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Abstrakt:

Rostlina pfijima minerdlni Ziviny svymi kofeny z pady. Mineraly jsou dostupné v pldnim roztoku ve
formé iontll a ty mizZe rostlina prenaset pres cytoplazmatickou membranu do burky. Pokud se prijmu
Ucastni sama, hovorime o tzv. pfimé cesté. U nékterych minerald, které nejsou tak snadno dostupné, si
rostlina vypomohla oboustranné prospéSnym vztahem - mykorhizni symbidzou. Tzv. mykorhizni cestou
putuji mineraly z vétsiho ptdniho objemu, nez ktery by propatrala sama rostlina, a malo pohyblivé
mineraly, jako fosfor, jsou snadnéji pfijimané rostlinou. Jak rostlina pfijima fosfor touto mykorhizni

cestou, jak je regulovana a dalsi poznatky jsou tématem této bakalarské prace.

Klicova slova:
arbuskularni mykorhiza ; Glomeromycota ; mykorhizni cesta ; fosfat ; fosfatovy transportér ; Phtl ;

zména genové exprese

Abstract:

The plant takes up mineral nutrients by its roots from the soil. Minerals are available in the soil solution
in the form of ions and can be translocated across the cytoplasmatic membrane into the cell of the
plant. If the plant is alone, we talk about direct pathway. In case of some minerals, which are not
available so easily, the plant finds solution in mutualistic relationship - the mycorrhizal symbiosis. By
mycorrhizal pathway the nutrients come from much larger volume of soil, than the plant could reach,
and intake of low-mobile elements, like phosphorus, becomes facilitated. How is the phosphorus taken
up through mycorrhizal pathway, how is it regulated and accessory knowledge are the topic of this

bachelors thesis.
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1.) Uvod
Jedna z nejstarSich symbiotickych interakci mezi Zivymi organismy je mykorhizni symbidza. Tento
mutualisticky vztah mezi houbami a rostlinami, respektive kofeny rostlin, je Siroce rozsiren.
Pojmenovani vztahu pochazi z fectiny - pukog, mykds, "houba" a pula, riza, "koren" - a bylo poprvé
pouzito némeckym biologem Albertem Bernhardem Frankem v roce 1885.

Na projevy mykorhizniho svazku mizeme pohlédnout nékolikrat do roka, kdyz plodnice
ektomykorhiznich hub vylézaji z lesni pldy. BéZné ale z(stavaji ve skrytu. Nejstarsim a
nejrozsirenéjsim typem mykorhizy je arbuskularni mykorhiza (AM), kterou navazuji houby z oddéleni
Glomeromycota (dnes zname jedinou tfidu Glomeromycetes o cca 200 druzich) s 60-80 %
suchozemskych cévnatych rostlin a fadou rostlin bezcévnych. Vztah je to v pravdé starobyly, prvni
fosilie (Aglaophyton major) s identifikovanou arbuskuli je datovana do ¢asného devonu, tedy AM je
minimalné 400 milion( let stara (Remy, Taylor et al. 1994). Toto obdobi je také ¢asem, kdy rostliny
pocaly dobyvat sous.

Duavod vzniku této symbiozy jiz v pocatku zrodu suchozemskych rostlin je nasnadé -
suchozemské, ptdni prostfedi se lisi od vodniho v mnoha aspektech a rostlinni kolonizatofi
pravdépodobné postradali potfebnou vybavu pro Zivot v novém, nehostinném prostfedi. Houby
schopné pfijimat Ziviny z pldniho prostredi si za svou pomoc vybraly to, co na malo obyvané pevniné
bylo nejvzacnéjsi. Rostliny fixuji vzdusny oxid uhlicity za spotfeby slunecni svételné energie, ¢imz do
planetarniho ekosystému prinaseji energii chemickou v podobé jednoduchych cukrl. Ty vyménuiji s
houbou za pldni Ziviny, vodu a jiné ekologické vyhody. MlzZeme se pouze dohadovat, co z toho bylo
v tu dobu nejpfinosnéjsi, ale neni pochyb, Ze dnes je jednou z nejhlre dostupnych Zivin v ptdé fosfor.
Pro mnoho druh( organism je fosfor limitujici Zivinou a mykorhizni symbidza vyznamné zlepsuje
pFijem tohoto prvku z pldy do rostliny. Z tohoto divodu je predmétem badani mnoha pracovist, a to
nejen téch zemédeélsky zamérenych.

Fosfaty pfijimané houbou mohou byt transportovany myceliem na velké vzdalenosti a
posléze predany rostliné. Rostlina ma mechanismy, jak ptijimat Ziviny bez pfispéni mykorhizniho
symbionta — za pomoci korenovych vlask( a pokozky — a zde mluvime o tzv. pfimé cesté (direct
pathway). Ve funkéni mykorhize viak fosfor vstupuje do rostliny pfedevsim tzv. mykorhizni cestou
(mycorrhizal / indirect pathway). Popis ekologicky vyznamné, mykorhizni cesty pfijmu fosforu je
predmétem této bakalarské prace. Pochopeni mykorhizni cesty pfijmu fosforu je dnes mozné
zejména diky recentnim védeckym publikacim a modernim analytickym metodam. Pohyb fosforu Ize
sledovat na bunécné urovni véetné biologickych soucastek k transportu potrebnych. Z téchto
pozorovani a experimentl vzesla fada bohatych informacnich zdroji a samoziejmé i dalsi otazky.

Jedna z nich se tykd zmény genové exprese fosfatovych transportérd rostlinné buriky a osvétleni
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rozdilné exprese geni pro transport fosforu u mykorhiznich a nemykorhiznich rostlin je druhym
cilem této reSerse. Po navazani styku s mykorhiznim partnerem totiz rostlina sniZzuje genovou expresi
fosfatovych transportérd primé cesty a zapina specifické geny mykorhizni cesty. Pojdme se tedy

podivat jak funguje mykorhizni cesta pfijmu fosforu!
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2.) Co je to mykorhizni symbidza?
SouZiti rostliny a houby v plidnim prostredi, které zahrnuje vyménu uhliku a minerdlnich Zivin a je
Casto oboustranné prospésné, oznacujeme jako mykorhizni symbiézu. Mykorhizni houby nachazime
ve skupinach hub stopkovytrusych (Basidiomycota), vieckovytrusych (Ascomycota) a dnes jiz
samostatné skupiny Glomeromycota (SchiBler, Schwarzott et al. 2001). Vlakna (hyfy) téchto hub
propojuji padni prostiedi s vnitinim prostorem korene symbionta. Tato kolonizace probiha
regulované a houba je "vpusténa" pouze do vrchnich kofenovych vrstev - kofenové pokozky
(rhizodermis) a primarni kliry kofene. Absence houby v dalsich pletivech kofene (stfedni valec s
cévnimi svazky) i jinych rostlinnych organa je dalezitym aspektem mutualisticky fungujici symbidzy
odlisujici ji od jednostranné prospésnych symbiotickych vztah(. Vyjimku tvofi exotické celedi
zazvornikovité (Zingiberaceae) a Burmanniaceae, u nichZ houba pronika i do dalSich pletiv (Supinovité
listy, oddenky, xylém) (Taber 1982, Imhof 2001). Nutno zminit, Ze symbioticky funk¢ni vztahy vznikaji
i u nizSich, bezcévnych rostlin, kde i pres absenci pravych kofenl nazyvame souziti mykorhizou, v
nékteré literature se presto objevuje termin "mycothallus".

