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Abstrakt

Endofytickym houbam se vénuje mnoho studii, nadzemni pletiva rostlin z ¢eledi
Ericaceae vsak z tohoto hlediska pftili§ prozkouména nejsou, vétSina literatury se vénuje
predev§im houbam tvoficim erikoidni mykorhizu. Tato bakalaiska prace shrnuje studie
diverzity endofytickych hub v této ¢eledi, porovnava cetnost a piekryv hub v rtiznych
hostitelskych rostlinach a geografickych oblastech a také vyskyt hub v zivych a mrtvych

pletivech rostlin. Diraz je kladen také na metodiku izolace a ur¢ovani endofytickych hub.

Klic¢ova slova: izolace, biodiverzita, species-pool, hostitelska preference

Abstract
Many studies focus on endophytic fungi. However, above-ground tissues of plants of

the family Ericaceae are not largely examined. Most of the literature concerns the fungi
forming ericoid mykorhiza. This bachelor thesis sums up the diversity studies of the
endophytic fungi in the family Ericaceae, compares the frequency and the overlap of fungi in
different host plants and geographical regions and also the occurence of fungi in living and

dead plant tissues. The methods of fungal isolation and identification are accented.

Key words: isolation, biodiversity, species-pool, host preference



1. Uvod

Endofytické houby jsou organismy, které kolonizuji pletiva Zivych rostlin, pficemz na
hostitelské rostling nezpuisobuji viditelné projevy (Carroll, 1988). Dosud byly studovany na
fad¢ dievin a bylin, v€etné bezcévnych rostlin.

Celed’ Ericaceae je kosmopolitné rozsifena, pro jeji zastupce je charakteristicka
kolonizace kyselych, na ziviny chudych stanovist’ (Stevens 2001). Rostliny z této ¢eledi jsou
prozkoumany hlavné z hlediska hub tvofticich erikoidni mykorhizu, ktera je klicova pro jejich
pieziti. Naproti tomu endofytickym houbam v nadzemnich pletivech se vénuje pouze nékolik
studii.

Cilem této prace je prehled studii zabyvajicich se diverzitou endofytickych hub a
dal$ich praci, které se zabyvaji napiiklad taxonomickymi novinkami mezi endofyty
izolovanymi ze zastupct ¢eledi Ericaceae. Prace dale srovnava dominantni houby v riznych
druzich hostitelskych rostlin a geografickych oblastech. V neposledni fad¢ jsou zminény 1
prace tykajici se saprotrofnich a parazitickych druhi hub. VVzhledem k tomu, Ze na tuto
bakalarskou praci bude navazovat diplomova prace s praktickou ¢asti, vénovala jsem se také

metodice izolace a morfologickych a molekularnich metod urcovani endofytickych hub.



2. Charakteristika €eledi Ericaceae
Celed Ericaceae zahrnuje stalezelené nebo opadavé kefe, liany, stromy nebo byliny,

které v nekterych ptipadech nemaji chlorofyl. Listy jsou stfidavé nebo pieslenité, celistvé
nebo pilovité s vyrazné podvinutymi okraji, ¢asto jehlicovité, nemaji palisty. Cévni svazky
maji ¢asto vlaknitou pochvu. Pupeny jsou chranény dvéma nebo vice Supinami, nebo jsou
nahé. Kvétenstvi jsou termindlni nebo uzlabni, Casto hroznovita, s rizné¢ vyvinutymi listeny a
obvykle dvéma listenci. Kvéty mohou byt ptevislé nebo vzpiimené, 4-5¢etné, aktinomorfni
nebo zygomorfni. Typické jsou zvonkovité, cylindrické nebo ¢iSkovité kvéty. Obvykle maji
4-5 kali$nich listkt. Maji 5-10 ty€inek. Semenik je svrchni nebo spodni. Plodem je nejcastéji
tobolka, bobule nebo peckovice (Kron et al., 2002)

Ericaceae nejcastéji nachazime na otevienych, vice ¢i méné kyselych stanovistich,

Vv teplém 1 chladném prostiedi, nejvétsi diverzita je ve sttedomofti, v horach jihovychodni Asie
a v tropické Americe (Stevens 2001).

Celed’ Ericaceae zahrnuje 8 pod&eledi: Enkianthoideae, Monotropoideae, Arbutoideae,
Cassiopoideae, Ericoideae, Harrimanelloideae, Styphelioideae, Vaccinioideae (Kron et al.,
2002).

Podceled” Enkianthoideae pochazi z Asie. Zahrnuje stalezelené nebo opadavé kioviny,
patii sem rod Enkianthus.

Monotropoideae jsou stalezelené byliny nebo kete (napi. rody Pyrola, Chimaphila,
Moneses, Orthilia), ale také nezelené mykotrofni rostliny (napf¥. rody Monotropa, Allotropa,
Pterospora, Sarcodes). Jsou rozsifené v Severni Americe, Evropé a Asii.

Arbutoideae jsou obvykle stalezelené stromy nebo kioviny, patii sem napft. rody
Arbutus, Arctostaphylos. Jsou ptivodni ve sttedomofti, zapadni Evropé a Severni Americe.

Pro Cassiopoideae jsou typicka chladna stanovisté, vyskytuji se v Kanadé a na severu
Asie. Jsou to stalezelené nizké kefe, patii sem rod Cassiope.

Ericoideae jsou stalezelené nebo opadavé stromy nebo kefe, patii sem napt. rody
Erica, Ceratiola, Calluna, Empetrum, Bajaria, Ledothamnus, Phyllodoce, Kalmia,
Rhodothamnus, Rhododendron, Menziesia. Jsou rozsifené téméi po celém svéte.

