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Biometrickd méreni jemnych a hrubych korenu

bezprostiedné po vyzvednuti sond
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>5 mm 2-5 mm I-2mm <1 mm

o rok az dva pozd¢ji
Obr. 6.1.Schéma zakladani sacku Obr. 6.2.Schéma extrakce z pudy a tfidéni pro vrastani
korend. kotrend.

« Koreny se vyzvednou z pudy, promyiji a oddéli se od nich dlouhé mrtvé
koreny s mrtvymi korenovymi Spickami.



Sonda na odbér pudy a kofenl o priméru 6 cm.
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Schéma klasifikace nejvyssich Fadu kofenového systému ektomykorhiznich
dfevin (jemnych, hrubych, kratkych a dlouhych kofenu



Tloustka - tloustku koren( uvadime v tloustkovych kategoriich; jemné koreny u
smrku ztepilého jsou v kat. | (<1 mm), u borovice lesni v kat. Il (1-2 mm)

Délka - da se mérit pomoci Prisecikové metody v Petriho misce nebo pomoci
analyzy obrazu (AO)

Plocha — da se zjisti pouze pomoci AO
Pocet rozvétveni - |ze stanovit pocitanim pod binolupou nebo AO

Hmotnost susiny — susi se 12 hodin pfi 50 C; lze vazit celkovou biomasu korfene
nebo roztridit na Zivé a mrtvé koreny a do tloustkovych kategorii.

Pocet spicek - |ze stanovit pocitanim pod binolupou nebo AO; Ize pocitat Spicky
zivé a mrtvé, mykorhizni a nemykorhizni nebo podle zarazeni do kategorii vyvoje
mykorhizni symbidzy a tridy vitality Spicky

| kdyzZ je v souCasné dobé ve svété nejpouzivanéjSim programem pro automatické
méreni korent program WhinRhizo od firmy Regent Instruments Inc. z Kanady,
(http://www.regentinstruments.com/ assets/winrhizo_about.html), Ize u nas
doporucit domaci program ACC (Adaptive Contrast Control, SOHO, s.r.o.
Brno)(Gronsky et al. 2005).



http://www.regentinstruments.com/

Protokol pracovniho postupu
zpracovani obrazu v obrazovém analyzatoru ACC, meéreni
kofenovych délek a pocétu Spicek
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. Vychozim zdrojem dat pro obrazovy

analyzator ACC jsou snimky
kofenovych systému

- W/

. Vlozeni méritka — kalibrace obrazu

Panel nastroju obrazového analyzatoru ACC,
procedura Set scale, zvyraznéno je zadavani délky
jednoho obrazového bodu a informace o méfitku

v obraze (dole uprostfed), na pozadi je snimek
kofenového systému na Petriho misce.



3. Vybér procedury

4. \VVybér parametru pro nastaveni
procedury Root analysis

5. Vybér nastaveni pracovni vrstvy

6. Nastaveni parametri méreni
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7. Vlastni méreni

Panel nastroju procedury Root
analysis obrazového analyzatoru
ACC, rozvinuta hlavni nabidka a
tabulka vysledku, ¢ervené jsou
zvyraznény povinné procedury, na
pozadi je snimek pracovni vrstvy
kofenového systému na Petriho
misce po ukoncéeni méfeni; je
oznacena jednopixelova osa kazdé
¢asti kofrenového systému (modre)
a jednotlivé pocitané korenoveée
Spi¢ky (krouzky).




8. Ukladani vysledkt
9. Davkoveé procedury

10. Prevod vysledkld meéreni z formatu *.txt do forméatu *.xls

® ACC Structure and Object Analyser
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Interni programovaci jazyk analyzatoru ACC, panel ovladani jazyka se zapsanym makrem pro
davkove vkladani jednotek, na pozadi je snimek kofenoveého systému na Petriho misce pred
zaCatkem méreni.




Automatizovany prevod dat z vystupniho textoveho souboru ACC do
tabulkového procesoru MS Excel

. .
Sobor Upravy Zobrazt VR Formét | Néstroje | Data
ket 3 & (

Panel nastroju v tabulkovém editoru MS Excel, procedury nutné pro ulozeni a spousténi makra
jsou zvyraznény cervene.




