické faktory

Vétsina cCasnych studii zabyvajicich se ektomykorrhizou, které probihaly jak v terénu,
tak v laboratofi, pracovala s pocatecni sterilizaci a tim opomijela jeden dilezity aspekt —
interakce mezi EM houbami a dal§imi mikroorganismy bézné se vyskytujicimi v pudé.
Od Sedesatych let minulého stoleti je vSak priizkumu téchto interakei vénovéna stile vétsi
pozornost. Pomalu je odkryvana skutecnd komplexita ektomykorrhizy a nedostatecnost jejiho

chapani jakozto bipartitniho systému.

Efekty mikroorganismi na rist ektomykorrhiznich hub

Inhibi¢ni efekty

Ida Levisohn (1957) pozorovala inhibi¢ni efekty vieckovytrusné houby Alfernaria tenuis
na rist mycelia EM hub rodu Boletus a Rhizopogon. Theodorou (1967) si v8§iml, Ze introdukce
druhu R. luteolus probihala snadnéji do methyl-bromidem sterilizované pldy. Rozsahla
navazujici studie se pak zabyvala interakcemi mezi osmi druhy bakterii a osmi druhy EM hub
na péti ruznych médiich i pfimo v rhizosféie (Bowen and Theodorou 1979). Bakterie pouzité
v tomto experimentu byly izolovany ze substratu Skolky Pinus radiata a z rhizosféry stejného
druhu péstovaného v kvétinaci na analogickém substratu. Jednalo se o Ctyfi pseudomonady
(FP4, NF1, S8Y, S80) a <¢tyfi kmenyrodu Bacillus (3H19, PP, WRI1, WR4).
Déle byly testovany reakce hub na Streptomyces sp. (antagonistu houbového patogenu rostlin,
druhu Phytophthora cinnamomi). Experiment v laboratofi sledoval interakce na PDA, WA
(vodnim agaru), MNM, MMN (s redukovanou glukézou z 2% na 0,2%) a na M32 (obecném

bakterialnim médiu).
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Povahy interakci mezi stejnymi druhy bakterii a hub se liSily v zavislosti na pouzitém médiu.

Redukce rustu houbového mycelia inokulovaného bakteriemi byla obecné nejcastéji

zaznamenana na MMN, oproti tomu na MNM k ni viibec nedochéazelo, pfestoze jedinym

rozdilem mezi témito médii byl obsah glukozy (viz Tab. 2.).

Tabulka 2. Procentualni redukce houbového rustu bakteriemi na laboratornich médiich

) Procentualni redukce ristu v pfitomnosti uvedenych bakterialnich kment Il’((())llc())?;r
Druh Médium
kontroly
S8Y FP, PP S80 NF1 3H19 WRI1 WR, (mm)

PDA 31 d#* 26 c,d** | 14 a** 19 ab** | 25 c** 22be** | 24be** | 21be** | 34,5

Rhizopogon | WA 26 a** 24 a** 20 a** 22 a** 25 a** 26 a** 27 a** 25 a** 28,2
luteolus MMN | 56cd** | 57cd** | 57cd** | 29a*+ 68d** | 49bc** | 46bc** | 37ab* | 14,0
MNM 2a 4a Oa 4a Sa Sa 4a 7a 16,2

M32 36 a** 42 a** 41 a** - 46 a** 36 a** 42 a** 42 a** 152

. PDA 32ad** | 15bc* | 20cd** | 10b 27 c,d** | 0ab 3a -lab 15,0
R,’”.ZOP"gO” WA 32 a** 23 c** 23 c** 15 b 32 g 4ad 11 b+ 16 b** 158
vinicolor MMN 50 b,e** | 60 c** 53b,c** | 53bc** | 56bc** | 27 a** 54b,c 46 b** 18,0
MNM 3a 2a -la 4a 0,5a 0,5a 4a 3a 20,3

PDA 24 ¢** 6 b,c** 11 ¢, d** 14 d,c** 11 ca** 5a -lab -lab 16,8

Suillus WA 41 c** 36 c** 12b -11ab -16a 8ab 30 c** 25 c* 12,2
granulatus MMN 18 a,b 53 c** 12 a,b 6a 18 a,b 32 b,c* 4] c** 39 b,c** 8,5
MNM 5b 25a 20 a,b 20 b 22ab -12ab 0b 4a 20,0

M32 48 a 30 a* 41 a 54 a** 49 g** 36 a* 32 a* 51 a** 17,3

PDA 37 15 b** 30 c,d** | 24bc** | 37 dx* 12 a,b* 3a 15 b+ 14,2

Suillus MA 32 b 25 ab** | 16a* 20 ab** | 21ab** | 16a* 17 a** 20ab** | 19,0
luteus MMN 26ab** | 37ab** | 32ab** | 30ab** | 41 b** 26ab** | 23ab** | 26ab** | 88
MNM 0ab 4a 12b 7 a,b 1ab 4ab 13b 7ab 18,2

M32 16 ab 6a 3a 15ab 9a 3a 29 b** 10 a,b 14,3

PDA 27 a** 19 a** 20 a** - 27 a** 25 a** 25 a** 23 a** 15,0

Cenococcum [yy A 58 bc** | 56c,d** | 30bc** | 55bc** | 58 d** 55c,d** | 47 b** 15 a** 21,0
graniforme  TNIVINT | 29 b+ 63 c** 65 c** - 63 c** 58 cH* 24ab** | 13ab 11,5
MNM 6b S5a -lab -lab -lab -3ab 2ab 5b 10,7

Mezi bakteridlnimi kmeny stejna pismena za ¢isly = data se signifikantné nelisi pti P = 0,05.
* Kolonizace v pfitomnosti bakterii se signifikantné lisi od kontroly pti P = 0.05.
** Kolonizace v pritomnosti bakterii se signifikantné li§i od kontroly pti P = 0.01.