Podle anatomicko-morfologickych utvar( a taxonomické pfislusnosti partner( rozliSujeme
nékolik typl mykorhizni symbidzy. Endomykorhizni druhy nachazi své pole plisobnosti ve vnitfnim
prostiedi rostlinnych bunék, kdezto ektomykorhizni druhy rostou jen v mezibunécnych prostorech
korene. O arbuskularni mykorhize bude pojednano v samostatné podkapitole, k endomykorhiznim
typlm vsak fadime i modernéjsi typy orchideoidni a erikoidni. Prvni z nich se formuje exkluzivné s
radem orchidejovitych (Orchidales). Kolonizace probiha jiz pfi kliceni protokormu, pficemz rada
orchidei je v této fazi rlistu zcela zavisla na uhliku od houbového symbionta (mykoheterotrofie), a
nasledné houba kolonizuje (podruhé) kofenovou karu korent: morfologickym Gtvarem jsou hyfové
smotky (pelotony) v burikach. Erikoidni mykorhiza (ERM) se také nazyva podle kolonizovanych rostlin,
zde je to rad viesovcotvarych (Ericales). Hyfové smotky se zde také tvofi, symbidzu ale zajistuji jiné
druhy hub, které kolonizuji bunky rhizodermis a smérem do hloubky korene struktur rychle ubyva.
Ektomykorhizni symbidza (ECM) je specifickou symbidzou vyluéné drevin a v evoluci vznikla vicekrat
nezdvisle. V. mezibunéénych prostorech tvofi tzv. Hartigovu sit, ktera na povrchu kofene vytvari
hyfovy plast, jenz tak oddéluje drevinu od pudniho prostredi. U vSech typl potom rozliSujeme vnitro-
a mimokorenové mycelium.

Mykorhizni symbidza se v pfirodé nevyskytuje takto vzorné rozskatulkovana. Je popsano
nékolik druh( rostlin, které jsou schopné symbiotizovat s rllznymi druhy hub najednou a dokonce i
vytvaret rlzné mykorhizni typy (napf. ekto- i arbuskularni mykorhiza u dubu Quercus agrifolia
(Egerton-Warburton and Allen 2001)). Tato diverzita v ramci kofenového systému jednoho

rostlinného jedince byva fizena ekologickymi podminkami. Arbuskuldrni mykorhizy byvaji ¢astéjsi v
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hlubsich zénach, kdeZto ektomykorhizy prevladaji u povrchu pldy (Neville, Tessier et al. 2002),
patrné diky saprotrofnim vlastnostem ektomykorhiznich druh( hub. U eukalyptl (Eucalyptus) se zase
traduje, ze arbuskuldrni mykorhiza prevlada u mladych rostlin, zatimco ECM dominuje u starsich

(Chen, Brundrett et al. 2000).

2.a) arbuskularné mykorhizni symbidza

Houby tvofici arbuskularni mykorhizu (AMF, arbuscular mycorrhizal fungi) jsou prastaré organismy.
Dnes tvofi samostatnou skupinu opistokontnich hub - Glomeromycota - o 10 rodech s cca 200
popsanymi druhy (Redecker and Raab 2006), pricemz v témér vsech studiich biodiversity AMF
dominuji druhy Glomus intraradices, Glomus mosseae a Gigaspora margarita napfi¢ rozdilnymi
Zivotnimi prostfedimi (Smith and Read 1997), a témto druhlm se vénuje i vétsina laboratornich
studii. V pribéhu evoluce se specializovaly na soufiti s rostlinami témér vsech skupin (Bryophyta,
Pteridophyta, Spermatophyta), snad s vyjimkou nahosemennych (Gymnospermae), a dnes jsou tito
tvorové obligatné biotrofni. Oboustranné rozpoznani se partner(i symbidzy vede k celé radé
vyvojovych zmén.

Zivé hyfy jsou neprehradkované, coenocytické, ale houba umi prehradky tvofit v pripadé
stahovdni cytoplazmy z hyfového Useku a zejména pfi sporulaci. Mycelium je mnohojaderné
(Mikkelsen, Rosendahl et al. 2008), jadra vykazuji velkou genetickou variabilitu a zatim nebylo
pozorovano sexualni rozmnozZovani, prestozZe ve své genetické vybavé maji mnozstvi meiotickych
genu (Halary, Malik et al. 2011, Corradi and Lildhar 2012) a homolog( houbovych péarovacich gent
(MAT) (Tisserant, Kohler et al. 2012). Pfi kolonizaci kofene netvofi Hartigovu sit ani ho neobaluji
hyfovym plastém jako modernéjsi taxony mykorhiznich hub. Naopak v rostliné formuji vnitrobunécéné
struktury ketickovité morfologie (arbuskule - odtud pojmenovani mykorhizniho typu), ¢imz
maximalizuji povrch membrany a tedy povrch aktivni ve vyméné latek. Mohou tvofit i vesikuly, kde
skladuji tukové zasoby. Arbuskule byva silné vétvena (typ Arum) ¢i mnohokrat stocena (typ Paris).
Arbuskule podstupuji vyvoj v Case a v symbioticky funkénim koreni neustale vznikaji a zanikaji,
dochazi k jejich reorganizaci. Jejich Zivotnost je v fadu dni a poté dochazi k jejich rozkladu.

Houba a rostlina musi byt vzajemné kompatibilni. Rozpoznani a spusténi symbiotickych
procesu je geneticky predurceno. Hostitelska rostlina uvolriuje do pldy latky synomonalni povahy -
strigolaktony - které stimuluji metabolismus houby a formaci jemného, vétveného podhoubi
(Akiyama, Matsuzaki et al. 2005). Houba reaguje vypousténim signalu ve formé
lipochitooligosacharidl (Maillet, Poinsot et al. 2011), ktery rozpozna rostlina a spusti expresi
symbidznich gent (symbiosis-related genes) (Chabaud, Venard et al. 2002, Kosuta, Chabaud et al.
2003). Pfi kontaktu houba vytvari klasické apresorium, kterym vnika do kofene. Rostlina vstup

reguluje tvorbou prepenetracniho aparatu (Siciliano, Genre et al. 2007), kterym houbu navede pres
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pokozku kofene a hlavné ji vstup pres bunéénou sténu umozni (Genre, Ortu et al. 2009). Vpusténa
houba kolonizuje vnitfni kortex a tvoti charakteristické hyfalni struktury uvnitf kofenovych bunék.
Houba i rostlina zde potlacuje syntézu bunécné stény a houba nepronika plasmatickou membranou
rostliny. Apoplastické rozhrani rostlinné a houbové membrany nazyvame periarbuskularnim
prostorem a dochazi zde k latkové vyméné mezi symbionty. Cukr v podobé hexdz je Stépen ze
sachardzy, hlavniho rostlinného cukru, v periarbuskularnim prostoru rostlinnymi, kyselymi
invertazami. Po Uspésné kolonizaci houba prorista okolni ptidu, patra po mineralnich Zivinach a c¢asto
plodi chlamydospory (sporuluje). Také patra po dalsich rostlinnych symbiontech, jelikoZ jeden druh
houby mize navazat vztah s vice jedinci i druhy rostlin zaroven.

