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SOUHRN

Vyznamnou roli v obrannych procesech rostlin hraji geny, jejichz Groven exprese muze byt
ovlivnéna v duasledku napadeni rostliny patogenem. Stanoveni miry exprese téchto gend umoziuje
posoudit jaky vliv maji na daného rostlinného hostitele nejen patogenni, ale také endofytické houby, jez
mohou zasadnim zpisobem ovlivnit obranyschopnost nékterych rostlin navozenim stavu indukované
rezistence.

Teoreticka Cast této prace je zameéfena na charakterizaci endofytickych (Serendipita indica,
Microdochium bolleyi) a patogennich hub (Ceratobasidium cereale, Fusarium culmorum)
a modelového organismu Brachypodium distachyon. Dale se zabyva imunitou rostlin, vcetné
antifungalnich proteint a fytohormont, jez se podileji na zprostfedkovani obranné reakce rostlin
na napadeni patogenem a také indukovanou rezistenci. V neposledni fadé jsou zde popsany faktory
podminujici rozvoj mutualistické¢ho vztahu mezi endofytem a rostlinou, a predevsim zplisob a vyznam
stanoveni trovné exprese genu zapojenych do obrannych procesu rostlin.

Cilem experimentalni ¢asti této prace bylo zjistit, jakym zpusobem reaguje modelova rostlina
B. distachyon na napadeni patogennimi houbami a na pfitomnost endofytickych hub na zaklad¢
stanoveni miry exprese Sesti gent (BdPR-1, BACHIT, BAPOX2, BALOX3, BAWRKY41, BAEIN3) pomoci
kvantitativni Real-time PCR ve spojeni sreverzni transkripci (RT-gPCR). V pfipad¢ patogenu
C. cereale a F. culmorum byl prokazan statisticky vyznamny vliv na expresi geni BdPR-1, BACHIT,
BdPOX2. Exprese genu BACHIT a BAPOX?2 byla rovnéz ovlivnéna endofytem M. bolleyi. Endofyticka

houba S. indica neméla na expresi zadn¢ho z testovanych genu statisticky vyznamny vliv.
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SUMMARY

In order to find out how plants defend themselves against various pathogens, the expression
of plant defense genes induced upon a pathogen attack can be measured. Changes in the expression
of these genes can reveal the specific mechanisms that play an important role in plant defense-related
processes against pathogenic fungi and the effect of endophytic fungi on a given plant host. The
importance of studying endophytic fungi lies in their ability to enhance the defensive capacity of many
plant species by induced systemic resistance.

The aim of theoretical part was to characterize endophytic (Serendipita indica, Microdochium
bolleyi) and pathogenic (Ceratobasidium cereale, Fusarium culmorum) fungi as well as a model
organism Brachypodium distachyon. It further focuses on the description of plant immunity including
the above-mentioned induced systemic resistance and antifungal proteins and phytohormones involved
in plant host defense response to pathogen attack. Different factors affecting the formation of mutualistic
relationship between endophyte and plant and especially the methods used to determine the expression
levels of plant defense genes are also described.

The aim of experimental part was to measure expression levels of six plant defense genes (BdPR- 1,
BdCHIT, BAPOX2, BdLOX3, BAIWRKY41, BdEIN3) by quantitative reverse transcription Real-time PCR
to find out how the plant host (B. distachyon) responds to pathogen infection or endophytic colonization.
The expression of BdAPR-1, BACHIT, BdPOX2 was affected (upregulated) by both pathogenic fungi
C. cereale and F. culmorum. The endophytic fungus M. bolleyi affected only the expression of BACHIT
and BdPOX?2. There weren't any changes in the expression of any of the tested genes in plants colonized

by the endophytic fungus S. indica.
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1 UvVoD

Imunitni systém rostlin je pfedstavovan mechanismy a strukturnimi bariérami, které maji
rostliny k dispozici po celou dobu svého Zivota a obrannymi mechanismy, které jsou spustény az po
kontaktu s patogenem. Vyznamnou roli ve zprostfedkovani imunitni reakce rostlin hraji rostlinné
hormony, jez ovliviiuji expresi fady genli. Takové geny se nazyvaji fytohormon-responzivni geny
a predstavuji vhodny nastroj ke studiu reakce rostlin na napadeni patogenem, jelikoz jejich pozménéna
exprese muze odrazet typ mechanismd, které rostlina za ucelem obrany vyuziva. Stejné€ tak umoziuji
posoudit, jaky vliv maji na rostliny endofytické houby. Uroveri genové exprese mize byt stanovena
napiiklad pomoci kvantitativni Real-time PCR.

