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Move Over, Bacteria! Viruses Make Their Mark as Mutualistic
Microbial Symbionts
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Viruses are being redefined as more than just pathogens. They are also critical symbiotic partners in the health of their hosts. In
some cases, viruses have fused with their hosts in symbiogenetic relationships. Mutualistic interactions are found in plant, in-

sect, and mammalian viruses, as well as with eukaryotic and prokaryotic microbes, and some interactions involve multiple play-
ers of the holobiont. With increased virus discovery, more mutualistic interactions are being described and more will undoubt-

edly be discovered.

hile viruses have long had a very bad name as pathogens,
and there are certainly many devastating human, animal,
and plant diseases attributed to viruses, viruses are not all bad (1).
Recent studies highlight the amazing intricacy of virus-host inter-
actions that have evolved over long periods of time and involve
interactions between the hosts and other entities, including other

separate entities any longer, and this could be considered an ex-
ample of mutualistic symbiosis in the process of becoming sym-
biogenetic.

In some cases, entire viruses genomes are integrated into the
host genome, but these can exogenize and establish infections un-
der some conditions. The badnavirus Banana streak virus, a




interakce nejen mezi mikroby, ale i mezi mikroby a okolim — rostlinami

rhizosféra je zona prevainé komensalnich a mutualistickych vztahl mezi mikroby a rostlinami
eko- a endomykorhizni houby poskytuji rostlinam mineralni latky a vodu

rostliny jim poskytuje fotosyntetaty

asociace mezi fixatory dusiku a rostlinami

kolonizace nadzemnich povrch rostlin prevazné komensalnimi mikroby

negativni vztahy - virové, bakterialni a houbové choroby

mutualismus — vysoce specializované interakce
rostliny poskytuji uhlikaté latky bakteriim pro rist
baterie\houby zvysuji pfijem minerall

komenzalismus — kofenové exudaty poskytuji zZiviny bakterim rostoucim na povrchu nebo v
bezprostredni blizkosti - beznéjsi nez mutualismus

parazitismus



Model indicating various plant-microbe
interactions




Plant-microbe interactions

Induced systemic resistance &
systemic acquired resistance

Epiphytic (phyloplane) microbes

Leaf pathogens
(e.g. afternaria brassicicola)

Carbon root exudates attract Root pathogens

heterotrophic microbes (e.g. fusarium oxysporum)
Plant growth promoting i, Microbe-induced priming
rhizobacteria and fungi : +
M hi £ ‘ Endocytosis of microbes
ol b, via root hairs
. . Endophytes
N fixing bacteria Q) phyt Uptake of organic C,N & P
® () from soil organic matter
(e.g. from lyzed microbial cells)
Increased or reduced nutrient
availability (e.g. P solubilizing Secreted enzymes
microbes, siderophores) compete for nutrients

TRENDS in Birtechnology

http://www.cell.com/trends/biotechnology/fulltext/S0167-7799(11)00192-2




Symbidza

* symbidza s mnoha organismy - lepsi prezivani v asociaci s dalSim partnerem
* rozsivky, obrnénky, morské houby, liSejniky, mechy, Geosiphon, Gunnera, Azolla...

Rozsivka Epithemia turgida a endosymbiotické sinice v cytoplazmé.



Symbidza se sinicemi Nostoc a Anabaena
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Cykasy

* rod Cycas - ,,coralloid roots” - vznika jesté pred invazi sinic

* jediné nahosemenné rostliny fixujici dusik

* icévnaté rostliny s korenovymi hlizkami, kde je prokaryotickym partnerem sinice

sphaeraphide

nner corex

tannin cell

| endodermis

b’ protoxylem

Fig. 8.18. Cycas revoluta T S coralloid root



Gunnera — noduly (Nostoc) na stonku

* krytosemenna rostlina

» dusik fixujici sinice v kapsach na bazi fapiku

* sinice vytvafri filmy na listech i jinych tropickych krytosemennych rostlinach
e Jasti. Americe, kde se nazyva , nalca”

* mladé rapiky se ¢asto loupou aji

Nostoc punctiforma




https://botanicalgarden.berkeley.edu/glad-you-asked/gunnera




Azolla a Anabaena

» kapradina Azolla -vody v tropech/subtropech

* spod. strana listd - dutiny obsahuijici sinice Anabaena

* ta produkuje neurotoxiny — ochrana rostliny pred spasanim...?

* Anabaena muze fixovat nékolik kg N za den, rocné 50-150 kg/ha — ryZova pole
* fixace neni potlacena ani dusikatym hnojenim, neni citliva k pH a salinité

(DIRo/and|

https://www.youtube.com/watch?v=0rFJ9-Kuqq4
http://theazollafoundation.org/azolla/the-azolla-superorganism/ https://www.youtube.com/watch?v=gW0fmf23Se0



https://www.youtube.com/watch?v=OrFJ9-Kuqq4
https://www.youtube.com/watch?v=OrFJ9-Kuqq4
https://www.youtube.com/watch?v=OrFJ9-Kuqq4
https://www.youtube.com/watch?v=OrFJ9-Kuqq4

Koreny rostlin

vyborné prostredi pro rlist mikroorganism
* na korenech a v okoli velké mnozstvi

* interakce mezi mikroby a koreny uspokojuje nutricni
pozadavky obou partner(

* rhizosféra - tenka vrstva pudy, ktera zlistane na
korenech po jejich otfepani
velikost zalezi na druhu rostliny (strukture kofen()

* korenové vlaseni znacné zvysuje plochu korenl v
porovnani s kulovym korenem

Pf. jedna rostlina pSenice :

pres 200 m koren(

pramérny primér korend 0.1 mm

povrch korenl pak pres 6 m2

jen 4-10% plochy koten( (rhizoplanu) v pfimém
kontaktu s mikroby

vic mikrobU je pak v celé rhizosfére
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Rhizoplane

Rhizosphere

Stele
(xylomEEeEs Root hair
Epidermis
Corta v 'gt.el (plant &
rial mucilage)
Endodermis
Root cap

Plant mucilage

Sloughed root
cap cell



rhizoplan
* plocha koren( s tenkou vrstvickou ptdy

rhizosheath
* modifikace rhizosféry — relativné tlusty cylindr pady
Ipici na korenech typicky u poustnich trav