Harrimanelloideae tvoii husté porosty keftt, rozsifené jsou hlavné v Severni Americe.
Patti sem rod Harrimanella.

Styphelioideae jsou stalezelené kioviny, malé stromy nebo lidny s vyskytem hlavné

v Australii. Patii sem napf. rody Epacris, Woolsia, Styphelia.



Vaccinioideae jsou stalezelené nebo opadavé stromy, Kete, liany. Rostou ¢asto
epifyticky. Rozsitené jsou téméf po celém svété. Patii sem napt. rody Oxydendrum, Lyonia,

Pieris, Andromeda, Gaultheria, Leucothoe, Vaccinium (Kron et al., 2002).

2.1.Erikoidni mykorhiza a DSE
Pro ¢eled’ Ericaceae je charakteristickd erikoidni mykorhiza, kdy rostlina pomoci

mykorhizni houby ziskava dusik a fosfor (Cairney a Ashford, 2002) a houba z hostitele
ziskava uhlik (Stribley a Read, 1974). Tato spoluprace je pravdépodobné jednim z divodu,
proc je tato Celed’ tisp€s$na na kyselych stanovistich extrémné chudych na ziviny (Stevens
2001). Mykorhizni houby mohou regulovat také ptisun nékterych kovii, naptiklad zeleza,
médi nebo zinku do hostitele (Mitchell a Gibson, 2006). Nékteré organické kyseliny v pidé
viresovist’ jsou pro rostliny toxické a erikoidni mykorhiza je schopna redukovat toxicitu téchto
latek (Cairney a Ashford, 2002).

Pro kofenovy systém rostlin tvoficich erikoidni mykorhizu jsou charakteristické
vlascité koteny a kofenové vlasky, na kterych se erikoidni mykorhiza tvoii (Cairney a
Ashford, 2002).

Mezi bézné mykorhizni houby ¢eledi Ericaceae na severni polokouli patii askomycet
Pezoloma ericae z ¢eledi Helotiaceae. Castéji se viak V literatufe vyskytuje pod star§imi
nazvy Hymenoscyphus ericae, Rhizoscyphus ericae nebo Pezizella ericae. Jméno Pezoloma
ericae je ale v soucasnosti platné jméno tohoto druhu (Baral a Krieglsteiner, 2006). DalSimi
druhy tvoficimi erikoidni mykorhizu jsou anamorfni rod Oidiodendron z ¢eledi
Myxotrichaceae (Couture a Fortin, 1983) a anamorfni druhy Scytalidium vaccinii a
Cadophora finlandica (Mitchell a Gibson, 2006).

Jako DSE (,,Dark Septate Endophytes) se oznacuje skupina endofytickych hub
charakterizovana vyskytem v kofenech rostlin a hyfami s tmavymi melanizovanymi
pfepazkami (Rodriguez et al., 2009). Na koteny rostlin pravdépodobné nemaji zadny
negativni ani pozitivni vliv, jejich ekologicka role neni zatim pfili§ jasna. DSE jsou ubikvitni
skupinou hub, byly zaznamendny ve vice nez 600 druzich rostlin ze 110 celedi. Né&kteti
zastupci této skupiny jsou dominantni v boredlnich lesich, na viesovistich a v alpinskych
ekosystémech, jsou tedy charakteristicti pro jehlicnany a rostliny z ¢eledi Ericaceae. Jedna se
hlavné o anamorfni druh Phialocephala fortinii z ¢eledi Helotiaceae a jemu ptibuzny druh
Acephala aplanata (Griinig et al., 2008). Mimo houby tvofici erikoidni mykorhizu a DSE se
Vv kotenech rostlin z ¢eledi Ericaceae vyskytuje jeSt€ mnozstvi dalSich hub s neznamou

ekologickou funkci (Kjeller et al., 2010)



3. Endofytické houby
Endofytické houby jsou druhy, které kolonizuji pletiva zivych rostlin, aniz by v daném

okamziku zptsobovaly zjevné symptomy kolonizace (Aly et al., 2011; Carroll, 1988). N¢&ktefi
endofyté mohou chranit svého hostitele proti jeho pfirozenym nepiatelim (napf. herbivortim)
produkci mykotoxind (Carroll, 1988). Je ziejmé, ze nékteré endofytické houby mohou pozdéji
piejit k saprotrofnimu nebo parazitickému zpusobu zivota (Aly et al., 2011; Rodriguez et al.,
2009).

Rodriguez et al. (2009) rozdéluje endofyty podle evoluéni piibuznosti, taxonomie,
hostitelskych rostlin a ekologickych funkci do ¢tyi hlavnich skupin. Do prvni skupiny patii
endofyté trav, ktefi se vyznacuji uzkym a specifickym rozsahem hostitelt, systémovou infekci
celého hostitele a vertikalnim Sitenim. Ostatni endofyté jsou vysoce diverzifikovanou
polyfyletickou skupinou, kterou Ize dale rozdélit na tfi podskupiny. Ja se budu dale zabyvat
pouze skupinou III (,,class I11), ktera je charakterizovana vyskytem v nadzemnich ¢astech
rostlin, horizontalnim $ifenim a tvorbou malych lozisek kolonizace hostitele. Diverzita
endofytt z této skupiny V pletivu hostitelské rostliny mtize byt velmi vysoka (Arnold et al.,
2003).

Pro jednotlivé houby se velmi 1i8i rozsah hostiteli. Existuji houby, které najdeme
témer ve vSech hlavnich fylogenetickych liniich suchozemskych hostitelskych rostlin,
naptiklad rody Cryptocline, Cryptosporiopsis, Leptostroma, Phomopsis, Phyllosticta, jiné
houby mohu byt velmi hostitelsky specifické (Carroll, 1988; Rodriguez et al., 2009).

