Karlova Univerzita v Praze
Ptirodoveédecka fakulta
Studijni program: Biologie
Studijni obor: Experimentalni biologie rostlin

Mgr. Jan Konecny

Identifikace membranovych transportéra ticastnicich
se toku uhliku v arbuskuldarné mykorhizni symbidze

Identification of membrane transporters involved in carbon flux in
arbuscular mycorrhizal symbiosis

Rigor6zni prace

Praha, 2021






Podékovani:

Chtél bych podékovat Mgr. Janovi Jansovi, Ph.D. za jeho nejenom
odborné rady, zdsadovost, pfikladnou schopnost pfetvaret mé
myslenky do srozumitelnych a publikovatelnych vét, i Ze jsem mohl
byt po jeho boku a ucit se védé. Velky dik patii téz vSem
spoluautorim nasi publikace, diky které mohla vzniknout tato
rigor6zni préace, a také dalsim kolegiim z laboratofe biologie hub,
MBU AV CR za pfijemné pracovni prostiedi a cenné p¥ipominky i
do zivota. Podékovat chci i Doc. RNDr. Helené Lipavské, Ph.D.,
Katedfe experimentdlni biologie rostlin a Mikrobiologickému
tGstavu Akademie véd CR, nebot na publikaci maji té zasluhy.

Prohléseni:

Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou préci zpracoval samostatné a Ze jsem
uvedl vSechny pouZité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani
jeji podstatna ¢ast nebyla pfedloZena k ziskani jiného nebo stejného
akademického titulu.

V Praze, dne 30.9.2021



Abstrakt

Arbuskuldrné mykorhizni symbidza je jednou z nejstarSich a
pfitom stdle nejrozsifenéjsich interakci. Tento vztah mezi pro
¢lovéka nepatrnymi ptidnimi houbami a kofeny rostlin, pfedevsim
bylin, je pfedmétem vyzkumu s mj. nadénym vyuzitim v trvale
udrZitelném zemédélstvi. Intenzivni vyzkum vSak probihd i na
trovni bunééné a molekuldrni, nebot piesné mechanismy
fungovani této symbidzy jsou stdle zastfeny tajemstvim. Pochopeni
téchto pochodtl je Zadouci nejenom v dobé rozmachu genového
inZenyrstvi.

Bézné vyuzZivanym modelovym organismem pro vyzkum
rostlinnych symbi6z je mensi bobovita rostlina zrodu tolice —
Medicago truncatula. Vyuzitim DNA ¢ipu na vSechny zndmé geny M.
truncatula a porovnanim mykorhiznich a nemykorhiznich rostlin
autor vytipoval n€kolik genti, které by se symbi6ézy mohly tcastnit,
a z vysledkt sepsal diplomovou préci. Navazujicim experimentem
se zdsahem do fyziologie rostliny poukazuji autofi ¢ldnku (Kone¢ny
a kol, 2019) na pravdépodobné zapojeni nékterych dfive
nehldsenych genti v symbidze, ale také na rozdilné médy regulace u
gen, jejichZ pravdépodobna symbiotickd funkce je publikovana.

Tato rigor6zni prace se zaméfuje na uvozeni prvoautorské
publikace, blizsi vyklad experimentu, ktery neni soucéasti diplomové
prace a je stéZejni informaci v recenzovaném c¢lanku, a komentar k
pracim, které publikaci cituji.

Klicova slova:

Arbuskuldrné mykorhizni symbiéza, kvantitativni PCR, Medicago
truncatula, sacharidovy pfenasec, svételna deprivace



Abstract

Arbuscular mycorrhizal symbiosis is one of the oldest and still
most common interactions. This relationship between small soil
fungi and plant roots, especially herbs, is the subject of research
with, among other things, a promising use in sustainable
agriculture. However, intensive research is also taking place at the
cellular and molecular level, as the exact mechanisms of functioning
of this symbiosis are still shrouded in mystery. Understanding these
processes is desirable not only in the boom of genetic engineering.

