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Abstrakt

Motiské travy, jedina skupina trvale ponotfenych cévnatych rostlin v moiském prostiedi, tvori
dilezitou slozku ekosystému moiského dna. Hraji vyznamnou roli v primarni produkci, jsou
schopny akumulace a nésledné i redistribuce uhliku v prostfedi, méni dynamiku proudéni
vody u moiského dna a symbioticky asociuji s celou fadou organismi. Ackoli bylo béhem
poslednich let vypracovano nékolik studii tykajicich se symbidz moiskych trav s riiznymi
organismy vcetné endofytickych hub a bakterii, naSe znalosti v tomto poli jsou dosud velmi
omezené.

Obecné se predpoklada, Ze kofenové systémy moiskych trav na rozdil od vétSiny
terestrickych rostlin neasociuji s mutualistickymi mykorhiznimi houbami a Ze houbové
endofyty netvoii zadné specifické asociace se svymi hostitelskymi rostlinami. Neddvno jsme
vsak v kofenech endemického druhu moiské travy z oblasti Sttedozemniho mote posidonie
Neptunovy (Posidonia oceanica L. (Delile) objevili endofytickou houbu, ktera svou
morfologii pfipominala dark septate endophytes (DSE). Provedli jsme odbér vzorkii kofenti
posidonii na mnoha lokalitach po celém Stfedomofi. S vyuzitim mikroskopie, kultivace hub a
jejich molekularni detekce jsme identifikovali oblast roz$ifeni a taxonomickou piisluSnost
endofytické houby.

Posidonie Neptunovy jsou V rozsahlém arealu od jihovychodniho Spanélska po
Albanii kolonizovany pouze dvéma endofytickymi houbami. Pfes 90 % houbovych symbiontl
posidonie se fadi k dosud nepopsanému druhu z ¢eledi Aigialaceae, fadu Pleosporales. Tento
houbovy symbiont byl pfitomny ve vzorcich z téméef vSech nami provéfenych lokalit. Jeho
pfitomnost se vyznacovala tvorbou charakteristickych struktur — povrchovych hyf, které
nékdy tvofily hyfovy plast, dale vnitrokofenovych hyf rostoucich zpravidla v mezibunééném
prostoru, a nakonec vnitrobunéénych mikrosklerocii.

Vsudypftitomnost endofytické kolonizace u dospélych rostlin ostie kontrastovala s jeji
naprostou absenci u ranych fézi vyvoje semenackd. Juvenilni rostliny posidonie se
vyznacovaly bohatou pfitomnosti kofenového vlaSeni, tedy struktury, ktera byla dosud u
posidonie Neptunovy povazovana za fidky jev. Zda se, ze v prubéhu ontogeneze kotfenové
vlaseni postupné mizi a naopak nartsta kolonizace houbovym endofytem. Mira kolonizace
pleosporalni houbou je zévisld i na dalSich faktorech. Rust hostitelskych posidonii na
neobvyklém jilovitém substratu rozsiteni hub limituje, naopak s rostouci hloubkou dosahuje

kolonizace vysSich hodnot.



Zatimco koteny posidonie Neptunovy vykazovaly bohatou kolonizaci endofytickymi
houbami, kofeny druhé nejrozsifenéjsi motské travy Cymodocea nodosa, ktera se na
nckterych lokalitach vyskytuje nedaleko porosti posidonie, nebyly patrné nami objevenym
houbovym endofytem kolonizovany vibec. Specificita vyskytu pleosporalniho endofyta i
fakt, ze posidonie v jeho pfitomnosti témei neasociuji s dalsim druhy hub, je unikatni a

zaslouzi si pozornost,
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Abstract

Seagrasses are the only group of submerged plants that are permanently growing in marine
environment. They play an important role in the sea bottom ecosystem. Seagrasses are
primary producers capable of accumulation and deposition of carbon. They influence water
flow at the sea bottom and form symbioses with variety of organisms. Our knowledge of
symbiotic interactions of seagrasses is still limited even though several studies of the topic
have been carried out in recent years.

Unlike most of terrestrial plants, seagrasses are generally considered as plants that do
not form any specific associations with mycorrhizal or endophytic fungi. Surprisingly, we
have discovered a novel fungal endophytic association in roots of Mediterranean endemic
seagrass species Posidonia oceanica (L.) Delile. Morphology of this symbiotic fungi strongly
resembles common symbiotic fungi of terrestrial plants, dark septate endophytes (DSE). We
sampled roots of P. oceanica in large area of the Mediterranean from southeastern Spain to
Albania and described range and taxonomical classification of the endophyte using
microscopy, in vitro cultivation and molecular determination.

Roots of P. oceanica in whole area of study are colonized by mere two endophytic
fungal species. Over 90 % of the fungal symbionts belong to a single so far undocumented
species from family Aigialaceae, order Pleosporales. This fungal symbiont was present in vast
majority of root samples from almost all sites. It formed distinctive structures such as
superficial mantle-forming hyphae, intraradical intercellular hyphae and intracellular
microsclerotia.

Unlike in established plants, fungal symbionts were completely absent in roots of early
plantlets. However, juvenile Posidonias frequently formed root hairs — structures that were
considered very rare or absent on most of the seagrass roots. It seems that the plant gradually
loses root hair cover during ontogenesis. On the other hand, fungal colonization rate
increases. Fungal symbiotic colonization of the roots is most likely influenced by other factors
as well. Colonization rate of roots sampled at uncommon silty substrate was lower. On the
contrary, fungal colonization increases with increasing depth.

Unlike Posidonia oceanica, roots of second most common seagrass species from the
Mediterranean, Cymodocea nodosa, did not associate with the fungal symbiont even though
sometimes both seagrasses co-occurred at the same site. Specificity of the pleosporalean



endophyte along with the fact that Posidonias almost do not associate with other fungal

species may point at unique status of the newly discovered symbiosis.

Key words:

seagrasses, Posidonia oceanica, endophytes, DSE, symbiotic fungi



1. Uvod

Endofytické asociace hub s vyS§imi rostlinami jsou v terestrickém prostiedi velmi rozsiiené.
Diky vyzkumu probihajicimu jiz od 19. stoleti byly popsany riizné typy interakci houbovych
endofyti s rostlinami v siroké skale od mutualismu po parazitismus. Podstatné méné
prozkoumany jsou vSak symbiotické houby v kofenech vodnich rostlin. Mykoflora motskych
trav pak byla zkoumana pouze v n¢kolika malo studiich.

Z divodu rozsahlé ptitomnosti moiskych trav v kombinaci s relativné snadnou
dostupnosti jsme se zaméfili na oblast Sttedozemniho mote. Nielsen a kol. (1999) se ve své
praci zabyvali moZznosti endofytické a mykorhizni houbové kolonizace motskych trav v
kotenech tropickych druhti z indomalajské oblasti. Nebyli uspesni, ale budoucim badateliim
navrhovali, aby se zaméfili na druhy bez kotenového vlaseni rostouci v prostiedi
s limitovanym piisunem zivin, jakymi jsou napftiklad sttedomotské posidonie Neptunova a
Cymodocea nodosa.

Néam se skute¢né podaftilo objevit endofytni houbovou kolonizaci v kofenech
posidonie. Tato asociace je velmi specificka a rozsifend. Cilem mé prace bylo zjistit rozsah a
formu endofytické houby, taxonomickou ptislusnost endofyta a rozsiteni v rdmci populaci
posidonie ve Stredozemnim mofi. Dale jsem m¢l porovnat kolonizaci posidonie Neptunovy

s druhem Cymodocea nodosa.

Hypotéza: posidonie Neptunova je asociovana s houbovym endofytem; tato asociace je

specificka a rozSitena

Cile: odhalit rozsah a formu pfitomnosti endofytickych hub v kotenech sttedomotskych
trav
kultivovat endofytické houby na médiu a ziskat jejich Cisté kultury, nasledné je vyuzit
k identifikaci taxonomické ptislusnosti endofyta
provéfit vliv hloubky, priméru kofend, substratu a ontogenetického stadia posidonie

na jeji endofytickou kolonizaci



2. Prehled literatury

2.1 Vodni rostliny

Dominantnim primarnim producentem biomasy prakticky ve vSech terestrickych
ekosystémech jsou vyssi rostliny, zejména krytosemenné. Ve vodnim prostfedi vSak roli
nejvyznamnéjSich fotosystetizujicich organismi pfebiraji jedno- i mnohobunécné fasy nebo
mikroskopické autotrofni organismy z dalSich skupin organismi. Zatimco ve sladkych vodach
se vyvinula celd fada druhti vodnich rostlin z rdznych vyvojovych linii, kolonizace moiského
prostiedi je patrné evolu¢né velmi obtizna. Na Zivot v prostfedi motského dna se dokazala

adaptovat pouze Uzkd skupina rostlin zndma jako motské travy (angl. seagrasses).

2.2 Motské travy

Moftské travy se fadi mezi jednod€lozné rostliny z fadu Smelotvarych (Alismatales). Nejedna
se 0 monofyletickou skupinu, hned v n¢kolika liniich Smelotvarych doslo ke konvergentni
evoluci. Pfedchiidci soucasnych moiskych trav sekundarné osidlili ekosystémy motského dna
v obdobi kiidy (Les a kol., 1997). Motské travy jsou ekofyziologickou skupinou, jiz spojuje
podobnd Zivotni strategie. Prislusnici této skupiny rostlin pochazeji ze Ctyt celedi, a to
Posidoniaceae, Cymodoceaceae, Zosteraceae a Hydrocharitaceae. Zastupci prvnich tii
zminénych celedi jsou vyluéné druhy rostouci na motfském dné. K posledné jmenované celedi
se vSak nefadi vyhradné moftské, ale i sladkovodni rostlinné druhy. V nékteré literatufe se
k motskym travam ftadi jes$té rody z Celedi Ruppiaceae a Zannichelliaceae, ale v nékteré
literatufe nejsou zafazeny mezi moiské travy z divodu cetného vyskytu i v brakickych
vodach. VSechny moiské travy jsou schopné riist a rozmnozovat se v moiském prostredi, aniz
by jej béhem kterékoli faze svého zivotniho cyklu musely opoustét. Moiské travy jsou jedinou
skupinou cévnatych rostlin trvale rostoucich ponotfené v motskych ekosystémech.