* zrnka pisku spojené extracelularnim ,mucigelem® —
konzervace vlahy

* zvySena mikrobidlni ¢innost, zvySena fixace dusiku

* interakce v rhizosfére zalozené na hospodareni s vodou,
uvolnéni org. latek kofeny, mikrobialni produkce
rostlinnych rtstovych faktord, minerdlnich Zivin

mucigel
* slizovita viskdzni substance- hydratované polysacharidy

* |ubrikuje kofenovou Spicku pfi pronikani plidou
* pldni ¢astice se tu prichyti — zlepseni pFijmu vody a Zivin
- podniceni rlstu prospésnych hub a bakterii fixujicich N




rhizosferni efekt

v rhizosfére az 100x vic mikrobU nez ve volné pudé

dle rostliny a jejiho fyziologického stavu

vic G- tyCinkovitych bakterii
méné G+ tycek, kokll a pleomorfnich b. nez ve
volné pladé

vice pohyblivych bakterii jako Pseudomonas
organismy s vyssi rychlosti rlistu
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Procesy v rhizosfére jsou determinovany vzajemnym plsobenim rostliny, ptdy a pddnich
mikroorganismU. Jedna se o obrovsky komplex vzajemné provazanych dilCich reakci...

ROSTLINA
Genova variabilita (druh rostliny, odruda)
Ontogeneticky vyvoj (rust, fenofaze)
Agrotechnické zasahy (vyziva, ochrana)

Rhizodepozice
PUDA

Piidni viastnosti — piudni typ, pudni druh,

Rhizosféera 4 kvalita jilnatych Castic, chemicke  slozeni,

hodnota pH, teplota, obsah vody.

Agrotechnické faktory — hnojeni, aplikace
pesticidu, osevni postupy, atd.

MIKROORGANISMY

Genova variabilita (druhy/interakce)
Ontogeneticky vyvoj (rust/ odumienti)

Agrotechnické zasahy (ziviny/pesticidy)



koreny obklopené mikroby uvolnuji mnohokrat vic latek nez sterilni koreny

nékteré inhibuji, ale vétSina stimuluje rdst mikrobd

mikroorganismy v rhizosféfe maiji jiné pozadavky na vyZivu nez mikrobi z volné pldy
mnohé vyzaduji AK k rdstu — pravdépodobné z kofenovych exudatd

sukcese na kofenech dle ristovych fazi rostliny

béhem vyvoje rostliny se vyrazna rhizosferni sukcese odrazi ve vyvoji mikrobidlni populace
rychle rostoucich mikrob( vyZadujicich rdstové faktory

Korenové exudaty

« AK

* ketokyseliny
* vitaminy

* cukry

* taniny

* alkaloidy

* fosfatidy




Sukcese mikrobidlnich spolecenstev na korenech

* 0drazi to zmény ve slozeni latek
uvoliovanych koreny

* nejprve karbohydraty a slizovité latky
podporujici rast velké bakterialni populace
ve Zlabcich epidermalnich bunék na povrchu
koren( a slizové vrstvé

* s dozravanim korenu dochazi k lyzi ¢asti
korenového materialu a uvoliuji se
jednoduché cukry a AK

* Pseudomonas a dalsi rychle rostouci
bakterie

* starnuti rostliny — Ubytek bakterii

e 4-tydenni rostliny kukurice — 7%
fotosyntetatl uvolnéno v kofenovych
exudatech (z celk. 25% fotosyntetat(
dorucenych do koren()




Fixace N2 v rhizosfére

v rhizosfére tropickych trav Digitaria (listy plazici se po zemi), Panicum (spiS vysoké travy) a
Paspalum se pravidelné nachazi mikroaerofilni Azospirillum i aerobni Azotobacter paspali

v polnich pokusech az 40 kg N/ha

Azospirillum i v mirném pasmu (travy, kukurice) — fixace zanedbatelna

vedlejsi produkt mlze byt i vodik

nékteré rody Rhizobium a Bradyrhizobium maji hydrogendazu, ktera vodik vyuzije

nekdy zde Acinetobacter vyuz. H2

mélké morské pobrezi — travy Zostera marina (vocha morskd ) v mirném pasmu, Thalassia
testudinum (Zelvi trava) v tropech

# ’
" Photo by Mike Gil



Spartina alterniflora

* invazni rostliny - tichomorské pobrezi USA, zde se rozsifila slanomilna travina Spartina alterniflora
dovezena z Evropy v 19. stoleti

* fixace N2 ve slaniskach s travou - zfrejmé smés bakterii a sinic — epifytné na mrtvych stoncich travy

e ze zaplavového ekosystému ucinila husté porostlou slanou bazinu

e zmizelo mnoho mist, kde hledali potravu migrujici ptaci

* nékteré vodni toky se zcela zanesly sedimenty, kterym husty porost brani v odplavovani

www.alamy.com - D1620J



Efekt rhizosférni populace na rostliny

» zesileny rist rostlin

* zvysSena recyklace a rozpousténi mineralnich latek

* syntéza vitaminQ, AK, auxint, cytokinin(, giberelin(

e antagonismus k patogenlim - zaloZzeny na kompetici a vyvoji
amensalnich vztahl — produkce antibiotik

Zaplavové pudy

* v anaerobnich podminkach nedostatek 02, prebytek H2S

* ryze (a mozna i dalsi) je chranéna mutualistickou asociaci s
Beggiatoa (gamma Proteobacteria)

e tavyuziva kyslik a enzym kataldzu z korenu ryze

* na oplatku oxiduje sirovodik na siru nebo sulfat

* tim chrdni cytochromovych systému v korenech

» |atky produkované mikroby podporuji bujny rust koren(

* auxiny a gibereliny zvysuji rychlost kliceni a
rozvoj korenového vlaseni

* Arthrobacter, Pseudomonas, Agrobacterium (IAA)

* rhizosféra pSenice — produkce IAA (indolova kyselina) zvysuje :
rdst koren( Copyright @ AFS Fress




Alelopatické (antagonistické) latky

* uvolnované mikroby v rhizosfére jedné rostliny mohou branit ristu rostliny jiné
rhizosferni mikrofléra mladé psSenice brani rdstu hrachu a salatu

e pridozravani ustup této mikroflory

a nahrada mikroflérou produkuijici rlst podporujici [atky podobné giberelinim

Mikroflora zlepsSuje prijem

» fosfatl — mikrobialni kyseliny rozpusti apatit

e Zelezo a mangan — chelatacni mikrobialni latky

e vapnik — diky zvySenému obsahu CO2 — zvysi rozpustnost Ca
* transport tézkych kovU