Endofytni houby se vyskytuji ve vSech zemépisnych sitkach od tropt az po tundru a
také jejich diverzita zavisi na zemépisné Sifce. V chladnéjSich oblastech se vyskytuje relativné
malo druhti z velkého mnozstvi skupin askomycett. V tropickych oblastech se potom
vyskytuje malo Celedi, ale velké mnozstvi druhi endofytickych hub (Arnold a Lutzoni, 2007).

Dle Rodrigueze et al. (2009) mohou byt endofytické houby latentnimi patogeny, ale
ptechod Kk saprotrofnimu zptsobu Zivota je méné pravdépodobny. Naproti tomu Osono a
Hirose (2009) podali piehled praci, Které se zabyvaly pfechodem endofytickych hub
k saprotrofnimu zplisobu vyzivy a jejich vyznamem v procesu dekompozice. Nékteré rody
(Pestalotiopsis, Alternaria) jsou znamé jako patogenni houby, ale byly nalezeny také na
spadlych listech a jako endofyté v pletivech zivych rostlin. Rody Xylaria nebo
Geniculosporium se bézné vyskytuji jako endofyté i na opadu v tropickych lesich. Promputtha
et al. (2007) se této otazce vénovali ve své praci, kde izolovali houby z hostitele Magnolia
liliifera a porovnavali endofytni a saprotrofni druhy. Mnoho druht hub se v hostiteli

vyskytovalo jako endofyté i jako saprotrofové a tyto druhy si byly mezi sebou velmi ptibuzné
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(druhy rodti Fusarium, Phomopsis, Corynespora, Guignardia, Xylaria). Studie v§ak
nepotvrdila, ze tyto endofytické houby piejdou k saprotrofnimu zpisobu zivota, potvrdila
pouze jejich pribuznost.

Nékolik praci potvrdilo ptitomnost endofytickych hub na opadu na za¢atku
dekompozi¢niho procesu, potom vsak tyto houby z opadu vymizi. Jeden z ndzort tvrdi, ze
endofyté mohou vyuzivat spadlé listy k pohlavnimu rozmnozeni a sporulaci. Potom znovu
kolonizuji zivé listy a tim uzaviou svij zivotni cyklus. Schopnost kolonizace opadu
endofytickymi houbami také zavisi na jejich schopnosti vyuziti substratu. Nékteré houby
(rody Phomopsis nebo Xylaria) maji tuto schopnost vysokou, umi §tépit lignin, proto na
opadu vytrvaji déle. Jiné rody (napft. rod Phyllosticta) neuméji vyuzivat celuldozy a
hemicelulozy, vyskytuji se tedy na opadu pouze na zac¢atku procesu dekompozice a potom
mizi. Kolonizace opadu endofyty muze ovlivnit kolonizaci ostatnimi saprotrofy. Nékteré
endofytické houby produkuji antibiotické metabolity, které mohou mit vyznam v boji proti
kompetitorim. S procesem dekompozice je spojena také akumulace a uvolnovani dusiku a
fosforu. Endofytické houby piechazejici k saprotrofnimu zptisobu vyzivy mohou tedy
ovliviiovat dynamiku téchto dvou prvki (Osono a Hirose, 2009).

Mnoho endofytickych hub mtize mit baktericidni nebo fungicidni ucinky (Fisher et al.,

1984), coz slibuje vyuziti v zemédé€lstvi nebo mediciné (Zhang et al., 2006; Aly et al., 2010).



4. Houby na zastupcich ¢eledi Ericaceae
V Celedi Ericaceae jsou z hlediska endofytickych hub prozkoumany hlavné koteny,

hodné¢ literatury se vénuje také diverzité hub tvoticich erikoidni mykorhizu. Nadzemni ¢asti
jsou oproti kofenim prozkoumany méng.

Mezi pomérné dobie prozkoumané patii zastupci podceledi Ericoideae (druhy roda
Erica, Calluna, Rhododendron), kterym se vénuji nékteré diverzitni studie endofytt (Petrini,
1984; Okane et al., 1998; Fisher et al., 1984). Dale je dobfe prozkoumana diverzita v rodech
Vaccinium a Gaultheria z pod¢eledi Vaccinioideae (Petrini, 1984; Fisher et al., 1984; Zeller,
1934; Barr, 1970; Petrini et al., 1982). N&ktefi autofi vénuji pozornost jesté podceledi
Arbutoideae, hlavné rodim Arbutus a Arctostaphylos (Zeller, 1934; Petrini et al., 1982).
Naopak velmi malo prozkoumana je zifejmé podceled’ Monotropoideae.

V nasledujicich kapitolach uvadim druhové jména hub tak, jak jsou uvedena

Vv literatufe.

4.1. Diverzitni studie endofytu
Tyto studie vétSinou zkoumaji diverzitu hub v n€kolika vybranych zastupcich celedi

Ericaceae na jednom tizemi. Vybirany jsou dominantni nebo vzacnéjsi druhy vyskytujici se
v dané oblasti.

