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Seznam pouzitych zkratek

EC - Entoloma clypeatum, zavojenka podtrnka

FK - fulvokyseliny

GmbH - spolecnost s ruenim omezenym (Gesellschaft mit beschrankter Haftung)
K — kontrolni varianta

MBU AV CR - Mikrobiologicky Ustav Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.
mM — milimolarni

mmol - milimol

MZLU —Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita

NCBI - National Center for Biotechnology Information

PCR - polymerazova retézova reakce (polymerase chain reaction)

PDA - potato dextrose agar = bramboro — glukézovy agar

V.V.i. — verejna védecka instituce

Nejdiilezitéjsi terminy pouziteé v této praci
Adaptabilita — schopnost pfizplsobit se zmé&nénym podminkam prostiedi
Amplifikace — namnozeni konkrétniho Useku DNA
Axenicka kultura - Cista kultura, organismus je zde péstovan na nepfirozeném
substratu
Basidiomycety — stopkovytrusé houby
Deionizovana voda — voda zbavena iont
Dekompozitor - rozkladac
Fulvokyseliny - ve vodé rozpustné, svétle zbarvené vysokomolekularni slouceniny,
slozka humusu
Fungicid — pripravek pdsobici proti riistu hub
Huminové kyseliny - ve vodé nerozpustné vysokomolekularni slouceniny, slozka
humusu
Inhibovat — omezovat rlst
Inokulace — zaockovani
Inokulum - vzorek mycelia, ktery se pouZije k zaockovani novych agarovych ploten

Intracelularni - vnitrobunécny



Kontaminace - znehodnoceni vzorku bakteriemi, kvasinkami, vlaknitymi houbami
nebo roztoCi

Kultivacni box — mistnost, kde se pfi teploté 25°C nechavaiji rlst zaockované
kultury

Lokalita — misto vyskytu

Mycelium — podhoubi, jemna podzemni vlakénka rozrlstajici se v podkladu
Mykorhiza — oboustranné prospésné souziti hub s koreny rostlin

Ockovaci box — mistnost urc¢ena k inokulaci kultur

Petriho miska - plocha kruhova miska s volné priléhajicim vickem

Pigment - zbarveni

Pseudoparenchym - pletivo hub tvorené kulovitymi burikami

Riboflavin — vitamin B2, starsi nazev laktoflavin (vitamin G)

Stimulovat — podporovat rist

Thiamin - vitamin B1, starSi nazev aneurin (antineureticky vitamin)
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1. UVOD

1.1 STOPKOVYTRUSE HOUBY A DREVINY
Vztah stopkovytrusych hub k drevinam zdaleka neni jednobarevny. Na jedné strané
Ize nalézt basidiomycety, které pomahaiji rlistu malych semenackd, na druhé strané

ty, které na drevinach parazituiji.

Vyznamna je schopnost nékterych stopkovytrusych hub tvorit mykorhizu. Houba
dfeving pomaha s pfisunem vody a mineralnich latek a zajistuje v&tsi pfisun fosforu’
a dusiku. Nadto ma funkci ochrannou - houbovy pseudoparenchym na kofincich
mechanicky zabranuje vstupu parazita a v malé mife produkuje i antibiotické latky.
Mykorhizni dreviny jsou vitalnéjsi a Iépe a rychleji rostou. Mykorhiza umoznuje vyssi
adaptabilitu dreviny na extrémni podminky. Strom houbu na oplatku zasobuje

sacharidy a nékterymi vitaminy (Klan, 1989).

Souziti houby a dreviny ale neni vzdy tak idylické. Z parazitickych hub je vSeobecné
znamy zejména priklad vaclavky (Armillaria), ktera napada smrkové monokultury

a pUsobi tak rozsahlé skody v lesnictvi.

Vztah nékterych hub k dfevinam neni dosud zcela objasnén. Mezi né patfi i zavojenka

podtrnka (Entoloma clypeatum).

1 Vé&tgina fosforu v pldé je v nerozpustné formé (fosforecnan vapenaty, organické fosfaty). Mykorhizni
houby mohou pomoci fosfatazy rozkladat p-nitrofenylfosfat a fosfor pak vstfebavat do mycelia, kde
byva akumulovan ve formé fosfatovych zrnek a odtud podle potfeby transportovan do rostliny.

Ucinnost takového zplisobu je az 8x vy$$i, nez by byla rostlina schopna ziskat bez houby (Kl&n, 1989).



1.2 ZAVOJENKA PODTRNKA

1.2.1 Typické znaky

Zavojenka podtrnka (Entoloma clypeatum) je stopkovytrusa houba, kterd od dubna
do Cervna vytvafi plodnice pobliz rlzotvarych drevin, predevSim ttesni (Prunus
avium), Svestek (Prunus domestica) a hlohl (Crateagus vulgaris). Roste v lesich,
ve kiovi, ale i vzahraddch nebo sadech. Casto tvofi velké skupiny nebo
tzv. Carod&jné kruhy?. Vyskytuje se b&Zné v celé Evropé (Noordelos, 1992).
Zavojenka podtrnka ma bily (pozdéji Sedavy nebo hnédavy), podélné vlaknity
valcovity tfen, ktery dosahuje rozmérd 40-150x4-20 mm. V mladi je plny, pozdéji
vatovité vycpany. Casto byva zakfiveny. Spodek tfené je zteneny nebo rozsiteny,
nékdy az bambulaty (Noordeloos, 1992). Hyfy maji hnédy intracelularni pigment
(Hisayasu Kobayashi , Yousuke Degawa, Akiyoshi Yamada, 2003).

Prmér klobouku dosahuje 30-120 mm. V mladi byva kuZelovity az kuzelovité
vypukly, s vékem se rozdifuje a stava se vypuklym nebo ploskovypuklym. Casto je
zvinény az lalo¢naty. Obvykle miva nizky Siroky hrbolek (Noordeloos,1992). Barva
se pohybuje od svétlé po tmavé hnédou, obvykle ssSedym nebo olivovym
zabarvenim. Vzacné Ize objevit i houby s nadechem docervena. Za sucha je klobouk
svétlejSi a ma hedvabny lesk, za sucha je tmavsi a slizky. Duznina je zpravidla bila.
Lupeny byvaji relativné husté a vinité zubaté. Mivaji bélavou nebo svétle Sedou
barvu, ktera Casem ziskava jemny rlZzovy nadech. Bylo pozorovano mnoho vzorkd
s nepravidelnym jednobarevnym okrajem.

Lososové rlzové spory maji 5 az 7 vyraznych vrcholl (podle jinych autorl 5-8
vrchol&?).

Zavojenka podtrnka se vyznacuje moucnou az Zluklou chuti a vini. Je mozné zaménit

ji za druhy Entoloma niphoides, Entoloma septum nebo Entoloma sericeoides.

2 Carodéjné kruhy (fairy rings) vznikaji v désledku rlistu mycelia, které se §ifi stejnou rychlosti do
vsech stran. Drive lidé véfili, ze oznacuji mista, kde tancili zli duchové, vily nebo lesni zinky.

3 Hisayasu Kobayashi, Yousuke Degawa, Akiyoshi Yamada.: Two new records of entolomatoid fungi
associated with rosaceous plants from Japan. The Mycological Society of Japan and Springer-Verlag
Tokyo 2003
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1.2.2  Soucasny stav poznatkii o zavojence podtrnce

Dosavadni vyzkum zavojenky podtrnky znacné ztézovala jeji obtizna izolace z Cisté
kultury. V Mikrobiologickém Ustavu AV CR v Praze je uloZena jeji jedind skutecné
potvrzend kultura na svété*.