A commonly used model organism for the research of plant
symbioses is a smaller legume of the genus medick - Medicago
truncatula. Using a microarray for all known M. truncatula genes
and by comparing mycorrhizal and non-mycorrhizal plants, the
author identified several genes that could participate in symbiosis
and he wrote a thesis from these results. In a follow-up experiment
with an intervention in plant physiology, the authors of the article
(Kone¢ny et al., 2019) point to the probable involvement of some
previously unreported genes in symbiosis, but also to different
modes of regulation in genes whose probable symbiotic function is
already published.

This rigorous thesis focuses on the introduction of the first-
author publication, a closer explanation of the experiment, which is
not part of the diploma thesis and is key information in the peer-
reviewed article, and comments on literature, which cite this
publication.

Keywords:

Arbuscular mycorrhizal symbiosis, light deprivation, Medicago
truncatula, saccharide transporter, quantitative PCR
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Seznam zkratek

AMS - arbuskularné mykorhizni symbi6za
DNA - deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
GPT - glukéza-6-fosfat / fosfat translokator

MBU AV CR - Mikrobiologicky tstav Akademie véd Ceské
republiky

NDPST — nucleotid-diphospho-sugar transferase (nukleotid-difosfo-
cukr transferaza)

PCR — polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
PT — phosphate transporter (fosfatovy prenasec)

SWEET - sugars will be eventually exported transporter
(sacharidovy prenase¢ z rodiny SWEET)



Uvod

Fenomén houbovych tutvarti v kofenovych burikdch rostlin
zacal byt popisovdn v 19. stoleti a dokonce prvni badatelé byli
schopni urcit nékteré zdsadni vlastnosti tohoto symbiotického
vztahu, které byly potvrzeny az modernimi metodami konce 20.
stoleti (Koide a Mosse, 2004). Vyzkum se ubiral mimo jiné i smérem
anatomickym a prdvé houbovitd struktura pfipominajici stromecek,
pojmenovand arbuskul, dala ndzev celému vztahu — arbuskuldrné
mykorhizni symbiéza (AMS). Arbuskul je zdsadnim symbiotickym
orgdnem. Houbové vldkno se zde netradicné vétvi a vrustd do
kofenovych bunék, ¢imz vznika specidlni rozhrani dvou bunéénych
membran — houbové a rostlinné — a pravé zde dochdzi k cilé
vyméné hmoty, energie a informace mezi symbionty. Jaci hostitelé
mohou AMS utvaret, jaké signdly pfedchdzeji a udrZzuji ustanoveni
vztahu, a jak AMS vypadé na buné¢né trovni pékné shrnuje Martin
Parniske (2008). Zhlediska rostlin je dtlezitd vyména Zivin
v podobé minerélnich latek, které je houbovy symbiont schopen
ziskat v pidnim prostiedi snadnéji, nez rostlina. Zisk minerdlnich
zivin je odménovan ,platbou” energeticky bohatymi uhlikatymi
molekulami jako jsou sacharidy a lipidy (Rich a kol., 2017).
Vzhledem k tomu, Ze jeden houbovy symbiont je schopen vristat
do kofenti vicero rostlinnych jedinct i rtznych druht, a v jedné
rostliné mtize byt vicero houbovych jedincti také rtiznych druhd, je
¢asto vyuzivano ekonomickych terminti pro popis fungovéni této
slozité mykorhizni sité (v angl. ,common mycorrhizal network”) ¢i
vztahu mezi dvéma jedinci (Kiers a kol., 2011).

Houbovy partner vSak neni pouhou prodlouzenou rukou
rostlinnych kofenti. Oboustranné kontrolovand symbi6éza ani
nemusi dospét k oboustranné vyhodné spoluprdci. Mykorhizni
rostliny tak mohou vykazovat lepsi charakteristiky, které se tykaji