Petrini et al. (1982) zkoumali endofytické houby ve stalezelenych kefich v Oregonu,
mezi nimi také ve dvou zastupcich z ¢eledi Ericaceae: Arctostaphylos uva-ursi a Gaultheria
shallon. Nejéastéjsim druhem Vv téchto rostlinach byl druh Phyllosticta pyrolae a dale druhy
Aureobasidium ribis, Phyllosticta vaccinii, Physalospora arctostaphyli a Pleospora
herbarum. N¢které rody hub (Geniculosporium sp., Pezicula sp., Sigmoidea sp.) izolované
z druhui Arctostaphylos uva-ursi a Gaultheria shallon byly jiz diive izolovany také z jehlic
nékterych jehlicnand (Carrol et al., 1977; Petrini a Carroll, 1981). Nékteré rody (Acremonium
sp., Nodulisporium sp., anamorfy rodu Xylaria) byly ¢asto zaznamenany jako endofyté a
pravdépodobné nejsou specifické pro jednoho konkrétniho hostitele. Studie také ukazala, ze
endofyté, ktefi jsou bézni pro jednoho hostitele, se jiz s mensi éetnosti vyskytuji na ostatnich
hostitelich. Mira kolonizace endofyty také zavisela na vlhkosti prostfedi (druhy Gaultheria
shallon a Arctostaphylos uva-ursi preferuji sttedné vlhka stanovisté, coz také odpovidalo
jejich kolonizaci houbami oproti ostatnim druhtim rostlin) a hustoté porostu (kolonizace
endofyty byla mensi na vice otevienych stanovistich, naptiklad v druhu Gaultheria shallon).
Tento jev pozorovali jiz Petrini a Carroll (1981) na jehlicich jehli¢nant.

V dalsi praci zkoumal Petrini (1984) endofytické houby v britskych zastupcich celedi
Ericaceae: ve tiech druzich rodu Erica, v druzich Calluna vulgaris, Vaccinium myrtillus a
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Vaccinium vitis-idaea. Pfi vyzkumu izoloval 58 druhti hub. N¢které druhy, jako Pezicula
myrtillina nebo Phyllosticta pyrolae, byly na hostitelich z ¢eledi Ericaceae znamy jiz diive.
Petrini (1984) zminuje dvé dizertacni prace, kde tyto houby zkoumali na druzich Erica carnea
a Arctostaphylos uva-ursi. Jiné druhy byly z téchto druht rostlin izolovany poprvé, napf.
anamorfni stadia rodt Daldinia a Xylaria (Nodulisporium spp.) a druh Helicodendron luteo-
album (Petrini, 1984).

Petrini (1985) se v dalsi studii vénoval endofytickym houbam na sedmi zastupcich
Celedi Ericaceae v Evropé. Nejvice druhti hub izoloval z hostitele Vaccinium vitis-idaea,
nejméné z Rhododendron ferrugineum. Diverzita a ¢etnost endofytickych hub zavisela na
studovaném misté a na morfologii listii. Petrini (1985) také konstatoval hostitelskou specifitu
na urovni ¢eledi.

V praci Okane et al. (1998) zkoumali endofytické houby v zastupcich ¢eledi Ericaceae
v Japonsku: v Sesti druzich rodu Rhododendron, v druzich Enkianthus perulatus a Pieris
japonica. Nékteré druhy hub se velmi Casto objevovaly ve vSech zkoumanych rostlinach. Ze
vSech rostlin byly izolovany druhy Colletotrichum gloeosporioides, Guignardia sp. (a jeji
anamorfa Phyllosticta sp.) a Phomopsis sp. Naproti tomu druh Discostroma tricellulare byl
specificky pro hostitele Rhododendron obtusum. Ze sedmi hostiteli byly izolovany druhy
Alternaria alternata a Pestalotiopsis sp., avSak s mensi frekvenci. Z Zivych listd druhu Pieris
japonica bylo izolovano mén¢ hub neZ z ostatnich hostitelti. Druh Pieris japonica produkuje
toxické diterpeny a dal$i metabolity, které mohou mit vliv na kolonizaci tohoto druhu
endofytickymi houbami. V této studii také porovnavali ¢etnost riznych druhti hub na zivych
listech a na listech z opadu. Na listech z opadu vyrazné poklesla ¢etnost druht Colletotrichum
gloeosporioides, Discostroma tricellulare, Guignardia sp. a Phomopsis sp. Naopak druhy
Alternaria alternata nebo Pestalotiopsis sp. se na opadanych listech vyskytovaly ¢astéji
(Okane et al. 1998).

V nékterych pracich se autofi nezabyvaji pouze diverzitou hub v rostliné, ale také
zjistuji, zda nékteré endofytické houby obsahuji rizné biologicky aktivni latky
s baktericidnimi nebo fungicidnimi u¢inky. Konkrétné ve studii Fisher et al. (1984), kde
autofi testovali antibiotickou aktivitu endofytickych hub z rostlin z ¢eledi Ericaceae. Houby
izolovali z zivych vétvicek a listt druhti Calluna vulgaris, Erica cinerea, Erica tetralix,
Vaccinium myrtillus a Vaccinium vitis idaea. Baktericidni u¢inky vykazoval druh Phyllosticta
pyrolae. Fungicidni u¢inky mély druhy Coniothyrium spp. a Daldinia sp. Aktivitu proti
houbam i bakteriim vykazovaly druhy Coleophoma empetri, Cryptosporiopsis sp., Topospora

sp. K tomuto vyzkumu byly vybrany patogeny potencialné nebezpecné pro clovéka: houby
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Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus niger a bakterie Staphylococcus
aureus a Escherichia coli.

Tejesvi et al. (2011) izoloval endofytické houby z hostitele Rhododendron
tomentosum ve Finsku a testoval jejich antibakterialni a antioxida¢ni Géinky. Z 87
izolovanych druhd hub byl dominantni druh Fusarium sp., ktery se v jinych studiich na
hostitelich z ¢eledi Ericaceae neobjevoval. Ptiblizné 10 % izolovanych hub produkovalo latky
s antibakterialnimi u¢inky (rody Fusarium, Lecythophora, Sordaria, Pleosporales) a 14 %

s antioxida¢nimi uc¢inky (rody Fusarium, Sphaerithyrium, Penicillium, Arthrinium).