Ptechod rostlin do motského prostfedi si vyzaduje celou tfadu adaptaci na nové
prostredi. Vyskyt vyssich rostlin ve vodnim prostfedi je limitovan mnozZstvim zivin
V substratu. VétSina druht motskych trav je schopna ziskévat Ziviny z okolni vody
prostiednictvim nadzemnich organii, zejména listt (Pedersen a Borum, 1992; Khan a Belik,
1995). Vzhledem k neustalému pohybu vodniho sloupce je pro vodni rostliny zasadni
dostatecné silné zakofenéni v substratu. Moiské travy proto tvoii rozsédhlé a bohaté vétvené

kofenové systémy. Podzemni biomasa moiskych trav byva stejné velka jako nadzemni a
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neziidka ji i piesahuje (Duarte a Chiscano, 1999). Rostliny rostouci v mofi se museji vyrovnat

s vysokou salinitou i jejim kolisanim (Touchette, 2007).

2.3 Distribuce motskych trav

Moiské travy se hojné vyskytuji v mofich tropického a mirného pasu celého svéta. Centrem
diverzity motskych trav je indomalajska oblast a pobtezi Australie. V ramci mofi omyvajicich
pobiezi Evropy je druhové nejbohatsi oblasti Stfredomoti. Ve Stfedozemnim moii roste 5
druhtt motskych trav, kterymi jsou Zostera noltii, Zostera marina, Cymodocea nodosa a
Halophila stipulacea, piislusnici globalné rozsitenych rodt Zostera, Cymodocea a Halophila,
a dale Posidonia oceanica, jediny z deviti druht monotypické ¢eledi Posidoniaceae, ktery se
vyskytuje mimo aredl u jihovychodniho, jizniho a jihozapadniho pobtezi Australie a jiz na
ptelomu druhohor a tfetihor se oddélil od ostatnich druht a jeho vyvoj probihal nezavisle
(Short et al., 2007; Aires et al., 2011).

Prostor Stfedozemniho mote je z hlediska vyskytu a rozsifeni moiskych trav velmi
specificky. Sttedozemni moie je Gibraltarskou Zinou pfimo spojeno s Atlantskym oceanem,
prilivy Bospor, Dardanely a Marmarskym mofem pak s Cernym mofem. Nékteré druhy
moftskych trav v§ak nejsou rozsifené na ob¢ strany Uzin. Motské travy jsou rostliny, které pro
svij uspésny rust vyzaduji stalé podminky a i malé fluktuace mohou jejich rist vyrazné
limitovat. Predpoklada se, Ze snizena salinita Cerného mote je limitujicim faktorem, ktery
zabrafuje rozSifeni vétSiny Stfedomoiskych druhd motskych trav. Naopak umoZziuje rist
dal§im druhlim z brakickych vod, které se jiZ nepovazuji za moiské travy (Milchakova a kol.,
1999). Stejné tak pfi¢inou rozdilného spektra druht motskych trav ve Stfedomoti oproti
Atlanstkému oceanu je pravdépodobné vyssi salinita vnitiniho mofe v porovnani s otevienym
oceanem. Disperzi stfedomoiskych druhil trav do Atlantiku také brani pfevazujici proudéni

vody v Gibraltarské uziné smérem k vychodu (Green a Short, 2003).

2.4 Posidonie Neptunova

Nejrozsifenéj$im druhem motské travy ve Stiedozemnim mofi je taméjsi endemit posidonie
Neptunova (Posidonia oceanica (L.) Delile). Tento druh osidluje dna mélkych mof#i v hloubce
od 0 do pfiblizn¢ 45 metri. Vytvaii rozsahlé motské louky, které mohou pokryt oblast vEtsi
nez 10 km v priméru a dosahnout stafi az desitek tisic let (Arnaud-Haond a kol., 2012). V
urovni povrchu substratu nebo pod ni je umistén makromeristém posidonie, z n¢hoz nad
povrch vyristaji listy a pod povrch rhizom s kofeny. Nadzemni ¢ast je tvofena zpravidla 30-

50 cm dlouhymi Sirokymi listy. V porovnani s ostatnimi moiskymi travami se jedna o velké
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struktury, které umoznuji fotosyntézu i v hloubkach pies 30 metr a umoziuji zisk zivin z
vody (Khan a Belik, 1995) V piipadé disturbanci spojenych s pohyby vodniho sloupce vsak
velkd listova plocha zvySuje Sanci poskozeni, nebo dokonce utrzeni listi (Infantes a kol.,
2011). Posidonie Neptunova se vyznaCuje rozsahlym a bohaté¢ vétvenym kofenovym
systémem, ktery ji umoznuje zakotvit v substratu. Kofeny zaroven slouzi i k poskytovani
vyzivy (Belzunce et al., 2008). To umoznuje posidonii kombinovat zplsob piijmu zivin ze
substratu a z vody podle potieby.

Moftské louky posidonie Neptunovy tvoii vysoce produktivni ekosystém moiského
dna. Jsou velmi vyznamnym primarnim zdrojem uhliku a zaroven jsou schopny ve svych
pletivech tento prvek akumulovat. Rozkladajici se zbytky nadzemnich ¢asti spolu s exudaty
kotenti a ¢asteckami substratu vytvareji hmotu nazyvanou matte. Substrat tvofeny matte je

velmi vyhleddvanym zdrojem Zivin pro celou fadu Zivoc¢iSnych druhd.

2.4.1 Rozmnozovani posidonie Neptunovy

Dominantnim zptisobem rozmnozovani posidonie Neptunovy je produkce vegetativnich
vyhonkd, kterd umoziuje riist moiskych luk. Ontogeneze mladé rostlinky v prostfedi moiské
louky poskytuje ochranu pied disturbancemi zplUsobenymi zvySenym pohybem vodniho
sloupce. Mira preziti semenacktl vyprodukovanych timto nepohlavnim procesem je vyssi, nez
v ptipadé téch sexualné rozmnozenych (Alagna a kol., 2013).

Posidonie Neptunova je schopna se rozSifovat i disperzi fragmentl vegetativnich rhizomu.
Kveteni a produkce semen je u posidonie Neptunovy velmi vzacnou udalosti. K produkci
pohlavnich organt dochazi jen jednou za 8-10 let, a to v rozsahlych oblastech pfi pobiezi.
Pfi¢ina tohoto reproduk¢éniho chovani neni dosud pln€ zndma. Pfedpoklada se, ze hlavni vliv
na pohlavni proces posidonie maji teploty béhem sezony.

Semena posidonie Neptunovy jsou umisténa v plodech schopnych plovani. Disperze
po hladin¢ se uskutecnuje zejména vlivem vétru za ptispéni moiskych proudi. Vlivem vétru
se plody hromadi v zatokach, kde po nékolika dnech od uvolnéni z matetské rostliny dochézi
k uvolnéni semen. Jiz v pribéhu dozravani plodu zacinaji semena posidonie klicit, takze jsou
v piipadé¢ dosazeni vhodného substratu schopna velmi rychle zakofenit. NejvhodnéjSim
substratem pro usazovani semendckil je matte a pisek. Naopak skalnaty a oblazkovy substrat
prakticky znemoziuje uspésné zakotfenéni mladych posidonii.

Faze ontogeneze po zakofenéni je rovnéz velmi rizikovou a procento pieziti
semenackll relativné nizké. V ranych fazich vyvoje semendcku jej semeno bohaté zasobuje

zivinami. Kli¢em semenackt k pteziti je vSak schopnost ukotveni v substratu prostfednictvim
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kofeni. Ze zarodku rhizomu v semeni vyrusta nejdiive primarni koifen, ktery je nasledovan
nékolika adventivnimi kofeny. Primarni i adventivni kofeny se bohat¢ vétvi a tvoii sit’ kofent
druhého a tietiho fadu. Rozsahlé kotfenové systémy poskytuji mladym posidoniim oporu. |
piesto znacny pocet semenackti podlehne disturbancim pii zvySeném piiboji, popiipade pii
boufich. Nasledné¢ dochazi u dospivajicich semenackt k prodluzovani rhizomt, tvorbé
postrannich vyhonki a pozdéji k vegetativnimu rozmnozeni a zakladani novych motskych luk

(Belzunce a kol., 2005)

2.5 Funkce posidonie Neptunovy v ekosystému

V posledni dobé v mnoha oblastech zapadniho i vychodniho Stfedomofti dochéazi k ubytku a
hromadnému hynuti posidonie Neptunovy. V jihovychodni ¢asti Stfedozemniho moie jsou
posidonie vytlaovany invazni motiskou travou Halophila stipulacea, ktera pronikla do
Sttedomoti z Rudého mote po vystavbé Suezského priplavu. U pobiezi Francie je posidonie
ohroZena invazi fasy Caulerpa taxifolia. K ubytku a degradaci porost posidonie v$ak dochazi
i v jinych oblastech. Je mozné, ze vliv ma lidska Cinnost a znecistovani moie, ptiiny vSak
nejsou dosud pIné zjistény. Ubytek posidonie Neptunovy miize mit zasadni vliv na fungovéni
ekosystému, protoze tato moiskd trdva ma nezastupitelnou roli jako element symbidzy
s mnoha druhy organismu. Epifytické mechovky, hnédé a zelené fasy porustaji listy posidonii
(Lepoint a kol., 1999; Kocak a kol., 2002). Povlaky fas jsou nasledné zdrojem vyzivy pro
celou fadu epifytickych bezobratlych, zejména amfipodii a krouzkovci. Tkané€ posidonie jsou
kolonizovany endofytickymi bakteriemi a houbami (Borg a kol., 2006).

Vzhledem k nizké rychlosti vegetativniho rozmnoZovani, nepravidelnosti tvorby
semen a znaénym rizikem thynu semenackl pied dosazenim dospélosti je téméf nemozné
pfirozenym zptsobem nahradit degradaci motskych luk. Za G€elem bylo vyzkouSeno nékolik
metod kultivace mladych rostlinek a jejich opétovné vysazeni do volné ptirody. Nejlépe se
osveédcilo péstovani semendckl v mélkych chranénych motskych zatokach. Naopak kultivace
in vitro, popfipadé na rGznych substratech v laboratofich, dosahovala nizké uspé&Snosti

(Balestri a kol., 1998).

2.6 Cymodocea nodosa

Druhym nejrozsifenéjSim druhem moiské travy ve Stiedozemnim moti je Cymodocea nodosa
(Ucria). Tento druh se v mnohém li$i od posidonie. Nevytvaii souvislé moiské louky, ale
porosty, kde jsou jedinci od sebe izolovani. Roste se zejména v mél¢ich vodach do hloubky 3-

5 metrd, ovSem jeji vyskyt byl zaznamenan i v hloubkéch pies 30 metrti (Short a kol., 2007).
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Dokaze se ptizbiisobit riznym podminkam, a proto roste i na exponovanych lokalitdich
S vyraznym vlivem vlnobiti. Dosahuje mnohem nizsiho vzristu nez posidonie a jeji listova
plocha je vyrazné niz§i. Pievladajici formou rozmnozovani je i u tohoto druhu klonalni §ifeni
prostiednictvim vyhonkt. Ty mohou dosahovat az dvoumetrové vzdalenosti a béhem jediné
sezony vyprodukovat hned n€kolik ramet (Caye a Meinesz, 1985). V disledku tohoto jevu

tvoii Cymodocea nodosa relativné fidké porosty.