napiiklad biomasy, obsahu zivin ¢ odolnosti proti strestim, ale
v zavislosti na jedincich a druzich v interakci a zejména na prostfedi
a dostupnosti zivin vném muaZze byt AMS i nevyhodnou
v porovndni s rostlinami bez mykorhizy (Rillig a kol., 2019; Qin a
kol., 2021). Vliv dostupnosti Zivin na efektivitu AMS dobfe popisuji
nase znalosti o pfijmu fosforu rostlinou. Tento dileZity makroprvek
je zphdniho roztoku vstfebdvan ve formé volnych fosfata za
pomoci fosfatovych transportéri. Je-li fosfatu dostatek, rostlina
exprimuje transportéry v kofenové pokoZce a kofenovém vldseni a
aktivné fosfaty vychytava tzv. pfimou cestou. Fosfat je vSak diky
svym  chemicko-fyzikdlnim  vlastnostem madlo rozpustny
do ptidniho roztoku a kolem kofenti tak zahy vznika fostatem
chud4, deple¢ni z6na. Mykorhizni rostliny proto maji jesté jiné geny
pro fosfatové transportéry, které se exprimuji v burikdch
s arbuskuly (viz napf. ma bakalaiskd prace: Konecny, 2014). Tyto
transportéry tzv. mykorhizni cesty pfijmu fosforu nejsou
exprimovadny v nemykorhiznich rostlinach (. mykorhizy
schopnych rostlindch bez houbového symbionta) a jsou povaZovéany
za reportérové geny ustanoveni funkéni AMS (Harrison a kol., 2002;
Javot a kol, 2007; Tan a kol, 2012). Nutno podotknout, ze
zasobovani rostlin zivinami na pfimo, napfiklad intenzivnim
hnojenim, potla¢uje mykorhizni cestu, a tim i Zivot symbiotické
mikrobioty, ktera je na rostlinném uhliku zavisla.

Porovnavani exprese genti u mykorhiznich a nemykorhiznich
rostlin je jednou z moznosti, jak nalézt geny tucastnici se AMS
(Mohammadi-Dehcheshmeh a kol., 2018). Ne vSechny geny duleZité
pro funkéni AMS vSak vykazuji jasny expresni vzor témeétf nulové
exprese u nemykorhiznich rostlin, ale jsou exprimovany i
v nemykorhiznich rostlindch a / nebo v burikich mimo styk
s houbovym partnerem (typicky butiky prytu) — pfikladem mohou
byt geny zodpovédné za zpracovani a homeostazy fosfatu (Hasan a



kol., 2016) ¢i geny pro syntézu mastnych kyselin (Keymer a kol.,
2017). Na fadu tak pfichdzi metody fyziologického ovlivnéni
rostliny, napfiklad stinénim. Takovy experimentdlni zasah
omezujici dostupnost uhlikatych latek pochdzejicich z asimilace
oxidu uhli¢itého nuti rostliny spofit, coz se projevi mimo jiné
potlacenim mykorhizni cesty pffjmu Zivin vcetné sniZeni exprese
mykorhizné-specifickych fosfatovych transportérti (Konvalinkova a
Jansa, 2016). Tyto dva pfistupy vedly k publikaci, ktera je zdkladem
této rigor6zni prace. Tradi¢ni pristup porovnavani genové exprese
vedl kuspéSnému vytipovani nékolika gent zejména diky
komeréni dostupnosti DNA ¢iptl obsahujicich veskeré znamé geny
modelové rostliny Medicago truncatula a kvalitntho zazemi a
zkugenosti tymu Laboratofe biologie hub, AV CR. Experiment
pfinesl vysledky pfedevsim diky kompletni sadé genti na vyuzitém
DNA ¢cipu, kdeZto v ranych fazich molekuldrntho arbuskuldrné
mykorhizntho vyzkumu bylo vyuzivdno ¢iph obsahujicich
netplnou sadu genti ¢i nebylo vyuZito ¢ipti vlbec. Spolecné s
metodickou  strankou  mykorhiznich  pokusti,  pfedevsim
zabezpecenim a ovéfenim ne/mykorhiznich variant a méfenim
zékladnich fyziologickych parametr(, jsou tyto vysledky soucasti i
mé diplomové prace (Konecny, 2017). Stinici experiment, jehoZ
vysledky jsou nosnou c¢asti publikovaného ¢lanku, vSak prindsi
informace nové.
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Korelovani hladin transkriptl po experimentalnim
zasahu stinénim