(Bowen and Theodorou 1979)
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Experiment probihajici v rhizosféfe semenacka (Pinus radiata) piinesl jen malo podobné
vysledky. S vyjimkou dvou izolatd rodu Bacillus (3H19, WRI1) a jedné interakce
pseudomonadového kmene S80 s C. bicolor, zptsobila inokulace vS§emi bakteridlnimi kmeny
signifikantni snizeni rGstu EM hub, a to o 31 az 100%. WR1 zvysil kolonizaci kofenti
u vétsiny testovanych hub. Citlivost jednotlivych druhti hub na pfitomnost bakterii se lisila

(viz Tab. 3.).

Tabulka 3. Kolonizace kotent Pinus radiata ektomykorrhiznimi druhy hub v pfitomnosti
bakterii po 4 tydnech

Délka kolonizovaného kofene (mm)

Experiment A Experiment B Experiment C
B* % z B0 B % z B0 B % z B0

Druh BO' S8Y | FP4 PP B0 S80 NF1 3H19 | BO WRI1 WR4
Rhizopogon 30,4 11 19 12,5 27,6 17 30 86 30,7 111 13
luteolus A a** a** ab** | a c** ab** | a a a b**
Rhizopogon 15,3 17 10 0 20,2 36 12 66 25,8 127 10
vinicolor C a** b** b** b,c b,c** | c** b,c* a,b a,b** b**
Suillus 20,0 8 15 10 20,7 19 16 67 20,2 158 69
granulatus B a** a,b** | a,b** | b,c c** b,c** | b,c* b,c a,b,c** | a*
Suillus 19,5 15 9 26 16,2 | 44 20 54 19,1 137 13
luteus B a** ab** | a¥* c b,c** | b,c** | c** c c* b**
Cenococcum 18,3 13 12 13 16,2 51 20 46 14,4 125 16
graniforme B a** a,b** | ab** | ¢ b,c** | b,c** | c** d d b**
Thelephora 20,7 16 14 17 224 | 47 58 81 12,1 92 17
terrestris B a** ab** | a,b** | ab ab** | a* b d c b**
Corticium 22,1 11 11 13 17,2 82 19 89 15,8 172 17
bicolor B a** a,b** | a,b** | bc a b,c** | b d b,c** b**

! Stejna pismena za &isly = data se signifikantn& nelisi pti P = 0,05. (Bowen and Theodorou 1979)

* Kolonizace v p¥itomnosti bakterii (B") se signifikantné li§i od kontroly (BO) pti P = 0.05.
** Kolonizace v pfitomnosti bakterii (B)se signifikantné li§i od kontroly (BO) pti P = 0.01.

Pro ziskani vérngjSiho obrazu o interakcich in situ byly provedeny navazujici testy.
V dal$im experimentu byla rhizosféra P. radiata kolonizovana druhem R. [uteolus
a posléze inokulovdna smési kmenu bakterii s inhibiénim vlivem (FP4) vzdy s jednim
kmenem nevykazujicim inhibicni vliv (3H19, WRI1). Vysledky ukazuje Tabulka 4.
Vliv neinhibujicich bakterii na rist inhibujicich bakterii byl relativné maly (naopak je zde
tendence inhibujiciho kmene redukovat rist neinhibujiciho). Presto se v jejich pfitomnosti

efekt inhibujicich bakterii zna¢né smazava.
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Tabulka 4. Kolonizace kotent Pinus radiata druhem Rhizopogon luteolus
v pfitomnosti bakterialnich smési po 4 tydnech

Délka kolonizovaného Podty bakterii cm™
Inokulum . T T
kotene (mm) PocateCni Konecné
Rhizopogon luteolus (RL) | 30,7
RL + FP4 15,4 3,0x 10° 3,1 x10’
FP4: 94x10° 2,6x 10’
RL +FP4 -+ 3HI9 25,4 3H19: 68x 10° 1.6x107
RL +3H19 26,1 1,76 x 10° 7,0x 10’
RL + WR1 33,8 1,21 x 10° 3,2x 10’
28,3
RL + WRI1 + FP4 LSD  8,0(P=0,05) |FP4 43x10 1,7x 10’
10,8 (P =0,01) WRI1: 7,8x10° 3,7x 10°

(Bowen and Theodorou 1979)

Vliv inhibi¢niho kmenu FP4 na kolonizaci kotend P. radiata druhem R. luteolus byl déle
studovan v zavislosti na mnozstvi glukézy ptidaného do substratu. Pridavek glukdzy zvysil
kolonizaci kofent za absence bakteridlniho kmenu a naopak signifikantné podpofil inhibici
kolonizace v jeho pfitomnosti, byt na vlastni velikost bakteridlni populace vliv nemél.