Hyfy téchto prastarych hub se ¢asto propojuji (anastomodzuji) a vytvareji tak vnitrodruhovou,
spletitou bunécnou sit, kterd umozriuje jadernou vyménu téchto nepohlavné se rozmnozujicich hub
(Croll, Giovannetti et al. 2009) a propojuje rtizné jedince rostlin mezi sebou (CMN, common mycelial
network). Vzacné mohou anastomézovat blizce pribuzné druhy. Studium ekologickych dopadii
tohoto propojeni je silné limitovano pokusnou metodikou — experimenty se provadi nejcastéji
v umeélych systémech za plné kontrolovanych podminek, typicky v kvétinaci ve skleniku. Pfiblizeni se
pfirozenym podminkam je mozné za pomoci siti s malymi oky, kterymi neproleze rostlinny kofinek a
je tedy mozné kompartmentalizovat jednotlivé jedince v pokusu. Timto zplsobem bylo zjisténo, Ze
ekosystém je stabilizovan, pokud je do sité zapojeno vicero druh (pfiloha 1), a Ze v zavislosti na
partnerech v siti se lisi uhlikovy prispévek rostlinného jedince i pomér vydaného uhliku vici prijatym

mineralim (ptiloha 2) (Walder, Niemann et al. 2012).

2.b) mykorhizni versus nemykorhizni rostlina

Pfedem nutno fict, Ze existuji velké rozdily v pfinosech mykorhizni symbidzy rostliné v zavislosti na
kombinaci hostitelské rostliny, (arbuskuldrné) mykorhizni houby a prostredi (Burleigh, Cavagnaro et
al. 2002, Lerat, Lapointe et al. 2003, Munkvold, Kjoller et al. 2004, Smith, Smith et al. 2004, Avio,
Pellegrino et al. 2006, Jansa, Smith et al. 2008). Nesmime tedy vysledky experimentl a pozorovani
jednoduse zobecnovat. Pfesto je vhodné pro porovnani rostlin v symbidze a bez ni kalkulovat s
mutualistickou funkénosti.

Musime si dat pozor na termin "nemykorhizni rostlina". Nemykorhizni rostliny se zna¢né
omezenou tvorbou mykorhiz, nalézajici se v ¢eledich brukvovitych (Brassicaceae), sitinovitych
(Juncaceae), sachorovitych (Cyperaceae), okiehkovitych (Lemnaceae), hvozdikovitych
(Caryophyllaceae) a merlikovitych (Chenopodiaceae) (Harley and Harley 1987) v evoluci ztratily
schopnost navazat mykorhizni vztah, jelikoz mykorhizni geny mél jiz spole¢ny predek suchozemskych
rostlin (Wang, Yeun et al. 2010). Maji také vliv na rlist mykorhiznich hub - nepodporuji nebo inhibuji

jejich rast v padé (Requena, Serrano et al. 2007). Hlavni absorpcni plochu kofent (az 80 %; (Jungk
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2001)) nemykorhiznich rostlin zajistuji kofenové vlasky. Jejich délka a pocet je ovlivnén mimo jiné
hladovénim na fosfat a rostliny s delSimi kofenovymi vlasky jsou Uspésnéjsi v patrani po fosforu

v plidé (Gahoonia, Nielsen et al. 2001). Nékteré rostliny vyvinuly specialni typy kofenu se
shlou¢enymi postrannimi kofeny (proteoid / cluster roots) zlep3ujici pfijem Zivin i v chudych pldach,
jelikoz vylucuji velké mnoZstvi organickych kyselin - az 23 % Cisté fotosyntézy u lupiny bilé (Lupinus
albus) (Azaizeh, Marschner et al. 1995).

V literature se setkavame se stejnym oznacenim i pro rostliny, které jsou schopné mykorhizy
tvofit, ale takové rostliny (napft. rajce (Lycopersicon esculentum), jeCmen (Hordeum vulgare) Ci
psenice (Triticum aestivum)) mykorhizni symbidzu formuiji, pouze nevykazuji ristovou odpovéd (non-
responsive). Jak si ale ukdzeme pozdéji, na fyziologické Urovni je vztah viditelny, a proto je vhodnéjsi
v téchto pripadech mluvit o rostlinach s nizkou mykorhizni odpovédi.

Mykorhizni symbidza pFinasi rostliné radu kompeticnich vyhod. MiZe vylepsit toleranci
k suchu (Auge 2001, Fester and Hause 2007), patogendm (St-Arnaud, Hamel et al. 1995), soli (Cantrell
and Linderman 2000) a zajistuje pfijem Zzivin, jako je fosfor, dusik, zinek a méd. Na druhou stranu
prinasi i kompeti¢ni nevyhodu: rostlina plati energii ve formé hexdz, a to 1-30 % asimilat (Paul and
Kucey 1981, Jakobsen and Rosendahl 1990, Drigo, Pijl et al. 2010). Houbovy symbiont zvySuje svou
fitness prostrednictvim podpory ristu rostlinného symbionta. Obligatni biotrofie AMF byla potvrzena
tim, Ze mimokorenové mycelium neni schopné prijimat hexdzy z prostfedi (Solaiman and Saito 1997,
Bago, Pfeffer et al. 1999, Bago, Zipfel et al. 2002). Rozdil uhliku ziskaného ze zvysené ristové
odpovédi rostliny a uhliku odevzdaného houbé nazyvame symbiotickou efektivitou. PoZzadavek na
vétsi tok produktl fotosyntézy zvysuje naroky na nadzemni ¢ast, fotosynteticky aktivni organy se
zvétsuji (Snellgrove, Splittstoesser et al. 1982, Wright, Scholes et al. 1998) a dle pozadavku
houbového partnera se zvétSuje i tok uhliku v koreni (Burleigh and Bechmann 2002, Smith, Smith et
al. 2003). V zavislosti na podminkach pak rostlina reguluje mykorhizu - pfi nedostatku mineral(
dovoluje houbé vyssi miru kolonizace, naopak pfi nedostate¢ném slunecnim svitu nebo vysoké

dostupnosti Zivin v padeé rozsah kolonizace omezuje (Johnson, Graham et al. 1997).
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3.) Fosfor jako limitujici prvek zivych soustav
Rast organism( v ekosystému je limitovany ekologickymi podminkami, at uz prostorovymi,
behavioralnimi, vyZivovymi aj. Z hlediska vyZivy se zamérujeme na konkrétni chemické prvky a z nich
nejcastéji na fosfor (P), dusik (N) a Zelezo (Fe). Pro kazdy druh a prostredi je limitujici jina Zivina, ale
obecné lze fict, Ze mira limitace je u P a N shodna ve vSech hlavnich typech ekosystém -
sladkovodnim, morském i suchozemském (Elser, Bracken et al. 2007). Eutrofizace vod po dodani
téchto Zivin je Zivoucim dikazem existujicich vyZivovych limit(.

Fosfatova hnojiva v podobé hnoje aj. jsou pouZivdna od nepaméti. Az pozdéji v novovéku
pocala téZzba guana a posléze i fosforitl (viz nize, 3.b). Fosfatova hnojiva jsou téZzena ¢im dal tim vice
(ptiloha 3) a celych 90 % slouzi k produkci potravin. Bylo vypocteno, Ze béhem 50-100 let budou
zasoby fosfatl vytéZzeny, s vrcholem produkce kolem roku 2033 (priloha 4) (Cordell, Drangert et al.
2009), ale podle svétové iniciativy vyzkumu fosforu (GPRI) vystaci zasoby az na 200 let. Dulezité je
podotknout, Ze kamenny fosfat je neobnovitelnym zdrojem, respektive obnovitelnym v horizontu 10-

15 milion( let (Cordell, Drangert et al. 2009).