Dlouhodobou snahou je zvySeni odolnosti zejména zeméd¢lsky vyznamnych plodin vici
zavaznym houbovym patogenum jako je napriklad Fusarium culmorum a Ceratobasidium cereale, a to
prostfednictvim indukované rezistence. Navozeni indukované rezistence muaze byt provedeno nejen
pomoci chemickych, ale i biologickych induktort, které jsou k Zivotnimu prostfedi mnohem Setrnéjsi
amohly by pfispét k snizenému pouzivani fungicidiu. Biologickymi induktory mohou byt nckteré
prospésné mikroorganismy, jako jsou endofytické houby, coz je také jeden z duvodu, pro¢ jsou tyto
organismy ¢im dal cCastéji predmétem zkoumani fady studii. Konkrétnim pfikladem mize byt
endofyticka houba Serendipita indica, kterou lze v dnesni dobé povazovat za jednu z nejvice slibnych
a u¢innych potencialnich biologickych induktorti. Tato houba je schopna kolonizovat fadu rostlinnych
druhu, pficemz podporuje jejich rust a vyvoj a také bylo prokazano, Ze indukuje obranné mechanismy
vuci biotickému a abiotickému stresu. Podobny uc¢inek vykazuje u nékterych rostlinnych druhti i houba
Microdochium bolleyi. Hlavni vyznam vyuZziti endofytt jako biologickych induktoru spociva v jejich
schopnosti vyvolat stav zvySené obranyschopnosti rostlin zvany ‘priming’, ktery je zakladem
indukované systémové rezistence. Diky tomu se poté zpravidla celé rostliny stavaji rezistentni vuci

n¢kolika patogenum.



2 CILE PRACE

Cilem teoretické Casti této prace je vypracovani literarni reSerSe se zaméfenim na charakterizaci
endofytickych hub (Serendipita indica, Microdochium bolleyi) a patogennich hub (Fusarium culmorum,
Ceratobasidium cereale), dale pak popis modelového organismu Brachypodium distachyon véetné€ jeho
vyznamu v ramci vyzkumu obilovin a také popis soucasnych znalosti o rostlinn¢ imunité. V neposledni
fad¢ jsou zde popsany geny, jejichz exprese muze byt ovlivnéna rostlinnymi hormony v rameci reakce
rostliny na napadeni patogenem ¢i kolonizaci endofyty.

Cilem praktické ¢asti je méfeni exprese genu zapojenych do obrannych reakci rostlin pomoci
metody kvantitativni Real-time PCR za ucelem posouzeni reakce rostliny (B. distachyon) na napadeni

patogeny (C. cereale, F. culmorum) nebo inokulaci endofyty (S. indica, M. bolleyi).



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakterizace organismu
3.1.1  Serendipita indica (syn. Piriformospora indica)

Endofyticka houba Serendipita indica byla poprvé objevena v kofenech xerofytl rostoucich
v Tharské pousti v zapadni Indii v roce 1992 (Verma et al., 1998; Varma et al., 1999). Radi se mezi
kotfenové endofyty z oddéleni Basidiomycota, konkrétné do nové vytvorené celedi Sebacinaceae a fadu
Sebacinales, kam byla zafazena na zaklad¢ sekvence 18S rRNA (Weiss et al., 2004). V mnoha aspektech
se podoba arbuskularnim mykorrhiznim houbam, nicméné hlavni rozdil, ktery ji od téchto hub odlisuje,
je moznost jeji kultivace v axenické kultufe (Unnikumar et al., 2013; Gill et al., 2016). Co se tyce
morfologie, hyfy této houby jsou bilé, téméft hyalinni s tenkou bunécnou sténou, rozdélené nepravidelné
rozmisténymi prepazkami (Unnikumar et al., 2013). Pramér hyf se pohybuje od 0.7 do 3,5 um a na
jejich koncich se vytvari chlamydospory hruskovitého tvaru, a to bud’ jednotlivé nebo v klastrech
(Unnikumar et al., 2013). Velikost genomu S. indica je 24,97 Mb (Fesel et Zuccaro, 2016).

Hlavni vyznam této houby spociva v jeji schopnosti navazat symbioticky vztah s fadou
rostlinnych hostitelt (zastupci bryofyta, pteridofytnich, nahosemennych a krytosemennych rostlin)
(Varma et al., 1999; Borowicz, 2001; Shahollari et al., 2005; Deshmukh et al., 2006; Franken, 2012),
béhem kterého jim muze pfinaset velké mnozstvi vyhod (Singhal er al., 2017). Velmi ¢asto jde tedy
0 souziti, jez je prospésné pro oba zucastnéné organismy (Deshmukh et al., 2006; Saleem et al., 2022).
Schopnost S. indica kolonizovat kofeny takové Siroké skaly hostiteli (nejen cévnatych rostlin)
naznacuje, ze si tato houba vyvinula velmi efektivni strategie kolonizace (Unnikumar et al., 2013).
Proces kolonizace kofenti houbou S. indica zahrnuje n¢kolik kroku; za¢ina kli¢enim chlamydospor na
povrchu kofend nasledované penetraci do zivych bun¢k rhizodermis a kortikalnich bunék, poté jsou
kofeny pokryty hyfami z vnéjsku, nicméné houba se nikdy nedostava dovnitf cévnich svazku
(Deshmukh et al., 2006; Jacobs et al., 2011; Unnikumar et al., 2013). Uvnitf kortikalnich bun¢k vytvari
tato houba specifické struktury, které¢ pripominaji arbuskuly mykorrhiznich hub (Deshmukh et al.,
2006). Posledni faze kolonizace je asociovana s bunéénou smrti (Unnikumar er al., 2013). Bylo
prokazano, ze v ranych fazich kolonizace se S. indica chova jako biotrof a mezi 3. az 5. dnem po
inokulaci pfechazi na saprotrofni zpiisob Zivota (Deshmukh ef al., 2006). Pro tuto fazi zivotniho cyklu
je typicka rozsahla kolonizace mrtvych bun¢k hostitele a postupny rozklad bunééné stény kortikalnich
bunék (Seéié er al., 2021). Nicméné i v této fazi je piitomnost této houby pro rostlinu vyhodna (Seéi¢
etal.,2021).