Moznym vysvétlenim tohoto zvySeni inhibice bez nartistu populace by mohla byt alelopatie.

K signifikantni redukei riistu po inokulaci Streptomyces doslo u druhli R. luteolus na M32
médiu a S. granulatus na WA. Dalsi vlivy tohoto rodu bakterii jsou rozebrany v samostatné

kapitole niZe.

Z vysledkt této studie 1ze vyvodit hned nékolik zavéri. Prestoze vlivem bakterii opakované
dochazelo k redukci rtistu EM hub na médiich, byla tato redukce znacn& zavisla praveé
na pouzitém médiu, pficemz se nezdd, ze by mira redukce byla prostou funkci ,,uzivnosti*
média (redukce rastu na bohatsim MMN médiu byla podobného razu jako na WA). Pokusy
provadéné na médiu mohou poskytnout jen omezenou predstavu o skutecné povaze interakei
v rhizosféte. Vlivy bakterii na kolonizaci kofeni EM houbami mohou byt jak inhibi¢ni,
tak neutrdlni, ¢i dokonce stimulacni. Inhibice ristu mize byt vysledkem kompetice o zdroje

¢1 amenzalismu.

Burkholderia cepacia je dalSim bakteridlnim druhem vykazujicim negativni vliv
na ektomykorrhizni kolonizaci kotfend druhlG Pinus concorta a Picea glauca houbou P.
involutus, ovSem pouze v prvnich meésicich Zivota semenackli (Pedersen et al. 1999).
Stejna studie navic ukazala schopnost druhu P. involutus inhibovat riist nékterych houbovych

patogeni rostlin. Pozitivni efekty tohoto druhu na preZzivani semenackt a k nim se pojici
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potencial EM hub coby alternativnich prostiedkii biologické kontroly rostlinnych chorob
byly objeveny jiz diive (Marx 1972). Ve studii, piivodné se zabyvajici roli mikroorganismu
pii zvétravani minerdlll (Leyval and Berthelin 1989), byl odhalen jiny druh bakterie

(Agrobacterium radiobacter) majici naopak inhibi¢ni vliv na druh L. laccata.

Formovani  ektomykorrhizy =~ mohou ovlivnit 1 padni mikroskopické houby.
Studie Summerbella (1987) odhalila ¢tyti druhy rodu Trichoderma (T. viride, polysporum,
inflatum, beigelii), které vykazovaly inhibi¢ni vliv na formovani ektomykorrhizy na kofenech
druhu Picea mariana druhem L. bicolor. Tento jev byl vysvétlovan pravdépodobnym

alelopatickym ¢i mykoparazitickym ptisobenim mikroskopickych hub.

Myccorhiza helper bacteria
Jiz vySe bylo pojedndvano o bakteriich stimulujicich rist EM hub. Tyto se v pozdéjsi
literatute objevuji pod zkratkou MHB (mycorrhiza/mycorrhization helper bacteria) a je tfeba

jim vénovat adekvatni pozornost. Aplikace MHB spolecn¢ s EM houbami muze vést

vvvvvv

Za MHB z tropickych oblasti jsou povazovany kmeny fluorescen¢nich pseudomonad HR13
a HR26. Tyto signifikantné stimulovaly riist EM druhu Pisolithus alba a produkci ergosterolu
(Founoune et al. 2002).

Studie Duponnoa a Garbayea (1991), vénujici se ektomykorrhize stromu Pseudotsuga
menziesii formovanou druhem L. laccata, odhalila ctrnact izolath grampozitivnich
1 gramnegativnich MHB (z okolniho substratu a sporokarpit), které mély stimula¢ni G¢inek
na rozvoj ektomykorrhizy ve skleniku se simulovanou letni teplotou 15-28 °C), pficemz Sest
znich mélo obdobny vliv téZ pfi zimnich teplotich (10-20 °C). Pét izolati stimulovalo
ektomykorrhizni infekci pouze v zimni simulaci. Mimo to vzeSel z experimentl jesté jeden
vyznamny poznatek. Tam, kde byla zformovéana ektomykorrhiza s druhem L. laccata,
nedochazelo k infekci dalsim, méné efektivnim, ektomykorrhiznim druhem 7. ferrestris,
jez je bé&znym sklenikovym kontaminantem. Sest bakterialnich izolati navic vykazovalo
signifikantni inhibi¢ni vliv na tento druh. Ztoho vyplyva zéavér, patrny jiz i ve vyse
uvedenych  studiich, Ze mechanismy zahrnuté v interakcich mezi bakteriemi
a ektomykorrhizou jsou c¢astecné druhové specifické, jak ostatné potvrdila i dalsi studie,

ve které se bakteridlni kmeny BBc6 (Pseudomonas fluorescens), SBc5 (Pseudomonas sp.),

MB3 (Bacillus subtilis) a SHB1 (Bacillus sp.) chovaly jako MHB pouze v asociaci s druhy L.
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bicolor a L. laccata. Na druhy Hebeloma cylindrosporum, P. involutus, S. bovinus a P.

tinctorius mely naopak negativni vliv (Duponnois and Garbaye 1992).