Aly et al. (2010) ve své souhrnné praci zminil také neuréeny druh rodu Nodulisporium
izolovany z hostitele Erica arborea. Tento druh produkoval fadu metabolitli s fungicidnimi a
baktericidnimi u¢inky.

4.2. Taxonomické prace

Dalsi prace se zabyvaji riznymi taxonomickymi novinkami mezi endofytickymi
houbami izolovanymi z nékterého zastupce Celedi Ericaceae. Tyto studie se vétSinou vénuji
pouze jednomu druhu houby.

Carris (1988) ve své praci popsal novy druh endofytické houby Chalara vaccinii (Obr.
1), ktery byl poprvé izolovan z listti a stonku deviti kultivart Vaccinium macrocarpon v New
Jersey. Tento druh byl piitomen ve 34 z 1080 listi a ve 2 z 576 ¢asti stonku, objevoval se tedy
pomérné vzacné. Vztah mezi drunem Chalara vaccinii a hostitelskou rostlinou neni jisty.
Houba byla izolovana z zivych i mrtvych pletiv rostliny.

Okane et al. (2001) se ve své studii vénovali novému druhu endofytické houby
Guignardia endophyllicola (Obr. 2) s anamorfou Phyllosticta capitalensis. Tento druh podle
autori prace Casto kolonizuje rostliny z celedi Ericaceae a je morfologicky odlisitelny od
patogennich hub, které byly z rostlin z ¢eledi Ericaceae izolovany jiz diive. Jsou to
Guignardia philoprina (anamorfa Phyllosticta concentrica), Guignardia rhodorae (anamorfa
Phyllosticta maxima) a Guignardia vaccinii s anamorfou Phyllosticta elongata (van der Aa,
1973). Petrini (1984) izoloval dalsi ptibuzny anamorfni druh Phyllosticta pyrolae ze ¢tyf
zastupcil Celedi Ericaceae. K vyzkumu bylo pouZzito 16 kment izolovanych z péti druht rodu
Rhododendron a z druhu Enkianthus perulatus. Dale byl pouzit zastupce rodu Phyllosticta
izolovany z rostliny Pieris japonica. Okane et al. (2001) ptedpokladali, ze Guignardia

endophyllicola je ubikvitnim druhem v japonskych zastupcich ¢eledi Ericaceae.
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V dalsi praci zkoumali Okane et al. (2003) rozsah hostitelti endofytické houby
Guignardia endophyllicola. Druhy rodu Guignardia byly izolovany z rostlin Vaccinium
bracteatum, Gaultheria humifusa, Oxycoccus macrocarpos a Rhododendron spp. Jejich
anamorfa Phyllosticta spp. byla izolovana z Leucothoe grayana, Erica carnea, Rhododendron
dilatatum a Vaccinium spp. (Okane et al., 2003).

Watanabe et al. (2010) popsali ve své studii novy druh endofytické houby
Pestalotiopsis pallidotheae, ktery izolovali z hostitele Pieris japonica. Odliseni nového druhu
v ramci velkého rodu Pestalotiopsis se podafilo také diky molekularni analyze ITS rDNA.

Obr. 1: Chalara vaccinii. (A) Fragmospory, (B) Fialokonidie, (C) Konidiofory a
fialidy, (D) Proliferujici fialidy, (E) Fragmospory s odd€lujicimi se bunikami (pievzato
z Carris, 1988)
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Obr. 2: Guignardia endophyllicola (anam. Phyllosticta capitalensis). (A) Plodnice,
(B) Viecko, (C) Askospory, (D) Konidie (pievzato z Okane et al., 2001)

4.3.Saprotrofni a nekrotrofné parazitické houby
Nekteti autofi vénovali pozornost také houbam rostoucim na opadu rostlin z

celedi Ericaceae, piipadné houbam zpusobujicim viditelné 1éze a nekrozy na zivych Castech
rostlin. Mezi tyto druhy pravdépodobné patii i endofyté, ktefi kolonizuji opadané Casti rostlin
nebo piechdzi do parazitického zptisobu vyzivy (viz. Kap. 3).

Sutton (1969) ve své studii popsal novy druh houby Ampulliferina persimplex, ktery
kolonizuje listy z opadu Ledum groenlandicum (,.labrador tea*). Tento druh byl nalezen na
vnéj$im povrchu listii a spoleéné s druhy Lophodermium sphaerioides a anamorfnim stadiem
Griphosphaeria corticola predstavovaly nej¢astéjsi druhy na tlejicich listech Ledum
groenlandicum v Kanadé. Druh Lophodermium sphaerioides byl na hostiteli Ledum
groenlandicum zaznamenan také v USA (Farr et al., 1989).

Okane et al. (1998) se ve své praci zabyvali také druhy na listech opadu. P&t druht se
vyskytovalo na zivych i mrtvych listech. Pouze na listech z opadu se vzacné vyskytovaly
druhy Discosia arctocrea, Epicoccum purpurascens, Nigrospora oryzae, Cladosporium spp.,

Phoma sp., a Rhizoctonia sp.
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Zeller (1934) sbiral houby na celedi Ericaceae na severozapadé USA. VétSina druhi,
kterym se ve své praci vénoval, je parazitickych, zminuje vSak také dva saprotrofni druhy:
druh Leptosphaeria gaultheriae, ktery je bézny na mrtvych stoncich hostitele Gaultheria
shallon, a druh Phacidium vaccinii, ktery se vyskytoval na listech opadu druhu Rhododendron
californicum.