Automaticka vyé€isleni hlavnich parametra jemnych korent: délky,
plochy, objemu, povrchu a poétu kofenovych Spiéek

Root analysis

oot analysis
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Ovladaci panel puvodniho nastaveni parametrd kofenové analyzy programu ACC s novou
funkci - soufadnice zakoncéeni, pod panelem jsou patrné oznacené objekty pfed méfenim.




Prusecikova metoda

* Pod Petriho misku dame ¢tvercovou sit; v misce rozlozime ndhodné a
rovhomérné koreny. Pocitame pruseciky korenu se siti.
« RL=Nx(a/1,25)
kde
N...celkovy pocet prusecikl
a...délka hrany elementarniho Ctverce v mrizce

* http://www.sci.muni.cz/~fyzrost/kultivacni_experiment_vyhodnoceni.htm



Znazornéni prusecikové metody

PP RL=N(celkem)x(a/1,25)
K
N(vert.)=15 N(hor.)=19 N(celkem)=34

http://www.sci.muni.cz/~fyzrost/kultivacni_experiment_vyhodnoceni.htm



Specificka délka
SD = celkova délka (cm) / hmotnost susiny (g)

¢im vyssi specificka délka tim vice rozvétveni, vice slabych
koren( apod.

z toho vyplyva, Ze ¢im je vyssSi hodnota, tim je lepsi kolonizace
pldy (Ostonen et cl. 2009)



Kolonizace houbovym symbiontem

Priisecikova metoda - pocitame zvlast priseciky s
ektomykorhizami a nemykorhiznimi koreny.
Procenta ECM korenovych spicek — Spickou se mysli posledni

rad vétveni korene omezeného rustu; Spickou nemyslime
vrchol korene!

Analytické metody - pomérné presna je metoda stanoveni
ergosterolu, ktera je zamérena pouze na zijici houbové
struktury (Nylund, Wallander 1992). Jesté presné;jsi jsou
metody vyuzivajici specifické fosfolipidové mastné kyseliny,
které jsou schopné eliminovat nemykorhizni houboveé struktury
(Gryndler et al. 2004).

Stabilni izotopy 13C a 15N - v posledni dobé se stale vice

uplatiuji i pro tyto ucely metody pomoci stabilnich izotopu 13C
a 15N (Wallander et al. 2004).



Ektomykorhiza Nemykorhizni kofenova Spicka




Sledovani vyvoje EKM

Korenovd okna - Kofenova okna jsou Sikmo na plidu polozené sklenéné nebo
plexisklové desky. Desky musi byt v tésném styku s plidou a musi byt zakryty pred
svétlem. Sledujeme prevainé rlst korenu, ktery zaznamenavame pomoci
fotoaparatu Ci zakreslovanim pfimo na desku, ale i vyvoj, zivotnost a rozlozeni
ektomykorhiz (Smith et al., 2000).

Rhizoskop - rhizoskop je plexisklova trubka Sikmo zavrtana do pUdy. Jeji povrch je z
vnitrku sniman videokamerou ¢i fotoaparatem. Sledujeme rust, vyvoj a rozlozeni
ektomykorhiz .

Sacky pro vristani kofenti (ingrowth backs, ingrowth cores) - prorastavé pytliky ze
sitoviny (@ ok 1mm) kterou prorUstaji kofeny. Sitka je vyplnéna materidlem, ktery
je vykopan v misté vlozeni sitky do pady. Musime dodrzZet rozloZeni a tloustku
horizontu. Sledujeme schopnost rlstu a regenerace korent (Godbold et al. 2003).
Proriistavé sitky - zapichuji se kolma do ptdy; Po roce se sitky z pady vyfiznou.
Vyfizne se sonda hluboka na délku sitky a Siroka 5 cm na kazdou stranu od sitky a
dlouhd na sirku sitky. SlouzZi ke zjiStovani prorastani (regeneracni schopnosti)
jemnych korend.

Odbér od stromu - odbér od stromu se provadi v pfipadé, ze chceme znat stav
ECM systému sledovaného stromu. Koren sledujeme od korenového nabéhu az

k jemnym korfenlm; postupujeme jemnym vyhrabdvanim korene az se dostaneme
k jemnym korfenlm a k jejich Spickam.