S. indica napomaha svému hostiteli pfijimat ¢i ziskavat n¢které ziviny (napf. zvysSuje asimilaci
dusic¢nanu a rozpustnych a nerozpustnych forem fosforu) a také prispiva k jeho zvysSené odolnosti vici
abiotickému a biotickému stresu (napf. teplotnimu, solnému stresu a také patogenim) (Unnikumar et al.,
2013). Prikladem mechanismu jakym S. indica zvySuje pfijem dusi¢nani svého hostitele je zvyseni

exprese genu pro nitrat reduktazu v hostiteli (Unnikumar et al., 2013). Stejné tak bylo zjisténo, Ze



u n¢kterych rostlin zpusobuje narust v hladiné enzymu podilejiciho se na degradaci Skrobu (angl.
glucan-water dikinase) v kofenech a vyhoncich (Sherameti ef al., 2005, 2008). ZvySena odolnost vuci
suchu u rostlin, které byly kolonizovany houbou S. indica souvisi s naristem hladiny antioxidacnich
enzymu, coz bylo pozorovano napf. u jecmene (Baltruschat et al., 2008). S. indica rovnéz stimuluje rust
rostlin, kliceni semen, Casné kveteni prostiednictvim produkce sekundarnich metaboliti (Unnikumar
et al., 2013; Singhal et al., 2017) a obecné se podili na naristu biomasy plodin, a tedy i jejich vynosu
(Varma et al., 1999, 2001; Yadav et al., 2010). Pozitivni vliv endofytu S. indica na rust a vyvoj, a tedy
i vynos byl také pozorovan u rostlin B. distachyon (Se¢i¢ et al., 2021). Stimulace ristu nékterych rostlin
muze byt dana schopnosti S. indica produkovat auxin anebo zvysSenou produkci tohoto hormonu
&i cytokininu v daném hostiteli (Se¢ié er al., 2021). Potencialné by S. indica mohla byt vyuzita jako
pfirodni herbicid ¢i hnojivo (Singhal et al., 2017). Obecné lze fict, Ze diky snadné kultivaci in vitro
amoznosti jejiho vyuziti, jak v genetickém, tak molekularnim vyzkumu, ma tato houba obrovsky

potencial v riznych odvétvich pouziti (obr. 1) (Unnikumar et al., 2013).
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Obrazek 1: Vyznam endofytické houby Serendipita indica a moznosti jejiho vyuziti (Singhal
etal.,2017)



3.1.2  Microdochium bolleyi

Microdochium bolleyi je druh houby z odd€leni Ascomycota, pododdéleni Pezizomycotina,
tridy Sordariomycetes, fadu Xylariales a celedi Microdochiacea (Hernandez-Restrepo et al., 2016).
Co se tyce zpusobu zivota, M. bolleyi je povazovana za endofytickou houbu, konkrétné ze specifické
skupiny endofyti zvané ‘dark-septate septate endohytes (DSE)” (Rothen er al., 2018). Spolecnym
znakem zastupci této skupiny jsou tmav¢ zbarvené hyfy s prepazkami, chlamydosporami
a mikrosklerocii (Rothen et al., 2018). Charakteristickym znakem M. bolleyi jsou konidie ve tvaru
pulmésice (Hernandez-Restrepo et al., 2016) a in vitro lze pozorovat hyfy tmavé hnédé barvy, které
mohou produkovat oranzovy pigment (De Hoog et Hermanides-Nijhof, 1977). Velikost genomu
M. bolleyi je 38,84 Mbp (David et al., 2016a). Endofytické houby ze skupiny DSE kolonizuji intra nebo
intercelularné parenchym kofent (Jumpponen et Trappe, 1998) bez vyvolani pfiznakii infekce u dané¢ho
rostlinného hostitele (Jumpponen, 2001). Vyskyt M. bolleyi byl zaznamenan predevs§im v kofenech
¢i bazich stébel raznych druht trav a obilovin (pSenice, je¢men) (Salt, 1976; Reinecke, 1978). Prestoze
se M. bolleyi uvnitf mnoha svych hostitelii chova jako endofyt, byly zaznamenany pfipady, kdy tato
houba vykazuje slabou patogenitu (Kirk ef Deacon, 1987ab). Obecné lze fict, ze fada druhu
endofytickych hub se fadi do taxonu, jejichZ zastupci jsou typicky patogenni ¢i saprotrofni houby
(Galindo-Solis et Fernandez, 2022; Akram et al., 2023). Z toho divodu se pak mohou endofytické
houby kolonizujici n¢které rostliny stat patogenni, a to zejména pokud dojde ke zménam podminek
prostredi a hostitel je vystaven nahlému stresu (Galindo-Solis ef Fernandez, 2022; Akram et al., 2023).