V in vitro podminkach vykazuje bakteridlni kmen MB3 inhibi¢ni efekt na riist nékterych
rostlinnych patogentt (Fusarium oxysporum, Cylindrocarpon sp.) sam o sob¢. V dudlni
kultute s druhy Laccaria proxima a S. granulatus je vSak tento inhibi¢ni efekt na F.
oxysporum dale posilen. Obdobné¢ je zvySena inhibice blize neuréené¢ho druhu rodu
Cylindrocarpon po inokulaci MB3 spole¢né s druhem S. granulatus (Schelkle and Peterson
1997). Uziti MHB v lesnictvi a agrikultufe by tedy mohlo, mimo vlastni zefektivnéni ristu
EM hub, téz snizit naroky na sterilizaci pudy pfed inokulaci tim, ze zredukuje vyskyt
nechténych infekci méné efektivnimi EM houbami (Duponnois and Garbaye 1991)

¢i rostlinnymi patogeny.

Streptomyces

Asi nejlépe prozkoumané mechanismy plisobeni MHB na EM houby, vcetné téch
molekularnich, jsou u aktinomycet rodu Streptomyces. Tyto organismy jsou proslulé svou
schopnosti stimulovat riist druhu 4. muscaria, kterd vytvari symbiotické vztahy s celou fadou

listnatych 1 jehli¢natych stroml (Maier 2003; Maier et al. 2004).

Jedna ze studii na toto téma (Schrey et al. 2005) si kladla za cil nalezeni preferen¢né
exprimovanych gent druhu 4. muscaria v asociaci s kmenem AcH 505 (Streptomyces sp.).
Byly k tomu vyuzity metody SSH (subtraktivni hybridizace) a ¢teni komplementarni DNA
(cDNA subtraction). Houbovd mRNA byla extrahovdna ve fazi nejvétsi riistové odezvy.
Po jejim pifepisu do cDNA byla provedena SSH hybridizace s cDNA pivodem z Cisté

houbov¢ kultury.

Vyslednd zmeéna exprese se tykala jak dosud neznamych genli, tak gend
pro proteiny (ribozomalni, beta-glukosidaza, p21-aktivovana kindza, cyklofilin 40,
GABA/polyamin permedza a histon H4) zapojené v bunécném ristu, bunécném stresu
a v utvafeni bunécné struktury. Dal§i dotéené geny patii do skupin ovliviiyjicich
metabolismus (acetoacyl-koenzym A syntetdza, adenylyl sulfat kinaza, sulfid reduktéza,
glutamin syntetdza a proteaza) a signalni drahy (protein kindzy, transkrip¢ni faktory). ZvySena
exprese genu kodujiciho acetoacetyl-coA syntetdzu (AmAacs) nejspiSe podporuje mycelidlni
rust pies zvySenou produkci ergosterolu. Produkty nejvyraznéji up-regulovaného genu

AmCyp40 (pro cyklofilin) zase hraji roli v bunécné proliferaci, diferenciaci a stresové
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odpovédi. Zvysené exprese AmCyp4(0 bylo docileno i aplikaci bakterialniho supernatantu.
Down-regulovany gen Uga4 (pro polyamin permeazu) by zase mohl urychlovat houbovy rist
v reakci na zmény koncentraci polyamini v hyfach. Ve smiSenych kulturdch byla téz
pozorovana vyssi exprese mono-oxidazy poukazujici na moznou aktivaci specifickych kroka
katabolismu ¢i sekundadrniho metabolismu. ZvySena exprese centralniho regulatoru
polarizovaného ristu (PAK kindzy) a katalytické podjednotky cAMP-dependentni
proteinkindzy (PKA) pak miize ovliviiovat organizaci aktinového cytoskeletu a signalni

transdukci spojenou s rastem.

Ve studii Maiera et al. (2004) byly odhaleny i dal$i mykorrhizu stimulujici kmeny
streptomycet. Navic se ukdzalo, ze kmen AcH 505 je taktéz schopen inhibovat nékteré

rostlinné patogeny (Heterobasidium annosum a Armillaria obscura).