2.7 Endofytické houbové asociace rostlin

Jednim z nejvyznamnéjsich typa symbiotickych asociaci v ptirod¢€ je interakce mezi kofeny
rostlin a houbami. Fyziologicky vyznam houbovych asociaci s vys$imi rostlinami je velmi
riznorody a pohybuje se v celé Skale interakci od mutualistické po parazitickou. Role jednoho
druhu houby vSak nemusi byt nutné stdla po celou dobu ontogeneze. Mnoho druhti hub je
schopno béhem svého zivotniho cyklu ménit svou zivotni strategii. Typ konkrétni interakce je
definovan podle ptevladajiciho toku latek mezi hostitelem a mykobiontem — u parazitickych
hub proudi latky z rostliny do houby, kdezto u mutualistickych interakci probiha tok Zivin do
jisté miry obéma sméry (Smith a Smith, 1990).

2.8 Mykorhizni houby

VétSina rostlinnych druht interaguje s troficky specializovanou skupinou ptidnich hub, které
spolu s kofeny rostlin tvoii mutualistickou mykorhizni symbidzu. Mykorhizni houby jsou
charakteristické tvorbou rozsahlého extraradikalniho mycelia, na které kontinualné navazuji
houbov¢ struktury obklopujici kotfen (v ptipadné ektomykorhiz) nebo pronikajici do kotene a
tvofici struktury interagujici s rostlinnymi bunikami. Mykorhizni houby dokézou diky své
odli$né enzymatické produkci ziskat Ziviny i ze substratl, které jsou pro rostliny jen malo
vyuZzitelné. Prostfednictvim husté a bohaté¢ vétvené sité hyf jsou schopné ziskat mineralni
latky z mnohem vét§iho objemu pldy, nez samotné rostlinné kofeny. Mineralni latky a voda
jsou transportovany do rostliny, kterd na oplatku poskytuje houbé uhlik ve formé organickych
sloucenin. Mykorhizni houby dale napoméhaji ochrané rostlin pfed patogeny. ZvySuji
toleranci rostliny vici suchu a vlivim toxickych latek v prostredi.

Tato asociace hrala vyznamnou roli pfi kolonizaci souse rostlinami a rovnéz se podilela na
vzniku a formovani kofenovych soustav terestrickych rostlin. Pfedpoklada se, ze veskeré
vyssi rostliny pivodné zily v symbidze s mykorhiznimi houbami ze skupiny Glomeromycota,

se kterymi tvofily arbuskularni symbidzu. Sekundarné se u nékterych skupin rostlin vyvinuly
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dalsi typy mykorhiz. (Brundrett, 2002). V soucasné¢ dob¢ je vice nez 80 % rostlinnych
druhtt mykorhiznich (Wang a Qiu, 2006; Brundrett, 2009). U né€kolika skupin rostlin vSak
v pribéhu evoluce doSlo k zaniku interakce s mykorhiznimi houbami. Nemykorhizni
zpravidla byvaji parazitické rostliny, masozravé rostliny a rostliny s vyrazné¢ vyvinutymi
kofeny S hustym kofenovym vlaSenim, které tvofi takzvané proteoidni kofeny znamé rovnéz
pod anglickym terminem cluster roots. Mnoho nemykorhiznich druht rostlin se vyskytuje ve

vodnim prostiedi, kde jsou ziviny pro rostliny dostupné ptimo z okolni vody.

2.9 Endofytické houby

Jesté rozsitenéjsi skupinou v porovnani s mykorhiznimi houbami jsou endofytické houby, s
nimiz asociuji prakticky vSechny rostliny (Rodriguez a kol., 2009). Podle obecné definice jsou
endofyty houbami, které zpravidla s hostitelem neinteraguji ve smyslu latkové vymeény a
trofismu. Pfesto mohou pozitivné ovliviiovat Zivotaschopnost hostitelské rostliny, protoze
nc¢které z nich zvySuji toleranci rostliny vic¢i stresu. RovnéZz mohou branit patogenim
Vv napadani rostlin, zejména tim, Ze svou piitomnosti znemoziuji Sifeni paraziti do
intraradikalnich prostor. Jejich vliv na rostlinu vSak muZe byt i negativni a endofyty pak
Vv podstaté funguji jako parazité. V mnoha ekosystémech od polarnich po tropické oblasti jsou
velmi rozsifenym symbiontem rostlin houby s charakteristickym tmavym ptehradkovanym
myceliem a vnitrobunéénymi mikrosklerocii, které¢ se oznacuji jako DSE (dark septate
endophytes). Na rozdil od ostatnich endofytii jsou DSE charakteristické schopnosti tvorby
extraradikalniho myecelia, které se §ifi po povrchu hostitelské rostliny a moznd i dale do

substratu (Jumpponen a Trappe, 1998).

2.10.1 Houbové endofyty vodnich rostlin

Ackoli jsou mykorhizni a endofytické houby v kofenech suchozemskych rostlin relativné
dobfe zndmy a popsany, nase poznatky o téchto houbach z vodniho prostfedi jsou podstatné
mensi. Prvnim, kdo zaznamenal mykorhizni kolonizaci v kofenech ponoifené vodni rostliny,
byli Sendergaard a Laegaard (1977), ktefi zjistili pfitomnost arbuskularné mykorhiznich hub
u isoetidii. Od té doby se podafilo objevit mykorhizu v dalsich sladkovodnich rostlinach (Sraj-
Krzi¢ a kol., 2006, Sudova et al. 2011) i v rostlinach ze salinnich ekosystémil jako napiiklad
mangrovi (Sengupta and Chaudhuri, 2002) nebo zasolenych moktadt (Hildebrandt et al.,
2001). Dosud vsak nebyla objevena zadna mykorhizni asociace v kofenech motskych trav

(Nielsen a kol., 1999; Mata a Cebrian, 2013; Panno a kol., 2013; Vohnik a kol., 2015a).
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2.10.2 Houbové endofyty moiskych trav
Kofeny moftskych trav jsou kolonizovany endofytnimi houbami. Prvni zminky o pfitomnosti
v roce 1985 Cuomo a kol. V listech, rhizomu i kofenech objevili celkem sedm druhi hub,
pievazné lignikolnich saprofytdi, ovSem pouze jediny druh, Corollospora maritima, se
vyskytoval 1 v kofenech. V roce 2013 provedli Panno a kol. studii, ve které se zabyvali
houbovou kolonizaci listdl, rthizomi, kofenll i rozkladajiciho se matte posidonie Neptunovy.
Objevili celkem 88 riznych kment hub, z toho 14 v kotfenech. Naproti tomu Torta a kol.
v roce 2014 detekovali jediny druh endofytické houby v kofenech posidonie, a to Lulwoana
sp. z tadu Lulworthiales. Dosud nebyla provedena zadna studie tykajici se endofytni houbové
kolonizace moiské travy Cymodocea nodosa.

Ptitomnost DSE v kofenech vodnich rostlin byla poprvé zjisténa ve vzorcich z kofent
rostlin z jihozapadni Ciny (Kai a Zhiwei, 2006) a byla potvrzena dal§imi nalezy (Sraj-Krzi¢ a
kol., 2006; Kohout a kol., 2012). Prvni doklad o vyskytu DSE V kotfenech rostlin z motského
dna jsme poskytli v ¢lanku Vohnik a kol. (2015a). O této symbidze pojednava i ma diplomova
prace. NaSim cilem bylo zmapovat aredl rozsifeni specifické houbové symbidzy posidonie
Neptunovy a DSE z jejich kotfentll. Dale jsme chtéli odhalit druhovou piislusnost této houby a
zjistit, zda se kolonizace touto houbou méni béhem ontogeneze, popf. s ménicimi se
podminkami. Prozkoumali jsme kofeny moiské travy Cymodocea nodosa, ktera se neziidka
vyskytuje na stejné lokalité jako posidonie Neptunova, a porovnali jsme houbovou endofytni

kolonizaci obou druhtt mofskych trav.
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3. Materialy a metody

3.1 Sbér vzorku

3.1.1 Lokalizace porostti motskych trav

Sbér kofent posidonie Neptunovy ve Stfedozemnim mofti probéhl podél pobiezi v oblasti od
jihovychodniho Spanélska pies Francii, Italii a Chorvatsko po Cernou Horu a Albéanii. Dalsi
odbéry jsme provedli v severnim Maroku, na Korsice a v lIzraeli. Seznam lokalit je uveden
v Priloze 1. V ptipad¢, ze se na lokalité vyskytovala i Cymodocea nodosa, jsme provedli
rovnéz jeji odbér. Lokality vyskytu motskych trav byly ur€eny podle odborné literatury. Dale
jsme vyuzili satelitnich snimkti moiského pobtezi dostupnych na internetu. Pfesné umisténi
porostd motskych trav bylo provedeno na jednotlivych lokalitdich, kde jsme sledovali

pritomnost ¢asti rostlinného téla vynesenych ptibojem na pobiezi.

3.1.2 Odbér a zpracovani vzorki

Odbéry vzorkll byly provedeny s vyuzitim pfistrojového potapéni v hloubkach od pil metru
do cca. 31 metri. Na n¢kolika mél¢ich lokalitach jsme k ziskani rostlinného materialu vyuzili
freedivingu. Kofeny byly ziskdny ru¢nim odebranim kofend ze substratu, poptipadé
S vyuzitim potapécského noze, se snahou o minimalni poSkozeni okolnich jedinct. Na kazdé
lokalit¢ jsme odebrali vzorky z alesponi 5 riiznych rostlin ziskanych z odd€lenych porostt
posidonie. Sbirali jsme kofeny ze starSich a jiz degradujicich 1 z mladSich jedinci.

Casti kotenti jsme oddélili od rhizomi a vloZili do 50ml epruvet naplnénych moiskou vodou.
Vzorky byly vyneseny na bieh a motska voda byla okamzité nahrazena piiblizné¢ 30%
ethanolem. Po pfevozu do laboratoie byly vzorky ulozeny do chladnicky pii teploté cca. 8
stupnit Celsia. V prabéhu uskladnéni byl ethanol pravidelné¢ nejméné jednou za rok v
vyménén. Fragmenty kotenti z kazdé lokality byly kvili prevenci degradace povrchové

sterilizovana, vysuSena a zmrazena.