3.a) biogenni uloha fosforu v rostliné i houbé

Fosfor v podobé fosfore¢ného aniontu PO, je nezbytny pro veskery zndmy Zivot. V roztoku je typicky
ve formé H,PO, nebo HPO,” v zavislosti na pH, v malé mife také vazan na rozpustné organické
molekuly. PIni Glohu strukturni (esterovymi vazbami spojuje mery informacnich molekul DNA a RNA a
v membrdnovych fosfolipidech, kde je nejvice zastoupen v poméru k ostatnim molekulam, jsou pres
fosfat navazané hydrofilni zbytky), energetickou (uchovani energie v makroergnich vazbach a
transport této energie molekulami ATP a jinych molekul) a regula¢ni (de/fosforylace protein(i spousti
¢i vypina jejich aktivitu; dalsi organické molekuly s riznym poctem fosfat nesou rozdilné informacni
signaly). Mineralizovany fosfat (fluoroapatit, hydroxyapatit) je také dulleZitou slozkou zubni skloviny a
kosti obratlovcd.

Rostlina obsahuje fosforu zhruba 0,1-0,5 % své suché vahy, coz tento makroprvek fadi na
paté misto po dusiku, drasliku, vapniku a hofciku. Za normalnich podminek je nedostatek fosforu
malo pfiznacny. Fosfat v Zivém organismu je mobilnim prvkem a proto se jeho nedostatek projevuje
nejdfive ve starsich listech, odkud byl pfesunut do mladsich, intenzivni tmavozelenou barvou brzy
prechazejici do fialové az ¢erné diky akumulaci antokyant. Zasadnéjsi projevy ale spatfujeme ve
Spatném rustu korend, stonkd a listll, opozdéném vyvoji pupent a pohlavnich organd, které
predcasné opadavaiji, plody jsou malé a kyselé. Naopak prebytek fosforu se projevuje predevsim
brzdénim pfijmu jinych prvkl, coZ ma za nasledek predéasné zrani a nizsi vynosy.

Fosfor se koncentruje zejména v meristematickych zéndach rostliny diky jeho uloze pfi syntéze

nukleovych kyselin a zde pravdépodobné dochazi i ke vnimani fosfatové koncentrace rostlinného téla
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(Abel, Ticconi et al. 2002, Ticconi and Abel 2004, Sanchez-Calderon, Lopez-Bucio et al. 2006,
Svistoonoff, Creff et al. 2007). Jeho nedostatek se na bunécné Urovni projevi zastavenim bunécného
déleni. BohuZel se témér nediskutuje zastava bunécéného déleni v disledku nedostatku fosforu pro
tvorbu membran - které je potreba, stejné jako genetickou informaci, zdvojit. Mimo syntetickou
ulohu je fosfor posilan do mitochondrii a plastidd, aby se zapojil do metabolickych procesi, do
vakuol, kde dochazi k jeho skladovani, i je odeslan do dalsich bunék (Rausch and Bucher 2002).
Ortofosfat pfijaty houbou z ptidniho roztoku je vyuZit na syntézu zakladnich molekul
bunécéného fungovani a prebytek je transportovan do kyselé vakuoly o pH ~5,6, kde dochazi k jeho
hromadéni a polymerizaci. Pfestoze jiz byly polymerni ortofosfaty - polyfosfaty - objeveny napfic¢
fiSemi véetné ¢lovéka, priznacné jsou predevsim pro bakterie a houby. V houbovych burkach
nalezneme celou skalu velikosti polyfosfat(, ale stale neni jasné, jakym zplsobem jsou syntetizovany
a regulovdany u vyssich eukaryot, ptestoZe byly objeveny v cytoplazmé, jadre, vakuolach,
mitochondriich i endoplazmatickém retikulu (Beauvoit, Rigoulet et al. 1989, Pestov, Kulakovskaya et
al. 2004, Smith, Mutch et al. 2006). Kromé zasobné-transportni tlohy pini polyfosfaty celou rfadu
dalsich funkci: aktivace a regulace enzymd, regulace kondenzace chromatinu, genové exprese i
translace (Kornberg, Rao et al. 1999). U bakterii hraje roli pfi patogenité, kvasinky a bakterie vyuZzivaji
polyfosfaty k prezivani béhem stacionarni faze ¢i adaptaci k alkalickému a osmotickému stresu
(Rashid, Rumbaugh et al. 2000, Kim, Cho et al. 2002). Naznaky biologické role polyfosforylace
sloucenin se objevuji béhem sporulace hub (Lejohn 1983, Jakubowski 1986). Pres Siroké spektrum
funkci polyfosfatu (pfiloha 5) je (alespon u kvasinek v ristové fazi) 80-90 % polyfosfatu skladovano ve

vakuole (Urech, Durr et al. 1978).

3.b) obsah a dostupnost fosforu
Obsah fosforu v atmosfére je témér zanedbatelny, jelikoZ plynnych sloucenin fosforu je minimum,
¢imz se odlisuje od biogeochemickych cykl uhliku, dusiku i siry. Fosfin (PH3) a difosfin (P,H,) jsou
toxické plyny, které ale v ptirodé bézné nevznikaji. Hlavnim zdrojem atmosférického fosforu v pldé je
spad prachovych ¢astic s organofosfaty. Drtiva vétsina fosforu v pldé vsak pochazi ze zvétravanych
hornin a recyklaci biomasy. V organickych slouceninach je uchovano 20-80 % pudniho fosfatu,
pricemz ty vyssi hodnoty nalezneme v raselinistich a nekultivovanych lesnich pddach. Vrchni,
humézni horizont pldy je domovem vétsiny plddnich organismu a fosfaty v bunééném obsahu Zivych
tvord jsou dalsi podstatnou zasobarnou fosforu v ekosystému.

Matecni hornina obsahuje typicky 0,2 % fosfatl ve vazbé s pidnimi slozkami (Ca, Mg, Fe, Al,
jilové mineraly), spiSe méné, ale nékteré usazené horniny - fosfority - mohou obsahovat az 35 %
fosfatl. Nejcastéjsi fosfatovy mineral v zemské klire se zove apatit. Sklada se z fosfore¢nanu

vapenatého s vétsim obsahem fluoru, chléru a hydroxidu a malymi pfimésmi dalsich kova (Mn, Cd,
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U, Sr, Y, Ce, La, Na, Mg aj.) zabarvujicimi mineral do Siroké palety barev. Vznikd jak usazovanim latek
biologického plivodu, tak krystalizaci z magmatu (hlavné v Zule a gabru). Apatit je zvétravan jednak
fyzicky, nebiologickymi faktory, a také biologickou aktivitou. Krom koncentrace fosforu v minerdlech
je podstatnou veli¢inou koncentrace mineral(, které mohou fosfaty vazat na svij povrch a tim je
znerozpustnit (fosfatové starnuti). Nerozpustného, adsorbovaného fosfatu v ptidé je o dva az tfi fady
vice nez fosfatu rozpusténého v padnim roztoku, jehoZ koncentrace je typicky 0,5-10 uM s nejlepsi
dostupnosti kolem pH 6,5.