Vliv zavojenky podtrnky na ovocné dreviny neni objasnén. Podle vyzkumu japonskych
védcl (Hisayasu Kobayashi, Yousuke Degawa, Akiyoshi Yamada, 2003) se jedna
o houbu parazitickou. Naopak vysledky madarskych mykologovd (E. Sziics
a K. Véghelyi, 1998) poukazuji na pozitivni vliv zavojenky podtrnky. BEhem vyzkumu
v madarskych sadech zjistili, ze danou houbou je kolonizovano 16-21% tamnich

stroml. Stromy, jejichz kofeny byly osidleny zavojenkou podtrnkou, mély oproti

stromdm bez z&vojenky zelen&jsi listy, 0 50% méné hnilob a 0 12% vy3Si vynosy”.

-

Obr.1. Zavojenka podtrnka (Entoloma clypeatum). Autorem fotografie je RNDr. Milan
Gryndler, CSc.

* Dal$i izolaty jsou uloZeny v kanadské sbirce. U nich vSak nebyla potvrzena totoZnost s plvodni
kulturou pomoci metod molekularni genetiky

>Sziics, E. - Véghelyi, K. (1998). Observation with Entoloma clypeatum mycorrhizal fungus in
hungarian orchards. Acta Hort. (ISHS) 477:123-126
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1.3 CILE PRACE
Cile mé prace byly nasleduijici:
» Sestavit chemicky definované médium, na némz by bylo mozné
kultivovat zavojenku podtrnku
V soucasnosti se pouzivaji k uchovavani zavojenky podtrnky substraty s PDA,
které neni chemicky definované. PDA je zde v poloviéni koncentraci oproti
normalu.
* Prozkoumat citlivost zavojenky podtrnky k fungicidiim
= Otestovat antibiotickou aktivitu houby
= Otestovat vliv rdznych sacharidd, zdrojti dusiku, vitamind,
humusovych latek a NaCl
» Otestovat vliv pH
Jednotlivé druhy hub se vyrazné liSi ve schopnosti tolerovat rlizné pH. Pro
vétsinu hub je optimalni pH 5 az 6,5. Obecné plati, ze jsou houby velice citlivé
na zménu pH. Z toho dlivodu mohou napriklad kyselé desté prispivat k vymizeni

uritych druhd hub z nékterych lokalit.
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2. MATERIAL A METODY

2.1 LOKALITY

Plodnice, z nichz byly ziskany izolaty pouzité ve vyzkumu, pochazeji ze 7 rlznych

lokalit. V tabulce je vzdy uvedeno oznaleni izolatu, lokalita, kde byla plodnice

sebrana, jméno jejiho nalezce a datum sbéru.

Oznaceni |Lokalita Pravdépodobny Nalezce Datum
izolatu hostitel sbéru

EC 1 Sobénice Prunus domestica L. Milan Gryndler 22.5.2006
EC 2 Sobénice Prunus domestica L. Milan Gryndler 22.5.2006
EC 3 Sobeénice Prunus domestica L. Milan Gryndler 22.5.2006
EC 12 Sezimovo Usti Malus domestica Borkh |Vladimir Pravda 9.5.2006
EC 16 Vlasim Prunus armeniaca L Jan Barta 16.5.2006
EC 17 Vlasim Prunus armeniaca L Jan Barta 16.5.2006
EC 18 Praha - Novodvorska | Prunus domestica L. Lenka Strossova 21.5.2006
EC 19 Praha - Zabéhlice Prunus avium (L.) L. Jan Borovicka 22.5.2006
EC 20 Praha - Zabéhlice Prunus avium (L.) L. Jan Borovicka 22.5.2006
EC 21 Praha - Zabéhlice Prunus avium (L.) L. Jan Borovicka 22.5.2006
EC 22 Praha - Zabéhlice Prunus avium (L.) L. Jan Borovicka 22.5.2006
EC 23 Praha — Trnkova Prunus avium (L.) L. Milan Gryndler 22.5.2006
EC 24 Praha — Trnkova Prunus avium (L.) L. Milan Gryndler 22.5.2006
EC 25 Praha - Trnkova Prunus avium (L.) L. Milan Gryndler 22.5.2006
EC 29 Kokorinsko Prunus spinosa L. Slavomir Valda 30.5.2006
EC 30 Kokorinsko Prunus spinosa L. Slavomir Valda 30.5.2006
EC 31 Kokorinsko Prunus spinosa L. Slavomir Valda 30.5.2006

Tab. I. Pfehled informaci o jednotlivych izolatech zavojenky podtrnky

2.2. PRISTUPOVE KODY DO GENOVE BANKY

Informace o genomech organisml jsou shromazdovany v tzv. genovych bankach.

Na adrese www.ncbi.nim.nih.gov je mozné najit informace o nami ziskanych

izolatech druhu Entoloma clypeatum. Zde uvadim pristupové kody k izolatlm, které

byly do genové banky zarazeny. Na ziskani sekvenci nukleotid( téchto izolatl jsem se

podilela vykonavanim praci, které nepredstavuji zdravotni riziko, zejména kultivaci

materialu.

Izolat 1 — EF180038
Izolat 12 — EF 180039
Izolat 16 — EF 180040
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Izolat 17 — EF 180041
Izolat 18 — EF 180042
Izolat 19 — EF 180043
Izolat 20 — EF 180044
Izolat 23 — EF 180045
Izolat 25 — EF 180046
Izolat 29 — EF 180047
Izolat 30 — EF 180048

2.3 POUZITE CHEMIKALIE
2.3.1 Roztoky

Oznaceni roztoku |Obsazena latka MnozZstvi

C FeNa EDTA (Sigma E-6760) 800 mg
Destilovana voda 11

E MnSO; . 5 H,0 (Lachema, pro analyzu) 730 mg
ZnS04 . 7 H,0 (Lachema, pro analyzu) 260 mg
HsBOs (Lachema, pro analyzu) 150 mg
CuS0O4 . 5 H,0 (Lachema, pro analyzu) 13 mg
(NH4)eM070,4 . 4 H,0O (Lachema, pro analyzu) 0,24 mg
Destilovana voda 11

Tab. II. Slozeni roztoké C a E

2.3.2 Sacharidy

Sacharosa (Lach-Ner. s.r.0.)

D — glukosa (Lachema Brno, a.s.),

D — galaktosa purris (Spolek pro chemickou a hutni vyrobu, NP Praha)
D(+) — trehalosa (Sigma — Chemical company, USA)

Myo — inositol (Sigma — Chemical company, USA)

D(+) — celobiosa (Fluka AG)

Skrob - (Lachema Brno, a.s.)

2.3.3 Vitaminy
riboflavin (Sigma R-4500)
thiamin (Sigma T-4625)
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2.3.4 Pladni roztok dle Sonnevelda

Deionizovana voda 1000 mi
KNO5 0,193 ¢
Ca(NOs),. 4H20 2,922 g
CaCl,. 2H20 0,972 g
MgS04.7 H20 (nebo MgSQ. bezvody) 1,957 g (0,956 g)
K,HPO4 0,045 g
KH,PO4 0,006 g
0,704 g (1,595 g)
Na,SO4 (nebo Na,S04.10H,0)
K2SO4 0,384 g
NH4NOs 0,025 g

Tab. III. Slozeni pldniho roztoku dle Sonnevelda
2.3.5 Fungicidy

Benomyl (dodavatel: Sigma 381586)

Fundazol (Alchem s.r.0.)