Nékdy ale naopak poutani mineral{
* bakterialni imobilizace zinku (nemoc ,malych listd“ ovocnych stromu)

* oxidace manganu — Sedé skvrny dubu
* imobilizace N (do biomasy, ale i ztraty — denitrifikaci)



Mykorhiza

symbiotické souZiti hub s koreny vyssich rostlin — mutualismus (aZ parazitismus)

* az90% rostlin, trava — az 100m mycelia/1 g pady

* pronikani houbovych vlaken do korenovych bunék primarni kiiry (endomykorhiza)
* vlakna jen v mezibunécném prostoru (ektomykorhiza)

* mycelium nezasahuje do stredniho valce korenu rostliny

* jde o specificky vztah — specializace

e zvysSeny prijem vody a zZivin, predevSim P a N

* houby stimuluji rhizosférni mikrofloru a jeji enzymatické aktivity

* vyznamné pro vyzivu, rlst a zdravotni stav rostlin

Ectomycorrhizae Endomycorrhizae
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Typy mykorhiz schematicky znazornéné v pricném rezu korenem

(E) - ektomykorhiza (kofen je obalen hustym hyfovym plastém,
hyfy nevstupuji do bunék, ale prorlstaji mezibunéénymi prostory
a tvori tak Hartigovu sit)

(A) - arbuskularni mykorhiza (v bunkach jsou kefickovité
arbuskuly, mezi burikami vackovité vezikuly)

(O) - orchideoidni mykorhiza (hyfy tvofi charakteristické smotky v
primarni klife, v nékterych burikach jsou jiz tyto smotky odumrelé
a zvolna se ztraceji)

(Er) - erikoidni mykorhiza (hyfy tvori také smotky, ale prevazné v
krycich vrstvach korene)

(M), (At), (Ee) - prechodné typy mezi endo- a ektomykorhizami:
(M) - monotropoidni mykorhiza

(At) - arbutoidni mykorhiza

(Ee) — ektendomykorhiza

Vsimnéte si chybéjicich kofenovych vlaskd u ektomykorhizy,
erikoidni a vSech prechodnych (Ee, At, M) mykorhiz.



Ektomykorhiza

* zevni pseudoparenchymaticka pochva vic nez 40um silna

40% suché hmoty korent

hyfy v mezibunécnych prostorach epidermis a kortexu, ale nikdy v burice!
* zménéna morfologie korenl— kratsi a dichotomické vétveni

Korenové Spicky muchomurky (Amanita) v mykorhiznim svazku



Ektomykorhiza

* nachazi se u nahosemennych i krytosemennych (kvetoucich) rostlin

e vétsSina strom0 mirného pasma ma ektomykorhizu

* ascomycetes a basidiomycetes — acidofilni pH 4-6 (3)

* houby nékdy vyzaduji vitaminy

* naopak uvolnuji auxiny, gibereliny, cytokininy, vitaminy, antibiotika, mastné kyseliny
 nékdyienzymy — celulazy — ty ale v symbioze potlaceny

Prinos pro rostlinu

« prodlouZeny rUst a Zivotnost koren(

e |epsi pfijem Zivin z pudy — vétsi plocha koren(

* rezistence k patogenum (fyzicka bariéra + antibiotika)
* zvysena tolerance k teploté, suchu, pH

Houba — fotosyntetaty (unikne kompetici o Ziviny)

* bez rostliny ¢asto netvori plodnice (i kdyZ roste)

* dichotomické vétveni a prodlouzeny rust korinkd

* tvorba vlasovych kofinkl potlacena - nahrazeny hyfami

e zvySeny prijem P a K (primdarni hromadéni v mycéliu)

* nékdy koreny uvolnuji tekavé org. kyseliny s fungistatickym ucinkem
* rovnovaha s mycorh. houbou i ochrana proti houbovym patogeniim




Pticny fez ektomykorhiznim kofenem jerdbu ptaciho (Sorbus aucuparia), s paraepidermalnim typem Hartigovy sité. Povrch
kofene je kryt silnou vrstvou hyf houbového plasté (HP). Z néj vristaji hyfy do mezibunéénych prostor jednovrstevné
kofenové epidermis (=rhizodermis, Ep) a vytvari paraepidermalni typ Hartigovy sité (Hs). Dalsi vrstvy primarni klry (PK) jsou
jiz prosty kolonizace, stejné tak jako cely stfedni valec (SV).
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Endomykorhiza

hyfy vnikaji do bunék

unikatni postaveni v symbidze - buriky jsou vné i uvnitf hostitele

nevytvari se pochva kolem koren(

Ectomycorrhizal (ECM)

Sumber: microbiologybytes.com
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Arbuscular Mycorrhizal (AM)
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Arbuscules

(Madijid, 2010)




VAM vesikulo- arbuskularni mykorhiza

* pritomnost arbuskuldrnich mycelii hub v pidé ¢i v korfenech rostlin neni - na rozdil od hub
ektomykorhiznich - rozpoznatelna pouhym okem (mikroskop)

* arbuskularni mykorhizni houby vstupuji do kortikdlnich bunék korenud hostitelské rostliny a vytvareji
zde typické utvary — arbuskuly a vesikuly

* kratkoveké arbuskuly,, jsou mistem intenzivni vymeény Zivin mezi hostitelskou rostlinou a houbovym
symbiontem

* vesikuly, kulovité nebo ovalné ztlustliny hyf, plni zasobni funkci

sporangium -

hyfy

vne)si
mycelium

vezikul

arbuskulus




VAM

e az 240 tis druhl rostlin mize mit mykorhizu s 6tis druhy hub

* tfi Celedi: Glomaceae, Acaulosporaceae, Gigasporaceae

* tyto houby se objevily zhruba prfed 383-462 milidny let a asi pomohly rostlinam kolonizovat zemi

*  VAM typ nezméni strukturu korenu, proto hlifre detekovatelny

» casty u pSenice, kukurice, brambor, bobu, sdje, rajcat, jahod, jablek, pomerancl, hroznd, baviny,
tabaku, caje, kavy, kakaa, cukrové trtiny, javoru, gumovniku, a rGznych bylin