Dalsi literarni idaje o houbach, které se vyskytuji na hostitelich z ¢eledi Ericaceae,
jsou rozptylené v mnoha literarnich zdrojich. Farr et al. (1989) uvadi ve svém kompendiu
nékolik set druhti z 20 rodu ¢eledi Ericaceae. Naproti tomu Ellis a Ellis (1985) uvadéji na
rodu Rhododendron pouze 24 druhi hub a na Vaccinium 20 druhd. Ellis (1971) ve své
souhrnné praci uvadi tii druhy hyfomycett na hostitelich rodu Rhododendron a jeden druh na
rodu Vaccinium. Nag Raj (1993) zminuje pouze 8 druhd coelomycetti s pfivéskatymi sporami
na rodu Rhododendron a 7 druht na rodu Vaccinium.

4.4. Prekryv druhti mezi hostitelskymi rostlinami
Druhy endofytickych hub se v jednotlivych studiich ptili§ nepiekryvaji. Vyjimku tvofi

nékolik druhi, které autofi izolovali nezavisle na sobé z rtiznych druhti hostitelskych rostlin a
riznych geografickych oblasti.

Mezi nejéastéjsi druhy, které je mozno nalézt jako endofyty na Celedi Ericaceae, patii
anamorfni druh Phyllosticta pyrolae. 1zolovali jej Petrini et al. (1982), Petrini (1984) a Petrini
(1985) z hostitelti Calluna vulgaris, Erica tetralix, Erica carnea, Arctostaphylos uva-ursi,
Gaultheria Shallon a Vaccinium spp. Dale tento druh izoloval Fisher et al. (1984)

z Vaccinium vitis-idaea a Okane et al. (2003) z Erica carnea. Ve studii Okane et al. (2001)
vSak tento druh z Zadného zéstupce Celedi Ericaceae izolovan nebyl. Autofi této prace
predpokladaji, ze v Japonsku se, na rozdil od Evropy, tato houba pfili§ casto nevyskytuje. Farr
et al. (1989) uvadi druh Phyllosticta pyrolae z péti druht rodu Pyrola. Rod Phyllosticta patii
mezi nékolik ubikvitnich rodu, které kolonizuji velké mnozstvi hostitelti (Carroll, 1988).

Ve dvou studiich byl izolovan druh Phacidium lunatum z hostitele Calluna vulgaris a
druh Coleophoma empetri z druhii rodu Erica (Petrini, 1984; Fisher et al., 1984). Podle prace
Di Cosmo et al. (1984) byl druh Phacidium lunatum nalezen na hostiteli Gaultheria
procumbens a jeho anamorfa Apostrasseria lunata na listech druhtt Gaultheria procumbens a
Vaccinium macrocarpum v Kanadé a USA.

Dale byli alesponi ve dvou studiich a ze dvou hostitelli izolovani neuréeni zastupci

roda Cryptosporiopsis, Geniculosporium, Nodulisporium, Ramularia a Topospora (Petrini et
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al., 1982; Petrini, 1984, Fisher et al. 1984; Okane et al., 1998). Rod Cryptosporiopsis je
béznym endofytnim rodem pro velké mnozstvi hostitelti (Carroll, 1988).

Nékteré houby byly také v riznych studiich izolovany z zivych nebo naopak mrtvych
Casti rostliny. Druh Guignardia vaccinii izolovali Okane et al. (2003) z zivého listu
Oxycoccus macrocarpos a Barr (1970) jej zaznamenala na mrtvych listech nebo vétvickach
Vaccinium spp., Lyonia lucida, Kalmia latifolia, Gaultheria procumbens a Arctostaphylos
columbiana.

Druh Physalospora vaccinii izolovali Schulz et al. (1993) z zivého listu Vaccinium
oxycoccus a Barr (1970) jej nalezla na mrtvych listech Vaccinium spp.

Mezi dal$i houby, které byly izolovany z zivych i mrtvych ¢asti alespont dvou hostitelt
minimaln¢ ve dvou studiich patti zastupci rodt Cladosporium, Guignardia a Phomopsis
(Petrini et al., 1982; Fisher et al., 1984; Schulz et al., 1993; Okane et al., 1998; Okane et al.,
2003). Druhy rodu Phomopsis také zaznamenal jako parazity Farr et al. (2002) na vétvickach
nékolika druhti rodu Vaccinium. Rod Phomopsis je velmi ¢asta endofyticka houba, ktera se
vyskytuje v mnoha hostitelskych rostlinach (Carroll, 1988).

Mén¢ ¢astym druhem houby v ¢eledi Ericaceae je napt. Chalara vaccinii, kterou
popsal Carris (1988) a ktera od té€ doby ziejmé nebyla z Zadného zastupce celedi Ericaceae
izolovana. Dal§im takovym druhem je napi. Helicodendron luteo-album, ktery izoloval
Petrini (1984) vzacné z hostitele Calluna vulgaris.

Trend, kdy je pouze jeden druh pravidelné nalézan na vice zastupcich jednoho rodu,
ma ziejme obecnéjsi platnost. Podobny piekryv pozorovali Koukol et al. (2011) na zastupcich
rodu Picea. Ve vétsing hostiteld se vyskytoval pouze jeden druh endofytické houby,
Lophodermium piceae, ostatni druhy endofytickych hub se vyskytovaly v menSim poctu

hostitelu.
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5. Metodické pristupy ke studiu endofytnich hub v Ericaceae
Pfi studiu literatury jsem se zajimala také o metodiku izolace endofytickych hub z

hostitelskych rostlin a jejich ur€ovani, protoze nékteré z téchto metod budu vyuzivat

v praktické ¢asti budouci diplomové prace. Dilezité jsou predev§im metoda povrchové
sterilizace a druh agarového média. Sterilizaci je nutné odstranit povrchové kontaminanty a
zaroven neovlivnit endofytické houby, agarové médium muze mit selektivni uc¢inek na

ziskané druhy hub.