V ptedchozich studiich byla popsana fada moznych odpovédi EM hub na ptfitomnost bakterii.
Z4dna z nich oviem neosvétlila, které konkrétni bakterialni slou¢eniny stoji za vyvolanim
téchto odpovédi. V praci Riedlingera et al. (2006) byly ze supernatantu kmenu AcHS505
vyizolovany tfi dominantné¢ zastoupené sekundarni metabolity — auxofuran a dvé
naftochinonové antibiotika WS-5995 B a C (Ikushima et al. 1980). Produkce auxofuranu
byla posilena pti spolecné kultivaci AcH 505 s druhem A. muscaria. K nejvétsi stimulaci
ristu dochézelo pii 15uM koncentraci auxofuranu. Efekt jeho syntetického derivatu 7-
dehydroxy-auxofuranu byl dokonce jeste silnéjsi a déle plisobici. Obé bakteridlni antibiotika
vykazovala inhibi¢ni vliv na rlst druhu 4. muscaria, nicméné¢ WS-5995 C az pii vysSich
koncentracich. WS-5995 B inhibovalo také testované grampozitivni bakterie a jednu
gramnegativni (Haemophilus influenzae). K signifikantné vySsi inhibici riistu piisobenim WS-
5995 B dochazelo u EM druhu H. cylindrosporum (toho si povSimnuli jiZ Schrey et al. 2005).
Zatimco A. muscaria v dualni kultufe s AcH 505 prosperovala, rust H. cylindrosporum
byl potlacen, piestoZze na auxofuran reagovaly oba druhy obdobné kladné. Rezistence
na antibiotické komponenty by tedy mohla vyd¢€lovat fenotypy s posilenym rlstem v reakci
na auxofuran. Zajimavy je téz fakt, Ze kmen AcH 505 preferen¢né produkoval auxofuran
v prostiedi s nizSim pH, ve kterém soucasné¢ dochazelo k inhibici produkce antibiotik
(ta probihala v neutrdlnim pH). Kyselé substance produkované houbami tedy nemusi slouzit
pouze k obran¢ a mobilizaci zivin, ale také k modulaci produkce sekundarnich metabolith

okolnimi mikrobidlnimi druhy.
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V dal$im experimentu byla sledovdna zména exprese tii gent druhu A. muscaria po inkubaci
s WS-5995 B a 7-dehydroxy-auxofuranem. Exprese Aacs byla navySena pfiblizné tfikrat
v piipadé WS-5995 B a dvakrat v pfipad¢ auxofuranu. Tiikrat byla navySena téz exprese
Cyp40 a Uga4 po inkubaci s WS-5995 B. Zvysena exprese Aacs byva spojovana s houbovym
rustem, presto se tato déla i vreakci na antibiotikum. V druhém piipad¢ se tak houba
pravdépodobné vyrovnava s poskozenim membran a ndhlou potfebou biosyntézy ergosterolu.
Stejné tak zvySeni produkce cyklofilinu 40 ziejmé plni svou roli spiSe v preckani bunécného
stresu zpusobené¢ho antibiotikem. Vedle zvySené exprese Uga4 po ptridavku WS-5995 B
bylo pozorovano i zvySeni intracelularni koncentrace GABA. Tento jev je moznou reakci
na oxidativni stres potencialné zptusobeny antibiotikem, nebot” katabolismus kyseliny gama-
aminomaselné souvisi téz s likvidaci reaktivnich forem kysliku. Nicméné na tomto poli

jsou nezbytné dalsi analyzy.

Efekty na kli¢eni bazidiospor

Fries (1984) shrnuje ve své studii diivéjsi poznatky o stimulacnim vlivu mikroorganismi
na kli¢eni bazidiospor. Timto fenoménem je ve spojitosti s EM houbami nejvice prosluld
kvasinka Rhodotorula glutinis, kterd mé schopnost za specifickych podminek stimulovat
kliceni celé tfady druht patiicich do rodd Amanita, Boletus, Cantharellus, Clitopilus,

Laccaria, Lactarius, Leccinum, Paxillus, Suillus, Tricholoma a Tylopilus.

Klic¢eni bazidiospor druhu H. crustuliniforme bylo prokazatelné stimulovano mikroorganismy
izolovanymi z jejich plodnic a bezprostfedni blizkosti ektomykorrhizy (houbou Tritirachium
roseum a bakteriemi Corynebacterium spp, Micrococcus roseus, Pseudomonas stutzeri)

(Ali and Jackson 1989).

Kofenové exudaty

Rostliny vylu¢uji svymi kofeny celou fadu organickych latek, které jsou klicové
pro komunikaci s prostiedim. Patii mezi né€ nckteré ionty, cukry, organické kyseliny,
cytokininy, aminokyseliny nebo vitaminy. Skrze tyto latky mohou rostliny do zna¢né miry
regulovat rlst saprotrofnich ¢i parazitickych hub a formovéani ektomykorrhizy. Exudaty
povazované za esencialni pro rast symbiotickych hub byly zprvu v literatufe uvadény
pod souhrnnym nazvem ,,M-faktor (Melin and Das 1954; Slankis 1974). V tomto sméru véda

priliS nepokrocila. Existuje sice fada studii zabyvajicich se spole¢nou kultivaci EM hub
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s kotfeny rostlin ¢i s kofenovymi extrakty, nicméné jen zlomek odhaluje konkrétni latky

ovlivityjici fyziologii hub. Tomuto zlomku je vénovana stavajici kapitola.

Pti pojednéavani o vlivech kofenovych exudatli na povahu ektomykorrhizy je nutné vyhnout se
generalizaci. Z vysledki mnoha studii vyplyva, ze vlivy téchto latek se rtizni s hostitelskou
rostlinou, konkrétnim houbovym druhem ¢i izolatem a v ptipad€ in vitro kultivaci téz

s pouzitym médiem.