Hlavni vyznam houby M. bolleyi spociva v jeji schopnosti poskytnout rostlinam odolnost vuci
riznym patogenum a stejné tak je muze chranit pred suchem a nepfiznivymi teplotami. Pozitivni vliv
této endofytické houby byl pozorovan napftiklad u pSenice ¢i je¢mene, a to predev§im ve smyslu jejich
ochrany pfed fadou patogennich hub jako je Gaeumannomyces graminis var. tritici (Kirk et Deacon,
1987a; Shadmani et al., 2018) ¢i Fusarium culmorum (Knudsen et al., 1995; Duczek, 1997). Dale pak
M. bolleyi podporuje i samotny rust a vyvoj pSenice a jeCmene (Shadmani et al., 2018). Pozitivni pfinos
M. bolleyi muze byt rovnéz spatfen u urcitych druhi trav rostoucich na pobfeznich pisecnych dunach,
kde jsou tyto rostliny vystaveny mnoha nepfiznivym podminkam (napf. pudy s minimalni vlhkosti
anedostatkem zivin) (David et al., 2016b). Preziti v t€chto oblastech jim pravdépodobné umoziuji
této houby (podobné jako u S. indica) v§ak pravdépodobné spociva v jejim vyuzitim v ramci biologické
ochrany rostlin. Ukazuje se totiz, ze endofytické houby mohou byt vyuzity u fady rostlin k vyvolani

stavu zvan¢ho indukované rezistence (Conrath et al., 2006; Reglinski et al., 2023).



3.1.3  Fusarium culmorum

Fusarium culmorum je vSudypfitomny druh houby z oddéleni Ascomycota, jez se dale radi do
pododdéleni Pezizomycotina, tfidy Sordariomycetes, fadu Hypocreales, ¢eledi Nectriaceac a rodu
Fusarium (Scherm et al., 2013). Zastupci rodu Fusarium jsou béZnou soucasti mikroflory vSech poli
(Ort, 2007). F. culmorum ma schopnost saprotrofniho zpusobu zivota (Scherm et al., 2013), nicméné
jako tzv. fakultativni parazit zpusobuje fadu chorob u obilovin souhrnné oznacovanych jako fuzariozy,
a to predevsim u psenice a jeémene (Scherm et al., 2013). V pripadé pSenice se jedna bud’ o klasové
fuzariozy (angl. Fusarium head blight, FHB) ¢i fuzariovou hnilobu kofene (angl. Fusarium root rot,
FRR) (Akinsanmi et al., 2006; Aoki et al., 2012; Scherm et al., 2013). Tato houba je také znama jako
tzv. poskliziiovy patogen (angl. post harvest pathogen), jelikoz napada zejména Cerstvé sklizena zrna,
ktera jesté nebyla ususena nebo spravné uskladnéna (Aldred ef Magan, 2004; Magan et al., 2003, 2010;
Lowe et al., 2010; Eifler et al., 2011). To v kone¢ném dusledku vede ke kontaminaci zrmm mykotoxiny
a snizeni vynosu a kvality zemédélsky vyznamnych plodin (Scherm et al., 2013). Pravé schopnost
zastupcu z rodu Fusarium produkovat mykotoxiny je jednim z hlavnich davodi, pro¢ tyto patogeny
zpusobuji tak velké ckonomické ztraty (Kant er al., 2011). Produkce mykotoxini, jako jsou
trichotheceny a estrogenni mykotoxiny nivalenol (NIV) ¢i deoxynivalenol (DON) a zearalenon (Kant
et al.,2011), je vSak zna¢n¢ ovlivnéna teplotou a vlhkosti (Tanaka et al., 1988; Homdork et al., 2000).
Zejména pak produkce trichothecent je podminéna vysokou vlhkosti (Llorens ef al., 2004) a je fizena
expresi genu TRIS, ktery kdduje kliGovy enzym biosyntézy trichothecent, a to trichodien synthazu
(Kang et Buchenauer, 2002; Beccari ef al., 2011).

F. culmorum napada jak nadzemni, tak podzemni ¢asti (Ort, 2007). Pfiznaky fuzariové hniloby
kofene se mohou lisit v zavislosti na tom, kdy je rostlina napadena. Pokud dojde k napadeni v raném
vyvojovém stadiu dan¢ rostliny, tzn. ihned po zaseti nebo tésné pred nebo po vykli¢eni, dojde ke smrti
a lze pozorovat nahnédlé diskolorace na koleoptile a kofenech (Scherm er al., 2013). Pokud dojde
k infekci v pokrodilejsim stadiu vyvoje, tak poté lze na prvnich dvou nebo tfech internodii hlavniho
stébla pozorovat hnédé 1¢ze a také dochazi k odumfeni odnozi (Scherm et al., 2013). Za vysoké vlihkosti
lze pozorovat nacervenalé az rizové diskolorace na jednotlivych nodech, coZ je zpusobeno pfitomnosti
sporulujiciho mycelia (Scherm et al., 2013).