Ridomil Gold MZ68 Wp (Syngenta Czech s.r.0.)
Karben Flo (Bayer, Cropscience GmbH)
Sumilex 50 WP (Crompton Europe B.V.)

2.3.6  Ostatni pouzité chemikalie

PDA (Sigma P-2182)

agar (Sigma A-9799)

Soil DNA Extraction Kit (MoBio)

primery NL1 — NL4 (O "Donnell 1993)

REDTaq™ ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCl, (Sigma R2523)
UltraClean™ PCR Clean-up DNA Purification Kit (MoBio)

2.4 POUZITE PRISTROJE

autoklav — typ Falcon ( LTE Scientific)

pH-metr — typ 59-45 (Cole-Parmer)

vahy analytické — typ AE240 (Mettler)

predvazky — typ PE3600 (Mettler)

termocyklér — typ T-Gradient Thermoblock (Biometra)
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2.5 PROVEDENE POKUSY

2.5.1 Vliv PDA na riist zavojenky podtrnky

2.5.1.1 Vliv PDA v koncentraci 0 — 24 g/I

Pokus byl zaloZzen 7.4.2006. 450 ml deionizované vody, 50 ml pldniho roztoku dle
Sonnevelda, 5 ml roztoku C, 5 ml roztoku D a 5 ml roztoku E jsem promichala
a rozdélila na stejné Casti do 5 banék. Do kazdé barky jsem pridala 1,2 g agaru —
takovyto postup je presnéjsi, nez kdyby byl agar pridan hned na zacatku, nebot’ se
tak zvétsuje pravdépodobnost, Ze bude ve vSech vzorcich stejné mnozstvi, a tudiz ze
vSechny zatvrdnou. Agar se totiz usazuje na dné nadob.

1 banku jsem ponechala bez PDA jako kontrolu, do druhé jsem pridala PDA
v koncentraci 3 g/I, do treti v koncentraci 6g/l, do ctvrté 12 g/l a do paté 24 g/I.
Celkem jsem tedy vytvorila 5 variant, kazdou ve 4 opakovanich.

Poté jsem zaockovala agarové plotny v Petriho miskach. Vyhodnoceni pokusu jsem
provedla 28.4., 12.5. a 19.5. 2006, kdy jsem zméfila rozméry kolonii, a 8.6., kdy

jsem zvazila biomasu narostlou v jednotlivych Petriho miskach.

2.5.1.2 Vliv PDA v koncentraci 0 -6 g/I

Pokus jsem zaloZila 12.5.2006. Ddvodem k jeho zalozeni byly prlbézné vysledky
pokusu popsaného v odstavci 2.3.1, z nichZ plynulo, Ze mycelium houstne s rostouci
koncentraci PDA. ProtoZe kolonizace kofenl rostlin byva snadnéjsi v pfipadé, zZe je
mycelium Fidké, sledovala jsem v tomto pokusu rlst zavojenky pfi koncentraci PDA
0-6 g/l, pri niz houba v predeslém pokusu pravée takové mycelium tvorila.

Smichala jsem 720 ml deionizované vody a 80 ml pldniho roztoku dle Sonnevelda
a smés rozdélila na 8 ¢asti o stejném objemu. Do kazdé jsem pridala 1 ml roztoku C,
1 ml roztoku D a 1 ml roztoku E, dale 1,2 g suSeného agaru (A 7002). Jednu Cast
jsem ponechala jako kontrolu, do 2. Casti jsem pridala PDA v koncentraci 0,5 g/I, do
3. Casti 1 g/l, do 4. casti 1,5 g/l, do 5. ¢asti 2 g/I, do 6. ¢asti 3 g/l, do 7. ¢asti 4,5 g/I
a do 8. ¢asti 6 g/l. Celkem bylo tedy vytvoreno 8 variant ve 4 opakovanich.

Petriho misky jsem zaockovala dilky mycelia z izolatu €. 2, které mély tvar ctverce
o strané 2 mm. Vyhodnoceni pokusu probéhla 19.5., 16.6. a 23.6.2006.
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2.5.2 Vliv vybranych fungicid{i na riist zavojenky podtrnky

Fungicidy jsou latky, které se pouzivaji predevsim v zemédeélstvi za Ucelem potlaceni
rlstu hub. Sledovala jsem vliv celkem péti fungicidl: Karbenu Flo, Ridomilu Gold
MZ68 Wp, Sumilexu 50 WP, Fundazolu a Benomylu.

Pokus jsem zaloZila 9.6.2006. 540 ml deionizované vody a 60 ml pldniho roztoku dle
Sonnevelda jsem smichala a rozdélila na 6 Casti o stejném objemu. Do kazdé jsem
pridala 1,2 g agaru a 1,2 g PDA. Jednu ¢ast jsem ponechala jako kontrolu,
do druhé jsem pridala 10 mg Karbenu Flo, do tfeti 10 mg Ridomilu Gold MZ68 Wp,
do Ctvrté 10 mg Sumilexu 50 WP, do paté 10 mg Fundazolu a do Sesté 10 mg
Benomylu. Celkem bylo vytvoreno 6 variant, kazda v 5 opakovanich.

Petriho misky jsem zaocCkovala dilky mycelia ze vzorkd 6/3 a 6/2 z pokusu s PDA

v koncentracich 0-6 g/l, tedy z izolatu ¢.2. Vyhodnoceni jsem provedla 23.6 a 10.7.

2.5.3 Vliv vitaminl na rdst zavojenky podtrnky

2.5.3.1 Thiamin

Pokus jsem zaloZila 19.kvétna 2006. Zakladni médium jsem pripravila smichanim
450 ml vody, 50 ml pldniho roztoku podle Sonnevelda, 0,25 g PDA, 6 g glukosy
a 5 g agaru. Rozdélila jsem jej na pét Casti, z nichz jednu jsem ponechala bez
thiaminu jako kontrolu. Do druhé Casti jsem pridala thiamin v koncentraci 100 mg/I,
do treti 30 mg/l, do ¢tvrté 10 mg/l a do paté 3 mg/I. Petriho misky jsem zaockovala

izolatem ¢.3. Vyhodnoceni jsem provedla 9. a 16. ervna 2006.

2.5.3.2 Riboflavin

Pokus jsem zalozila 15.prosince 2006. Smichala jsem 450 ml deionizované vody,
50 ml pddniho roztoku podle Sonnevelda, 0,5 g PDA, 6 g glukosy, 5 g agaru,
5 ml roztoku C a 5 ml E. Smés jsem rozdélila na pét Casti — jednu jsem ponechala
jako kontrolu, do druhé jsem pfidala riboflavin v koncentraci 10 mg/I, do treti 3 mg/I,
do ctvrté 1 mg/l a do paté 0,3 mg/l. Substraty jsem inokulovala myceliem z pokusu

s celobiosou z 20.fijna 2006, tedy z izolatu ¢.1.
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2.5.4 Vliv sacharidli na rist zavojenky podtrnky

Tento pokus jsem zalozila 10.7.2006. 900 ml deionizované vody, 100 ml pddniho
roztoku dle Sonnevelda, 10 ml roztoku C a 10 ml roztoku E jsem smichala a rozdélila
na 8 Casti o stejném objemu. Do kazdé casti jsem jesté pridala 0,75 g agaru
a 0,375 PDA. Jednu cast jsem ponechala jako kontrolu, do dalSich jsem vzdy
v koncentraci 6 g/l pridala tyto cukry : do prvni sacharosu, do druhé D — glukosu,
do treti D — galaktosu purris, do Ctvrté D(+)— celobiosu, do paté D(+)- trehalosu,
do Sesté myo-INOSITOL a do sedmé skrob. Celkem jsem vytvorila 8 variant, kazdou
v 5 opakovanich. Vyhodnoceni jsem provedla 21.8.2006, kdy jsem zmérila rozméry

mycelii a zvazila biomasu.