Jeden z dé&ja, ktery mohou rostlinné exudaty ovliviiovat, je kli¢eni bazidiospor. To ovSem
muze byt vyrazné ovlivnéno téZ produkty mikroorganismii (viz piedchozi kapitola) (Ali
and Jackson 1988). Jednim zrostlinnych exudati majicich prokazatelny indukéni efekt
na kli¢eni bazidiospor ¢tyt druht rodu Suillus (S. granulatus, grevillei, luteus a variegatus) je
kyselina abietova (Fries et al. 1987). V navazujici studii se ukazalo, ze i bazidiospory dalSich
druhti rodu Suillus reagovaly na ptfitomnost kyseliny abietové. Zaroven v ni byly odhaleny
jiné diterpenové pryskyficné kyseliny s obdobnym ¢i méné vyraznym efektem (kyselina
palustrova, dehydroabietovd, neoabietova, isopimarova a levopimarova) (Fries 1988).
Flavonoidy, konkrétn¢ genistein, rutin, quercitrin, naringenin, hesperidin, chrysin a morin,

stimulovaly kli¢eni bazidiospor druhu S. bovinus (Kikuchi et al. 2007).

Nékteré fytohormony mohou ovlivitovat rist EM druhtli. Cytokininy (zde jmenovité zeatin,
zeatin ribosid a kinetin), znamé svou roli v bunéném déleni a ristu vySSich rostlin,
stimulovaly téz rast druhu S. variegatus. Pti uréitych koncentracich byl dokonce pozorovan
synergicky efekt kinetinu v kombinaci sauxinem (Gogala and Pohleven 1976).
Nelze opomenout, Ze pozitivni efekt cytokinini na rist EM druhii hub (Boletus edulis var.
pinicola a S. variegatus) byl studovan v pracich Gogaly (1970; 1973) jiz diive. Castym
funkénim protipoélem cytokininid v rostlinach je auxin. Pfirodni auxiny vyvoldvaly opacnou
reakci i v piipadé mycelia druhu S. variegatus, jehoz rist inhibovaly (Gogala and Zupan¢ié

1980).

Sun a Fries (1992) ptidali k vySe zminénému vyctu cytokinind jeSté isopentenyl-aminopurin,
ktery kromé druhu S. variegatus stimuloval t€z druhy S. granulatus, P. tinctorius, L. bicolor
a T. terrestris. Posledni dva zminéné poskytovaly pozitivni odpovéd’ téz na zeatin a v piipadé
T. terrestris navic na kinetin (KIN). Studie dale testovala reakci vySe uvedenych druhti
na mastné kyseliny, které se fadi mezi slozky nékterych kotenovych exudati. Kyselina

palmitova byla efektivnim rastovym stimulatorem pro vSechny druhy (mimo netestovany P.

23



tinctorius), kyselina stearovd pouze pro S. variegatus a S. granulatus. Nekteré z giberelinti
jsou také schopné stimulovat rist druhu S. variegatus. Samotné kyselina giberelova (GA) ma
tento efekt pouze v izkém rozmezi koncentraci (107 az 10 g/1). Nad a pod touto hranici

ptisobi inhibiéné (Gogala and Zupan¢i¢ 1980).

Avsak kotfenové exudaty jsou komplexnimi smésmi latek, které az spolecné utvareji vysledny
efekt na EM houby. Kupfikladu inhibi¢ni vliv jasmonati (methyl-jasmondtu a kyseliny
jasmonové) na rast druhu S. variegatus mize byt potlaten pridavkem rastovych stimulatort
(GA a KIN) (Gogala 1989). Navic to nejsou pouze produkty vlastnich rostlinnych symbionti,
které mohou ovliviiovat riast EM hub. Artemisinin, antimalarikum extrahované z listd
pelynku, signifikantné inhibovalo rist vSech izolatd dvou druhli rodu Suillus (S. luteus

a subluteus) (Li et al. 2014).

Ptiklady studii zminéné v této kapitole nastifiuji vyznam variabilnich pidnich interakci
pro ustaveni ektomykorrhizniho vztahu. Je nasnadé€, ze vysledky laboratornich experimentt
mohou jen stézi objasnit vSechny mozné kombinace podminek a organismti vyskytujicich se

v pfirod¢.

Kultivace ektomykorrhiznich hub

Osvojeni si metod a principii kultivace EM hub in vitro je nutnym prvnim krokem nejen
pro vlastni studium fyziologie, nybrZz i pro masové¢jsi produkei inokul aplikovatelnych
v lesnich Skolkach. Komeréné dostupna jsou naptiklad inokula druhG P. tinctorius, H.

crustuliniforme, P. involutus, T. terrestris €1 L. laccata (Kumar and Satyanarayana 2002).