» kvetouci rostliny, konifery, mechy, kapradiny a vétsiné dalezitych zem. plodin

* VAM houby se nepodafrilo péstovat v Cisté kulture

) -
arbuscule  vesicle (1 i_“fCﬂ
crbuscule cylinder

hyphae

root hair

LN
/o’

chlamy-
dospores

thizodermis root bark endodermis

Fig. llustrated are the intermnal structures of vesicular-arbuscular mycorhizae

http://www.biosym.eu/endo-mykorrhiza-en.php



Gigaspora margarita - az 250 tis bakt. endosymbiont( v jedné houbové spore — identifikovany
PCR jako Burkhorderia (prekurzor eukaryotickych mitochondrii?) — nif gen — fixace N?

nejvétsi znamé houbové spory — 20-400 um

mycelium odolnéjsi stresim nez koreny (sucho, kovy, pH)

zvySeny rust rostlin - zvySeny prijem P, Zn, sulfati, amonného iontu




VAM

» dalezité zvlasté v tropickych padach deficitnich na P — problémy po vykaceni tropickych pralest

* bujnost tropickych pralesll zaloZzena na mykorhize

* témeér humus, opad a témeér zadné mineralni soli — vSe vymyté tropickymi desti

* po vykluceni pralesa jedna nebo maximalné par urod a pak vSe vyplaveno a bez hnojiv nic neporoste —
opusténi pltdy, eroze

e kluceni mlze fungovat jen v malém meéfritku (nizka hustota populace), kdy prales po 2-3 plodinach opét
zaroste malé polic¢ka (na desitky let)




endomykorhiza mnohem méné napadna nez ektomykorhiza

endomykorhiza — na stale rostoucich i do¢asné rostoucich
korenech

hyfy endomykorrhizy pronikaji sténu bunék kortexu- vesicle
a arbuscule
ektomykorhiza — jen na docasné rostoucich bocnich kratkych

korenech

ale ani jedna mykorhiza nepronika cytoplasmatickou

i

ektomykorhiza - dub, borovice, eukalyptus, briza,
dipterocarpus Ci oliva

L L

5‘%‘; !
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jen par strom{ v mirnych oblastech jsou jen endomykorhizni
(douglaska, osika, liliovnik tulipanovity, javor cukrovy)

nékolik téchto druht (douglaska, osika) mohou vytvaret oba
typy




Erikoidni endomykorhiza

hyfy pronikaji do bunék rostliny, nejde o typ vesicular-arbuscular

* najdeme u par radul rostlin, napriklad viesovcotvaré (borlivka,drchnicka, rododendrony) —
raselinisté, viesovisté

* houba kolonizuje buriky rhizodermis

* v bunkach klubka a smycky — vymeéna latek

* houba nefixuje N2, ale rostlina ma lepsi pfistup k N, P a ostatnim mineralim — vyznamné v piidach s
nizkym obsahem mineralnich latek a nizkym pH

* houba Cerpa Ziviny z odumrelych houbovych hyf i Zivocichi (chitindzy, proteazy)

Kultura erikoidni houby izolovana z rostliny Woollsia pungens



Orchideoidni mykorhiza

* témér vSechny orchideje - je to obligatni

zcela mykotrofni jsou nezelené heterotrofni orchideje

* napft. Neottia nidus-avis (hlistnik) a kliéni stadia vSech druht orchideji — semena mald s malo
Zivinami

* Casto Armillaria mellea, Rhizoctonia solani

* houba pronika do bunék vnéjsiho kortexu, pozdéji zanika (vyuZzita rostlinou) — vytvari zde
klubicka hyf

* ale houby mohou byt i parazité hostitel(l a naopak hostitel mlze stravit houbu — kolaps
klubicek

* presné vyvazeny vzajemny parasitismus
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Orchidejové louky Bilé Karpaty




Fixace dusiku

Pramyslova fixace dusiku

v pribéhu 19. stoleti se postupné zvySovala poptdvka po dusiénanech a amoniaku - hnojivo a
vybusniny

e zjevnym zdrojem byl atmosféricky dusik (N2), ktery tvori témér 80 % vzduchu
e vzdusny N2 je velmi stabilni a nereaguje prfimo s jinymi chemikaliemi

* Haber-Boschlyv proces - umély proces fixace dusiku-v soucasnosti hlavnim postupem pro
pramyslovou vyrobu amoniaku

e proces preménuje atmosféricky dusik (N2) na amoniak (NH3) reakci s vodikem (H2) za vysokého
tlaku a teploty a za pritomnosti kovového katalyzatoru

N2 +3 H2 > 2 NH3 (AH° =-91.8 kl) => (AH° = -45.8 kJ-mol-1)

mnozstvi dusiku z primyslové fixace je podobné biologické fixaci, cca 100 mil tun N hnojiv/rok



Biologicka fixace dusiku

diazotrofie

* je schopnost prokaryot redukovat trojnou vazbu v molekule atm. dusiku a zaclenit jej do organické
slouceniny (amoniaku)

* proces - pomoci enzymu nitrogendzy a za dodani energie (ATP)

* diazotrofové - klicové v kolobéhu dusiku v prirodé, protoze umoznuiji fixaci atmosférického N do organiky
* tzv. hlizkové bakterie, protoze ziji v specializovanych organech-hlizkach

* mnoho dusik fixujicich bakterii vSak nema tendence asociovat se s koreny vyssich rostlin (Ziji volné)

* velké mnoistvi energie nutné k fixaénim reakcim- nejvétsi vyznam autotrofové (zejména sinice)

* heterotrofni bakterie vétSinou vstupuji do relativné uzké symbiodzy s rostlinou, ktera jim energii dodava



reakce se odehrava v nékolika krocich:
N2 +H2-> HN=NH +H2-> H2N-NH2 +H2-> 2 NH3 +2H+-> 2 NH4+

amoniak je kvuli své jedovatosti (pti vyssich koncentracich) ihned zabudovavan do neskodnych
aminokyselin (napf. glutaminu) a v této formeé dale rozvadén po téle

obrovské mnozstvi energie - 16 molekul ATP, nutné k redukci jediné molekuly N2

udajné az 20% veskeré energie produkované pri fotosyntéze v hostitelské rostliné se spotrebovava v
hlizkach k hlizkové fixaci

s kazdym fixovanym N2 je také vytvoren H2 a mUzZe byt redukovan substrat jako acetylén na etylén
(detekce fixace N)

jen neékteré kmeny rhizobii a bradyrhizobii maji hydrogenazu a mohou vyuzit vytvoreny vodik
(jinak uvolfiovan jako odpad)