Klasova fuzaridza se projevuje vybélenymi klasky, pfi¢emz tuto zménu lze pozorovat pouze
u n¢kolika malo klaskti nebo v ramci celého klasu, a to zejména u rostliny psenice, ktera jesté zcela
nedosahla stadia zralosti (Scherm ef al., 2013). Zpocatku se infikované klasky jevi jako svétle hnédé
a pozd¢ji tmavnou, v dusledku napadeni zustanou prazdné nebo obsahuji svrastélé do Seda ¢i hnéda
zbarven¢ obilky (Scherm er al., 2013). Navic v oblasti baze klasku 1ze pfi vysoké vlhkosti pozorovat
razovo-oranzova sporodochia (Scherm et al., 2013). Podobn¢ jako ostatni patogeny zpusobujici klasové
fuzaridézy se F. culmorum na pocatku infekce chova jako biotrof, avSak jakmile za¢ne produkovat
trichotheceny a enzymy §tépici bunécnou sténu (angl. cell wall-degrading enzymes, CWDEs), stava se

z ni nekrotrof (Leonard er Bushnell, 2003).



Identifikace této houby muze byt zaloZena na detekci specifickych morfologickych znakii,
konkrétné tvaru makrokonidii na sporodochii, které tato houba tvorfi na prislusném agarovém médiu
(Scherm et al., 2013). Dalsi moznosti je vyuziti molekularniho zptsobu detekce, nejéastéji pomoci PCR
(Scherm et al., 2013). F. culmorum pieziva jako mycelium v nesklizenych zbytcich na polich, ptipadné
v pud¢ ve form¢ chlamydospor 2—4 roky (Cook, 1980; Inglis et Cook, 1986; Bateman ef al., 1998).
3.1.4  Ceratobasidium cereale

Ceratobasidium cereale (anam.: Rhizoctonia cerealis) je zastupce z oddéleni Basidiomycota,
vramci kterého se fadi do specifické skupiny hub oznacovanych jako Rhizoctonia-like (Rh-like)
spoleéné s dal§imi zastupci z Celedi Ceratobasidiaceae, Tullasnellaceae a fadu Sebacinales (Hamada
etal., 2011; Blesa et al., 2021). Zatimco nazev Rhizoctonia cerealis se pouziva pro anamorfni
(nepohlavni) stadium, Ceratobasidium cereale je nazev uzivany pro teleomorfni (pohlavni) stadium této
houby (Hamada et. al, 2011; Blesa ez al., 2021). Co se morfologie tyce, hyfy C. cereale jsou uzsi a rostou
pomaleji nez hyfy pfibuzného druhu R. solani a barva mycelia mize byt bila az hnéda (Hamada et al.,
2011). Vsechny buiky C. cereale maji dvé jadra, coz je dalSim znakem odliSujici tuto houbu od
R. solani, jejiz bunky maji jader nékolik (Hamada et al., 2011). Pfiznaky, které lze na rostlinach
pozorovat v dusledku infekce patogenem C. cereale, nejsou dostacujici k odliSeni tohoto organismu od
dalsich houbovych patogent rostlin, jako je napt. Oculimacula yallundae, zastupci z rodu Fusarium
¢l Microdochium nivale (Hamada et al., 2011). Molekulari metody, pfedev§im rizné typy PCR
poskytuji mnohem presnéjsi a spolehlivejsi zpusob detekee vétsiny fytopatogent (Hamada et al., 2011).

C. cereale se fadi mezi pudni patogeny rostlin, které velmi ¢asto zpusobuji rozsahlé poskozeni
zeméd€lskych plodin, jelikoz své hostitele omezuji v pfijmu vody a Zivin a nasledkem toho snizuji
ijejich vynos a kvalitu (Hamada et al., 2011). Navic infekce timto patogenem zpusobuje zvysenou
kolonizaci postizenych rostlin (zejména obilek) dal§imi houbami, at” uz patogennimi (F. culmorum)
nebo nepatogennimi (M. bolleyi) druhy (Lemanczyk et Kwasna, 2013). C. cereale pieziva v pudé nebo
na poskliziiovych infikovanych zbytcich v podobé sklerocii a mycelii, pfi¢emz neprodukuje asexualni
spory (Hamada et al., 2011). Jedna se o patogenni houbu se Sirokym spektrem hostitelti (mize napadat
obiloviny, bavlnik, lilek brambor, cukrovou fepu ¢i nékteré lusténiny), u kterych zpusobuje rizné typy
onemocnéni (Kataria et Hoffmann, 1988; Tomaso-Peterson et Trevathan, 2007). Houba C. cereale je
obzvlast¢ vyznamnym patogenem psSenice, a to v riznych oblastech po celém svéte, jelikoz u ni
zpusobuje zavazné onemocnéni zvan¢é lemovana stébelna skvrnitost (angl. sharp eyespot disease)
(Hamada et al., 2011; Li et al., 2014; Rostlinolékarsky portal ( eagri. cz)). Jak nazev napovida, jedna se
o chorobu baze stébel, ale stejn¢ tak tato choroba postihuje 1 kofeny (Lemanczyk et Kwasna, 2013).