3.2 Mikroskopie

3.2.1 Opticka mikroskopie
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Vzorky pro optickou mikroskopii byly pifipraveny rucnim fezanim ziletkou v bezové dusi,
popfipadé¢ na ru¢nim mikrotomu. Ze vzniklych polotenkych fezti byly vytvofeny docasné
mikroskopické preparaty. Nékteré vzorky byly obarveny trypanovou modii, pro vizualizaci
houbovych endofytli posidonie vSak nebylo tfeba zadného barveni, proto byla vétSina vzorkl
ponechana bez barveni. Mikroskopickd pozorovani byla provedena na pfistroji Olympus
BX60 vybaveném Nomarského diferencialnim interferenénim kontrastem (DIC) pti zvétSeni

200x a 400x. Fotograficka dokumentace byla pofizena fotoaparatem Olympus DP70.

3.2.2 Opticka mikroskopie se vzorky z mikrotomu

Vzorky kofeni urcenych ke zpracovani na mikrotomu byly zality do parafinu. Na rota¢nim
mikrotomu byly pfipraveny pificné i podélné parafinové fezy o tloustce 8-12 um. Tyto fezy
byly umistény na piipravena podlozni skla potfena tenkou vrstvou glycerolu s piimeési
vajecného bilku zalitd vrstvou vody. Preparaty byly zahtaty na teplotu 58 — 60 °C, ¢imz se
zarovnala povrchova struktura parafinu i fezii. Postupnym odpafenim vody preparaty piilnuly
k vrstvé glycerol-bilku. Dale byly preparaty odparafinovany toluenovou fadou a obarveny.
Jako barviva byla pouzita trypanova modi, Fast green FCF a postupné nabarveni obéma
zminénymi barvivy. Pro kontrolu byly nékteré preparaty ponechany neobarvené. Nasledné
byly preparaty uzavieny dalsi toluenovou fadou, zality pryskyfici a ptikryty krycim sklickem.
Vzniklé trvalé preparaty byly pozorovany s vyuzitim optického mikroskopu Olympus BX60.

3.2.3 Skenovaci elektronova mikroskopie

Preparaty pro skenovaci elektronovou mikroskopii byly pfipraveny s vyuZitim ruéniho fezu
V bezové dusi, popiipadé ruéniho mikrotomu. Déle byly zpracovany, pokoveny a pfipraveny
k mikroskopovani v Mikroskopické laboratofi Oddéleni mykorhiznich symbiéz Botanického
tstavu AV CR, v. v. i. Snimky ze skenové elektronové mikroskopie byly poiizeny na
skenovacim elektronovém mikroskopu FEI Quanta 200 v médu Olympus ESEM pii nizkych
teplotach (-12°C to -3°C).

3.2.4 Transmisni elektronovéa mikroskopie

Vzorky pro transmisni mikroskopii byly zpracovany Laboratofi elektronové mikroskopie PfF
UK. Preparaty pro transmisni elektronovou mikroskopii byly zafixovany 5% glutaraldehydem
v roztoku 0.1 M fosfatového bufferu (pH 7.2) a dale 2% oxidem osmicelym v roztoku 0.1M
fosfatového buffer. Vzorky byly nasledné dehydrovany v odvodiovaci ethanolové tadé, do

které bylo zahrnuto puisobeni kontrastni latky, konkrétn¢ 1 % octanu uranylu. Vzorky byly
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zality pryskyfici Spurr, za uCelem zvySeni infiltrace médiem bylo vyuzito propylenoxidové
fady. Nasledné byly ptipraveny ultratenké vzorky o tloustce 70 nm. Jako kontrastni ¢inidla
byly pouzity octan uranylu a citrat olova. Snimky byly pofizeny na transmisnim elektronovém

mikroskopu JEOL 1011 s vyuzitim digitalniho TEM fotoaparatu (Veleta, Olympus).

3.3 Péstovani semendckl posidonie Neptunovy in vitro

Pro kultiva¢ni experiment byly pfipraveny Erlenmeyerovy bailky naplnéné motiskou vodou,
jejichz dno bylo pokryto pisc€ito-obldzkovym substratem ziskanym z motského dna. Neékolik
desitek semenackil nalezenych na lokalité ,,Budva cliff* v Cerné Hoie bylo pedlivé vytazeno
ze substratu a vsazeno do piiravenych ban¢k. Ty byly nasledné ptevezeny do laboratoie a
umistény v kultiva¢ni komofte.

K zaloZeni tkanovych kultur jsme pouzili makromeristémy z n¢kolika vybranych semenéack
Z kultivacniho experimentu. Pravé u makromeristémt byla u této rostliny zaznamendna
nejvyssi tspésnost kultivace (Loques et al., 1990). Vsechny makromeristémy byly povrchové
sterilizovany nejprve v 75% roztoku ethanolu (CH3CH,OH) po dobu 10 minut, a poté ve
vyluhu hypochloridu vapenatého Ca(ClO),, vytvofeném louhovanim v poméru odpovidajicim
70 gramtim hypochloridu na 1 litr vody po dobu 20 minut.

Pro pokus o kultivaci tkanovych in vitro kultur posidonie Neptunovy jsme pouzili LS médium
(Linsmaie a Skoog 1965) obohacené o motskou stl. Slozeni média viz. piiloha 1. Do kazdé
Erlenmayerovy baiiky s timto médiem jsem ve flowboxu vloZil 1 vzorek a baniky poté sterilné

pienesl do kultiva¢ni komory se stalou teplotou 25° Celsia pii osvétleni 16 hodin denné.

3.4 Izolace endofytickych hub na kultivacnim médiu

Pro pokus o izolaci hub jsme si pfipravili agarové kultivaéni médium s bramborovym
Skrobem (PDA; HiMedia Pvt. Ltd., Indie). Na jeden litr vody jsme pii ptipraveé pouzili 39g
agarové PDA smési. Z divodu zachovani osmotického potencialu pro organismy z moiského
prostfedi jsme do média ptimisili motskou sill v koncentraci 3,7 g na litr smési. Do média
jsme pridali malé mnozstvi (50 mg/l) antibiotika Novobiocinu.

K pokusu o izolaci hub z kotfenti moiskych trav jsme pouzili vzorky ze stfedniho Chorvatska.
Kofeny posidonie Neptunovy byly nasbirany na 9 lokalitdich v okoli PakosStane. Na dvou
z téchto lokalit se krom¢& posidonie vyskytovala i Cymodocea nodosa. Vzorky kofent byly

ulozeny do 50ml epruvet a pfeneseny na bieh. V pfenosném flowboxu byly kofeny natfezany
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na cca. pulcentimetrové useky, které byly nasledné povrchové sterilizovany 10% roztokem
univerzalniho dezinfekéniho prostfedku SAVO. Nésledné¢ byly vzorky dvakrat oplachnuty
demineralizovanou vodou, aby byly kompletné zbaveny SAVA. Vzorky pak byly umistény do
piipravenych Petriho misek délenych na cCtvrtiny s nami piipravenym médiem. Z kazdé
lokality odbéru posidonie jsme pouzili 10 Petriho misek, pouze z lokality Mali Osljak jsme
z divodu nedostatku materialu vyuzili pouze 4 misky. Vzorky Cymodocey z obou lokalit byly
umistény do 5 Petriho misek délenych na ctvrtiny. Misky byly zajistény proti kontaminaci
S vyuzitim parafinového filmu.

Po prevezeni do laboratofe byly Petriho misky se vzorky pfeneseny do mistnosti s niz§im
osvétlenim a stadlou pokojovou teplotou. Pravideln¢ byly kontrolovany a ptipadné
kontaminace byly neprodlen¢ odstranény. Vzhledem k pomalému ndrastu kultur hub jsme
vyhodnotili morfotypy a jejich Cetnosti az po necelych 7 mésicich od zaloZeni pokusu.

Z kazdého morfotypu jsme izolovali DNA a provedli sekvenaci.

3.5.1 Sekvenace DNA

DNA jsme extrahovali s vyuzitim extrakéniho kitu, ktery je soucasti produktu Extract-N-Amp
Plant Kits (Sigma-Aldrich, Némecko). Pro izolaci DNA z kultur ziskanych kultivaci na
agarovém médiu jsme amplifikovali DNA s vyuZitim multi mixu ze stejného produktu.
Amplifikovali jsme usek 1TS1-5.8S-ITS2 ribozomalni DNA, s vyuzitim primerového paru
ITS1IF + ITS4. Parametry PCR byly nastaveny néasledovné: 4 minuty denaturace pii teploté
94°C, dale 35 nasledujicich cykli: denaturace pii 94°C po dobu 30 sekund, nasednuti DNA
pii 55°C po dobu 30 sekund a syntéza DNA pii 72°C po dobu 70 sekund. Zavére¢na faze
syntézy probéhla pii 72°C po dobu 10 minut. Purifikace vzorka a sekvenace byla provedena
firmou Macrogen Europe Laboratory (Macrogen Inc., Nizozemsko/Jizni Korea).

Pro identifikaci sekvenci jsme vyuzili aplikaci BLAST v databazi GeneBank.

3.5.2 Sekvenace DNA z produktti mikrodisekce

S vyuzitim optické mikroskopie byly vybrany kofeny bohaté kolonizované houbovym
endofytem. Z téchto kofeni byly pfipraveny polotenké pficné tezy, které byly nasledné
umistény na mikrodisekéni membrany. Z vrstvy primarni kiry byly s vyuzitim laserového
mikrodisekéniho systému LMDG6000 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Némecko)
vyfiznuty fragmenty o velikosti n¢kolika bunck, které obsahovaly houbové endofyty. Tyto
fragmenty byly po provedeni mikrodisekce shromazdény v eppendorfkach, ve kterych byly
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pievezeny do laboratofe. Nasledné byla provedena extrakce DNA. K amplifikaci rDNA
z produktti mikrodisekce jsme vyuzili extrakéni kit popsany v odstavei 3.5. Pii amplifikaci
jsme vsak pouzili PPP Master Mix (Top-Bio, Ceské republika). Nasledn& jsme provedli nejen
standardni PCR, jak je uvedeno vyse, ale také nested PCR, pficemz prvnim primerovym
parem byly specifické primery pro pleosporalni houbu, které pro nas piipravil Mgr. Miroslav
Kolatik, PhD. Druha PCR probéhla s vyuzitim primerového paru ITSF a ITS4. U paru
specifickych primerti jsme upravili fdzi nasedani DNA zvySenim teploty na 57,5°C. Ostatni

parametry zlstaly zachovany.