Ukazka rhizoskopu
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. http://www.geert.com/minirhizotron/RhizoSchema2.jpg
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Ukazka pouziti rhizoskopu

Aerial Wire-Network

. http://ccb.cmsdev.ucr.edu/amarss_posts/color-diagram.jpg



Zpracovani snimku z rhizoskopu

% RooTracker 2.0.3
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Zjistovani fazi vyvoje a trid vitality ektomykorhiz

)

Faze |  Faze?2 Faze 3 Faze 4 Faze 5
Korenové Spicky

(Cudlin, Chmelikova 1999)

faze 1 - SpiCka s aktivnim meristémem

faze 2 - SpiCka s kofenovym vlasenim

faze 3 -nemykorhizni Spicka,

faze 4 - pocCatecCni stadium rozvoje mykorhizy
faze 5 - plné vyvinuta mykorhiza



Tridy vitality

T-turgidni

D- mrtvé




Uréovani jednotlivych fazi vyvoje
mykorrhiz pod binokularni lupou

Korenova spicka 5/T,
modre zvyraznény je
mykorhizni plast,
Vybrané snimky ¢asto se opakujicich fazi priény fez kofenovou
vyvoje a tFid vitality ve vzorcich
kofenoyych-systéma smrku ztepilého
(Picea Ibies /L./ Karst.).

Spickou.

-

Korenova spic¢ka 5/T,
ulomena spicka 5/D.

-
Korfenova spicka 1/S.

Korenova spicka 4/S (bez
vytvoreného mykorhiz-niho
pldsté, trida vitality S.

-

-
Korenova spiéka 5/D, v
modrém kruhu je patrné
odstranéni povrchu

plasté tak, aby pod

binolupou byla vidét
primarni kdra.
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Porovnani hloubky ostrosti snimku ze scanneru (vlevo) a
binolupy (vpravo) pfi pfiblizné stejném zvétseni
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Zjistovani biodiverzity ektomykorhiznich (ECM)
symbiontu

Sbeér plodnic - plodnice sbirame v dobé fruktifikace 3 — 6 krat za
sezonu, vétsinou v tfitydennich intervalech. Zjistujeme pocet
druh( a pocet plodnic jednotlivych druh. Jde o nélikalety
vyzkum. Pomér saprofytickych a mykorhiznich druht hub muze

naznacit néco o stavu lesniho ekosystému (normalni je pomér
1>=1.

Kultivace mycelia — provadi se ze sterilné ziskané casti plodnice
na specialnich agarovych médiich

Popis morfotypi - ektomykorhizy lze rozlisit do jednotlivych
morfotypu na zdkladé morfologickych znakd, prip. mizeme
pouzit i mikroskopické znaky na rezech (Agerer, Rembold 2004-
2008). Na zakladé zjisténych morfotypu a jejich opakovani
muUzeme pomoci indexl biodiverzity usuzovat na stav
spolecenstva EKM.

Metody molekularni biologie



Zjistovani diverzity ektomykorhiznich (ECM) morfotypl

 Menhniktv index biodiverzity

S pocCet morfotypu

A / N pocCet morfotypu s opakovanim

* VysSiindex = vyssi biodiverzita

DMn —




Vyuziti molekularnich metod ve vyzkumu mykorhiz

Martina Vasutova

Osnova Doporucena literatura

evyznam molekularnich metod pro studium

mykorhiz Smarda J. et al. (2005): Metody molekularni

, , L, biologie. — Brno.
*sekvenovani, porovnavani ITS rDNA

Capkova-Frydrychova R. et al.: Kurz

*pyrosekvenovani
_ zakladnich metod molekularni biologie. —
*real time PCR www.bc.cas.cz/doc/ekotech/study/ZMMB4.p

df

Cvrekova F.: Uvod do praktické
bioinformatiky. — Academia.


http://www.bc.cas.cz/doc/ekotech/study/ZMMB4.pdf
http://www.bc.cas.cz/doc/ekotech/study/ZMMB4.pdf