2.5.5 Vliv riznych zdroji dusiku na rlst zavojenky podtrnky

Pokus jsem zaloZila 22.srpna 2006. Zakladni Zivnou pddu jsem vytvotila smichanim
900 ml deionizované vody, 100 ml roztoku podle Sonnevelda, 10 ml roztoku C,
10 ml roztoku E, 12 g agaru, 1 g PDA a 12 g glukosy. Smés jsem rozdélila
na 10 stejnych ¢asti. Do 4 vzorkd jsem pridala glycin, a to v nasledujicich molarnich
koncentracich: 0,1 mM, 0,3 mM, 1 mM a 3 mM. Jeden vzorek jsem ponechala jako
kontrolu. Do dalSich 4 vzorkl jsem pridala KNOs, opét v molarnich koncentracich
0,1 mM, 0,3 mM, 1 mM a 3 mM. Od kazdé varianty jsem udélala 5 opakovani.

Substraty jsem zaockovala myceliem z izolatu 1.

2.5.6 Vliv riznych zdroji uhliku na rist zavojenky podtrnky

Pokus jsem zaloZila 3.listopadu 2006. Zakladni médium jsem pfipravila smichanim
540 ml deionizované vody, 60 ml ptidniho roztoku podle Sonnevelda, 6 ml roztoku C,
6 ml roztoku E, 4 g agaru a 2 g PDA. Smés jsem rozdélila na pét stejnych casti.
Do prvni, ktera zaroven slouzila jako kontrola, jsem pridala 6 g glukosy, do druhé
6 g pektinu, do treti 6 g celobiosy, do ctvrté 6 g celulosy a do paté 6 g glukosaminu.

Celkem jsem vytvorila pét variant v Sesti opakovanich. Pokus jsem vyhodnotila

1.prosince 2006.
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2.5.7 Pokus s humusovymi latkami

Pokus byl zaloZen 2.Unora 2007.

Materialy pro tento pokus pfipravil RNDr. Milan Gryndler. Ze 2 kg pldy bylo ziskano
1540 ml rozpustnych fulvokyselin, 132 ml nerozpustnych fulvokyselin
a 450 ml huminovych kyselin. Z celkového objemu rozpustnych fulvokyslein byla
odebrana 1/10. Tento objem byl doplnén deionizovanou vodou na stejny objem, jaky
mély nerozpustné fulvokyseliny. Stejny postup byl vyuZit na huminové kyseliny.
Ke kazdé varianté bylo pfidano 16,7 ml pldniho roztoku dle Sonnevelda,
1,67 ml roztoku C, 1,67 ml roztoku E, 1 g agaru a 0,45 g PDA. Vyhodnoceni pokusu

jsem provedla 7.brezna 2007.

2.5.8 Vliv NaCl na riist zavojenky podtrnky

Pokus jsem zaloZila 8.prosince 2006. Zakladni médium jsem pripravila smichanim
450 ml deionizované vody, 50 ml pddniho roztoku podle Sonnevelda, 5 ml roztoku C,
5 ml roztoku E, 3 g agaru a 0,75 g PDA. Smés jsem rozd€lila na pét ¢asti - do prvni
jsem dala NaCl v molarni koncentraci 300 mM, do druhé 100 mM, do treti 30 mM,
do Ctvrté 10 mM a patou jsem ponechala bez NaCl jako kontrolu. Od kazdé varianty
jsem pfripravila 6 opakovani. Pokus byl zaockovan izoldtem EC 1. Vyhodnoceni bylo

provedeno 12.ledna 2007.

2.5.9 Vliv pH

Pokus jsem zalozila 15.prosince 2006. Médium jsem pfipravila smichanim
450 ml deionizované vody, 50 ml pddniho roztoku podle Sonnevelda, 5 ml roztoku C,
5 ml roztoku E, 1,5 g PDA a 3 g agaru. Do vSech variant jsem pridala kysely
fosforeCnan draselny v molarni koncentraci 100 mM. Pomoci hydroxidu draselného
jsem pH v jedné varianté docilila pH 6, v druhé varianté pH 7 a ve treti pH 8.

Petriho misky jsem inokulovala myceliem z pokusu s celobiosou z 20.fijna 2006, tedy

Z izolatu ¢.1.
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2.5.10 Antibioticka aktivita zavojenky podtrnky

Pokus jsem zaloZila 8.prosince 2006. Médium bylo pripraveno z 450 ml deionizované
vody, 50 ml Sonneveldova pldniho roztoku, 5 ml roztoku C, 5 ml roztoku E,
3 g agaru a 0,75 g PDA. Nejprve jsem nechala dostatecné narlist mycelium
zavojenky podtrnky a po dvou tydnech jsem ockovaci jehlou do Petriho misek
nanesla Agrobacterium. Tato bakterie je patogenem rdZotvarych rostlin. Sledovala

jsem, zda zavojenka na pritomnost Agrobacteria néjak reaguje.

2.5.11 Médium bez PDA

Pokus byl zalozen 22.prosince 2006. Médium tvorily tyto slozky: 900 ml deionizované
vody, 100 ml Sonneveldova ptdniho roztoku, 10 ml roztoku C, 10 ml roztoku E,
2,5 mg riboflavinu, 6 mg thiaminu, 12 g agaru a 6 mg glycinu. Tato smés byla
rozdélena na tfi ¢asti. Do jedné byly pridany 3 g glukosy, do druhé 3 g celulosy
a do treti 3 g celobiosy. Pfi vyhodnocovani tohoto pokusu bylo podstatné, zda
na substratu mycelium roste, nebo ne — porovnavani rychlosti rlstu mycelia

na jednotlivych variantach v tomto pripadé nebylo podstatné

2.5.12 Pokus o detekci zavojenky podtrnky v kofFincich riizotvarych drevin
Byly provedeny dva pokusy — jeden se vzorky z prirody a druhy se vzorky z axenické
kultury. Celkem byly testovany ctyfi vzorky z pfirody - kofinky hlohu z Liberce,
Svestky z Jablonného v Podjestédi, tfresSné z Prahy a Svestky+jabloné z Prahy. Pomoci
elektroforézy se tyto vzorky porovnaly se zavojenkou podtrnkou (EC 1) z kultury.

Z axenické kultury byly vybrany tfi rostliny. Testovala se pritomnost DNA zavojenky
podtrnky v kofincich rlizotvarych drevin a v okolnim substratu. Opét bylo vyuZito PCR

a elektroforézy.

2.6 VYTVORENI AGAROVYCH PLOTEN V PETRIHO MISKACH
Pfipravené médium se zbavi mikrobd v autoklavu. Poté se prenese do ockovaciho
boxu. Kdyz dostatecné vychladne, je mozné nalit jej v mnozstvi 20 — 25 ml

do Petriho misek. V okamziku, kdy zatuhne, prichazi na radu inokulace.
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2.7 INOKULACE

Cely proces inokulace (zaocCkovani) probiha v ockovacim boxu.