Zastinéni rostliny mé& nesporny vliv na jeji fyziologii —
okamzitym potlacenim fotosyntetickych reakci pocinaje a zménou
ristu konce (Skalova, 2004). Vliv svételné deprivace na mykorhizni
rostliny byl v minulosti studovén, ale modelova rostlina Medicago
truncatula byla provéfena aZz neddvno (Konvalinkovéa a kol., 2015).
PrestoZe stinéni negativné ovlivnilo mykorhizni i nemykorhizn{
rostliny obdobné co se rlstovych charakteristik tyce, pouze
mykorhizni rostliny omezovaly alokaci fosforu do nadzemnich ¢éasti
v zavislosti na intenzité stinéni. To neplati pro kofenovou ¢ast
mykorhiznich rostlin, coz autofi vysvétluji zadrzovanim fosforu ve
vnitrokofenovém myceliu houbového symbionta. Arbuskuldrné
mykorhizni houby transportuji polyfostatové granule skrze sva
vldkna a mus{ je depolymerovat pro uvolnéni fosfatu rostlinnému
symbiontu (Ohtomo a Saito, 2005).

Zadrzovani ,houbovych” Zivin v =zavislosti na sniZené
dostupnosti ,rostlinného” uhliku bylo experimentalné prokazano
(Hammer a kol., 2011) a tato provazanost byla dokonce simulovana
in silico na zdkladé sdileného protonového gradientu fosfadtovymi
(houbovymi) i sacharidovymi (rostlinnymi) pfenaSe¢i v
symbiotickém rozhrani (Schott a kol., 2016). Tato tvrzeni jsou vSak
stale komplikovédna nejasnosti v pfesné podobé uhlikové cesty mezi
symbionty, kterd je stdle predmétem svétového vyzkumu.
Regula¢ni mechanismy také nejsou prozatim zndmy, avsak aktivni
ucast obou symbiontti na trovni celého jedince pokladdm za jasnou
(Walder a van der Heijden, 2015). To dokladd mnozZstvi
experimentti vyuZivajicich znacdeni stabilnimi izotopy uhliku,
dusiku ¢i fosforu (napi. Kiers a kol., 2011; Konvalinkovd, 2017;
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Argtiello a kol.,, 2016) ¢i napf. nové vyuZziti fluorescentnich
nanocastic (Whiteside a kol., 2019; van’t Padje a kol., 2020).

Vyvozovéani zdvért z transkriptomickych dat ma sva uskali,
protoZe neobsahuje informaci o mnozZstvi, lokalizaci ani aktivité
proteinového produktu daného genu. Fosfdtové transportéry jsou
navic regulovany na rtznych drovnich (Gu a kol., 2016). Aktivita
mykorhizné specifickych fosfatovych transportérti je ale se svou
transkripci izce propojena, protoZe jsou exprimovany autonomné a
specificky v kolonizovanych burikdch po zhruba 2 az 3 dny, po
které je arbuskul v aktivni fazi, a poté je transkripce utlumena a
vesSkery protein degradovan (Pumplin a Harrison, 2009; Kobae a
kol.,, 2010). Proto mé& méfeni hladiny transkriptu mykorhizné
specifickych fosfatovych transportérti za pomoci kvantitativni BGR
vétsi vypovidaci hodnotu, nez je tomu v jinych pt¥ipadech.

Podivame-li se na hladiny transkriptu B4 (mykorhizné
specifického fosfatového transportéru Medicago truncatula) ve
stinicim experimentu (Pfiloha, Fig 2), vysledky nejsou pfekvapivé.
Po drastickém zastinéni vzrostlych, dvoumési¢nich rostlin tmavé
zelenou sitovinou umoziujici priachod pouze 10 % ptvodniho
svétla po dobu 3 dni byly naméfené hodnoty PT4 zhruba tfikrat
nizsi oproti nemykorhizni kontrole. JelikoZ je exprese PT4 fizena
spiSe pfitomnosti arbuskulu (tj. vyvojovym programem docasné
organely) neZ pfitomnosti fosfatu, jak je tomu nejspiSe u fosfatovych
transportért pfimé cesty, 1ze usuzovat, Ze i kolonizace kofenti byla
poniZena (Tan a kol., 2012), avSak mnoZstvi arbuskuli v kofenech
nebylo u téchto vzorkua provéreno mikroskopicky.