Typy diazotrof(

diazotrofové - v mnoha bakterialnich taxonomickych skupinach, ale pari v Archaea

i udruhu, které fixuji N2, mohou byt kmeny nefixujici (Postgate, 1998)
* fixace je zastavena, pokud je k dispozici jiny zdroj N i za pritomnosti vétSiho mnozstvi kysliku

* rlzné mechanismy ochrany pred kyslikem

Diazotrofni organismy se daji obecné roz¢lenit do nékolika skupin:

ces

* Zijici volné v ptdé - rody Azotobacter, Azomonas, Azotococcus, Beijerinckia

ce/s

e  Zijici v asociaci s koreny rostlin - aerobni (nebo mikroaerofilni) spirily - napriklad rod Azospirillum

ce/s

e Zijici v symbidze s koreny bobovitych rostlin - rody Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, souhrnné
hlizkové bakterie

« dalejsou fixace vzdusného dusiku schopné nékteré sinice (Nostoc, Anabaena) a aktinomycety (Frankia),
nékteré bakterie oxidujici siru a enterobakterie (Escherichia)



Mechanismy ochrany proti kysliku
* exprese enzymu jen v anaerobnich podminkach
» exprese enzymU v oddélenych tkanich od fotosyntetickych (nékteré sinice)

* Casové oddéleni fotosyntézy a fixace dusiku den — noc — u nékterych sinic

* vyuziti proteinli odstranujicich kyslik — leghemoglobin - jenz je nezbytny pfi plnéni funkce enzymu
nitrogenazy




Volné Zijici diazotrofové

* méné prozkoumané, ¢asto obligatni anaerobové netolerujici kyslik i kdyz nefixuji N2
* pldy, rozkladajici se organickd hmota (Clostridium)

» SRB-dlezité v morskych sedimentech (e.g. Desulfovibrio)

* nékteré methanogenni Archea — fixace dusiku v bahné a zazivacim traktu zvirat

» casto rychlost respirace kysliku odpovida rychlosti jeho doplfovani — vysledkem je nizkd koncentrace
volného kysliku

» Klebsiella pneumoniae, Bacillus polymyxa, B. macerans a Escherichia intermedia




aerobové — vyzaduiji kyslik k rGstu ale jejich nitrogendza je stale ke kysliku citliva
Azotobacter vinelandii — vysoka rychlost respirace a ochranné slouceniny

dalsi druhy poutzivaji stejny zpUsob, ale rychlost respirace je nizsi

fototrofové - fotosyntetické bakterie — produkce O2 pri fotosyntéze

nékteré i tak fixuji N2 — heterocysty - nemaji ¢ast fotosyntézy produkujici kyslik - Anabaena cylindrica
a Nostoc commune

jiné sinice nemaji heterocyty a fixuji N2 jen za nizké Urovné osvétleni a kysliku (napf. Plectonema)




Hlizkova symbidza

e predevsim v Celedi bobovitych, citlivkovitych a sapanovitych
* bobovité rostliny se ¢asto sazeji na polich za ucelem zvysSeni obsahu dusiku v ptidé

* bakteridlnim symbiontem (fixatorem dusiku) jsou G- tzv. hlizkové bakterie (rhizobia)
57 druhl v 12 rodech, nejznaméjsi jsou rody Rhizobium, Bradyrhizobium i Sinorhizobium
e tvori vnitrobunéénou symbidzu s rostlinami

* rostliny obsahuji vacky s bakteriemi, kterym jsou dodavany energeticky bohaté organické latky
(napf. kyselina jable€nd a sukcinat) a ionty Zeleza, molybdenu a siry

* rostlina naopak pfijima amonny kationt (NH4)+ (mutualistické souziti)

* silnd hostitelska specifita, jez je realizovana lektiny - proteiny na povrchu korene, které jsou
rozpoznavany bakterialnimi receptory produkovanymi geny Nod




Hlizka (nodul)

* umeéle vytvoreny organ v koreni - soubor interakci mezi bakteriemi a hostitelskou rostlinou
* vysoky obsahu proteinu leghemoglobinu- rGzové zbarveni

* bakterie najdou svou rostlinu po sméru koncentracniho spadu flavonoid(

» sek. metabolity, které aktivuji nékteré bakterialni geny (tzv. Nod geny)

* diky nimz bakterie zaCne syntetizovat vlastni lipooligosacharidy

* na tyto latky zareaguje rostlina diferenciaci specialnich délivych pletiv (hlizkové meristémy), které

zahaji tvorbu hlizky ’7‘ \ 1\
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* bakterialnimi signaly dochazi k ohnuti korenového vilasku,
naruseni BS a kontaktu bakterie s endopl. retikulem hostitele

%
e prorlistanim membrany infikovanym korenovym vlaskem )

* vznika infekéni vlakno, které pronika do dalSich rostlinnych bunék

* kde se odskrcuji vacky s jednotlivymi bakteriemi

bakterie (nyni jiz nazyvané bakteroidy) se nasledné zvétsuji a méni tvar



Rhizobium - legumindzy, Celed Fabaceae
e kyslik je vazan na leghemoglobin v korenovych hlizkach a dodavan v mnozstvi, které neposkodi
nitrogenazu

Frankia — hlizkdam podobné struktury — v nich frankie vytvari struktury podobné heterocystam — fixace N2
* Frankie také produkuji hemoglobiny, ale jejich role méné prozkoumana nez u rhizobii
* naprvni pohled se mize zdat, Ze infikuji skupiny nepfibuznych rostlin
(olSe, preslicnik preslickolisty, latnatec, viesna bahenni, dryadky)
* revize fylogeneze kvetoucich rostlin prokdzala tésny vztah téchto druhl a legumindz

Sinice — existuji i symbiotické sinice — nékteré s houbami (liSejniky), s jatrovkami, kapradinami a cykasy
* nevytvari hlizky, mnohdy tyto rostliny ani nemaji koreny
e asociace s kapradinami jsou i vyznamné ze zemédélského hlediska - Azolla s Anabaena - ryze