Organické slouceniny obsahujici fosfatovou skupinu jsou v ptadé v zakladu v opacném pomeéru
nez v zivé bunce. Nejrychleji jsou v plidé odbouravany fosfoproteiny a nukleové kyseliny, které je uz
mozné nalézt ve vyznamnéjsim mnozstvi (0,2-0,5 %), fosfolipidd je vice (1-5 %) a nejvice je fosforu ve
formé rlznych inositol fosfata (fytath) (2-50 %, ale vyuZiti nuklearni magnetické rezonance ukazuje,
Ze v australskych pastevnich pldach, bohatych na organickou hmotu, je fytatu jen asi do 5 %

(Smernik and Dougherty 2007)).
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4.) Prijem fosforu z prostiredi do organismu
Arbuskularné mykorhizni houby ziskavaji fosfat hlavné absorpci z pldniho roztoku. Také jsou schopné
hydrolyzovat organické slouceniny, jako je lecitin, RNA, fytat (Feng, Song et al. 2003), 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl fosfat nebo fenolftalein difosfat (Koide and Kabir 2000), ale tato role v pfirozenych
podminkach je zpochybrnovana. Zda se, Ze absorpce volného fosfatu je dostacuijici, jelikoz AM houby
mohou stimulovat ¢i potlacovat fosfatazovou aktivitu sousednich mikroorganismu i kofen( rostlin
vylucovanim organickych sloucenin ¢i Upravou rostlinnych exudatd. Tim se lisi od ECM a ERM, které
ziskavaiji fosfor a dusik hlavné rozkladem (mineralizaci) organické hmoty.

Primdarni mechanismus zvySeni fosfatové dostupnosti rostliné je zvétSeni povrchu schopného
prijimat fosfat z padniho roztoku (Bolan 1991). Rostlina, schopna prijimat fosfor pfimou cestou, je
limitovana vznikem tzv. deplecni zony — okoli kofene trpi vyéerpanim fosfatd z okoli, jelikoz absorpce
fosfat do buriky je znaéné rychlejii nez jejich diflze v ptidnim roztoku. Rad difuze ortofosfatu v padé
je 1010 m?/s (Schachtman 1998), pomaleji ne ve vodé, pficem? bylo prokazano, ze mykorhizni
koFeny pobiraji fosfatu 3 aZ 5x vice nez koreny nemykorhizni (cca 10™ mol/m/s; (Smith and Read
1997). Navazani mykorhizniho svazku tak nékolikanasobné zvétsuje pole plsobnosti z kofenové
rhizosféry na symbiotickou mykorhizosféru.

Zvysené zasobovani rostliny fosforem bylo pozorovano u pridavku fytatu, prestoze schopnost
prijimat anorganicky fosfat byla témér osmkrat vétsi (Koide and Kabir 2000). Samostatné vlastnosti
hub lze vsak tézko hodnotit v kontextu prostfedi, kde je vice dostupného fosfatu vazaného v
organické formé, a tedy tato "saci" kapacita mlze byt ekologicky irelevantni. Zatim zbyva probadat,
zda houba Zivena rostlinnym uhlikem zvysuje svou hydrolytickou kapacitu a tedy zda je v

symbiotickém stavu kompeticné zdatnéjsi nez pldni mikroorganismy.

4.a) zpristupnéni fosforu z nezZivého systému

Uvolnit fosfat do pldniho roztoku lze z odolnych mineral( exudaci organickych kyselin (aniontd) a
z fosfoorganickych sloucenin produkci mimobunécénych fosfataz, enzym( hydrolyzujicich
monoesterovou vazbu fosforecné kyseliny. Mimobunécné fosfatazy byvaji povrchové vazané, ale
také existuji fosfatazy vypousténé volné do rhizosféry.

Za efektivni "rozpoustéce" jsou povaZzovany bakterie a ektomykorhizni houby (ECM). Jelikoz
mikroorganismy schopné rozpoustét fosfat z apatitu jsou v systému obvykle prfitomné, dokonce i pres
komplexni sterilizaci (Tarafdar and Marschner 1994), byla tato schopnost u ECM v literature
zpochybriovana. Z pokust vyplyva, Ze ECM maji potencial uvolnovat fosfat z minerdld za
laboratornich podminek, ale kvantitativni vliv této aktivity v pfirozenych podminkach je stale

predmétem dohadu (Baldrian 2009). Experiment za sterilnich podminek nicméné prokazal

trojndsobnou zvétravaci aktivitu oproti nebiologickému zvétravani u cechratky podvinuté (Paxillus
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involutus), kterd kolonizovala borovici lesni (Pinus sylvestris) (van Scholl, Kuyper et al. 2008).

Fosfat rozpoustéjici bakterie jsou skupinou bakterii hydrolyzujici fosfat z nerozpustnych
sloucenin. Uznavany mechanismus jejich plsobeni je jiZ zminéna chelatace kationtt
nizkomolekularnimi organickymi kyselinami. Nékteré druhy syntetizuji mimobunécné fosfatazy.
Inokulace zemédélské plady témito kmeny bakterii spolecné s fosfatovym hnojivem mize snizit
hnojni naroky o vyznamna procenta pfi zachovani vynosnosti. Klasicka fosfatova hnojiva se totiz z 80

% a vice imobilizuji (Holford 1997, Schachtman 1998).

4.b) transport fosforu pres bunécnou membranu
Rostliny maji ve své genové vybavé vysokoafinitni fosfatové transportéry lokalizované v rhizodermis
(Javot, Penmetsa et al. 2007). Pomoci nich mohou pfijimat fosfat z pddniho roztoku i proti velkému
koncentracnimu gradientu pfimo do rostliny. Tento zpUsob oznacujeme jako pfimou cestu pfijmu
fosforu. V zavislosti na koncentraci fosfatu v okoli je kinetika jeho ptijmu hyperbolicka a jednofazova
za nizké, uM koncentrace, a dvoufazova za vysoké, mM koncentrace.

K vytvofeni elektrochemického potencidlu na membréné pouZivaji rostliny i houby H*-ATPazy
P typu. Vytvofeny protonovy gradient je hlavni hnaci silou pro pfijem fosforu - symport s H' je
obecnym mechanismem translokace latek proti koncentracnimu gradientu pifes membranu us
protonem sprazenych translokator( nadceledi hlavnich transportér(i (Major Facilitator Superfamily).
Pedersen, Kumar et al. (2013) pofidili krystalickou strukturu o rozliseni 2,9 A fosfatového
transportéru orchideoidné mykorhizni houby Piriformospora indica v uzavieném stavu se substratem
a predpovédéli mimobunécné i vnitrobunécné otevienou strukturu. Navrzeny mechanismus
translokace (pfiloha 6) za¢ind navazanim H" iontu na Asp324 v centru proteinu, coZ umozni vstup
fosfatu k Lys459 a zmenseni dutiny aktivniho mista pritahnutim GIn177. Ten odkloni Tyr150, ktery
blokuje H" Unikovy tunel, a H" unikd do cytoplazmy. GIn177 také odkloni Lys459, takZe kolem fosfatu
prevladaji zaporné nabité zbytky, dutina se rozevira a fosfat unikd do cytoplazmy. Schéma je

zjednodusené.
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5.) Mykorhizni cesta prijmu fosforu
Prvotni predpoklady o vyznamu cest pfijmu fosforu favorizovaly pfimou cestu. Dokonce se myslelo,
Ze pfima cesta zajistuje veskeré potreby rostlinné vyZivy (Smith, Smith et al. 2003), predevsim v
prijmu prvkd malo difusibilnich, jako je fosfor, zinek ¢i draslik. Dnes ale vime, Ze mykorhizni cestou
putuje vétsina aZ veskery fosfor — nehledé na miru kolonizace ¢i rlstovou odpovéd. Jak bylo zminéno,
dalezitym faktorem je konkrétni kombinace rostliny, houby a prostfedi, ale u rajcete (L. esculentum)
¢i vojtésky (Medicago truncatula) byl pozorovan prijem fosforu z az 100 % mykorhizni cestou (Smith,
Smith et al. 2003, Smith, Smith et al. 2004) v zavislosti na druhu mykosymbionta.