Zajimavym vysledkem je vSak téméf nulova reakce
glukézového prenasece SWEET1b (Pfiloha, Fig 3), jehoZz tloha v
AMS se zdd byt potvrzena (Sameeullah a kol., 2016; Manck-
Gotzenberger a Requena, 2016; An a kol., 2019). Pokud je exprese
mykorhizné specifickych genti ovlivnéna mirou kolonizace, pro¢
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SWEET1b nereaguje obdobné, jako PT4? Pfestoze SWEET1b hraje v
AMS dftlezitou tlohu a jeho exprese je mykorhizou indukovana
(Doidy a kol, 2019), regulace sacharidového toku se
pravdépodobné odehravd na jiné trovni, nez-li je transkripce
obousmérného pasivniho pienasete typu BSINMBEE. Jednou z
moZnosti posttransla¢ni regulace aktivity membranovych pfenasect
je jejich internalizace, jejiz lloha v AMS jiz byla nastinéna (Bitterlich
a kol., 2014). Dalsi moZnosti je retrakce substratu jeho realokaci do
vakuoly ¢i metabolizaci na netransportovatelny produkt, napiiklad
hexokinazou.

Relativné noveé objeveny uhlikovy tok v podobé lipid, které si
houbovi symbionti pravdépodobné neumi syntetizovat de novo
(Keymer a kol., 2017) ale nabizi moZnost, Ze uhlikovy tok v AMS,
respektive funkéni AMS, je regulovédna pfes tuto cestu. Pokud jsou
arbuskuldarné mykorhizni houby obligdtné zavislé pravé na 16:0-f3-
monoacylglycerolu, je regulace AMS pres lipidovou cestu na snadé.
BohuZel v dobé experimenti nebyla tato lipidova cesta vefejné
zndmd a mé hledani bylo zaméfeno na membranové pfenasece.
Troufam si vSak tvrdit, Ze tuto cestu doplnuji. Jeden z provéfenych
gent spada do rodiny glukéza-6-fostat / fosfat translokatora (GPT),
o kterych je zndmo, Ze zdasobuji plastidy heterotrofnich bunék
substratem pro celou fadu metabolism vcetné neolipogeneze
(Kammerer a kol.,, 1998). Schéma lipidové cesty v Keymer a kol.
(2017) zacind pravé az neolipogenezi a zdroj uhliku pro tento
anabolismus neni nikterak vyznacen. JelikoZ ponizeni exprese
provéfovaného GPT silné koreluje s poniZzenim exprese PT4 béhem
stinictho experimentu (Pfiloha, Fig 4), je jeho zapojeni do
symbiotického toku velmi pravdépodobné (Pfiloha, Fig 5). Otazkou
zustava, do jaké miry je tento mykorhizné specificky gen pro
fungovani AMS nezbytny, nebot jeho funkce mtize byt velmi
pravdépodobné nahrazena jinymi geny pro GPT ¢i jiné transportni
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moznosti. Dobrym zdrojem takové informace by bylo vyuZiti
mutant, tedy vyfazeni tohoto genu v Medicago truncatula a
provéfeni funkcénosti AMS v této mutanté obdobné, jako ke svym
vysledktm dosli Keymer a kol. (2017).
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Citovani publikace cizimi autory

Od doby vydani Kone¢ny a kol. (2019) po sepsadni této
rigorézni prace byl c¢lanek tfikrat citovan v cizich c¢lancich a
jedenkrat v knizni publikaci. Rad bych se v této kapitole vénoval
relevanci, pro kterou je néas c¢ldnek (Kone¢ny a kol. 2019) citovan.
Pfestoze autofi publikace véetné nds vzdy sleduji néjaké cile a k nim
pfinaseji nové poznatky, vedlejs$im produktem vyzkumné ¢innosti
jsou i odpovédi na otdzky feknéme postranni, méné vycnivajici ¢i
tak néjak brané za samoziejmé. Pfi snaze dosvédcit néjaké své
tvrzeni vSak mohou chybét publikované dtikazy. To je,
pfedpokladdm, ddvod, pro¢ byl Konecny a kol. (2019) citovan,
protoze uhlikovému toku se, bohuZel, nevénuji ani jedni autofi.