5.1. Izolace
Schulz et al. (1993) ve své praci testovali uc¢innost povrchové steriliza¢nich metod pro

izolaci endofytl z rostlin. Pouzili ¢asti listd z 12 zdravych bylin a kiovin, mezi nimi také dvé
rostliny z ¢eledi Ericaceae. Na sterilizaci jejich povrchu pouzili sedm metod, ve kterych
pouzivali v riznych kombinacich a ¢asech ptisobeni 96% nebo 50% etanol, 37-40%
formaldehyd a 15% chlornan sodny zfedény destilovanou vodou v poméru 2:1 nebo 1:3.
Sterilizované ¢asti listti byly potom umistény na 2% sladinovy agar obsahujici antibiotika a
ponechany osm tydnt pii pokojové teploté. Pro izolaci endofytli byly spolehlivé vSechny
metody, kromé metody s 50% etanolem, kdy piezily nékteré epifytni houby s odolnymi
sporami, naptiklad Alternaria sp.

V praci Petrini et al. (1982) byly zdravé vypadajici listy sterilizovany 1 min v 96%
etanolu, 10 min v 3,25% chlornanu sodném a 30 s znovu v 96% etanolu. Listy byly rozdéleny
na malé ¢asti, umistény na Petriho misky s 2% sladinovym agarem a inkubovany pti 20 °C.
Petrini et al. (1982) konstatovali, Ze pouziti pouze sladinového agaru mohlo znevyhodnit
n¢které pomaleji rostouci houby, napiiklad né€které bazidiomycety.

V dalsi praci pouzil Petrini (1984) ke sterilizaci metodu podle Carrola et al. (1977):
Listy byly nejprve kratce ponoieny do 90% etanolu a potom 10 min sterilizovany v chlornanu
sodném s destilovanou vodou v poméru 2:1. Listy a vétvicky byly potom rozkrajeny sterilnim
skalpelem na né€kolik ¢asti, umistény na sladinovy agar a inkubovany pti pokojové teplot¢.

V praci Fisher et al. (1984) byly zdravé listy a vétvi¢ky péti rostlin z ¢eledi Ericaceae
povrchové sterilizovany 96% etanolem, 11% chlornanem sodnym a znovu 96% etanolem.
Délka plisobeni ¢inidel se liSila v zavislosti na tloustce kutikuly. Po sterilizaci byly listy a
vétvicky nakrajeny na malé ¢asti, umistény na 2% sladinovy agar a inkubovany pii pokojové
teploté.

Carris (1988) pouzil pro povrchovou sterilizaci 0,6% chlornan sodny s 0,01% Tween
20, které nechal ptisobit 10 min, potom listy oplachl v destilované vodé. Casti listt a stonku
umistil na PDA.
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Ve studii Okane et al. (1998) byly listy pted kultivaci pe¢livé povrchové sterilizovany:
1 min v 70% etanolu a 1 az 2 min v chlornanu sodném. Potom byly omyty v destilované vodé
a umistény na sterilni papir, aby se z povrchu odstranila voda. Potom byly listy rozdéleny na
dvé ¢asti, ty byly umistény na sladinovy agar a inkubovany pii pokojové teploté tfi mésice.

Ve své dalsi praci pouzili Okane et al. (2003) podobnou metodu jako v piedchozi
studii s tim rozdilem, Zze houby byly inkubovany pfi teploté 17 °C po dobu dvou mésic.

Tejesvi et al. (2011) pouzili ke sterilizaci na 1 min 70% etanol, na 15 min 3,5%
chlornan vapenaty a nakonec listy oplachli v destilované vod¢, nakrajeli na malé ¢asti a
umistili na vodni agar a sladinovy agar. Misky zabalili do parafilmu a nechali inkubovat ve
tme pii pokojové teploté 6 tydnti.

Souhrnné Ize tici, Ze zptisoby sterilizace se v jednotlivych studiich ptili§ nelisi.
VétSina autori pouziva kombinace koncentrovaného etanolu a rizné ziedéného chlornanu
sodného. Casti listii nebo stonku jsou po sterilizaci umistény na Petriho misky se sladinovym
agarem nebo PDA a ponechany vétSinou pii pokojové teploté. Jednotlivé houby jsou potom
pieockovany do Cistych kultur. Nekteti autofi také upozoriuji, ze pii pouzivani stale stejnych
podminek, naptiklad sladinového agaru, maji vyhodu ubikvitni, rychle rostouci houby,
zatimco nékteré pomaleji rostouci druhy s vice specifickymi naroky mohou byt

znevyhodnény. Naproti tomu stejné podminky nam umoziuji porovnavat studie mezi sebou.

5.2.1dentifikace hub
Vzhledem k tomu, Ze vétSina literatury, se kterou jsem pracovala, je starSiho data,

nebyly v pracich molekularni metody jesté vyuzivany. VétSina autort proto pouzivala
vyhradné morfologické znaky pro identifikaci izolovanych druhti hub. Jako ptiklad uvadim
novejsi prace, kde byly metody kombinovany.

V pracich Okane et al. (2001) a Watanabe et al. (2010) byly studovany tseky ITS1 a
ITS2 rDNA. Vysledky pomohly odlisit jednotlivé druhy rodt Guignardia a Pestalotiopsis.