Skalpel se sterilizuje v plameni a posléze se ochladi ve vodé (horky by mohl poskodit
houbu). Mycelium ze starSiho vzorku se rozkraji na priblizné stejné velké dily, z nichz
je kazdy nasledné prenesen na agarovou plotnu do novych Petriho misek.
Po nékolika hodinach se rozhrani mezi vrchnim a spodnim vickem Petriho misky
prelepi prfiblizné 1 cm tlustym pasem parafiimu. Nakonec se vzorky prenesou

do kultiva¢niho boxu, kde se nechaji rlst pfi teploté 25°C.

2.8 MERENI ROZMERU MYCELIA

Na spodni stranu Petriho misky jsem fixem nakreslila pomocny kfiz, jehoz stred
prochazel priblizné stredem kolonie. Mérila jsem vzdalenosti mezi okraji kolonie, a to
tim zplsobem, Ze pravitko vzdy kopirovalo ramena kfize. Konecna hodnota byla

ziskana jako aritmeticky prdmér méfenych vzdalenosti.

Obr. 2. Schéma Petriho misky s myceliem a pomocnym krizem

2.9 VAZENi BIOMASY

Z kazdé Petriho misky jsem vyfizla ¢ast porostlou myceliem. Po preneseni do banky
jsem ji pokapala 1 ml 1M NaOH a 10 ml vody. Poté jsem ji dala do mikrovinné
trouby, kde zlstala v zavislosti na své velikosti pfi stfedné silném nebo silném
zahtivani po dobu 3 az 10 minut. Po rozpusténi agaru jsem smés prelila zpatky do
Petriho misky, kde jsem ji vymyla vodou. Ziskané mycelium jsem prenesla na filtracni
papir, kde jsem ji nechala susit. Na citlivych vahach jsem nejprve zvaZila samotny
filtraCni papir. Znovu byl zvazen poté, co na ném uschlo mycelium. Konecny vysledek

byl ziskan jako rozdil druhé a prvni hodnoty.
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3. VYSLEDKY

3.1 VLIV PDA V KONCENTRACICH 0-24 G/L NA RUST ZAVOJENKY

PODTRNKY
Mnozstvi PDA (g/I) Prlimér méfenych rozmérd mycelia (mm)
0 (K) 10
3 11,25
6 12,19
12 12,38
24 9,69

Tab.IV. Narlst mycelia pfi koncentraci PDA 0-24 g/I

Nardist biomasy pri koncentraci PDA 0-24 g/I

160 -

140 —

120 130,5 136,67

100
Mnozstvi

. 80
biomasy (v mg) J_/

60
/ 62,5
40

1}

EI/ 41,75
20 -

21,3

K 349/l 6 g/l 12 g/l 24 g/l
Varianta

0

Graf 1. Nardst biomasy pfi koncentraci PDA 0-24 g/I

Mycelium zavojenky podtrnky (Entoloma clypeatum) dosahuje nejvétsi délky a Sirky
pfi koncentraci PDA (bramboro — glukdzového agaru) 12 g/I, dale pri koncentracich
6 g/l, 3 g/l, 0 g/l (kontrola), naopak nejmensich pri koncentraci 24 g PDA/I.
V substratu bez agaru je mycelium velmi ridké, v substratu s koncentraci 24 g PDA/I

velmi husté.
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3.2 VLIV VITAMINU NA ROST ZAVOJENKY PODTRNKY

3.2.1 Thiamin

Vliv thiaminu na riist zavojenky podtrmky

16
°E 14 -
Q
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= . 10
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%.'E —l-9.Cervna 2006
o —g 8- — 16.ervna 2006
O X
g€ 6
>
£ 4
)~
o 2
O I I I I |
K 3mg/l 10mg/l 30mg/l 100 mg/l
Varianta
Graf 2. Vliv thiaminu na rlst zavojenky podtrnky
Varianta 9.¢ervna 2006 16.Cervna 2006
K 7,6 12,19
3 mg/I 8,9 12,625
10 mg/! 5,125 8,94
30 mg/I 9,25 13,75
100 mg/I 8,25 13,69

Tabulka V: Vliv thiaminu na rlist zavojenky podtrnky — primér mérenych rozmérd

mycelia

Na substratech s koncentraci thiaminu 3 mg/l, 30 mg/l a 100 mg/I rostla zavojenka
podtrnka Iépe nez na kontrolnich variantach, na substratech s koncentraci thiaminu

10 mg/| hiire.
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3.2.2 Riboflavin

Vliv riboflavinu na zavojenku
podtrnku
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. N\
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!

nardst biomasy v mg
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K 0,3 mgl/l 1 mgl/l 3 mg/l 10 mg/l

Graf 3. Vliv riboflavinu na zavojenku podtrnku

Na substratech, v nichz je pfitomen riboflavin, roste Entoloma clypeatum lépe nez na
kontrolnich variantach.
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3.3 VLIV ROZNYCH DRUHU SACHARIDU NA RUST ZAVOJENKY
PODTRNKY

Vliv rtiznych druhti sacharidi na
rist zavojenky podtrnky

60
@ Prdmér mérenych rozmérd
mycelia (v mm)
O Nardst biomasy (v mg)
50 -
40

skrob
D-glukosa
D-galaktosa
sacharosa
kontrola

© _|
s 2
re) )
o (@]
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— =
E S
o S

D(+)-trehalosa

Graf 4. Vliv rliznych druhl sacharidd na rlst zavojenky podtrnky

Zavojenka podtrnka tvofi nejvice biomasy na agarovych plotnach s D(+) celobiosou,
nejvétsich rozmérl mycelium dosahuje na substratech se sacharosou.
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3.4 VLIV ROZNYCH zDROJ0 DUSIKU NA RUST ZAVOJENKY
PODTRNKY

Vliv KNO; na riist zavojenky podtrnky

E 14
< i
S 13,5
c ®©

= 13
55
Eoe 12,
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n’:ﬁ 11,5 -

[

= 11

K 0,19/ 0,3 g/ 149/l 34l

Koncentrace KNO3

Graf 5. Vliv KNOs na rlist zavojenky podtrnky

Na substratech s KNOs roste zavojenka podtrnka Iépe nez na kontrolnich variantach.
Hodnoty v grafu ovSem netvori spojitou kFivku.

Vliv glycinu na riist zavojenky
podtrnky
180 -
(o) i
2 160 /:'
> 140
@ 120 -
g 100 -
S 80 -
> i
& 60
§ 40 -
£ 20
0
K 0,1g/l 03¢l 19/l 3 gl
koncentrace glycinu

Graf 6. Vliv glycinu na rdst zavojenky podtrnky

Entoloma clypeatum roste na substratech s koncentraci glycinu 0,1 g/l o trochu hife
nez na kontrolnich variantach, na substratech s koncentraci glycinu 0,3 g/l a 1 g/I
o trochu Iépe a na substratech s koncentraci glycinu 3 g/l vyrazné lépe.
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3.5 VLIV CELOBIOSY NA ROST ZAVOJENKY PODTRNKY

Vliv celobiosy na rist zavojenky
podtrnky

D/D—D\EK
: N

K 2gll 6 g/l 18 g/l 54 g/l
koncentrace celobiosy

- A
o N B
I

mnozstvi biomasy v mg

Graf 7. Vliv celobiosy na rlst zavojenky podtrnky

Na substratech s koncentraci celobiosy 2 g/I, 6 g/l a 18 g/l roste zavojenka podtrnka
priblizné stejné jako na kontrolnich variantach, zatimco na substratech s koncentraci
celobiosy 54 g/I méné.