C. cereale napada rostliny pSenice v jakékoli vyvojové fazi (Hamada et al., 2011), a to zejména
kofeny a baze stébel, pficemz vyrazné poskozeni zpusobuje lemovana stébelna skvrnitost predevsim
umladych rostlin (Innocenti et al., 2003; Hamada er al., 2011). U dospélych rostlin pSenice se
charakteristické symptomy objevuji na spodnich castech listovych pochev a stébel, a to v podob¢

ovalnych skvrn s tmavymi okraji (odtud angl. nazev sharp eyespot disease) (Hamada et al., 2011).
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U infikovanych rostlin pSenice dochazi mimo jiné i ke zniceni transportnich pletiv, coz poté vede
k blokaci transportu latek nutnych pro vyzivu rostliny (Hamada er al., 2011). VCasna a spravna
identifikace je nezbytna pro vybér spravného fungicidu pro oSetieni infikovanych rostlin (Hamada et al.,

2011).

3.1.5  Brachypodium distachyon

Brachypodium distachyon je druh travy z rodu Brachypodium, z podéeledi Pooideae a ¢eledi
Poaceae, ktera zahrnuje dalSich 11 podéeledi (Kellogg, 2015). Tento druh travy se svymi vlastnostmi
podoba predevs§im psenici (Triticum), jeCmenu (Hordeum) a ryzi (Oryza), nicmén¢ blizce pribuznym
druhem je pSenice (Kellogg, 2015). Je tedy vice pravdépodobné, ze tytéz znaky, které maji puvod
ve spolecném predku se budou soucasné vyskytovat u pSenice a B. distachyon, ale nikoliv u ryze
(Kellogg, 2015). Piedpoklada se, ze B. distachyon se spole¢né s pSenici a jeémenem od spole¢ného
pfedka oddélily asi pfed 40 miliony lety (International Brachypodium Initiative, 2010). Druh
B. distachyon je puvodem ze Stfedomofi, ale postupné se celosvetove rozs§ifil do oblasti mirného pasma
(Catalan et al., 2012). Co se morfologie tyce, B. distachyon je rostlina relativné¢ malého vzristu (15—
20 cm) ( Li et al., 2012), ma 2 nebo 3 prasniky (Catalan et al., 2012; Kellogg, 2015) a pocet klasku se
pohybuje v rozmezi 5 az 9.

B. distachyon je modelovy organismus jednod€loznych rostlin (zejména obilovin), ktery se
vyznacuje vyhodnymi vlastnostmi jako je kratka generacni doba (za 6—8 tydnu vytvoii semena; ‘6—8
weeks from seed to seed’) (Garvin et al., 2008; Scholthof et al., 2018), maly diploidni kompaktni genom
(asi 300 Mbp), ktery jiz byl zcela osekvenovan a oproti napfiklad pSenici obsahuje mnohem méné
repetitivni DNA (International Brachypodium Initiative, 2010). Pro B. distachyon je také typicka
samosprasnost, to znamena, z¢ jiz po dvou generacich samooplozeni lze ziskat homogenni (inbrédni)
linie (Vogel et al., 2009). Také je vyhodné, Ze mize byt geneticky transformovan pomoci bakterie
Agrobacterium (Draper et al., 2001; Thole et al., 2010; Bragg et al., 2012; Dalmais et al., 2013;
International Brachypodium Initiative, 2010).
3.1.5.1 Moznosti vyuziti organismu Brachypodium distachyon

Domestikace obilovin vedla k drastickému sniZzeni jejich genetické diverzity ve srovnani
s ptibuznymi divokymi druhy (Buckler et al., 2001). Nicméné druh B. distachyon nebyl nikdy
domestikovan, a tudiZ je u n¢j zachovana maximalni geneticka variabilita, coz je také divodem, pro¢
tento druh muze slouzit jako modelova obilovina ve vyzkumu v oblastech funkéni genomiky (Girin
et al., 2014). Diky tomu lze snadno identifikovat funkci kliCovych genli podminujici agronomicky
vyhodné znaky, pficemz diky vysoké syntenii mezi chromozomy B. distachyon a pSenice ¢i jeCmene
a na zaklad¢ identifikace markert v t€sné vazb€ s vyznamnymi geny, 1ze i u téchto pfibuznych druha
nasledn¢ nalézt tyto geny (Girin er al., 2014). Velmi casto je cilem nalézt geny, které podminuji
rezistenci vuci patogentum napadajici obiloviny, vzhledem k charakteru genomu psenice, ktery je vysoce

komplexni a polyploidni, je v§ak tento proces velice obtizny (Fitzgerald et al., 2015).