JelikozZ jsou tyto vysledky disledkem novych metodickych postupl — velkou zasluhu sklizi
experimenty s radioaktivnimi izotopy fosforu *’P a **P — byla role mykorhizni cesty u typickych
zemédélskych plodin, které byvaji zaroven rostlinami s nizkou odpovédi, prehlizena. Jednim z dlivodl
vyuzivani mykorhizni cesty by mohl byt fakt, Ze rlst hyfy spotfebovava méné uhliku neZli rist kofene
o stejné délce ¢i absorpcni plose (Tinker 1975). Hyfa ma také mensi prliimér nezZ koren, pronika do
tésnych poru kofeni nedostupnych a svou hustotou v plidé eliminuje vznik deplec¢nich zon.
Pfenesenim soupefeni na bedra houbového symbionta se rostlina brani pfimé kompetici s pdnimi

mikroorganismy.

5.a) pohyb fosforu v myceliu
Houba transportuje fosfor myceliem aktivné do kofen( hostitelské rostliny. Bylo prokazano, ze se
fosfat nepohybuje hyfou za pomoci kondenzaéniho pohybu ani pasivni difuze (Pearson and Tinker
1975, Cooper and Tinker 1981, Koide and Kabir 2000). Zmérena hustota toku se pohybuje v
jednotkach x 10™ mol P/m?*/s. Fosfat je na velké vzdalenosti transportovéan ve vakuolach v podobé
polyfosfatl — a to kratkych do 20 merd a dlouhych s 20 a vice mery. Ve vnitrokofenovém myceliu
byvaji fosfatové granule s kratSimi retézci (Kiers, Duhamel et al. 2011), pficemZ jsou
pravdépodobnym zdrojem fosfatu pro rostlinu (Takanishi, Ohtomo et al. 2009). Koncentrace
polyfosfatd v myceliu byla zméfena jako 5,4-17,3 % celkového fosforu u houby Gigaspora margarita
a tento rozsah byl prokazan i u jinych mykorhiznich druhl hub (Solaiman, Ezawa et al. 1999). Polymer
pravdépodobné rozkladaji dvé skupiny enzym: polyfosfat kinazy (PPK) a polyfosfat glukokinazy
(PPGK), pricemz PPGK jsou lokalizovany pouze v mimokorenovém myceliu (Capaccio and Callow
1982). Vyzkum je komplikovan tim, Ze houby maji nejspise dva typy vakuol — kromé klasickych,
sférickych vakuol lze zpozorovat rizné tvarované tubularni vakuoly (Shepherd, Orlovich et al. 1993,
Shepherd, Orlovich et al. 1993, Rees, Shepherd et al. 1994, Uetake, Kojima et al. 2002).

Bylo navrzeno (Fitter 2006) a experimentalné dokdzano (Bever, Richardson et al. 2009, Kiers,

Duhamel et al. 2011), Ze vyména uhliku a fosforu je zavisla na predavani fosforu pres arbuskularni
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rozhrani, ¢imZ podnécuje rostlinu k lokdlnimu toku uhliku do mist zvySené mineralni vyzivy. Tento

trend je patrny zejména u vicedruhovych pokusu.

5.b) transport fosforu z houby do rostliny

V mykorhizni cesté pfijmu fosforu jsou také Ucastniky fosfatové transportéry. Jsou vsak kédovany
odliSnymi geny neZ v pfipadé primé cesty. Jsou lokalizovany pouze v periarbuskularni membrané —
membrané rostlinné burky, ve které je zformovana arbuskule (Rausch, Daram et al. 2001). Pfijimaji
ortofosfat, ktery je do periarbuskularniho (apoplastického) prostoru poskytovan houbou pomoci
vytokovych transportéru, které zatim nejsou znamy, popripadé jinym mechanismem. Objevily se
dlkazy, Ze houba transportuje i jiné molekuly s fosfatovou skupinou, kterd se v rozhrani uvoliuje.
Prozatim jedinym kandidatem je fosfocholin (Schachtman 1998). Dnes jiz vime, Ze k toku Zivin
dochazi v Zivém rozhrani, a pivodni hypotéza, Ze rostliny ziskavaji Ziviny rozkladem arbuskuli, byla
opusténa.

Méreni na pdru zahradnim (Allium porrum) a cibuli kuchynské (A. cepa) kolonizovanymi G.
mosseae a G. coronatum ukazaly tok fosforu mezi houbou a rostlinou v rozmézi 2-29 x 10”° mol
P/m?/s (Smith, Gianinazzi-Pearson et al. 1994), co? je cca o 4 Fady vice ne? p¥i pohybu myceliem a
odpovida vtoku samostatné rostliny ¢i houby. Vytok fosfatu je zna¢né pomalejsi, ale v symbiotickém
rozhrani musi byt vytok fosfatu z houby mnohem vyssi nez standardné a vydej houbou a pfijem
rostlinou jsou tak v rovnovaze. Tyto mechanismy zvysujici vytok fosfatu nejsou dosud osvétleny.

Ke zpétnému vstirebavani fosfatu houbou nedochazi, protoze vysokoafinitni transportéry
(GVvPT) maji v arbuskuli snizenou genovou expresi (Harrison and VanBuuren 1995). Nizka uroven

exprese presto dovoluje potencialni kontrolu vytoku fosfatu houbou.

13



361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379

380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394

6) Membranové transportéry fosforu

Fosfatové transportéry funguji ve dvou systémech: vysoko- a nizkoafinitnim. To reflektuje
koncentraci fosforu v okolnim prostfedi a odpovida tak dvéma typlm Michaelis-Mentenovské
kinetiky, prestoze byla navrhnuta i pfitomnost az sedmi typU transportni kinetiky. Nizkoafinitni
transportéry se Ucastni predevsim distribuce jiz ziskaného fosforu uvnitf pletiv (Smith, Dickson et al.
2001). Vyzkum fosfatovych transportér( probiha paralelné s vyzkumem mykorhizni cesty pfijmu
fosforu a dnes ukazuje na vysokou dileZitost. Jejich genova exprese mize byt specificky upravena,
zvysena Ci jinak pozménéna, a to pravé v mykorhiznich kofenech napftiklad ryze Oryza sativa
(Paszkowski, Kroken et al. 2002), lilkovitych (bramboru Solanum tuberosum, (Rausch, Daram et al.
2001); rajcete L. esculentum, (Rosewarne, Barker et al. 1999); petlnie Petunia hybrida, (Karandashov,
Nagy et al. 2004)) ¢i bobovitych (vojtésky M. truncatula, (Harrison, Dewbre et al. 2002); Stirovniku
Lotus japonicus, (Karandashov, Nagy et al. 2004)). S nar(lstajicimi sekvencemi rostlinnych fosfatovych
transportér( bylo zapotrebi zavést nové nazvoslovi a rozdélit je do ¢tyr fylogeneticky podlozenych
rodin: Pht1, Pht2, Pht3 a Pht4 (Bucher, Rausch et al. 2001, Mudge, Rae et al. 2002, Rausch and
Bucher 2002).

Kromé exprimacniho vzoru se zkouma i lokalizace této exprese. Fosfatové transportéry
mykorhizni cesty nejsou vzdy bezvyhradné mykorhizné specifické (Karandashov, Nagy et al. 2004),
presto lze tvrdit, Ze k jejich expresi dochazi predevsim v burnkach s vnitrobunéénymi houbovymi

strukturami (Rausch, Daram et al. 2001).