Nizozemsti autofi van’t Padje a kol., (2020) citovali nas ¢lanek
po necelém roce od vydéni. Jejich ¢lanek patfi k tém prikopnickym
vyuzivajici fluorescentnich nanodcastic. Znacenim apatitovych
granuli sleduji distribuci zivin v experimentdlnim systému AMS.
Expresi rostlinnych genti se nezabyvaji, nebot sleduji osud apatitu
za vyuziti mikroskopie, ale diskutuji regula¢ni mechanismy
fosfatového toku. Nasi prace tak vyuZzivaji jakoZto diikaz neustéle
nové se objevujicich moZnosti, jak je tato prastard a komplexni
symbi6za fizena: ,Nicméné v soucasnosti se objevuje mnoho
dalSich (a komplementéarnich) kandidatnich genti pro vnimani Zivin
a regulaci (Kone¢ny a kol., 2019), vcéetné téch zapojenych do
pfenosu mastnych kyselin (Keymer a kol., 2017).” Silngjsi tvrzeni by
bylo odvazné, protoZe nase kandidatni geny pouze korelujeme, ale
déle jejich skutecné zapojeni v AMS nedosvédcujeme.

Knihu ,Udrzitelnd feSeni pro nedostatek a nadbytek prvkd v
plodindch” vydal Springer v roce 2020. Kapitolu ,Biologické
intervence smeéfujici k fizeni esencidlnich prvka zemédélskych
plodin” sepsali dva indi¢ti autofi: Dwaipayan Sinha a Pramod
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Kumar Tandon. Jak nazev dava tusit, opét se autofi nevénuji
uhlikovému toku. V kratké podkapitole o mykorhize pfikladaji
tabulku 9.6 se souhrnem transportérti zapojenych do pfenosu Zivin
v mykorhiznich rostlindch. U fosforu pfedklddaji mykorhizné
specifické fosfatové transportéry pro 5 druht rostlin véetné
Medicago truncatula, kde se jako reference objevuje praveé nas ¢lanek.
Osobné si myslim, Ze citace dosvédcujici specificitu MtPT4 pro AMS
lze nalézt vhodnéjsi (Harrison a kol., 2002). Indi¢ti autofi tedy
nejspiSe ocenuji nejnovéjsi dikaz pro toto specifikum, které neni
pouze s védeckou dtvérou opakovano, nybrz i jaksi na novo
dosvédceno.