Nicméné geneticka rezistence je idealnim zpusobem ochrany rostlin pfed patogeny. Tudiz je
vyhodné mit k dispozici modelovy organismus jako je pravé B. distachyon, jehoz genom je mnohem
mensi, a navic se ukazuje, ze miZze byt infikovan fadou patogenii napadajici obiloviny (Girin
etal.,2014). Lze tedy na ném studovat vliv a zpusob interakce houbovych patogent se zemédélsky
vyznamnymi obilovinami, pficemz to pak muze samotnou identifikaci vyznamnych gent usnadnit
(Fitzgerald et al., 2015). Peraldi et al., 2011 prokazali, ze B. distachyon muze byt snadno infikovan jak
patogenem F. culmorum, tak F. graminearum, a to prostfednictvim metod, jez jsou vyuzivany
k inokulaci a tedy k vyvolani onemocnéni klasova fuzariéza u psenice. Dale muze byt B. distachyon
napaden i n¢kterym druhem rzi, konkrétné druhem Puccinia brachypodii, pfiCemz tento patogen se
nejvice podoba patogenu Puccinia striiformis, ktery napada pSenici (Fitzgerald et al., 2015). Ukazuje se
vSak, ze B. distachyon vykazuje tzv. nehostitelskou rezistenci vici né¢kterym druhum rzi (Ayliffe
et al., 2013), coz je schopnost rostliny byt rezistentni vii¢i vS§em formam daného patogenu, at’ uz jde
o rasu, izolat anebo patovar (Fitzgerald et al., 2015). V nckterych pfipadech jiz bylo prokazano, Ze
schopnost nehostitelské rezistence je dédicna, a tudiz je B. distachyon idealnim kandidatem pro osvétleni
molekulami podstaty tohoto mechanismu (Ayliffe et al., 2013). Diky tomu lze identifikovat geny
podminujici rezistenci vuéi témto patogentim, pfi¢emz ve srovnani s psenici, je cely proces vzhledem
k charakteru genomu B. distachyon mnohem jednodussi. Stejné tak je B. distachyon vhodnym
organismem ke studiu reakce obilovin ¢i jinych druhu trav na napadeni patogeny ¢i hmyzem (Sandoya
et Buanafina, 2014). Pfi kontaktu rostliny s patogenem hraje dileZitou roli bunécna sténa, ktera
predstavuje prvni ochranou bariéru (Sandoya et Buanafina, 2014). Je tudiz dulezité, aby modelovy
organismus mimo jiné sdilel podobnou stavbu bunécné stény jako organismy, u kterych nelze danou
vlastnost pfimo studovat (Sandoya et Buanafina, 2014). To neplati pro modelovou rostlinu Arabidopsis
thaliana, coz je jeden z duvodu, pro¢ neni pro ucely studia riznych aspektii obilovin vhodna (Sandoya
et Buanafina, 2014).

3.2  Imunita rostlin

Mezi viibec prvni formu obrany rostlin patfi strukturni bariéry jako je bunééna sténa, kutikula,
kura ¢i trichomy (Freeman ef Beattie, 2008; Kant et al., 2011), pfipadné rizn¢ modifikace bunééné stény
v podobe¢ jejiho zesileni ligninem nebo tvorby kal6zovych papil v misté priniku patogenu do rostliny
(Freeman et Beattie, 2008; Sabol et Pilatova, 2020). Jedna se o tzv. pasivni obranné¢ mechanismy
(Freeman et Beattie, 2008), které¢ predstavuji prvni typ imunitni odpovédi rostlin (Sabol er Pilatova,
2020). Mezi tyto mechanismy se kromé fyzikalnich bariér fadi i razné chemické latky
s antimikrobialnim G¢inkem, a to zejména sekundarni metabolity jako jsou terpeny, alkaloidy, fenoly
(Freeman et Beattie, 2008). Druhym vyznamnym typem imunitni odpovédi rostlin jsou (aktivni)
obranné mechanismy, které jsou spustény az poté, co dojde k rozpoznani patogenu (Freeman et Beattie,
2008). Procesy, které jsou aktivovany az po rozpoznani daného patogenu predstavuji zaklad vrozené
imunity neboli bazalni rezistence rostlin (obr. 2) (Freeman et Beattie, 2008; Kant et al., 2011) a podle

Jones et Dangl, 2006 lze jejich prubéh rozd¢lit do Etyt fazi.