3.6 Méteni kolonizace v zavislosti na hloubce a priméru kotfenti

3.6.1 Odbér vzork

Vzorky pro zjistovani vztahu houbové kolonizace k hloubce a priméru kotenii byly ziskdny v
okoli Boraku v jiznim Chorvatsku. Vzorky byly ziskany v souladu s povolenim k odbéru
vydanym Ministerstvem ochrany piirody a zivotniho protfedi Chorvatska (Klasa UP/I-612-
07/13-48/48, Urbroj 517-07-1-1-1-13-2). Tato oblast byla pro na$ vyzkum vybrana, protoze
posidonie Neptunova zde vytvaii kontinualni porost v hloubce od 7 do cca. 31 metrd. Odbéry
byly provedeny na tfech lokalitdch v hloubkéach 7, 15 a 31 metra. Tyto hloubky byly oznaceny
jako mélké (shallow), stiedni (middle) a hluboké (deep). Vzorky ze vSech tii lokalit byly
rozdeleny na 4 tfidy podle ptiblizného priméru kotfenti: “A” — nejtenci koteny, které v ramci
kofenové soustavy tvofily 3. fad, “B” — tenci koteny 2. fadu, “C” — siln&jsi koteny 2. fadu a
“D” — nejsilnéjsi koteny, které ptisluSely ke kofentim 1. fadu. Z kazdé lokality bylo nahodné

vybrano 10 vzorkt kotenii od kazdé ttidy priméru, celkem tedy 120 fragmentt kotenti.

3.6.2 Vyhodnoceni kolonizace
Z téchto fragmentl jsme pfipravili podélné fezy, které byly vyuzity k ptipravé docasnych
mikroskopickych preparati. S vyuzitim optické mikroskopie jsme hodnotili kolonizaci kotenil
tremi vySe zminénymi houbovymi strukturami, tedy pldstovymi hyfami, vnitrokofenovymi
hyfami a mikrosklerocii. Mikroskopickd pozorovani byla provedena na pfistroji Olympus
BX60 vybavenym DIC pfi zvétSeni 200x a 400x.

Miru kolonizace kotenti jsme urcili s vyuzitim prisecikové metody (McGonigle et al.,
1990) Ziskané procentualni hodnoty kolonizace byly transformovéany podle poradi (rank-
transformation) za Ucelem zvySeni normality jejich rozdéleni. Abychom urcili zavislost

kolonizace na hloubce a tfid¢ pruméru kofent,, provedli jsme dvoufaktorovou analyzu
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rozptylu s vnofenym faktorem, kterym byla lokalita odbéru. Statisticka analyza byla

provedena pii vyuziti statistického softwaru R.

3.7. Korenové vlaseni, korelace s houbovou kolonizaci

3.7.1 Lokality odbéru vzorkt

Semenécky posidonie Neptunovy byly nalezeny na dvou lokalitach v blizkosti mésta Budva
v Cerné Hofe. Mladsi semenacky nasbirané v roce 2012 rostly na ttesu v hloubce od 0 do 2
metrd. Tato lokalita byla opét prozkoumana v roce 2014. V témze roce jsme zaznamenali
vyskyt semenackti na nedaleké lokalit¢ Trsteno. Kofeny dospélych rostlin ur¢ené pro toto
meéfteni byly nasbirany na lokalitdich Krimovica, Sveti Stefan, Petrovac a Bar-Sutomore, které
se rovnéz nachazeji v Cerné Hofe nedaleko mésta Budva. Na lokalité Sveti Stefan rostly
posidonie na dvou rlznych substratech. S ohledem na mozZnost vlivu substratu na nami

zkoumané faktory jsme koteny z obou substratii ulozili a nadale zkoumali oddélené.

3.7.2 Evaluace hustoty vlaseni a houbové kolonizace
Kofenové systémy semenackdt 1 dospélci byly detailné prozkouméany s vyuzitim
stereomikroskopu Olympus SZX12. Fotograficka dokumentace byla pofizena s vyuzitim
fotoaparatu Olympus DP70 za vyuziti softwaru Quick PHOTO MICRO 2.3 (Promicra Ltd.,
Ceska republika). Z kofenti ze viech lokalit jsme nahodné vybrali 20-30 fragmentii riizné
tloustky. Zaznamendvali jsme pifitomnost kofenového vlaSeni a vyhodnocovali jeho hustotu
jako pocet vlaskli na 1 milimetr délky kotene. Dale jsme z kotfenil se zndmou hustotou vlaseni
ptipravili tlusté pficné tezy, ze kterych jsme vytvofili do¢asné mikroskopické preparaty.
Me¢éteni kolonizace probéhlo s vyuzitim optického mikroskopu Olympus BX 60 s DIC pfi
Ctyfsetndsobném zvétSeni. Kolonizace plastovymi hyfami byla uréena jako podil povrchu
kotene kolonizovaného houbou. Vnitrokotfenové hyfy a mikrosklerocia byla ur¢ena jako podil
buné€k svrchni vrstvy primarni klry kolonizovanych zminénymi houbovymi strukturami.
Celkovou houbovou kolonizaci jsme ur€ili jako podil povrchu kotene, popt bun€k primarni
kiry kolonizovany kterymkoli typem houbové struktury. V podstaté se jednalo o vyuziti
prasecikové metody (McGonigle et al., 1990) modifikované na méfeni na pficnych fezech.

Z naméfenych hodnot hustoty kotfenového vlaSeni a houbové kolonizace byly
stanoveny primérné hodnoty. Vztahy vysledné hodnoty hustoty kotfenového vlaSeni a
houbové kolonizace byly zjistény s vyuzitim Spearmanova koeficientu poradové korelace.

S vyuzitim neparametrického Kruskall-Wallisova testu a post-hoc testu mnohonasobného

22



porovnavani pofadi pramérd jsme se pokusili zjistit ptipadné signifikantni rozdily
Vv kolonizaci a hustoté kotfenového vlaSeni mezi vzorky z riznych hloubek a riznych tiid

priméru kotene. Pro analyzu dat jsme pouzili programy R a Statistica 12.
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4. Vysledky

4.1 Charakteristika endofytické kolonizace posidonie Neptunovy a Cymodocey nodosa

V kotenech posidonie Neptunovy jsme pozorovali jedinou endofytni houbovou asociaci. Tato
houba svou morfologii pfipomina Siroce rozsifené endofytni symbionty vyssich rostlin znamé
jako dark septate endophytes (DSE). Houbové struktury byly nalezeny v kofenech posidonie
Neptunovy na téméf vsech lokalitach, na kterych jsme provedli odbér (Ptiloha 1). Naopak
Vv kotenech druhu Cymodocea nodosa jsme nepozorovali zadné endofytické houby.

Houbovy endofyt posidonie Neptunovy tvoii tfi typy struktur. Povrch kofene je pokryt

hyfami, které se misty sdruzuji a tvoii hyfovy plast.

Obr. 1, 2: Povrchové hyfy tvotici plast’; vrchni fotografie je pofizena s vyuzitim Nomarského
DIC (autor M. Vohnik); preparat na spodni fotografii je obarven trypanovou modii a FCF
zeleni (autor O. Borovec)
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Bunky rhizodermis viibec nebyly kolonizovany. Mezi jednotlivymi bunikami pokozky hyfy

pronikaji do primarni kury.

Obr. 3: Hyfa pronikajici do primarni kiry prostorem mezi dvéma buiikami rhizodermis (autor

O. Borovec)
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Obr. 4: U vstupu do bungk tvotily hyfy struktury pfipominajici apresoria (autor M. Vohnik)

Obr. 5: Lyza bunééné stény zpusobena vnitrokofenovou hyfou pleosporalni houby (autor O.

Borovec)
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Obr. 6, 7: V bunkach primarni kiry posidonie Neptu

mikrosklerocia (autor O. Borovec).
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4.2 M¢teni kolonizace v zavislosti na hloubce a priméru kofenti

Houbova kolonizace byla pfitomna ve vzorcich zkazdé hloubky i zkofend vSech tiid
priméru. Celkové byly kofeny nejvice kolonizovany plastovymi hyfami (46,59%), dale
vnitrokofenovymi hyfami (34,43%). Vyskyt téchto dvou struktur spolu koreloval (p=0,0000;
korelaéni koeficient 0,74). Kolonizace mikrosklerocii dosahovala pouze 12,55%. Plast a
vnitrokofenové hyfy se vyskytovaly témét ve vSech vzorcich ze vSech kombinaci hloubky a
tiidy priméru kofene. Ve vzorcich z mélkého stanovisté témér chybi kolonizace
mikrosklerocii. Na kolonizaci kotfenti v§emi tfemi typy houbovych struktur maji signifikantni
vliv jak hloubka, tak primér kotent (Ptiloha 2).

Vysledky hierarchické ANOVY a post-hoc Tukey testu jsou znazornény v nasledujicich
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4.3 Kotenové vlaseni, vztah k endofytické kolonizaci

4.3.1 Odbér vzorki kotenii

Semenacky posidonie Neptunovy nasbirané v roce 2012 pobliz Budvy v Cerné Hofe byly
Vv rané fazi vyvoje. Dosahovaly velikosti cca. 10-15 centimetra. Jejich kofenova soustava byla
tvotena jednim hlavnim a n¢kolika adventivnimi koteny, které byly jen velmi malo vétvené.
Kofteny druhého tadu byly dosud kratké a nevétvené. Hypokotylova oblast makromeristému
byla vyrazné opticky rozsifena oproti prytu a rhizomu.

Pii prizkumu lokality odbéru na ttesu pobliz Budvy ani v blizkém okoli v roce 2014 jsme
nenalezli zadné rostliny posidonie. Podafilo se ndm vSak objevit porost semenackt na nekolik
kilometr vzdalené lokalité u plaze Trsteno pobliz Krimovice. Zde nalezené semenacky byly
starSi a vzrostlej$i v porovnéni se odbérem z roku 2012. Vzhledem ke vzristu a fazi vyvoje
1ze ptedpokladat, Ze rostliny se zde usadily béhem téze disperzni udalosti. Kofenova soustava
noveé objevenych semenacki byla vyrazné rozsahlejsi v porovnani s rostlinami ziskanymi pfi
predchozim odbéru. Koteny druhého tadu byly velmi Cetné a vyskytly se i kofeny tietiho

fadu.