3.6 POROVNANI VLIVU CELULOSY A CELOBIOSY NA RUST ZAVOJENKY

PODTRNKY
Vliv celulosy a celobiosy na riist

zavojenky podtrnky
2 18
O
£ 16 |
N
5 £ 12 [
~ >
E 5 10 -
V= 8 —
0 9
g£> 6 I
>0 E 4 [
£ 2 —
T o0

celobiosa kontrola celulosa

Graf 8. Vliv celulosy a celobiosy na rlst zavojenky podtrnky

Na substratech s celulosou dosahuje mycelium zavojenky podtrnky vétSich rozmérd
nez na substratech s celobiosou.

Vyhodnoceni ostatnich variant (pektin, glykosamin) nebylo mozné provést kvdli silné
kontaminaci.
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3.7 VLIV HUMUSOVYCH LATEK NA ZAVOJENKU PODTRNKU

Vliv humusovych latek na rust
zavojenky podtrnky
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Graf 9. Vliv humusovych latek na zavojenku podtrnku
K s NaCl ... kontrola s NaCl
K bez NaCl ... kontrola bez NaCl
Nerozpustné FK ... nerozpustné fulvokyseliny
Rozpustné FK ... rozpustné fulvokyseliny

Zavojenka podtrnka roste nejlépe na substratech s rozpustnymi fulvokyselinami.
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3.8 VLIV NaCl NA ZAVOJENKU PODTRNKU

Vliv NaCl na zavojenku podtrnku (Entoloma
clypeatum)
60
50 -
40 B
—@— nar(st
30 biomasy v mg
—3— primér
20 - méFeg;’/och
rozmeru
mycelia v mm
10 -
O I I I
K 10mM 30 mM 100 300
mM mM

Graf 10. Vliv NaCl na rdst zavojenky podtrnky

Na substratech s koncentraci NaCl 10 mmol/l, 30 mmol/l a 100 mmol/l tvori
zavojenka vice biomasy nez na kontrolnich variantach, na substratech s koncentraci
NaCl 300 mmol/I vyrazné méne.
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3.9 VLIV pH NA RUST ZAVOJENKY PODTRNKY

Vliv pH na zavojenku podtrnku
S
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=
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e pH 6 pH 7 pH 8

Graf 11. Vliv pH na rlst zavojenky podtrnky

Ve vSech Petriho miskach, kde bylo pH substratu 6, zavojenka podtrnka bez
problém{ rostla. Nerostla vSak ani v jedné Petriho misce, kde bylo pH substratu 7
nebo 8.
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3.10 VLIV VYBRANYCH FUNGICIDU NA ROST ZAVOJENKY PODTRNKY

Viiv vybranych fungicidd na rtist
zavojenky podtrnky
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Graf 12. Vliv vybranych fungicid{ na rlst zavojenky podtrnky

Obr.3. Horni fada zleva: Sumilex 50 WP, Karben Flo, Fundazol. Dolni fada zleva:

Ridomil plus, Benomyl.
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Testované fungicidy plsobi na rlst zavojenky podtrnky rozdiiné. Ukazalo se, ze
Ridomil plus a Benomyl jej silné omezuji, Fundazol jej omezuje také, ale jiz v mensi
mife, a Karben Flo a Sumilex 50 WP jej neomezuji viibec - na substratech s dvéma

naposled jmenovanymi fungicidy kultura dosahuje dokonce o trochu vétsich rozmérd

nez kontrolni varianty.

32



3.11 POKUS O DETEKCI ZAVOJENKY PODTRNKY V KORINCICH
ROZOTVARYCH DREVIN

F\h

EC1 z kubtury

ivest.+jab. Praha
tresen Krc
svestka JuP

hioh Liberec

.

Obr.4.  Pokus o detekci zavojenky podtrnky v kofincich rlzotvarych drevin —
elektroforéza

Zavojenka podtrnka nebyla pfitomna v Zadném ze zkoumanych vzorkd.
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Obr.5. Detekce zavojenky podtrnky v axenické kultufe klicnich rostlin Svestky
(Prunus domestica,viz Prilohy ) inokulovanych izolatem EC1 a okolniho substratu
za pouziti primert NL1 a NL4EC (annealingova teplota 58,6°C)

Draha 1 — zebricek délek DNA, draha 2 — koren rostliny €.1, draha 3 — koren
rostliny €.1 s pozitivni kontrolni DNA, draha 4 — substrat z okoli rostliny ¢.1, draha
5 — substrat z okoli rostliny ¢.1 s pozitivni kontrolni DNA, draha 6 — koren rostliny
€.2, draha 7 — koren rostliny ¢.2 s pozitivni kontrolni DNA, draha 8 — substrat
z okoli rostliny ¢.2, drdha 9 — substrat z okoli rostliny ¢.2 s pozitivni kontrolni
DNA, draha 10 — korfen rostliny €.3, draha 11 — kofen rostliny ¢€.3 s pozitivni
kontrolni DNA, draha 12 — substrat z okoli rostliny ¢.3, dréha 13 — substrat z okoli
rostliny ¢.3 s pozitivni kontrolni DNA, draha 14 — negativni kontrola bez DNA.
Velikost vzorkd: 4 pl

Zavojenka podtrnka nebyla pfitomna v koreni zadné ze zkoumanych rostlin.
Prorostla pouze substrat.
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4. ZAVERY A DISKUSE

Bylo sestaveno chemicky definované kultivacni meédium pro
zavojenku podtrnku. Toto médium se pripravi smichanim 900 ml
deionizované vody, 100 ml pddniho roztoku dle Sonnevelda, 10 ml roztoku C,
10 ml roztoku E, 9 g glukosy, 12 g agaru, 2,5 mg riboflavinu, 6 mg thiaminu,
3 g glycinu. Misto glukosy je mozné pridat celobiosu. Rozdil oproti dosud
pouzivanému médiu spociva zejména v nulovém obsahu PDA, které neni
chemicky definované. Na vytvoreném médiu je mozné uchovavat zavojenku
podtrnku ve sbirkach.

Otestovala jsem vliv sedmi riiznych sachariddi na rdst zavojenky
podtrnky (str.25: Graf 4). Pokus jsem vyhodnotila podle narlistu biomasy
a rozmérl narostlého mycelia. V mnozstvi biomasy bylo dosazeno nejlepsich
vysledkl na substratech s celobiosou, dale s myo-INOSITOLem, se Skrobem,
s glukosou, s galaktosou, se sacharosou a s trehalosou. NejvétSich rozmér(
dosahovalo mycelium na plotnach se sacharosou, dale s celobiosou,
s glukosou, s myo-INOSITOLem, se Skrobem, s trehalosou a s galaktosou.
Rovnéz jsem porovnala vliv celulosy a celobiosy: na substratech s celulosou
roste mycelium FidSi, na substratech s celobiosou hustsi a dosahuje menSich
rozmérdQ.

Thiamin nema na zavojenku podtrnku stimulacni Gcinky (str.23: Graf
2).

Riboflavin je pro rist zavojenky stimulujici, a to v mnozstvi 1 mg/I
a 3 mg/I (str. 24: Graf 3).