Sekvenovani, porovnavani sekvenci

Standardni metoda

izolace DNA
namnozeni ITS rDNA (PCR)
vizualizace gelovou elektroforézou

sekvenovani (formou sluzby)

v w e

porovnavani sekvenci

Nevyhody: cena, chybna data v
databazich, pracnost

Genomova
DNA ze
Spicek

i‘\"‘

AN \ n’
4"'«*“»”‘«)‘ '\

N
Tk
X X

N
‘ A0 i

Genomova DNA ze 3picek
— amplifikovany ITS usek
DNA houboveého
symbionta



Izolace DNA

PCR
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FLUORESCENT MARKERS IMPROVE SEQUENCING

EFFICIENCY. 0 aryp

dd
ddATP “orp aaTTP
ddGTP dGTp
DNA polymerase

Template DNA
«G web o

A s wmnsG
MugQ | s

Long -
fragments ﬂ

=2
‘E C
X A
A
Short & ‘ G

fragments Cahillary Output

tube
Figure 20-1 Biological Science, 2/e

1. Do one sequencing reaction
instead of four. Reaction mix
contains ddATP, ddTTP, ddGTP,
ddCTP with distinct fluorescent
markers. (With radioactive labels,
four reactions are needed—one
labeled ddNTP at a time.)

2. Fragments that result have
distinctive labels.

3. Separate fragments via electro-
phoresis in mass-produced, gel-
filled capillary tubes. Automated
sequencing machine reads output.

© 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.



Uprava sekvence, identifikace druhu

>BK231_ITS4
AGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATTACAMGCG
AGGGTTGTCGTGGCCTCTCGGGGCATGTGCACGCCCGA
GCCATCCCCCCAACAAACACCGTGGGCCTTCGGGLLCGC
GTATATTTACTCTGAATGTGTATAGAATGTAAACCATTTGTT
TGCCCTGAAAAAGCAAACGAAAAAAAATACAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC

GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATTTTCAGTGAAT = RPS—
CATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCC RS R ——
GAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATCCTCAACCG S e
CG CCGA-I_I-GA-I_I_I-CG GTGGGGC-I_I-G GAC-I_I_I-G GAG CGT What is Species Hypothesis? What are reference and ;epresentative UNITE Community

se
AR Mmh

Species Hypothesis - an’ cies of (R fS) sewes as a name
individuals that share a given set of observed h f th Sp s Hypo th and is chosen by UNITE list

File Edit View Help
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454 - pyrosekvenovani

Nova metoda ke studiu mykorhiz

Zalozena na detekci pyrofosfatu, ktery je vedlejsim produktem polymerizace DNA.
Vznika poté co DNA polymeraza inkorporuje dNTP do prodluzujiciho se retézce.
Neékolika enzymatickymi kroky je pyrofosfat konvertovan na ATP které pohani
luciferazovou reakci. Proto je pozorovana svételna emise, kdyz je do rostouciho

retézce DNA pridan dalsi nukleotid.

lzolace DNA, 2 PCR, emulzni PCR, pyrosekvenovani

UmozZnuje analyzu celého spolecenstva, ca 60-150 tis readu (ca 35 tis K¢)



Real time PCR

Zjisténi biomasy konkrétniho druhu

Detekce prubéhu reakce (flurescencni znaceni) — specialni cycler

Konstrukce amplifikacnich kfivek (1) ,background" fazi 2) exponencidlni faze 3) faze platd

Hodnota ,treshold cycle” CT — Cislo cyklu, v némz kfivka dosahne exponencialni faze

Linearni vztah mezi logaritmem startovniho poctu templatovych kopii a CT prislusné amplifikacni kfivky

8| (Ny),=10° T
@ 2 KALIBRACNI PRIMKA
7 (Ng),=10
% (N,)a= - “standard curve”
3 -
= E
m
N - Ng = vychozi koncentrace
@
= C; = “threshold cycle”
Slecesecfocdfocde fluorescengni 3p-----F . ‘ !
| I prah R EC R
| | | |
I I R S g g e g Ao L L S s
[ [ [ [ |\
| | | | I |
(C)y (CpY, (Cp; pocetcykll (C); (C), (C)s Ct

http://www.generi-biotech.com/real-time-pcr-sondy-kvantitativni-real-time-pcr/