Symbioticka fixace dusiku

» jeden z nejdulezitéjSich symbiotickych vztahl mezi bakteriemi a rostlinami

* bakteridlni buriky proniknou do korenl vhodné rostliny a vytvori zde naddoru podobné struktury — hlizky

* nitrogendzovy enzymovy systém: dinitrogenaza (MoFe protein) a dinitrogenaz-reduktaza (Fe protein)

* chemotaxi ke kofenovym vldskiim — rostlinné lektiny (specificita)

* tryptofan z korenovych exudatl rhizobii preménén na IAA — ohyb nebo rozvétveni k. vlasku kolem bakterii
* polygalakturonaza depolymerizuje a zmékci bunécénou sténu korenovych viaska

* rhizobia do rostlinnych bunék — tvorba infekéniho vlakna (rostlinny material)

* infekéni vldakno do kortexu a infikuje tetraploidni buriky, které se zaénou mnotzit a vytvofri tkan hlizky

* rhizobia uvolnéna z infekéniho vlakna, ztraci tyCinkovity tvar, vytvori bakteroidy a zac¢ne fixace dusiku
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- Interactions between rhizobia and leguminous plant roots leading to infection and nodule
formation. (A) Rhizobia are chemotactically attracted to root hair. Mediated by lectins,
Some attach to the root hair cell wall. Tryptophan is a component of the root hair exudate.
(B) Tryptophan is transformed by the rhizobia to indoleacetic acid (JAA). This plant growth

. hormone causes the root hair to curl or branch around the attached rhizobia. Potygalactur-

_ Onase, secreted by the rhizobia or possibly by the plant, depolymerizes and softens the
root hair cell wall. (C) Rhizobia gain entry into the root hair cell. The root hair cell nucleus
directs the development of the infection thread. (D) The infection thread, a tube consisting
of cell membrane and surrounding cellulosic wall, grows into the root cortex and infects
.Some tetraploid cells that proliferate and form nodule tissue. The rhizobia are released
from the infection thread, lose their rod shape, become irregulariy formed bacteroids, and
cormmence nitrogen fixation. (E) Nodulated leguminous plant.



Sinorhizobium meliloti on the roots of the legume Medicago truncatula

vy Plastid =%

biosomes
acteroides

Cell wall
and plasma
membrane

mag=1600

Mascot search

The central micrograph shows the cellular components of M. truncatula root nodule during an early stage of infection and at a
magnification of 1600. Clearly visible and labeled are traditional organelles such as the nucleus (N), vacuole (Vac), endoplasmic
reticulum (ER), plastid (P) containing starch grains, and cell wall/plasma membrane. The micrograph provides an image of the rhizobia
infection thread (IT) which results from the invagination of the cell wall/plasma membrane and contain rhizobium bacteria.

Bacteroides are formed as the bacteria segregate from the infection thread and enter the cell and are encapsulation by a symbiosome
plant membrane. The number of bacteroides generally increases with the maturity of the nodule cell.

http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2013.00112/full



Azorhizobium

* hlizky na korenech a stoncich rostlin Sesbania rostrata (tropy)
* schopné vyuzivat atmosfericky dusik i volné

rhizobia — volné v pidé, ale malo a nefixuji
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Vztah Rhizobium — hostitelska rostlina

oboustranné specificky vztah

* rhizobia a bradyrhizobia pfitahovana AK a dikarboxylovymi
kyselinami v kofenovych exudatech a také velmi nizkymi
koncentracemi latek - flavonoidy

* lektiny -rostlinné proteiny s vysokou afinitou ke Delent bunth

Bakterie rodu ¥ hofenové

karbohydratovym skupinam na povrchu vhodnych rhizobii —
specifické mediatory - prichyceni rhizobii k korenovym
vldskiim

* flavonoidy a isoflavonoidy vylu¢ované rostlinou indukuji
expresi nod genl v rhizobiich — enzymy biosyntézy
substituovanych lipooligosacharid(, Nod faktor(

* exkretovany, zplsobi ohnuti korenovych vlaskd a déleni
meristematickych bunék vedouci k vytvoreni hlizky

* v hlizce buniky s bakteroidy jsou tetraploidni, mezi nimi i
normalni bunky které spojuji hlizky s korenovym cévnim
systémem

Infikovans 1ona

* pri preméneé rhizobialni bunky na bakteroid dochazi k
degeneraci bakterialniho chromozému — bakteroid se
nemnozi



tvorba nitrogenazy v bakteroidu — rostlina hraje roli v zahajeni a kontrole jeji syntézy

hlizky — ¢ervenohnédé - diky leghemoglobinu — nosic elektront
zasobuje bakteroid kyslikem pro tvorbu ATP a zaroven chrani nitrogenazu proti kysliku

hemova ¢ast kddovana rhizobiem, globinova ¢ast rostlinou
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Nelegumindzni dusik fixujici mutualistické vztahy

* srhizobiemi, sinicemi a aktinobakteriemi
* Rhizobium a tropicky strom Trema — pionyrska rostlina

* v tropickych a subtropickych oblastech Frankia alni — také tvofi hlizky na korenech stromu
* v mirném a subpolarnim pasmu cast hyfy se diferencuje do tzv. vesicles — fixace N2

* Frankia fixujici dusik vytvari vezikula i bez rostliny v Cisté kulture

* srody: Alnus, Hippophae - rakytnik resetlakovy (10x vic C nez v pomerancich)

Rhizobia inside vesicles

Nitrogen-fixing nodules



Casuarina — v tropické a subtropické oblasti Australie
s Frankia




Frankia and actinorhizal nodules a
Frankia in pure culture; nitrogen-fixing
vesicles 2-6 mm (v) and sporangia (s) can
be observed.

b Actinorhizal multilobed nodules on the
root system of the actinorhizal plant
Allocasuarina verticillata.

c Pseudolongitudinal section of a
nodular lobe from A. verticillata; the
nitrogen-fixing zone contains large cells
filled with Frankia (f), and the infection
zone (iz) is located in the apex of the
nodular lobe.

https://www.researchgate.net/publication/225535435_Franche_C_Lindstrom_K_Elmerich_C_Nitrogen-
fixing_bacteria_associated_with_leguminous_and_non-leguminous_plants_Plant_and_Soil_321_ 35-59/figures?lo=1