Zatimco jsem vyjadfoval pochyby nad vybérem indickych
autorti, nad touto citaci jsem se pozastavil jeSté vice. Na prvni
pohled totiz nema ¢lanek ,Novy vyvoj v oblasti biologické
dostupnosti a znovuziskavani fosforu z ptidy a odpadnich tokd” s
nasi praci nic spolecného. Je vSak pravda, Ze v rdmci zdkladnich
tyziologickych parametr(i, které jsme na rostlindich méfili, téz
prokazuji navyseni fosforu v prytu mykorhiznich rostlin. Vucic¢ a
Miiller (2020) vyuZivaji v kapitole ,Dostupnost fosforu v ptadé”
pravé tohoto poznatku: ,,AMS mezi rostlinami a houbami je dalsim
mikrobidlné fizenym procesem, ktery zvySuje dostupnost fosfatti
(Kone¢ny a kol., 2019).” V naSem experimentalnim designu je houba
pfitomna ve stejném kompartmentu jako rostlina a jeji kofeny, navic
byly rostliny hnojeny zalivkou - lze tak pfedpokladat stejnou
dostupnost fosfatt pro mykorhizni i nemykorhizni rostliny, ¢emuz
odporuje navyseni fosfati v mykorhiznich prytech (Pfiloha, S3
Table). Za moZnost ziskat a zpracovat takovd data vdécim
pfedev$im Laboratofi biologie hub, MBU AV CR, a jejich know-
how, jak pofadat kvalitni a dtivéryhodné mykorhizni experimenty.
Otéazkou ztistava, zda se v nasem piipadé skute¢né jedna o zvyseni
dostupnosti fosfatu ze substratu.
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Stahlhut a kol. (2021) je mésic starou citaci. Autofi z USA a
Némecka poprvé vyuZili celogenomovou studii pro identifikaci
genomovych useki asociovanych s AMS u druhu ze skupiny
Asterid, slunecnici ro¢ni (Helianthus annuus). Za pomoci analyzy
jednonukleotidovych polymorfismt ukazuji dtleZitost nukleotid-
difosfo-cukr transferdzy v AMS. To je podporovdno oznacenim
¢lena této proteinové rodiny za mykorhizné specificky a v. AMS
konzervovany gen (Bravo a kol., 2016). Expresi genu ze stejné
rodiny jsme provéfili i my a je jednim z téch, jejichZ expresni profil
silné koreluje s PT4 béhem stinéni (MIDBSE - Pifloha, Fig 4). Z
dostupné anotace jsem predikoval funkci v glykosylaci komponent
bunééné stény, ktera ale v symbiotickém rozhrani nevznika. Vliv
téchto gent na sloZeni sekunddrni bunécné stény je vSak
publikovéano (Sakiroglu a kol., 2016). Nejistota ve funkci a produktu
tohoto enzymu v AMS je patrnd ve shrnujicim schématu (Pfiloha,
Fig 5). Pfekvapivé je proto vyuZiti nasi publikace: ,,Zatimco funkce
tohoto genu nebyla charakterizovdna, tento gen mfize zastdvat
funkci v glykosylaci komponent bunééné membrany (Konec¢ny a
kol., 2019).” Vzhledem k malému mnozstvi informace o nukleotid-
difosfo-cukr transferdzach ztistane jejich funkce v . AMS néjakou tu
dobu zdhadou.
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Zaver

V arbuskularné mykorhizni symbiéze predava rostlina houbé
uhlikaté latky vymeénou za mineralni Ziviny. Zatimco pfijem fosfatu
tzv. mykorhizni cestou je Siroce probddan a rostlina k tomu
vyuzivd mykorhizné specificky gen pro fosfadtovy transportér — v
pfipadé modelové rostliny Medicago truncatula je to PT4 — pfenos
uhliku neni dosud zcela objasnén.

Zakladni hypotézou uhlikového toku je pfenos sacharidii, coz
prameni zejména z objevu mykorhizné indukovanych
sacharidovych transportérit v pocatku molekuldrntho vyzkumu
AMS (Harrison, 1996). S touto hypotézou jsem pocital i j& pti vybéru
kandidatnich gent. JelikoZ nebyl objeven Zadny mykorhizné
specificky sacharidovy transportér, v experimentdlni praci byla
AMS ovlivnéna fyziologickym zdsahem — 90% zastinénim. Méfeni
hladiny transkriptti kandidatnich geni po 3 a 7 dnech stinéni
odhalilo podobnou zménu exprese u nékterych z nich, jako u
reportérového genu PT4. Jelikoz uhlikovy a fosfatovy tok je tzce
propojen a regulovdn obéma symbionty (Konvalinkovd, 2017),
povazujeme korelaci exprese téchto gentt a PT4 za projev jejich
zapojeni do uhlikového toku a vysledky jsme publikovali v
odborném ¢asopise PLOS ONE (Kone¢ny a kol., 2019).

Na&§ vyzkum timto bohuZel skon¢il. Dalsi diikazy o zapojeni
téchto genti v AMS tak ¢ekd na dalsi autory. Vhodné by bylo vyuZit
mutanty defektni v téchto genech a prozkoumat funkénost AMS.
Vyuziti znaceni stabilnimi izotopy a analyzy metabolitti je také
zptsob, jak rozkryt sacharidovou cestu. Takovou precizni praci
spatfuji v Keymer a kol. (2017), ktefi tak vydobyli misto pro
uhlikovy tok prostfednictvim lipidd. U sacharidd mtze byt
takovéto prokazovani z podstaty sacharidového metabolismu

vvvvvv
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