6a) geny a proteiny v rostliné i houbé
Geny fosfatovych transportér(i zodpovédnych za prijem fosforu do organismu pres cytoplazmatickou
membranu nalézdme v genové rodiné Phtl. Ta skryva H,PO,:H" symportéry, nizko- i vysokoafinitni
transportéry s 12 transmembranovymi doménami rozdélenymi do dvou blok( po 6 spojenych
dlouhym hydrofilnim mulstkem (Liu, Muchhal et al. 1998) a vnitrobunéc¢nymi, hydrofilnimi C i N konci
(Pao, Paulsen et al. 1998). Jsou homologické s nékterymi transportéry a zachovavaji si konzervovana
regulacni mista post-transkripéni modifikace i jiné vysoce konzervované regiony na ctvrté
transmembranové doméné. Ostatni rodiny nejsou pro tuto praci pfilis zajimavé, jelikoz jsou
lokalizovany na vnitfnich membranach bunék - Pht2 v plastidech (Daram, Brunner et al. 1999, Versaw
and Harrison 2002), Pht3 v mitochondriich a Pht4, nejpodobnéjsi s fosfatovymi transportéry
Zivocich(, v plastidech a Golgiho aparatu (Guo, Jin et al. 2008).

Phtl1 geny byly naklonovany jak z hub Glomus intraradices (GiPT), G. mosseae (GmosPT) a G.
versiforme (GvPT), tak z rostlin jako topol chlupatoplody (Populus trichocarpa (PtPT)) nebo vojtéska
(M. truncatula (MtPT)). Rostlina ma ve svém haploidnim genomu typicky nékolik fosfatovych

transportérd z rodiny Phtl, pocinaje tfemi u vojtésky (M. truncatula) a konce tfinacti u ryZe (O.
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sativa) (Paszkowski, Kroken et al. 2002). Podle homologie, fylogenetickych dat a aktivity jsou dale
tfidény do podrodin (pfiloha 7). Fylogenetické srovnani proteinovych sekvenci fosfatovych
transportér( ukazalo na spole¢ného proteinového predka mykorhizné-indukovatelnych transportér(
(OsPT11/13, MtPT4, StPT4/5, LePT4/5, HvPT8), jelikoz jsou si vice pfibuzné mezi sebou, nez s
ostatnimi ¢leny rodiny Phtl. Transportéry podrodiny | maji nizkou afinitu k fosfatu, ale zahrnuji geny
jednodéloznych i dvoudéloznych druh(. Podrodina Il je evolu¢né mladsi, jelikoZ tyto transportéry
nachazime pouze u dvojdéloznych rostlin véetné nemykorhiznich druh, jako je husenicek rolni (A.
thaliana).

Pti studiu mutantniho rajéete s redukovanou mykorhizni kolonizaci (rmc), které je rezistentni
ke kolonizaci vétSiny AM hub (kromé jednoho izolatu G. intraradices) (Barker, Stummer et al. 1998),
byly objeveny mykorhizné indukovatelné transportéry LePT3 a LePT4, které maji vyssi transkripéni
aktivitu v bunkach s vyvijejicimi se arbuskulemi a vesikuly, nikoliv Cisté v kolonizované burice, a jsou
spolehlivym markerem funkéni mykorhizni cesty pfijmu fosforu. AM specifickych transportért bylo
objeveno vicero, véetné MtPT4 Ci StPT3, kde MtPT4 je jedinym vojtéskovym fosfatovym
transportérem mykorhizni cesty a jeho knock-out ma za ndsledek nulovy pfijem fosfatu od symbionta

(Javot, Penmetsa et al. 2007).

6b) exprese rostlinnych genii

K expresi genl fosfatovych transportért dochazi v rizné mire dle podminek. Ty mGzeme rozdélit do
dvou skupin - exprese je regulovana jednak koncentraci fosfatu v rhizosfére a druhak pritomnosti Ci
absenci mykorhizni houby. Mira exprese, tedy pocet transportérli na membrané, méni rychlost
transportni kinetiky.

Glassop, Smith et al. (2005) ukazali, Ze fosfatové transportéry se zvySenou genovou expresi v
dasledku nizké koncentrace fosfatu nejsou lokalizovany v bunikach s arbuskuli. Transportéry ptimé
cesty snizuji svou expresi na velmi nizkou Uroven, jakmile je kofen kolonizovan mykorhizni houbou, a
zveda se expresni profil transportér( aktivnich v symbiotickém rozhrani, coZ je, zda se, obecny jev
(Liu, Trieu et al. 1998).

Mira exprese je i druhové specifickd. Regulaéni mechanismy StPT3 ¢i LjPT3 jsou funkéni pouze
pokud jsou kortikalni buriky kofene kolonizovany kmenem Glomeromycota (Paszkowski, Kroken et al.
2002, Karandashov, Nagy et al. 2004) a zajistuji zvySenou genovou expresi jak u arbuskuli typu Arum
tak u smotk typu Paris. Na rozdil od nékterych gen( jinych druh( rostlin jsou spustény v malé mire i
u nekolonizovanych bunék.

Jednim z regulacnich elementt téchto genl je cis-element P1BS a poprvé byl identifikovan u
husenicku (Arabidopsis thaliana) (Rubio, Linhares et al. 2001). V promotorovém regionu se objevuje i

CTTC motif (Karandashov, Nagy et al. 2004). Za pomoci téchto elementl burika jemné koriguje
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expresi transportér v zavislosti na vnitrobunécéné a mimobunécné koncentraci fosfatu. Do P1BS se
vaze naptiklad PHR1 (phosphate starvation response 1), transkripéni faktor ohlasujici hladovéni na
fosfor (Rubio, Linhares et al. 2001), pfestoZze u husenicku je to pouze jeden ze 111 transkripcnich
faktor( ovliviiujicich expresi pfi fosfatovém hladovéni (Wu 2003). Zajimavé je, Ze tyto transkripcni
faktory jsou funkéni pouze v kofenech, jelikoz v prytu jsou béhem stresu z nedostatku fosforu aktivni
jiné sady transkripcnich faktord, véetné jinych rodin fosfatovych transportér(i. Promotor z
bramborového genu StPT3 byl Uspésné vnesen do jinych druhd rostlin a ukazal na vysoky stupen
konzervovanosti rozpoznavani a prenosu signalu mykorhizni cesty pfijmu fosforu, pfestoze u
ryzového (jednodéloZzného) promotoru tohoto Uspéchu dosazeno nebylo (Karandashov, Nagy et al.
2004).

Zajimavym faktem mykorhizni cesty je snizena genova exprese transportérli pfimé cesty
(MtPT1, HVPT1/2, StPT1/2). K utlumeni dochazi s kolonizaci kofene AM houbou. Exprese gent obou
cest je velmi citliva ke koncentraci fosforu v rostliné. Vylouéené neni ani pfimé signalizovani ze strany

houbového symbionta.
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7) Zavér
Evolu¢né konzervované mechanismy, véetné vnimani signalnich molekul, jsou zakladem mykorhizni
cesty pfijmu fosforu, minimalné u dvoudéloZnych rostlin (dfevin i bylin). Z prastarého vztahu
arbuskularné mykorhiznich hub a rostlin dnes pozorujeme oboustranné kontrolované souziti. Houba
patra a ziskava z pldy tézko dostupné mineraly, z nichz je pro rostlinu nejhlire dostupny fosfor (kvali
rychlému vzniku deplecni zény), za Uplatu je distribuuje rostliné a ta vice ¢i méné ochotné plati svymi
nafotosyntetizovanymi cukry. Tento svazek je tak pradavny a pfinejmensim pro houbu vyhodny, Ze se
Glomeromycota stala obligdtné biotrofné zavisla na rostlinach.