Izolace do cisté kultury

Hostitelska rostlina mliZe tvofit spojeni s vicerem druhit EM hub. Sporokarpy obvykle slouzi
jako spolehlivy materidl k identifikaci konkrétniho druhu. Z toho a dalSich praktickych
diivodli je vnitini pletivo mladych sporokarpti preferovanym zdrojem izolath pro in vitro
kultivace. Zaroven je zde mensi riziko kontaminace jinymi druhy (Molina and Palmer 1982;
Harvey 1991). Mén¢ casté izolace jsou pak provadény piimo z mykorrhizy, rhizomorfi,

bazidiospor ¢i sklerocii (typické pro druh C. graniforme (Trappe 1969)).
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Izola¢ni média

Pfirodni vzorky jsou tradi¢né nejprve izolovany na agarova média. Nejcastéji pouzivanymi
izola¢nimi médii jsou modifikované Melin-Norkrans médium (MMN), bramboro-dextrézovy
agar (PDA) a Hagemovo médium. OvSem je to mozna spiSe tradice, kterd vedla
k jejich rozsdhlému vyuziti. Kultivace druhti rodu Pisolithus a Thelephora se piitom setkava
s uspéchem pfi pouziti Pridham-Gottliebova média ¢i jeho modifikaci (Harvey 1991).
Jako slibné médium se jevi téz dobfe definované GMSM (glucose mineral salt medium)

(Charya and Garg 2019). Slozeni uvedenych médii shrnuje Tabulka 5.

Tabulka 5. SloZeni nejcastéji pouzivanych médii pro in vitro kultivace EM hub

Slozka MMN Hagem GMSM MPG
Makronutrienty (g/1)

Glukéza 5,00 20,00 30,00
Sachar6za 10,00

Pepton 10,00
Maltozovy extrakt 3,00 5,00

Kvasinkovy extrakt 2,00
NH4Cl 0,50 1,00

(NH4),HPO4 0,25

(NH4)NO; 3,00
(NH4)>C4H4O¢

KH,PO4 0,50 0,50 1,00 2,38
K,;HPO4 5,65
KCl 0,10

MgCl, x 4H,0 0,30

MgSO4 x TH,0 0,15 0,50 1,00
CaCl, 0,05 0,132
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Slozka MMN Hagem GMSM MPG
NaCl 0,025 0,10

Na,EDTA 0,03752

FeCl; (1% o) 1,2 ml 1,2 ml

FeSO4 x TH,O 0,01053 0,0011
Mikronutrienty (png/l)

CuSO4 x 5SH,0 97 6400
H;BO; 2784

MnCl, x 4H,0 1900
MnSO4 x HO 3380

Na,MoOy4 x 2H,0 338,46

ZnSO4 x TH,O 201 1500
Kyseliny (ng/l)

H,SO4 240

Vitaminy (png/l)

Thiamin. HCI 100 50 100

Biotin 40

pH 5,50 4,60-4,80 6,0 4,00/6,00

Ptevzato a upraveno (Kumar and Satyanarayana 2002; Charya and Garg 2019)




Typy kultivace EM hub

Pevna média

Pro laboratorni a védecké ucely jsou EM houby nejcastéji kultivovany na pevnych médiich
(s pridavkem agaru) v Petriho miskach. Médium musi byt zvoleno tak, aby vyhovovalo
vyzivovym narokim konkrétniho druhu ¢i izolatu 1 cilim provadéné studie. Klade-li si studie
za cil ziskani informaci o vyzivové fyziologii a jejich regulacich, je vhodné pouzit chemicky
striktné definované syntetické médium. Na béznou kultivaci, provadénou za cilem propagace,
produkce inokul ¢i udrzeni zivotaschopnych kment, je mozné pouzit semisyntetické médium,
které obsahuje téz komplexnéjsi slozky jakozto zdroje organickych latek (naptiklad pepton,
maltéozovy extrakt ¢i kvasinkovy extrakt) (Molina and Palmer 1982). Typickym
semisyntetickym médiem pouzivanym pro kultivace EM hub je PDA (pro své

nestandardizované sloZeni je také vynechano v Tabulce 5).

Kultury EM  hub  uchovévané  piipokojové teplot¢ na pevném  médiu
by mély byt preoCkovavany kazdych 60 dni. Pro delsi uskladnéni je vhodné vyuzit jednu
zmetod popsanych nize. Zaroven by v pravidelnych intervalech mélo byt ovéteno,

je-li zachovéna Zivotaschopnost a udrzen ektomykorrhizni potencial kultivovanych druhd.

Tekuta média
Inokulum pro kultivaci na tekutém médiu je ziskdvano homogenizaci kultury rostouci

na povrchu agaru (Harvey 1991).

Stacionarni kultivace

Jiz difive bylo zminéno, Ze EM houby jsou siln¢ aerobni. Nedostatecné okysli¢eni
muze byt Uskalim statické kultivace na tekutém médiu, a je tedy vhodné zvolit pro jeji
provedeni Erlenmayerovu baniku s dostate¢nou plochou pro kontakt se vzduchem a zaroven
snizenou mirou evaporace (Harvey 1990). Evaporaéni ztraty je moZné kompenzovat
piidavkem malého mnozstvi sterilni destilované vody i v prabéhu kultivace. Takovéto kultury
jsou protiepavany v tydennich intervalech. Protfepani zajisti fragmentaci mycelia, tvorbu

novych ristovych bodd, a tim i zkradcenou dobu inkubace (Harvey 1991).
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Trepana kultivace
Pii tfepané kultivaci odpada problém nedostatecné aerace. Tato metoda se jevi
vyhovujici, tedy pfi nastaveni optimalnich druhové specifickych podminek, napftiklad

pro kultivaci druhit H. crustuliniforme (Mauperin et al. 2011) ¢i L. laccata (Kuek 1996).