Dryas — dryadka

trvalka (bylina) arktickych a alpinskych oblasti

* hyfy aktinobakterie pronikaji korenem, stimulace bunék kortexu — déli se

* klastry a formuiji vezikula na koncich hyf

* v okoli infikovanych bunék je indukovano korenové primordium, které roste do kortexu

e aktinobakterie vnikne do meristematickych bunék primordia a skrz produkované latky stimuluji
dalsi vyvoj primordia

e dichotomické déleni vrcholu meristému vytvofi klastry lalokl zvanych rhizothamnoion

CCCCLX

A cortex swelling called « prenodule », that constitutes the first step in the
establishment of the nodule, longitudinal cut of an alder nodule, stained with cotton
blue in order to visualize cortical cells full of Frankia vesicles.
http://www.ecologiemicrobiennelyon.fr/spip.php?article677&lang=en

E.B. 451. Dryas octopetala. Mountain Avens.



fixace N i ve fylosfére terestrialnich rostlin véetné konifer

cast N fixovaného v ,phylloplane,, zistane v korunach stromd a je recyklovana zdejsi mikroflérou
cast se splachne do pldy, ¢ast prijata primo listy, ¢ast zkonzumovana byloZravci

nékteré bakterie mohou infikovat listy Celedi Myrsinaceae a Rubiaceae, vytvorit na nich listové
hlizky, nékteré schopné fixace N




Interakce mikroorganismt se vzdusnymi ¢astmi rostlin

stonky, listy a ovoce — epifytni mikrofléra

heterotrofni a fotosyntetické bakterie, houby (predevsim kvasinky), liSejniky a nékteré rasy
fylosféra — habitat/prostiedi pfiléhajici k povrchu listd

fyloplan — pfimo povrch list(

na jehlicnanech — Pseudomonas (fluorescens)
populace bakterii z jehli€nant vyuZivaji jako zdroje C cukry a alkoholy
ve srovnani s mikroflérou opadanky — zde vic lipolytické a proteolytické aktivity

Zito — sezdnni zmény

kvasinky jsou ¢astou mikroflérou listt

kvéten — xantomonady a rGzové chromogeny
cervenec — xantomonady a pseudomonady
zari — xanthomonady

fijen — listerie, stafylokoky

Sporobolomyces roseus
Rhodotorula glutinis

R. mucilaginosa
Cryptococcus laurentii
Torulopsis ingeniosa
Aureobasidium pullulans




* mikrofldra listd véetné kvasinek byva casto pigmentovand— ochrana proti UV

* mikroflora odolnost stresu — sucho, teplo— specializované ochranné bunécné stény

» specidlni zplsoby rozsifovani na dalsi listy — napf. hmyz prendasi mikroorganismy z plodu na plod
(octomilka a kvasinky)

nékdy i tésny synergicky vztah mezi mikroorganismem, hmyzem a rostlinou:
e jeden druh fikovniku (Calimyrna) musi byt opylen specidlni fikovou vosou (Blastophaga psenes)
* tainfikuje fik kvasinkou Candida guilliermondii var. carpophila a bakterii Serratia plymuthica

» které se zde pomnozi, ale nezpUsobuji kazeni fiku

https://www.youtube.com/watch?v=0SuoH72jpeo




Male wasps
leave the
larvae form galls, and galls first and
some other flowers fertilize the
(@) Twweep = produce seeds. females. The
pollinates males will die
ﬂower;: and before leaving
lays her eggs. the fig.

N o A pollen-laden
female wasp

enters an
unripe fig.

@ Females
exit the fig
through a tun- \
nel and search for

another fruit where they will
lay a new generation of eggs.

o Females then
leave their galls
and collect pollen
from mature male
flowers within
the fig.

L 4
o Females without polien will
still enter another unripe
fig, where they will lay their
eggs. But without being pol-
linated, the fig will not grow
seeds and may be aborted

by the tree. Any offspring in
the dropped fig will die.

Schéma vztahu mezi fikovnikem a opylovaci vosi¢kou. Samice fikovnice s pylem fikovniku vstupuje do sykonia, kde klade vajicka do nékterych
samicich kvétl. Soucasné tyto i ostatni kvéty opyluje. Jakmile splni sv(ij Ukol, zahyne a v sykoniu se vyvijeji jeji larvy obou pohlavi i nékolik semen
fikovniku. Po néjaké dobé se vylihnou mladé vosicky. Samci kopuluji se svymi sestrami a zahynou. Oplozené samice opoustéji sykonium, cestou
vSak na sebe nanesou pyl fikovniku.

In some cases, though,
females exit the fig without
first collecting pollen.



Mikroflora kvétt

» kratkodoby habitat pro epifytni mikrofloru

» zde ¢asto Candida reukaufii a C. pulcherrima, Torulopsis,Kloeckera, Rhodotorula

* po opylenia béhem zrani se podminky a s nimi i mikrobialni populace méni — ¢asto pak dominantni
Saccharomyces

Pozitivni a negativni vztahy mezi mikrobidlnimi populacemi na rostlinném povrchu:

osmofilni kvasinky snizi koncentraci cukrd a pripravi prostredi pro jiné mikroorganismy

* nenasycené mastné kyseliny produkované kvasinkami inhibuji G+ bakterie

bakterie na ovoci zavislé na rustovych faktorech (thiamin, kyselina nikotinova) produkovanych
kvasinkami

kvasinky zavislé na rlistovych faktorech produkovanych bakteriemi

* mikroorganismy rostou na klife stromU — liSejniky a houby (Myxomycetes — Licea, Trichia, Fuligo)




Houby na listech

Sporobolomyces - asi nejuspésnéjsi houba na povrchu list(

* produkce ballistospor — strili z listu na list

* mnoho dalSich hub izolovano z fylosféry: Ascomycota, Basidiomycota, Deuteromycota

* nékteré alochtonni (normalné se nachazi v ptdé)

* nékteré patogenni (Alternaria, Epicoccum, Stemphylium — dobre rostou pouze za priznivych
podminek)

* pocet a druhové slozeni mikrofléry dle roéniho obdobi (sezénnost) a véku listl

* Ascochytula, Leptosphaeria, Pleospora, Phoma — saprofyt — zacne vic rist az na zacatku

senescence listu
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Sporobolomyces