4.3.2 Mikroskopickd pozorovani a hodnoceni hustoty kofenového vlaseni

Pozorovani kofenovych soustav semendckti na stereomikroskopu odhalilo rozsahlou
ptitomnost kofenového vlaseni. Kofenové vlaSeni bylo dosud u posidonie Neptunovy
povazovano za vzacny jev a v mnoha studiich zabyvajicich se kofeny posidonie viibec nebylo
pozorovano. Zjistili jsme, ze u mladsich semenacki byla vétSina kofenti pokryta kofenovymi
vlasky; jen v 8 % vzorkll se zadné vlaseni nevyskytlo. V piipadé starSich semenacki byla
zaznamenany vyskyt vlaSeni niz$i. StarSi kofeny, které produkovaly ¢etné lateralni kotfeny, se
vyznacovaly ubytkem kotfenového vlaSeni. Primérné hodnoty hustoty vlaseni jsou uvedeny
v tabulce 2. Hustota kofenového vlaseni u mladSich semenackti dosahovala pomérné
vysokych hodnot; v jednom piipadé u mladSiho semenackli jsme spocitali hodnotu 95
vlaskl/milimetr. Kofeny s vlaSenim byly pokryty c¢asteCkami substratu. Pozorovanim
kofenovych vlaskl pfi vétsSim zvétSeni a s vyuzitim optického mikroskopu jsme zjistili, Ze
V jejich apikalni oblasti se tvoii dva typy dosud nepozorovanych struktur. Cast&jsi formou
byly poharkovité struktury, jejichz prostfednictvim ke kofenovym vlaskim drobné Castecky
substratu pfilnuly (Obr. 8). Vazba mezi kofenem a substraitem je velmi pevna,
experimentalnim oddélovanim tahem jsme zjistili, Ze se spiSe odd¢li vlasek na bazi u kotene,

ale castecka substratu ziistane pfilnuta. Druhym zaznamenanym typem apikalni struktury byly
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rozvétvené prstovité utvary. Ty se vSak vyskytovaly méné Casto. V ptipadé dospélych kotfent
jsme vyskyt kotfenového vlaSeni pozorovali pouze na jedné lokalité, a to Sveti Stefan. Ve

vzorcich z pisCitého substratu bylo pozorovano jen velmi malo vlaskl, vyrazné vyssi vyskyt

byl zaznamenan na kotenech z jilovitého substratu (Tab. 2).

Obr. 8: Kofen posidonie Neptunovy s kofenovym
vlaSenim. Prostfednictvim apikalnich poharkovitych
struktur kotfenové vlaseni pfilnulo k ¢asteckam substratu
(autofi O. Borovec, M. Bulinova)
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Obr. 9: Apikalni struktury kofenového vlaseni; A, B - poharkovité struktury; C, D -

rozvétvené prstovité ttvary (autoii M. Vohnik, M. Bulinova)
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4.3.3 Mikroskopicka pozorovani a hodnoceni kolonizace endofytické houby

Nésledné jsme urcovali kolonizaci kofenti houbovymi endofyty. Ve vzorcich z mladSich
semenackd jsme nepozorovali pfitomnost zadnych hub. Kofeny dospélych rostlin i star§ich
semenackti vSak byly kolonizovany pro posidonii Neptunovu typickym houbovym
endofytem. Nékteré kotfeny ziskané ze starSich semenacki a dospélych rostlin z pisc¢itého
substratu vykazovaly i vysokou kolonizaci pies 50 %. Vyrazné méné houbovych struktur se
vSak vyskytovalo v kofenech z jilovitého substratu — 63 % ndmi proveéfenych vzorkl koteni
nebylo vibec kolonizovano, zatimco v pfipadé kotenii z pisc€itého substratu postradalo
ptitomnost endofytickych hub pouze 11 % vzorkl kofent. Primérnou kolonizaci kofent jsme

zaznamenali do tabulky 2.

4.3.4 Statistické analyzy

Analyzou ziskanych idajii jsme odhalili, Ze mira kolonizace houbovym symbiontem a
hustota kofenového vlaseni u jednotlivych kofent jsou spolu signifikantn€ negativné
korelovany. Pii hodnoté p = 3,47 * 107 doséhl Spearmeniv korelaéni koeficient hodnoty -
0,3898698.

U hustoty kofenového vlaSeni a houbové kolonizace jsme testovali homogenitu
rozptylu s vyuzitim Levenova testu. Protoze pfedpoklad homogenity rozptylu nebyl dodrzen,
provedli jsme neparametricky Kruskal-Wallisiv s naslednym testem mnohonasobného

porovnavani poradi priméru (Tab. 2).

houbova kolonizace + standardni chyba stfedni hodnoty
vzorek root hair density kolonizace plast vnitrokofenové mikrosklerocia
(pocet/mm) (podil 1) (podil 1) hyfy (podil 1) (podil 1)
mladsi semenacky; n=20 314+564a 0.00b 0.00 a 0.00 a 0.00 a
star$i semenacky; n=20 14.15+3.775a,b 0.29+0.062 a 0.27+0.054 b 0.06 £ 0.032 a 0.02+0.013 a
dospélci z jilu; =30 6.6 £2.617 b,c 0.10+0.035 b 0.05+0.019a 0.05+0.025 a 0.03+0.023 a,b
dospélci z pisku; n=90 0.93+0.386 C 0.26 £0.024 b 0.22+0.023 b 0.05+0.008 b 0.04+0.010 b

Tabulka 2: Primér hustoty kofenového vlaseni (po¢et/mm) a houbové kolonizace (podil 1)
kofentl z riznych ontogenetickych stadii vyvoje posidonie Neptunovy; daje z dospélych
rostlin byly rozd¢€leny podle typu substratu
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4.4 Kultivace posidonii in vitro

Semenacky posidonie Neptunovy v rustové komoie piezivaly nékolik tydnd (Obr. 10).
Nejevily vSak znamky rastu a postupné hynuly. Pokus o vyuziti makromeristému semenackl
k zalozeni in vitro kultur se nezdafil. Fragmenty posidonii usmisténé na kultivaénim médiu

nejevily Zadné znamky narastu axenickych kultur, a to ani po vice nezZ mésic trvajici kultivaci.

Obr. 10: Semenacek posidonie Neptunovy
v Erlenmeyerové bance

(autor M. Vohnik)

4.5 Izolace endofytickych hub z kotfenti moiskych trav

Na kultivaénim médiu se nam uspésné podarilo vypéstovat kolonie houbovych endofytt. Tyto
endofyté rostli velmi pomalu. Po jednom mésici kultivace kolonie teprve zacinaly rist, po
dvou mésicich dosahovaly jejich rozméry pouze nc¢kolika milimetri a ani po vice nez roce
nepiesahly rozméry vétSiny z nich 2 centimetry.

Ur¢ili jsme celkem 10 riznych morfotypt kolonii hub izolovanych z posidonie Neptunovy a
dalsi 4 morfotypy z izolatd ziskanych z C. nodosa. Kolonie ziskané z kofent posidonie bylo
mozné rozdélit na 2 skupiny — Cerné struktury nadorovitého vzhledu, nékdy obklopené
tmavymi hyfami a v ptipad¢ starSich a vyvinutéjSich kultur také pokryty sttibfitymi hyfami
(Obr. 9), a ponékud rychleji rostouci bélavé vlaknité hyfalni struktury s bilymi kompaktnimi
utvary ve starSich ¢astech kultury. Sekvenaci jednotlivych vzorkli ze vS§ech morfotypli jsme
zjistili, Ze s vyjimkou né€kolika kontaminaci koznimi parazitickymi houbami veskeré izolaty
ptislusely ke dvéma druhtim. Toto rozdéleni odpovidalo dvéma barevné odliSenym skupindm
izolatli. VSechny cerné kultury nélezely k dosud nepopsanému druhu vieckovytrusé houby

Z celedi Aigialaceae, fadu Pleosporales.
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Obr. 11: Kultury pleosporalni houby na matetském koteni (autor M. Vohnik)

S vyuzitim funkce Blast v datab4zi GenBank jsme zjistili, Ze sekvence této houby odpovidaji
sekvencim ziskanym z houbovych endofytii kofent posidonie Neptunovy ndmi popsanych
v ¢lanku Vohnik a kol. (2015). V databazi GenBank jsou sekvence ptivodné popsanych

endofytli ulozeny nasledovné (vybrané zaznamy):

Pleosporales sp. MV-2012 isolate P08 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Pleosporales sp. MV-2012 isolate P09 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S

ribosomal RNA gene, partial sequence

Pleosporales sp. MV-2012 isolate P10 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S

ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence
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Pleosporales sp. MV-2012 isolate P11 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Sekvence ze svétlych kultur odpovidaly sekvencim druhu “Lulworthiales sp.” popsanym
v téze publikaci. V databazi GenBank jsou sekvence této houby uloZzeny pod témito

oznacenimi (vybrané zaznamy):

Lulworthiales sp. MV-2012 isolate P12 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lulworthiales sp. MV-2012 isolate P13 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Lulworthiales sp. MV-2012 isolate P21 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Ve vzorcich z kotentt Cymodocey nodosa z lokality Gangaro se nam podafilo ziskat sekvence
oomycety Phytophthora polymorphica (dtive Halophytophthora polymorphica). Tento
“houbam podobny organismus” je mofskym piibuznym znamych parazitd rostlin z rodu

Phytophtora.

lokalita rod moiské travy | pocet izolatd datum odbéru
Gangaro Cymodocea 7 svétlych* 3/9/2012
Gangaro posidonie 45 Cernych 3/9/2012
Gangaro stfed posidonie 32 ¢ernych + 5 svétlych 7/9/2012
Kosara posidonie 56 ¢ernych + 4 svétlych 5/9/2012
KosSara Majak posidonie 44 Cernych 6/9/2012
Kukuljari posidonie 91 ¢ernych + 3 svétlych 2/9/2012
Mali Osljak posidonie 5 ¢ernych + 4 svétlych 2/9/2012
Veli Osljak Cymodocea 14 svétlych 3/9/2012
Veli Osljak posidonie 49 Cernych 3/9/2012
Obun posidonie 41 Cernych + 15 svétlych 7/9/2012

35



| Veli Babuljasi | posidonie

36 cernych + 9 svétlych

5/9/2012

* (Halo)phytophthora polymorphica

Pii jiném izola¢nim experimentu jsme Zz kofene posidonie Neptunovy izolovali houbu

Fuscoporia torulosa, ovsem v poétu jednoho jediného izolatu. Jiné houby jsme v kofenech

posidonie Neptunovy nedetekovali. Popsana pleosporalni houba tvoii silné¢ podporovanou

vyvojovou vétev vramci Celedi Aigialaceae (Obr). Na sestavovani kladogramu jsem se

nepodilel, pfikladdam jen pro
doplnéni informaci. Metodu, ktera
vedla k jeho vypracovani, lze nalézt

Vv ¢lanku Vohnik a kol., 2015.

Obr. : Kladogram zkombinovanych
sekvenci SSU (894 bp) a LSU (919 bp)
rDNA pleosporalni houby (Pleosporales
sp. MV-2014, ¢erny morfotyp) z kofent
posidonie Neptunovy (v ramecku). Silné
cary znaci 100% bootstrapové hodnoty.
Detaily v ¢lanku Vohnik a kol., 2015b.