Testované fungicidy maji na zavojenku podtrnku velmi rozdilné
ucinky (str.31: Graf 12, Obr.3). Benomyl a Ridomil Gold MZ68 Wp rist houby
silné potlacuji, Fundazol jej potlatuje méné a Karben Flo a Sumilex 50 WP jej
mirné podporuiji. Potvrdi-li se tedy v budoucnosti kladny vliv zavojenky na rst
rzotvarych dfevin, bude vhodné upfednostfiovat pouzivani Karbenu Flo a
Sumilexu 50 WP — a naopak.

Zavojenka podtrnka nejlépe roste na substratech s rozpustnymi
fulvokyselinami (str.28, Graf 9). Naopak na substratech s huminovymi

kyselinami roste hlife nez na kontrolnich variantach.
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= Zavojence podtrnce vyhovuje, je-li v prostredi urcité mnozstvi NaCl
(str.29, Graf 10). Na substratech, v nichZz bylo malé mnoZstvi soli (10 mM a 30
mM), rostla houba Iépe nez kontrolni varianty, zato priliS vysoka koncentrace
NaCl (300 mM) jeji rlst silné omezovala. Fakt, ze je Entoloma clypeatum
pomérné tolerantni ke koncentraci NaCl v prostfedi, mozna umoznuje jeji rlst
v alejich pobliz solenych silnic.

» Zavojenka podtrnka neni schopna potlacovat rist bakterie
Agrobacterium. Pravdépodobné tedy neni schopna chranit rliZotvaré rostliny
pred timto patogenem.

= Nebyla prokazana pritomnost zavojenky podtrnky na kofincich
vybranych rostlin fadu Rosales, a to ani u vzorkd z prirody, ani
u vzorkli zaxenické kultury (str.33: Obr.4, str.34: Obr.5). Ze Ctyf
testovanych vzorkd z pfirody (kofinky hlohu z Liberce, Svestky z Jablonného
v Podjestédi, treSné z Prahy 4 a jabloné+Svestky z Prahy 4) se u Zadného
nepotvrdila pritomnost druhu Entoloma clypeatum. Z axenické kultury byly
vybrany tfi vegetativné fizkované rostliny in vitro inokulované zavojenkou
podtrnkou. Testovana byla prfitomnost houby na kofincich téchto rostlin a
v okolnim substratu. Zatimco v okolnim substratu byla DNA zavojenky
podtrnky ve 2 ze 3 pfipadl pfitomna, v kofincich nebyla nikdy. Toto pfilis
nekoresponduje s vysledky Mad'arl (°Sziics, E. - Véghelyi, K. 1998) — zatimco
podle jejich vyzkumu provedeného v madarskych sadech bylo zavojenkou
podtrnkou kolonizovano 16-21% ovocnych stroml, znaSich ji nebyl
kolonizovan zadny. Na jare se s RNDr. Gryndlerem chystame provést dalSi
podobny pokus — zjistit, zda kofinky stromd, pobliz nichz bude nalezena
zavojenka podtrnka, jsou houbou kolonizovany, nebo ne.

= Zavojenka podtrnka je citliva na pH (str.30: Graf 11). Zatimco na
substratech s pH 6 rostly vSechny vzorky, na substratech spH 8 a spH 9
nerostly zadné.

Poznamka: U pokust, kde bylo sledovano vétsi mnozstvi vzorkl, a u kterych tudiz

inokula pochazela z vice nez jedné kultury, mohla sehrat roli rozdilna Zivotaschopnost

plvodnich kultur.
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5. SHRNUTI

Prace shrnuje poznatky ziskané na zakladé vyzkumu zavojenky podtrnky (Entoloma
clypeatum). Vlyzkum jsem provadéla v Mikrobiologickém Ustavu AV CR v Praze pod
vedenim RNDr.Milana Gryndlera, CSc.

Zavojenka podtrnka je po celé Evropé rozSirena stopkovytrusa houba, ktera na jare
vytvari plodnice v blizkosti dfevin radu Rosales, predevsim Svestek, jabloni, merunék,
treSni a hlohQ. Jeji vztah k hostitelskym rostlinam neni jasny. Z experimentd
nékterych mykologd (E. Sziics, K. Véghelyi) vyplyva, ze stromy, jejichz kofeny jsou
osidlené touto houbou, maji oproti nekolonizovanym strom@m zelenéjsi listy, vyssi
vynosy a jsou méné nachylné k hnilobam. Naopak podle vyzkumu japonskych védct

(Hisayasu Kobayashi , Yousuke Degawa, Akiyoshi Yamada) jde o houbu parazitickou.

Cile mé prace byly nasledujici: sestavit chemicky definované kultivacni médium,
prozkoumat vliv humusovych latek, vitamin{, sacharidd, zdrojd dusiku a uhliku,
prozkoumat vliv NaCl, otestovat antibiotickou aktivitu houby, zjistit, jak pUsobi
na dany druh rlizné pH a prozkoumat vliv fungicidd.

Z humusovych latek rostla houba nejlépe na substratech s rozpustnymi
fulvokyselinami. Z pokust s vitaminy vyplynulo, Ze thiamin (vitamin B1) neni
stimulujici, riboflavin (vitamin B2) ano (v mnozstvi 1 mg/l a 3 mg/l). Ze sacharidl
houba tvofi nejvice biomasy na plotnach s celobiosou, nejvétsich rozmérd mycelium
dosahuje na substratu se sacharosou. Bylo sestaveno chemicky definované médium,
na némz bude mozné uchovavat houbu ve sbirkach a pro dalsi experimenty. Oproti
dosud pouzivanému médiu neobsahuje Zadné PDA. Velmi se rlzni Ucinky
zkoumanych fungicidd. Benomyl a Ridomil Gold MZ68 Wp rist houby silné potlacuiji,
Fundazol jej potlacuje méné a Karben Flo a Sumilex Sowp jej viibec neomezuji, na
substratech s nimi zavojenka podtrnka roste dokonce o trochu lépe nez na
kontrolach. Houbé vyhovuije, je-li v prostredi urcité mnozstvi NaCl (10 mM a 30 mM),
zato prilis vysoka koncentrace NaCl jeji rlst znemoziiuje (300 mM). Fakt, ze je
zavojenka podtrnka pomérné tolerantni k obsahu NaCl v prostredi, patrné umoznuje
jeji rdst v alejich u solenych silnic. Je pravdépodobné hodné citliva na pH. Zavojenka

podtrnka neni schopna potlaCovat rlst bakterie Agrobacterium, a pravdépodobné
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tedy nemlze chranit rlZotvaré rostliny pred timto patogenem. Nebyla prokazana
pfitomnost zavojenky podtrnky na kofincich rlZotvarych drevin, a to ani u vzorkd

z prirody, ani u vzorkd z axenické kultury.
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5. SUMMARY

In this work I summarize the results I attained on the basis of the research of
Entoloma clypeatum. 1 carried it out in the Institute of Microbiology in Prague under
the leadership of RNDr. Milan Gryndler, CSc. Entoloma clypeatum is ranked among
Basidiomycetes. In spring it grows near Rosaceae plants, especially Crateagus,
Malus, Prunus. 1t is wide-spread and common all over Europe. Its relation to the host
plants is not clear. Investigations of some mycologists (E. Sziics, K. Véghelyi) result
in conclusion that Entoloma clypeatum helps the plants to have greener foliage,
higher yields and less tree decay. On the contrary according to the research of
Hisayasu Kobayashi, Yousuke Degawa, Akiyoshi Yamada Entoloma clypeatum is a

paratrophic fungus.