Nékteré houby mohou rist intercelularné v travach celedi Poaceae a chranit je proti herbivorim

kostrava rakosovitd (Festuca arundinacea) a jilek vytrvaly (Lolium perenne) s houbami Acremonium
coenophialum a A. Lolii

endofyt nezplsobuje zZddné priznaky nemoci, ziskdva fotosyntetaty a syntetizuje alkaloidy jako
ergopeptidy, loliny, lolitremy a peraminy

jsou jedovaté nebo alespon odpudivé pro nematody, msSice a dalsi hmyz a bylozravce

Lolitremy jsou zvl3ast silné neurotoxiny - mohou zpUsobit ztraty na dobytku




Kostrava rakosovita Jilek vytrvaly
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Acremonium

* neni znama volné Zijici forma, neni infek¢ni

* neni zndmé sexualni stddium — Deuteromycota

*  mnozi se (udrzuje se) semeny trav — tyto obsahuji endofyta

* endofyt se da odstranit skladovanim semen pfi vyssi teploté

* je velice podobné Epichloe typhina - plisen dusiva, parazituje na stéblech a pochvach trav

* také asymptomaticky endofyt az do kveteni travy — zde se projevi, mycelium se objevi vné a zastavi
kveteni

* mozna se Acremonium vyvinulo z tohoto parazita




Snét kukuricna - 1970
(Helminthosporium maydis) — Ustilago maydis

® NATURFOTO:
© /  Hele

Destrukce 10 mil akrii kukufice (4 mil. ha — 40 tis
km2 - % CR)

ARTICLES

The Southern Corn Leaf Blight Epidemic

L. A. Tatum 1

A dramatic shift in the genetics of host-parasite interaction
and balance occurred

in the U.S. corn crop in the 1970 growing season. Southern
corn leaf blight incited

by Helminthosporium maydis Nisikado & Miyake evolved
from a minor disease

that causes an average annual loss of less than 1 percent, to
one that caused

more than the 12 percent average expected from all diseases
of corn in the United

States.

In 1970 the losses to corn leaf blight approaches 710 million
bushels (cca 36 litrQ).

Reserves of corn and other grains ease the impact on the
economy and food

supplies but there are important domestic and foreign
effects of the loss.

The epidemic illustrates the vulnerability of our food crops to
pests.




Bakterie zpUsobujici tvorbu ledovych krystal(i na rostlindch

nékteré kmeny Pseudomonas syringae a Erwinia herbicola produkuji povrchovy protein, ktery
mUZe zahajit tvorbu ledovych krystalt

* priteploté -2 - - 4 oC se formuiji ledové krystaly-poskozeni a bakterie pak zkonzumuiji rostlinu
* pfinahrazeni jinou mikroflérou krystaly az pri teplotach -7 - -90C

* genetické inZenyrstvi ,ice-minus” P. syringae

* https://www.youtube.com/watch?v=hKT_SGK2qtY




Prenos patogena na rostlinu

* patogenni mikroorganismus se dostane do styku s rostlinou bud’v rhizosfére nebo ¢astéji fylosfére

* vétsSina houbovych patogenu se sifi vzduchem— kontakt s listy nebo stonkem/kmenem

* virovi patogeni prenaseni predevsSim hmyzem

* také pldni fauna (nematoda)

* pohyblivi bakteridlni (Pseudomonas) a houbovi (Oidium) patogeni pfitomni v ptdé také vstupuji koreny
(chemotaxe)

* prichyceni houbovych spor prenasenych vétrem - konidiospdry askomycety Magnaporthe grisea (znici
tolik ryze, co by stacilo k obzivé 60 mil. lidi)

* prichyti k hydrofobnim povrchiim jako je listova kutikula pomoci slizu ve vrcholu spory

* vlhky vzduch nebo rosa zpUsobi bobtnani slizu, vrchol spory praskne a ptilepi sporu ke kutikule

J Lomciophore
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T -7- Autophag Mt arim-lre
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konidiospory Botrytis cinerea ve dvou fazich:

* hydratovana ale neklicici konidiospora se prichyti povrchu list slabymi hydrofobnimi interakcemi
* hydrofobnost povrchu podporuje toto pocatecni uchyceni (surfaktanty jej silné inhibovaly)

* za nékolik hodin konidiospory zacnou klic¢it a je vylu€ovana latka (glukdza, galaktézamin, proteiny)
prilnava k hydrofobnim i hydrofilnim povrchlm (odoldva i silnych chemickym Cinidldm)

1568096




DalSi moznosti vstupu patogenu
* poranénimi
e pfirozenymi otvory — stomata — jak rozeznaiji otvor?

Uromyces appendiculatus (rez na fazolich)

* pouziva topograficky signal — 0,5 um vysoky hreben bunék stomatu

* model stomata z polystyrenu — dojde k morfologické diferenciaci a vytvofi se ploché hyfy (appresoria)
nezbytné k proniknuti do stomatu

* pokud hreben nizsi nez 0.25 um nebo vyssi nez 1 um, k diferenciaci nedojde

5365358




mnohé viry vstupuji ranami zpisobenymi hmyzem prendsejicim tyto viry

nékteré vstupuji koreny s vodou

nekteri patogeni jsou schopni prekonat kutikulu bez cizi pomoci

Casto atakovana enzymaticky, zmékcena (padli — Erysiphe sp., Botrytis cinerea — plisen Seda, uslechtila

plisen na vinné réve, Fusarium solani — sucha hniloba hliz)

po vstupu do hostitele narusi normalni funkci rostlin produkci degradativnich enzym, toxin( a
rastovych regulator(

plGdni patogeny produkuji pektinazy, celuldzy, hemicelulazy jejichz vysledkem jsou hniloby a jiné
poranéni

destrukce rostlinnych rlstovych reguldtor(i ma za nasledek trpasli¢i formy rostlin, produkce 1AA,
giberelinl a cytokinind, tvorbu nadort (puchyr) a nadmérny rist stonk( do délky

1563332




produkce toxinl narusuje metabolismus rostliny

neékdy jde o nizkomolekularni cyklické peptidy a linearni polyketoly — narusuji mitochondrie a bunécné
membrany — umozni Sifeni infekce

rezistence byva zaloZzena na modifikaci receptoru
rostliny vykazuji rizné morfologické nebo metabolické abnormality

Casta reakce na mikrobidlni atak je tvorba papillae
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DEKUJI ZA POZORNOST

Peter Stanék
https://www.youtube.com/watch?v=dWPwLATVAhY