KC736945
KC736942

KC736941 Pleosporales sp.
©736940 MV-2012

KC736944

82 [—Atgielus mangrovis BCC33563
60! 'Aigialus mangrovis BCC33564
Aigialus rhizophorae BCC33572
dA_‘gmlus rhizophorae BCC33573
rAigialus grandis BCC18419
YAigialus grandis BCC20000
rﬁﬁgialus parvus BCC18403
Algialus parvus BCC32558
rAscocralela manglicola JK5262C
A manglicola HHUF 30032
[Ascocfatm manglicola BCC09270
Rimora mangrovei JK5246A

Aigialaceae

Rimora mangrovei JK54378
Neostrosphaeriella krabiensis MFLUCC11-0022
Neostrosphaeriella krabiensis MFLUCC11-1151
Fissuroma aggregata KT767
Fissuroma aggregata MFLUCC10-0554
Fissuroma maculans MFLUCC10-0888
Fissuroma maculans MFLUCC11-0023
A ié CBS115556
Astrosphaeriella stellata KT998
i africana MFLUCC11-0027
Quadricrura septentrionalis CBS125429
Tetraplosphaeria sasicola KT563
P; ploa curviapp: HC4930
Triplosphaeria maxima MAFF239682
Polyplosphaeria fusca KT1616
Lepidosphaeria nicotiae CBS559.71
Ulospora bilgramii CBS110020
Verruculina enalia BCC18401
Lindgomyces breviappendiculatus KT-1215
Lindgomyces ingoldianus ATCC 200398
Amniculicola lignicola CBS123094
Murispora rubicunda IFRD2017

Herpotrichia juniperi AFTOL ID1608 Mel
[Me/anamma pulvis pyrius IFRD002 elanommataceae

Pyrenophora phaeocomes AFTOL ID 283
Setosphaeria monoceras CBS154.26
Cochliobolus sativus DAOM226212
f— 76l Plgospora herbarum CBS191.86

[Dmymeua exigua CBS183.55 IDidyme/Iaceae
Leptosphaerulina australis CBS939.69

Lophiostoma fuckelii CBS113432
Lophiostoma arundinis CBS621.86
Lophiostoma crenatum CBS629.86
Preussia minima CBS524.50

Sporormia lignicola CBS363.69 ISp orormiaceae
Preussia terricola DAOM230091

Tetraplosphaeriaceae

ITestudinaceae

ILindgomycetaceae

IAmnicuIicoIaceae

Pleosporaceae

85

ILophiostomataceae

i:ﬂemohla didyma UME31411
Delitschia winteri CBS225.62

Dothidea

e

CBS189.58

CBS247.33

Myriangium
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4.6 Mikrodisekce

S vyuzitim mikrodisekce jsme ziskali fragmenty piicného fezu kotene posidonie Neptunovy o
rozméru nekolika bunék primarni kiry, které obsahovaly endofytni houby. S takto ziskanymi
vzorky byla nasledné provedena extrakce DNA, amplifikace a sekvenace. Ve vSech piipadech
(n¢kolik desitek) prisluSely pozorované struktury v primarni kGfe a na povrchu nami
popisovanému druhu “Pleosporales sp.” z Celedi Aigialaceae, coz jsme si posléze ovéfili |

pouzitim primeru specifického pro tuto houbu pii amplifikaci vzorkt z mikrodisekce.
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5. Diskuze

Na vétsin¢ lokalit jsme naSli rozsahlé porosty posidonie. S vyjimkou lokalit v jiznim
Spanélsku byly rostliny povétsinou zdravé a prosperujici. Zda se tedy, e posidonie nejsou
vystaveny ubytku populace v celé oblasti Stfedomofi, coz potvrzuje udaje z nékterych
predchozich vyzkumi (Gonzalez-Correa a kol., 2007). V n¢kterych oblastech vSak k ubytku
zcela jisté dochazi; v Izraeli ani Maroku jsme nezaznamenali piitomnost posidonii, ackoli se
zde tyto moftské travy diive urcité vyskytovaly.

Kofeny motské travy posidonie Neptunovy hosti nékolik druhti endofytickych hub. Co
do cCetnosti a rozsifeni jednoznacn€ dominuje jediny druh, dosud nepopsana vieckovytrusa
houba z ¢eledi Aigialaceac. Do této celedi se fadi rovnéz nékolik lignikolnich druht
moiskych hub, takze se zjevné dokazi na moiské prostiedi adaptovat. V rozsahlé oblasti
pobiezi Stiedozemniho mofte od jizniho Spanélska po Albanii tvoii posidonie s houbovym
symbiontem specifickou asociaci s charakteristickymi houbovymi strukturami. Zatimco
Vv kotfenech posidonie dosahuje pleosporalni endofyt pomérmné vysokych hodnot kolonizace,
Vv kofenech motské travy Cymodocea nodosa se vubec nevyskytuje. Tato situace je
V porovndni s terestrickymi ekosystémy velmi neobvykld; kazda rostlina zde zpravidla
asociuje s n¢kolika druhy az né€kolika desitkami druhd hub. Pravée tak i endofytické druhy hub
vétsinou nekolonizuji jen jediny druh rostliny, pokud se v okoli vyskytuji pfibuzné druhy
(Rodriguez a kol., 2009).

Nami objeveny druh houby tvofi tfi hlavni druhy struktur. Plastové i vnitrokofenové
hyfy kolonizovaly nékteré kofeny velmi husté, az po stoprocentni miru kolonizace. Ptesto
nebyly takové kofeny nijak zjevné€ oslabeny v porovnani s kofeny jedinci s niz§i houbovou
kolonizaci. Houbovy endofyt vstupoval do kofenli posidonii mezibunéénymi prostory,
nenarusoval povrch rhizodermis. Uvnitt kofene pak endofyty nepronikaly do bunék primarni
ktry hostitelské rostliny ve velkych poctech, ale zpravidla jen jednou ¢i dvéma hyfami. Spolu
s vysokou specificitou houbového endofyta tato fakta vedou k presvédceni, ze se nejednéd o
parazitickou houbu, alesponi v bézné interakci ne.

S rostouci hloubkou se vyrazné snizuje biomasa posidonie Neptunovy (Olesen a kol.,
2002). Piedpokladali jsme, ze v pfipadé mutualistické asociace mezi houbou a hostitelem
bude s poklesem biomasy hostitele klesat i nabidka zZivin pro houbu, tudiz bude s rostouci
hloubkou klesat kolonizace. Tyto piedpoklady se vSak nenaplnily - podle naSich dat se

s piibyvajici hloubkou zvySuje mira kolonizace posidonie. V ramci symbidzy jsme
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nepozorovali typické struktury, kde u mykorhiz dochazi k interakci mezi mykobiontem a
hostitelem, jako jsou arbuskuly nebo Hartigova sit’ (Gryndler, 2004). Lze ptedpokladat, ze se
v tomto piipadé jedna o endofytickou houbu sensu stricto, tj. interagujici s hostitelem
pievazné neutralisticky. Tomuto pfedpokladu patrné¢ odpovida i nas poznatek, ze s rostoucim
prumérem kotene, tedy zpravidla srostoucim stafim, ubyvaji hyfy a naopak piibyvaji
mikrosklerocia. Pravé hyfy mohou potencidln¢ vytvaret interagujici struktury, naopak
mikrosklerocium je klidové a zasobni stadium, které obvykle pfimo neinteraguje s hostitelem
(Vohnik a Albrechtova, 2011)

Cuomo a kol. (1985) i Torta a kol. (2014) detekovali v kotenech posidonie Neptunovy
vzdy jen po jednom druhu endofytické houby. Druh zjistény Cuomem a kol., Corollospora
maritima, v nasich vzorcich piitomen nebyl. Lulwoana objevena Tortou a kol. méla velmi
podobnou sekvenci jako nami objeveny druh Lulworthiales sp. I Cuomovi se podafilo
detekovat houbu z fadu Lulworthiales, a to druhu Lulworthia sp. Vyskytovala se vSak ve
zbytcich listl, nikoli v kofenech,

Sekvence druhu Fuscoporia torulosa, zjisténa jednou jedinkrat, je nejspiSe
kontaminaci, protoze rod Fuscoporia se fadi mezi chorose.

Nas objev je vrozporu s vysledky Panna a kol. (2013), ktefi detekovali pfitomnost
endofytnich hub v riznych tkanich posidonie. V kofenech objevili 14 druhti endofytnich hub.
Ve velké vétSiné se vSak jednalo o ubikvitni anamorfy vieckovytrusych hub, napiiklad
Penicillium, Cladosporium nebo Acremonium. Pouze v jednom piipadé zjistili pfitomnost
pleosporalni houby, ov§em odlisné od ndmi objevené¢ho DS endofytu. Takto vyrazné rozdily
povrchové sterilizovali sterilizacnim pfipravkem, Panniiv tym je pouze nckolikrat promyval
sterilni vodou. Zd4 se tedy pravdépodobné, Ze jimi detekované houby ve skute¢nosti nemusi
byt endofytické, ale epifytické.

Kofeny vodnich rostlin maji zdsadni funkci pii upeviiovani rostliny v substratu.
Vzhledem k ¢astému a velmi vyrazného pohybu v ramci vodniho sloupce v piibojové zoné je
pfilnuti kofenil k substratu velmi diileZité zejména pro druhy rostouci v infralitoralu (Kiswara
a kol., 2009). VétSina druht moiskych trav produkuje kotenové vlaseni, které vyrazné
zvétSuje oblast kontaktu mezi substratem a kofeny. Semena druhu Thalassia hemprichii tvofi
vlaknité struktury podobné kofenovému vlaSeni, které v ontogenetické fazi pred riistem
kofeni umoziuji lepsi uchyceni v substratu. Postupné jsou béhem vyvoje produkovany

kofeny a funkce kotviciho aparatu prechazi na pravé kotfenové vlaseni (Soong a kol., 2013).
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Mladé semenacky posidonie Neptunovy nemaji dosud vyvinut dostatecné rozsahly kotfenovy
systém, ktery by je udrzel v substratu i na velmi exponovanych lokalitach (Piazzi a kol.,
1999). Navic jsou v porovndni se semenacky dalSich druhi motskych trav vice nachylné
k vlivu vlnobiti a zesileného proudéni vody vzhledem k vétSi ploSe listd. Semenacky
posidonie ¢asto nebyvaji na rozdil od druhu Cymodocea nodosa schopné odolat naporu vin
vV nejmél¢ich vodach (Infantes a kol.,, 2011). Praveé snizend schopnost pieziti juvenilnich
posidonii je pfi¢inou nami pozorovaného jevu, kdy na jedné lokalit¢ roste blize biehu
Cymodocea nodosa a ve vzdélenosti od nékolika metri do desitek metri rostou v hlubsich
vodach posidonie Neptunovy.