JelikozZ je v pfirodé v mykorhiznim svazku vicero druh( a jedincl hub v jednom kofenovém
systému, vznikly zatim neznamé mechanismy kontroly a vyplaty efektivnim mineralnim
zasobovaclm. Presto se v prirodé udrzuji a funguji i méné funkéni vztahy - pravdépodobné nabizeji
dalsi ekologické vyhody, jelikoz v ekosystému vznika rozsahla, propojend mykorhizni sit (common
mycorrhizal network) a ta mlize sdilet dalezité informace a zprostfredkovavat fyziologickou odpovéd
(indukce imunitni odpovédi u nenapadenych rostlin (Babikova, Gilbert et al. 2013) ¢i syntéza a diflze
rostlinnych obrannych latek proti mykovornim chvostoskokim (Duhamel, Pel et al. 2013)).

Propojeni téchto symbiontu je patrné jiz pred vznikem mykorhizy exudaci synomonalnich
latek z rostliny i z houby. Po kontaktu se v rostliné (a pravdépodobné i v houbé) spousti zména
genové exprese, z nichz nejdileZitéjsi je skupina symbiotickych gen(i (symbiosis-related genes), a
dochazi k morfologickym a fyziologickym zménam. Houba kontrolované infiltruje kofenové burky a v
aktivnim rozhrani dochazi k vyméné metabolitl a Zivin. Ze strany rostliny je dnes zndmé snizeni
exprese fosfatovych transportérd tzv. pfimé cesty a zvysenim exprese fosfatovych transportérd tzv.
mykorhizni cesty. Je prokdzano, Ze tyto mykorhizni transportéry jsou lokalizovany pouze v
symbiotickém rozhrani a Ze tvofi samostatnou, ve fylogenetickém srovnani dobte oddélitelnou
skupinu mykorhiznich transportérd s konzervovanymi proteinovymi doménami i regulacnimi
sekvencemi gend. Nutno dodat, Ze nehledé na miru ristové odpovédi zprostfedkovava mykorhizni
cesta vétsinu rostlinou pfijatého fosforu a tudiz hraje v Zivoté rostliny nesporny vyznam.

S rostouci lidskou populaci, rostouci poptavkou po potravinach, neSetrnému hospodareni s
puadou a klesajici zasobou fosfatovych hnojiv je tento vyzkumny smér jednim z pilitd zachovani
moderni civilizace. Vyzkum je komplikovan zejména tim, Ze houbového symbionta Ize jen tézko
péstovat v mikrobiologické laboratofi a tudiz je velmi malo zndmo o houbovém mikrosvété
Ucastnicim se tohoto vztahu - véetné mechanismu vydeje fosfatu z houby do rostliny. Detailnéjsi
vyzkum houbovych transportérd, biochemie polyfosfatli a regulacnich gen houby i rostliny je urcité

jednim z budoucich krokl vedoucich k dalsSimu osvétleni mykorhizni cesty pfijmu fosforu rostlinami.
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Lepsi poznani téchto procest muZe tudiz prispét k Setrnéjsimu a udrZitelné&jsimu hospodareni se

zdroji, pfipadné otevfit zcela nové moznosti produkce potravin a energie pro budouci generace.
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9) Prilohy
Pfiloha 1

Culture Systems

Mixed-Culture

Mono-Flax Mono-Sorghum

Pfiloha 1 — Vliv CMN na rozdilnou skladbu rostlin. Vyrazna rlstova odpovéd u Inu (C3), pokud je
propojen s prosem (C4). (Walder, Niemann et al. 2012)

Pfiloha 2

Glomus intraradices Glomus mosseae

e 1
S48 f B0 > 30% 6% 20% << T0% 4B% /1 52% = 29% 52%:43% < T1%
Flax Sorghum Flax Sorghum
[] pPuptake [O] nuptake B carbon investment

Ptiloha 2 — Rozdilna rlstova odpovéd v zavislosti na houbovém symbiontovi. Glomus intraradices
vyrazné zasobuje len (flax) fosforem (zlutd) i dusikem (oranzova), pfiéemz uhlik bere hlavné od prosa
(sorghum), které fosforem a dusikem zadsobuje minimalné. G. mosseae naopak zasobuje mineraly obé
rostliny srovnatelné, presto proso dava vice uhliku. (Walder, Niemann et al. 2012)
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Ptiloha 3
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Pfiloha 3 — Spotreba fosfatovych hnojiv v miliénech tun za rok na ¢asové skale 1800-2010. Patrny je

Year

enormni vzestup vyuzivani fosforitl (rock phosphate) po druhé svétové valce.(Cordell, Drangert et al.

2009)

Priloha 4

Peak Phosphorus curve
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Pfiloha 4 — Redlna produkce fosforitd (rock phosphate) v miliénech tun za rok (éerné tecky)
s vynesenou predpovédi dostupnosti (Cervena kfivka). Kolmice vyznacuje vrchol kfivky v roce 2033.

(Croll, Giovannetti et al. 2009)
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Priloha 5

(a) Cellular component (b) Biological process (c) Molecular function
Cytoplasm *Transport Unknown / / [
Nucleus Unknow n| *Transparter act)
Mitochondrion Organelle org. & biogen. Hydrolaseact.
*Vacuole *Vestle-mediated transport Transferase act.
ER Protein biosynthesis Transcript. reg. act
*Membrane *Transcription Protein binding
Unknown Protein modification Structural mol. act.
Ribsome Response to stres DNA binding
PM Cellwall org. & biogen. Ligase act.
Mitochond. envelope DNA metabolism Oxidoreductase act.
Endomembrane sys. Meiosis Protein kinase act.
Golgi apparatus Membrane org. & biogen. Translation reg. act.
Cellwall RNA metabolism Enzyme reg. act.
Nucleolous Sporulation Peptidase act.
Peroxisome Lipid metabolis m Signal transducer act.
Other Other Other
[/
0 30 60 0 20 40 0 20 60
Number of genes Number of genes Number of genes
per category per category per category

Priloha 5 — Kategorizace 255 gen( duleZitych pro spravu polyfosfatové hladiny za pouZiti terminologie
GO slim. Cervené a s hvézdi¢kou vyznaéeny vysoce zastoupené (P < 0.05) geny. (Freimoser,
Hurlimann et al. 2006)

Priloha 6

)
ofp PO,
Cutward N nward cocluded Fnveard open
(s [t tuane) {mochel]

Priloha 6 — Schéma fosfatového transportéru. Model mimobunécné otevieného (vlevo), ziskana
struktura uzavieného (uprostfed) a model vnitrobunécné otevieného (vpravo) proteinu. Popis
mechanismu prenosu pres membranu v textu. (Pedersen, Kumar et al. 2013)
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Priloha 7
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Pfiloha 7 — Fylogeneticka analyza rostlinnych gen( rodin Pht1 pro fosfatové transportéry, zvyraznény
rajcatové geny (LePTx) a podrodiny (Fimské Cislice: | — dvojdélozné specifickd; Il — jednodélozné
specifickd; Il a IV - smiSené). (Chen, Chen et al. 2014)
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