Submerzni tekuta fermentace

Submerzni tekutd fermentace je typem kultivace (nejcastéji tfepané), jez probiha
v bioreaktoru na tekutém médiu (Harvey 1991; Kumar and Satyanarayana 2002). Typicky
je pro tyto ucely vyuzivan tzv. bioreaktor ,se vzdusnym vytahem® (airlift). S vhodné
nastavenymi podminkami fermentace muze byt tato metoda efektivnéjsi nez vyse zminéné,
jako bylo pozorovano naptiklad u druhd H. crustuliniforme, Pisolithus microcarpus, P.
tinctorius €1 T. terrestris (Litchfield et al. 1982; Rossi et al. 2002; Tacon et al. 2011).
Pfestoze tato metoda skytd fadu vyhod, jako jsou moZnost produkce vétSiho mnozstvi
biomasy (potazmo inokul pro pifipadné komer¢ni vyuziti) nebo vys$i Zivotaschopnost
kultivovanych izolati, od jeji aplikace je fada vyzkumnikii odrazena nutnou pocatecni
investici, Castymi kontaminacemi, stale jesté neznalosti fady aspekti fyziologie EM hub
a s ni souvisejici nedostupnosti informaci o optimalnich postupech a metodologii kultivace

konkrétnich EM druhti (Harvey 1991; Rossi et al. 2007).

Uchovavani v kultufe

Kultury EM hub jsou nejc€astéji uchovavany pii 3 az 5 °C ve zkumavkéch na Sikmém agaru
(MMN ¢i PDA médiu). Nizké teplota zajisti vyrazné zpomaleni rdstu, piesto je potieba
kultury v pravidelnych intervalech 3—4 mésicti, nebo dle preferenci konkrétniho druhu,
pieockovéavat (Molina and Palmer 1982). Nékteré druhy mohou byt uchovavany téz ve sterilni
destilované vodé¢ ve tmé pi1 5°C, a to aZ po dobu tfi let beze ztraty ¢i sniZzeni Zivotaschopnosti

(Marx and Daniel 1976).
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Perspektivy pro dalsi praci

Studium EM hub je nevycCerpatelnym zdrojem novych poznatkii. V predchozich kapitolach
byla zminéna fada vyzkumnych poli s ptidou dostate¢né neoranou. Byt dnes neni axenicka
kultivace EM hub zadnou raritou, ve studiich se stale objevuji zminky o pomalém rastu téchto
druhti v nepfitomnosti rostlinnych symbiontli. Sou€asny vyzkum by se proto mél zaméfit
na identifikaci vét§iho mnozstvi, idealné obecné aplikovatelnych, stimulacnich faktord,

rostlinného ¢i jiného ptvodu, které mohou byt klicem kredukci tohoto problém.

Mnoho studii prokézalo, ze existuji urcité substance produkované okolnimi mikroorganismy
¢i rostlinami, které mohou vyznamné ovlivnit fyziologii EM hub. Avsak nemnoho z nich
se pokusilo odhalit konkrétni latky a zmény genové exprese s nimi asociované. Je nasnadg,
ze sekundarni metabolity, jejichz produkce je jednou ze zakladnich charakteristik obou
ektomykorrhiznich partnerd a jejichz biologické role jsou intenzivné studovany,
by mély pfitahovat vice pozornosti téZ v kontextu ektomykorrhizni symbidzy, nebot’ praveé

ony mohou tvofit vyznamny zdroj ektomykorrhizu-regulujicich sloucenin.

Nekteré sekundarni metabolity, jako jsou quercetin, rutin, kyselina abietova, kyselina tfislova,
kyselina gallova, kyselina salicylova, kyselina chlorogenova, kyselina vanilinova, resveratrol,
kyselina ferulova ¢i houbovy auxofuran, jiz byly studovany pro své specifické¢ efekty
na houbovy metabolismus (Bécard et al. 1992; Black and Dix 1976; Bending and Read 1996;
Miinzenberger et al. 2003; Wu et al. 2010; Mishra et al. 2017; Zhang et al. 2018; Vestergaard
and Ingmer 2019; Clocchiatti et al. 2021) a mohly by byt vhodnymi adepty téZ pro studium
EM druht.

29



Zavér

Cilem mé prace bylo shrnout dosavadni poznatky o rstu a vyziveé hub (predevsim EM druhii)

v ptirod¢ i in vitro.

Pfijem zivin houbami je ovlivnén fadou abiotickych i biotickych faktorti, pficemz se zda,
ze efekty vyvolané jejich pusobenim jsou jak mezidruhové, tak vnitrodruhové specifické
a ve vetsin¢ piipadi nelze naleznout obecné trendy. Tato vlastnost EM hub a fakt, ze skute¢na
komplexita ektomykorrhizniho vztahu saha déle nez k oboustranné vyhodné vyméné Zivin,
poskytuji mnoho oblasti vyzkumu, které vyzaduji hlubsi porozuméni. Porozuméni,
jez je nezbytné pro zefektivnéni in vitro kultivace EM hub a vyuziti jejich plného potencialu

coby rostliny podporujicich organismi, producentii bioaktivnich latek a zdrojh potravy.
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