Protoze podle dosavadnich studii byla posidonie Neptunova zndma jako rostlina, ktera
kofenové vlaseni vibec netvoii (Nielsen a kol., 1999; Haznedaroglu a Akarsu, 2009), nebo
tvoti jen obcas a velmi fidce (Kuo a McComb, 1998; Torta a kol., 2014), neuvazovalo se o
moznosti vlivu vlasSeni na pfilnuti téchto rostlin k podkladu. Nase vyzkumy spolu s poznatky
Badalamentiho a kol. (2015) vsSak poukazuji na existenci bohatého kofenového vlaseni s
unikatnimi apikdlnimi pohdrkovitymi strukturami, které jsou schopné piilnout k zrnkim
pisku, popfipad¢ k dal§im céasteCkam substratu, a poskytnout ucinnéjsi ukotveni. Funkce
druhé ndmi objevené struktury, rozvétvenych apikalnich ¢asti kofenového vlaSeni, neni dosud
znama. Lze vSak predpokladat, Ze poskytuje dalsi moZznost upevnéni rostlin v sedimentu.

I pres existenci kofenového vlaSeni s adhezivnimi strukturami je vSak preziti
semenacki na exponovanych mistech typu utes, kde jsme nasbirali prvni vzorky juvenilnich
rostlin, velmi nejisté a UspéSné vykliceni a zakofenéni jeSté¢ zdaleka neznamena, Ze se
semenacky doziji dospélosti (Balestri a kol., 1998; Piazzi a kol., 1999; Balestri a Lardicci,
2008). Typ substratu je klicovym faktorem, ktery ovlivituje schopnost pieziti a zdarného ristu
semenacki (Soong a kol., 2013). Na ndmi zminéné lokalité se velmi pravdépodobné vyskytla
silna disturban¢ni udélost, kterd zapticinila zanik dané subpopulace.

Dosp€lé posidonie jiz nerostou jednotlive, ale v ramci husté porostlych motskych luk.
Kofeny matetskych rostlin zvySuji stabilitu substatu a zabrafiuji vyraznym pohybtiim vodniho
sloupce u dna. V zapojeném porostu jiZ neni tfeba vyrazn€ zvysené adheze k substratu,
nutnost ukotvovaci funkce vlaeni tedy mizi. Ubytek kofenového vlaseni a jeho nepiitomnost
u naprosté vétSiny dospélych posidonii miize nastavat praveé z tohoto divodu. Vegetativné
vyprodukované juvenilni rostliny maji v ramci motské louky idedlni podminky k rtstu a
vyvoji. Matte je jednim z nejvhodnéjSich typa substratu pro zakofenéni a preziti vyvijejicich

se posidonii.
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Kofenové vlaseni u vétSiny terestrickych rostlin napomahad pti piijmu Zzivin ze
substratu. Nékteré druhy moiskych trav rovnéz vyuzivaji kofenové vlaseni ke své vyziveé. U
tropické moiské travy Halophila ovalis byly provadény experimenty s piijmem dusiku. Pfi
nedostatku tohoto esencidlniho prvku byl zaznamenan zesileny rust a elongace kofenovych
vlaskl. Naopak v prostfedi s prebytkem dusiku byl rast koifenového vlaseni do znacné miry
inhibovan (Wilson a Bennett, 2007). Potencialni vyuziti kofenovych vlaski pii vyziveé
semenackll posidonie Neptunovy vSak v ranych fazich vyvoje neni pfili§ pravdépodobné. V
ptipad¢é pohlavniho rozmnoZovani se posidonie §ifi velkymi semeny s vysokym obsahem
zivin, zejména Skrobu. Semeno miZe vyvijejicimu se semenacku poskytovat zna¢nou Cast
vyzivy po dobu bezmala jednoho roku. (Belzunce a kol., 2008). Roli hlavniho zptsobu vyzivy
postupné prebiraji kofeny, ale béhem ontogeneze se nejdilezitéjsSim organem pro vyzivu
posidonii stavaji listy (Khan a Belik, 1995). I pfesto, Ze semenacky, které jsme se pokouseli
pestovat v rdmci naSeho experimentu, byly zjevné velmi mladé a mohly Cerpat ze zbytkl
z4sob ze semene a presto, Ze nebyly vystaveny disturbancim, uhynuly. Zatimco Balestri a kol.
(1998) zaznamenali vice nez 50% uspésnost pieziti semenackti v podminkach in vitro, ndm se

nepodaftilo zachranit ani jeden.
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7. Ptilohy:

zemé lokalita Kolonizace soufadnice GPS Ptitomnost
kotent C. nodosa

Recko Kalami ano N39.74227, E19.93443

Recko Kassiopi Bay, Kerkira ano N39.78941, E19.91542

Albanie Orikum, Vlore ano N40.34226, E19.40898

Albanie Orikum, Vlore ano N40.35723, E19.40926

Cernd Hora | Sutomore ano N42.13595, E19.01549

Cerna Hora | Petrovac ano N42.19762, E18.93726

Cernd Hora | Sveti Stefan ano N42.25022, E18.89463

Cerna Hora | Krimovica ano N42.27985, E18.78738

Chorvatsko | Borak, Potomje ano N42.92236, E17.34685

Chorvatsko | Zlatni Rat, Bol, Bra¢ ano N43.25838, E16.63897

Chorvatsko | Rudula, Solta ano N43.39362, E16.18257

Chorvatsko | Kukuljar ano N43.75960, E15.63410

Chorvatsko | Obun ano N43.85000, E15.45534

Chorvatsko | Gangaro ano N43.86387, E15.43405 | ano

Chorvatsko | Veli Babuljas ano N43.87412, E15.35275

Chorvatsko | Veli Osljak ano N43.87555, E15.43755 | ano

Chorvatsko | Mali Osljak ano N43.87678, E15.44671

Chorvatsko | Kosara ano N43.88379, E15.39937

Chorvatsko | Nevidane, PaSman ano N43.98368, E15.33831

Chorvatsko | Dobropoljana, Pa§man ano N43.98713, E15.33295

Chorvatsko | Zman, Dugi Otok ano N44.00308, E15.05930

Italie Bari ano N41.11831, E16.91180

Italie Torre Santa Sabina ano N40.76457, E17.68552

Italie Otranto ano N40.16812, E18.48382

Italie Mirante ano N40.30683, E17.62017

Italie Capocolonna ano N39.03166, E17.20267

Italie Cucco-riviere ano N39.70369, E15.81132

Italie San Felice Circeo ano N41.23337, E13.09573

Italie Civitavecchia ano N42.09118, E11.79648

Italie Quercianella ano N43.45936, E10.36818

Italie Cogoleto ano N44.38016, E8.63467

Italie Finale Ligure ano N44.17337, E8.36765 ano
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Francie Antibes ano N43.55726, E7.12209
Francie Cap Roux, Saint-Raphaél | ano N43.45026, E6.91951
Francie Cabasson ano N43.09926, E6.32504 ano
Francie Sanary-sur-Mer ano N43.12054, E5.77545
Francie Les Arnettes, Carro ano N43.32922, E5.03849
Francie Port-Vendres ne N42.52187, E3.12004
Francie Anse de Paulilles, Port- | ano N42.50236, E3.12456
Vendres
Spanélsko | L'Escala ano N42.10744, E3.16892
Spanélsko Tamariu, Palafrugell ano N41.91756, E3,20761
Spanélsko | Llafranc ano N41.89343, E3.19391
Spanélsko Platja dels Muntanyans, | ano N41.14475, E1.41552
Torredembarra
Spanélsko Platja de Capicorb, Cap i | ano N40.20711, E0.25956
Corb
Spanélsko Calp, Cala el Raco ano N38.63556, E0.07124
Spanélsko Cabo de Palos ano N37.63355, W0.68996
Spanélsko Cope, Calabardina ano N37.43672, W1.48422 | ano
Spanélsko Villaricos ano N37.26676, W1.75151 | ano
Spanélsko Cabo de Gata ano N36.72595, W2.19537 | ano
Spanélsko Estepona ano N36.42749, W5.12923
Korsika Marina di Pevani ano N42.02594, E8.70131
Korsika Caspiu ano N42.30207, E8.66183
Korsika Tizzano ano N41.53635, E8.85544
Korsika Pavellone ano N41.60185, E9.33006
Korsika Santa-Lucia-di-Moriani ano N42.39671, E9.53528
Korsika Marine de Sisco ano N42.80921, E9.48944

Ptiloha 1: Piehled lokalit odbéru; v kolonce “Kolonizace kofenli” jsou uvedeny ptipady, kdy
jsme zjistili viditelnou kolonizaci pod mikroskopem. Zadny ze vzorktit Cymodocey nodosa

nebyl viditelné kolonizovan endofytickou houbou.
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Mikrosklerocia | Soucet ¢tverct Stupné volnosti | Primér &tvercd | F -hodnota | p - hodnota
Hloubka 21806,62 2 10903,31 44,3193 0,000000
Ttida pruméru 5740,72 1913,57 17,7782 0,000050
Hloubka * Trid

oub M| 4178,96 6 696,49 28311 0,010627
pruméru
Lokalita (Hloubk

° Va,' a (0 OVUb a 28931,20 24 1205,47 4,8999 0,000000
* Tiida praméru)
Rezidualni 79709,60 324 246,02
Celkem 56700,90 1 56700,90 230,4753 0,000000
Vnitrokofenové )
hyfy Soudet ¢tvercu Stupné volnosti | Primér étverct | F -hodnota | p - hodnota
Hloubka 11863,9 2 5931,9 8,0818 0,000376
Ttida prﬁméru 80569,2 26856,4 36,5896 0,000000
HI ka * Tii

oubka = Trida | )56 6 34012 4,6338 0,000155
praméru
Lokalita (Hloubk

° fil @ (o OVUb a 72659,1 24 3027,5 4,1247 0,000000
* Ttida praméru)
Rezidualni 237813,0 324 734,0
Celkem 426697,9 1 426697,9 581,3396 0,000000
Plastové hyfy Soudet &tverch Stupné volnosti | Pramér ¢tverct | F -hodnota | p - hodnota
Hloubka 21096,6 2 10548,3 11,4400 0,000016
Ttida priméru 36277,8 12092,6 13,1149 0,000000
Hloubka * Trid

b N 0464,0 6 34107 3,6990 0,001431
priméru
Lokalita (Hloubka

y (o . 48047,2 24 2002,0 2,1712 0,001446

* Tfida praméru)
Rezidualni 298745,3 324 922,1
Celkem 781482,0 1 781482,0 847,5453 0,000000

Priloha 2: Dvoufaktorova analyza rozptylu — zavislost endofytické kolonizace posidonie
Neptunovy na hloubce a tridé praméru kotrene
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