I set these targets: to make a chemically definable culture medium in which
Entoloma clypeatum could be preserved, to explore the influence of humic matters,
vitamins, sugars, different sources of nitrogen and karbon and NaCl, to test the
antibiotic activity of the fungus, so as to find out what effect different pH takes and
to explore the influence of fungicides.

Concerning humic acids Entoloma clypeatum grows best on the substrates with
soluble fulvoacids. Experiments with vitamins resulted in conclusion that thiamin is
not stimulant while riboflavin is (in the concentration 1 mg/l and 3 mg/l). As for
sugars the fungus creates the biggest quantity of biomass on the substrate with
cellobiose, the mycelium had biggest proportions on the substrate with sucrose.

A chemically definable culture medium was made. In comparison with the medium
which is used now this medium contains no PDA. I learnt that the fungicides take
very different effects on Entoloma clypeatum. Benomyl and Ridomil plus hamper it
strongly, Fundazol hampers it less and Karben flo and Sumilex Sowp don "t hamper it
at all. The fungus benefits from setting with a definit concentration of NaCl (10 mM
and 30 mM), however, exceeding concentration of NaCl (300 mM) makes it
impossible. Entoloma clypeatum is probably very sensitive to pH.

Entoloma clypeatum is not able to inhibit the growth of Agrobacterium. The
presence of Entoloma clypeatum on the radicles of Rosaceae plants was not

confirmed.
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8. PRILOHY

8.1 Clanek z Mykologickych list

Podékovani za spolupraci

Na pracovnim seminafi ,Houby a dfeviny" poradaném 8.4.2006 Ceskou védeckou
spoleCnosti pro mykologii jsme poZadali mykologickou obec o pomoc se sbérem
plodnic zavojenky podtrnky (Entoloma clypeatum). Radi bychom podékovali touto
cestou vSem pratellm mykologlim, ktefi na nasi vyzvu zareagovali : panu J.Bartovi
(Vlagim), panu J.Borovickovi (Praha), panu V.Pravdovi (Sezimovo Usti), pani
L.Strossové (Praha) a panu S.Valdovi (Kokofinsko). Celkem bylo ze sebranych plodnic
ziskano 19 izolatli, které pochazeji ze 7 rlznych lokalit. Tyto izolaty slouzi
k fyziologickému studiu druhu E.clypeatum, ktery se vyznacuje vyskytem pod
rzotvarymi drevinami a jehoz vaznam pro tyto (snad hostitelské ?) rostliny dosud
neni objasnén. Pokud ze studia ziskanych izolatl vyplynou z mykologického hlediska

zajimavé vysledky, budeme o nich samoziejmé dale informovat.

Zuzana Egertova, Gymnazium F.X.Saldy, Liberec

Milan Gryndler, Mikrobiologicky Ustav AVCR, Praha

8.2 Ukazka z genové banky NCBI

' 1: EF180048. Reports __ Entoloma clypeatu...[gi:121484327] Links
LOCUS EF180048 613 bp DNA linear
PLN 13-JAN-2007

DEFINITION Entoloma clypeatum isolate EC30 28S ribosomal RNA
gene, partial sequence.

ACCESSION  EF180048

VERSION EF180048.1 GI1:121484327
KEYWORDS -
SOURCE Entoloma clypeatum

ORGAN I SM Entoloma clypeatum

Eukaryota; Fungi; Basidiomycota; Hymenomycetes;
Homobasidiomycetes; Agaricales; Entolomataceae; Entoloma.
REFERENCE 1 (bases 1 to 613)
AUTHORS Gryndler,M., Egertova,Z. and Soukupova,L.
TITLE Entoloma clypeatum, a fungus associated with roots
of rosaceous woody plants?
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 613)
AUTHORS Gryndler,M., Egertova,Z. and Soukupova,L.
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TITLE
JOURNAL

Direct Submission
Submitted (08-DEC-2006) Ecology,

Institute of

Microbiology, CAS, Videnska 1083, Prague 4 CZ14220, Czech

Republic
FEATURES

source

rRNA

ORIGIN

Location/Qualifiers

1..613

/organism=""Entoloma clypeatum"
/mol_type="‘genomic DNA"
/isolate="EC30"
/db_xref="taxon:418785"
<1..>613
/product="28S ribosomal RNA"

1 aggaaaagaa actaacaagg attcccctag taactgcgag tgaagcggga

aaagctcaaa

61 tttaaaatct ggtagtcttt ggctgcccga gttgtaatct agagaagtgt

tatccgcact
121 ggaccgtgta
cgtctttgac
181 acggactacc
gaatgcagct
241 ctaaatgggt
tagtgaacaa
301 gtaccgtgag
cgtgaaattg
361 ttgaaaggga
cttcttgctt
421 ggtgtacttt
gactagggga
481 atgtggcatc
gattgaggaa
541 ctcagcacgc
ggcataatgg
601 ctttaatcga

caagtctcct
agggctttgt
ggtaaattcc
ggaaagatga
aacgcttgaa
ctggttaatg
ttcggatgtg
cgcaaggccg

CCcC

ggaatggagc
gatgcgctct
atctaaagct
aaagaacttt
gtcagtcgtg
ggtcagcatc
ttatagccct

ggtttttacc
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gtcatagagg
caaagagtcg
aaatattggc
ggaaagagag
ttggccaggy
aattttgacc
tggttgcata

acgttcgtgc

gtgagaatcc
agttgtttgg
gagagaccga
ttaaacagta
atcaaccttg
agtggaaaaa
cactggttgg

ttaggatgct



8.3 PRUBEH POLYMERAZOVE RETEZOVE REAKCE

Nejprve byl za pouziti primerl NL1 — NL4 (O Donnell 1993) amplifikovan
fragment 28S rDNA. Smés pro PCR tvofily tyto slozky: 25 ul REDTaq™ ReadyMix™
PCR Reaction Mix sMgCl, (Sigma R2523), 1 ul primeru NL1 (10 pM), 1 pl primeru NL4
(10 uM), 1 ul DNA a 22 pl vody.

Smés byla nejprve zahfivana 5 minut pfi 94°C a nasledné podrobena 34 cykliim
PCR, které probihaly podle tohoto schématu: 60 sekund pfi 90°C, 60 sekund pfi 52°C
a 120 sekund pri 72°C. Nakonec byla ponechana 10 minut pfi 72°C. Amplifikované
fragmenty byly vycistény pomoci UltraClean™ PCR Clean-up DNA Purification Kit
(MoBio) a osekvenovany.

Poté, co byl vytvoren specificky primer NL1EC, byl za pouZiti tohoto primeru
spolecné s universalnim primerem NL1 za naprosto stejnych podminek amplifikovan
fragment 28S rDNA z Cisté kultury zavojenky podtrnky.

Pfi amplifikaci vzorkl DNA ziskanych z korend, substratu z okoli rostlin nebo
z pldy byly vzdy stanoveny pozitivni kontroly, do nichz bylo pfidano 0.5 pl kontrolni
DNA Tato kontrolni DNA (0.1 ng/ul) byla ziskana z kultury EC1 za pouziti primerd NL1
a NL4EC.

Produkty PCR byly vyhodnocovany pomoci elektroforézy v TBE/2% agardze
nebo v TBE/1% agardze s obsahem 1 pg/ml ethidium bromidu.
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