Ve studii Tejesvi et al. (2011) byly pouzity stejné Gseky k identifikaci izolovanych
kmend. Kromé toho byla pouzita izolace DNA piimo z listd druhu Rhododendron
tomentosum. DNA byla amplifikovana houbové specifickymi primery. Ziskané sekvence byly
klonovany a nasledné sekvenovany a analyzovany spolu se sekvencemi z GenBank.
Nekultivovatelné druhy hub nepatfily k zddnému zndmému rodu a byly odlisné od

kultivovatelnych druht.
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6. Vyhled na DP

Navazujici diplomova prace se bude zabyvat diverzitou endofytickych hub v druhu

Ledum palustre, ktery neni v tomto ohledu pfili§ prozkoumany. Nenasla jsem zadnou praci,
ktera by se cilen¢ vénovala diverzité hub v nékterém druhu rodu Ledum. Houby na rodu
Ledum jsou zminény pouze v n¢kolika studiich. V praci Sutton (1969) je zminény druh
Ledum groenlandicum, na jehoz opadu byl popsan novy druh houby. Barr (1970) nalezla na
druhu Ledum decumbens saprotrofni druh houby a Zeller (1934) dva parazitni druhy na
hostiteli Ledum glandulosum. Di Cosmo et al. (1984) zminil druh Pseudophacidium ledi na
vétvickach Ledum palustre. Podle Farr et al. (1989) je na druzich rodu Ledum v USA znamo
jedenact druhti askomycetti a Sest druhti coelomycetii. V souhrnnych atlasech je uvadéno
pouze n¢kolik druhl hub na zastupcich rodu Ledum. Nag Raj (1993) a Ellis (1971) uvadé&ji na
hostiteli z rodu Ledum pouze jeden druh houby. V knize Ellis a Ellis (1985) nejsou houby na
rodu Ledum viibec zminény. Vétsina praci se vénuje houbam na druzich rodu Ledum
v Americe, v Evropé se pravdépodobné houbam na rodu Ledum dosud nikdo nevénoval.

Druh Ledum palustre kolonizuje dva typy stanovist’: raselinisté a viesovisté a také
chladné&jsi stinné piskovcové skaly. V Ceské republice se vyskytuje pfedeviim v pohrani¢nich
pohoiich (NP Ceské Svycarsko, CHKO Jizerské hory), Adr$pachu, Slavkovském lese, na
Ceskomoravské vrchoving, v Jesenikach a v CHKO Tieborisko. Jedna se o ohroZeny druh,

v Ceské republice je chranény zakonem. Ziskané vysledky mohou byt tedy zajimavé i z
hlediska ochrany.

Jako jeden z cili diplomové prace se nabizi srovnani diverzity hub v druhu Ledum
palustre ze dvou odli$nych stanovist’ (raselinisté a piskovcovych skal). Dal§im moznym cilem
diplomové prace je srovnani diverzity hub v hostiteli Ledum palustre s houbami v néjakém
jiném, méné vzacném zastupci ¢eledi Ericaceae, napi. Vaccinium myrtillus. Pfedchozi studie
poukazaly na urcity piekryv druhti endofytickych hub, bylo by tedy zajimavé zjistit, zda
vzéacny druh hostitelské rostliny kolonizuji jiné houby nez bézny druh s ¢astéjSim vyskytem.
Dulezitou roli miize hrat také obsah toxickych terpent v druhu Ledum palustre. Na tento vliv
poukazal Okane et al. (1998), kdyz konstatoval mensi ¢etnost hub v druhu Pieris japonica,
ktery také produkuje toxické metabolity.

Houby budu izolovat z listti po povrchové sterilizaci, pii které budu pouZzivat
kombinaci etanolu a chlornanu sodného. Druhy hub budu ur¢ovat pomoci klasickych
morfologickych metod s vyuZitim analyz sekvenci DNA. Jako optimalni se hodi tisek ITS
rDNA, ktery byva nejcastéji pouzivan pro srovnani se sekvencemi uloZzenymi v databazi
GenBank.
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7. Zaveér

Endofytické houby v nadzemnich pletivech rostlin ¢eledi Ericaceae zatim nejsou piilis
prozkoumany. Pfi porovnavani studii zabyvajicich se diverzitou endofytickych hub v této
¢eledi bylo zjisténo, ze houby se napti¢ hostitelskymi rostlinami a geografickymi oblastmi
ptilis nepiekryvaji. Jednou z mala vyjimek je druh Phyllosticta pyrolae, ktery byl izolovan
nezavisle v péti ruznych studiich z osmi hostitelt. Rod Phyllosticta, stejné jako dalsi rody,
které se v nékterych pracich objevovaly opakované (napt. rody Cryptosporiopsis a
Phomopsis), patii obecné mezi nékolik rodi hub, které se velmi Casto vyskytuji ve vétsing
fylogenetickych linii rostlin.

Neékolik studii také porovnava druhy vyskytujici se v zivych pletivech a na opadu
Ericaceae nebo se zabyva pouze houbami na opadu. Ptiklady druhi, které byly opakované
zaznamenany na opadu i v zivych pletivech jsou druhy Guignardia vaccinii a Physalospora
vaccinii. Tyto studie mohou osvétlit dosud ne zcela jasny piechod endofytickych druhd hub
mezi saprotrofni kolonizatory opadu.

V posledni ¢asti této prace je shrnuta metodika izolace a uréovani endofytickych hub.
K povrchové sterilizaci jsou nejéastéji pouzivany kombinace etanolu a chlornanu sodného a
jako médium je pouzivan sladinovy agar. Metodika prace bude vyuZita v navazujici
diplomové praci, ktera se bude vénovat predevsim diverzité endofytickych hub v druhu

Ledum palustre.
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