Prvni faze a zaroven prvni linie vrozeného imunitniho systému rostlin zahrnuje rozpoznani
tzv. konzervovanych molekulamich struktur MAMPs (z angl. Microbe-Associated Molecular Patterns)
prostrednictvim PRR receptorii (z angl. pattern recognition receptors) (Choi et Klessig, 2016), které jsou
lokalizované na vn&js$im povrchu cytoplazmatické membrany (Zipfel, 2014). PRR receptory mohou byt
bud’ receptorove kinazy nebo tzv. ‘receptor-like proteins” (RLPs) (Zipfel, 2014). Receptorové kinazy se
skladaji z extracelularni ¢asti, ktera umoziuje rozpoznani a vazbu ligandu, dale pak z transmembranoveé
casti a intracelulami ¢asti vyznacujici se kinazovou aktivitou (Zipfel, 2014). ‘Receptor-like’ proteiny
mayji podobnou stavbu, ale chybi jim intracelularni kinazova doména (Zipfel, 2014). MAMPs predstavuji
molekuly, jejichz chemicka struktura je obecn¢ konzervovana uvnitf riznych skupin organismu, ale
chybi u samotného hostitele, a proto je rozpoznava jako cizi (Choi et Klessig, 2016). MAMPs struktury
vyhradné patogenniho puvodu jsou nékdy oznaCované také jako tzv. PAMPs (z angl. Pathogen-
Associated Molecular Patterns) a pfikladem mohou byt bakterialni lipopolysacharidy, lipoproteiny,
peptidoglykany, elogacni faktor EF-Tu, flagellin nebo také B-glukan u oomycet a v pfipadé hub chitin
pritomny v bunécné sténé (Jones ef Dangl, 2006; Kant et al., 2011). Pfipadn¢ se mezi molekularni vzory
MAMPs tadi i tzv. DAMPs (z angl. cell wall derived Damage-Associated Molecular Patterns), které
predstavuji molekuly endogenniho puvodu, jez jsou uvoliiovany uvnitf daného hostitele po napadeni
patogenem (Jones et Dangl 2006; Boller er Felix, 2009) ¢i v dusledku vystaveni rostliny
environmentalnimu stresu (sucho, vysoka koncentrace soli) (Choi er Klessig, 2016). Konkrétn¢ se jedna
predevs§im o ulomky stavebnich jednotek bunécné stény rostlinné buriky, jako jsou slozky celulozy,
pektini (napf. oligogalakturonidy) a kutinu (Sabol er Pilatova, 2020) nebo také systemin
¢i extracelularni ATP (eATP) (Choi et Klessig, 2016).

Samotné rozpoznani téchto struktur receptory PRR vede k aktivaci signalni kaskady mitogeny
aktivovanych protein kinaz (=MAPK kaskady) a nasledkem toho dochazi ke spusténi exprese napriklad
genu WRKY (Nakagami et al., 2005; Kant et al., 2011; Choi et Klessig, 2016). Produkty WRKY genu
jsou DNA-vazebné proteiny, respektive transkripcni faktory obsahujici WRKY doménu (Kant ef al.,
2011), které se podileji na regulaci exprese fady genu, jejichz produkty hraji dilezitou roli
v antimikrobialni ochrané (napt. geny kodujici PR proteiny nebo enzymy syntetizujici antimikrobialni
latky-fytoalexiny) (Nakagami et al., 2005; Kant et al., 2011). Tato prvni uroveil/linie vrozen¢ho
imunitniho systému se oznacuje jako PAMP spusténa imunita (angl. PAMP-Triggered Immunity, PTI),
obecnéji jako MAMP spusténa imunita (angl. MAMP-Triggered Immunity, MTI) (Baron et Rigobelo,
2022). Nicmén¢ patogeny jsou n¢kdy schopny prekonat tuto prvni linii obrany, a to prostfednictvim
vneseni tzv. efektorovych proteinii dovnitf rostlinnych bunck, jez nasledné inhibuji receptory nebo
signalni proteiny hostitele (Kant ez al., 2011), to pfedstavuje druhou fazi imunitniho systému. Na druhou
stranu jsou rostliny schopny se vyporadat stémito efektorovymi proteiny patogenniho ptvodu
prostrednictvim specifickych receptort ozna¢ovanych jako NB-LRR (angl. nucleotide-binding L.RR),
jez umi rozpoznat a nasledné bud’ pfimo nebo nepfimo potladit ucinek téchto efektorovych molekul

(Kant et al., 2011). Tento mechanismus rezistence se nazyva efektorem spusténa imunita (angl. Effector-
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Triggered Immunity, ETI) (Jones et Dangl, 2006; Kant et al., 2011). ETI tedy predstavuje tfeti fazi, kdy
se v podstaté jedna o zesilenou a zrychlenou ,,verzi*“ PTI odpovédi, jejiz vysledkem je zvySena rezistence
rostlin vaci danému onemocnéni (Jones et Dangl, 2006). Jako Ctvrtou fazi Ize oznadit situaci, kdy
patogenni organismy vlivem pfirodniho vybéru odolavaji ucinkim ETI diky tomu, Ze se zbavi
¢l pozménéni gen kodujici efektorovy protein nebo ziskaji jiné efektorové molekuly, které nejsou
rostlinnymi receptory rozpoznany a mechanismy ETI jsou tudiz potlaceny (Jones ef Dangl, 2006; Mejia-
Teniente et al., 2022). V této situaci se vSak rostlina miiZe branit prostfednictvim spusténi
tzv. hypersenzitivni reakce, ktera zahrnuje programovanou smrt bun¢k v misté infekce (Freeman
et Beattie, 2008). Timto zptisobem je rostlina schopna zamezit patogenu pristup k vod¢ a zivinam, a tak

se ochranit pred naslednym poskozenim (Freeman et Beattie, 2008).
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3.2.1 Antifungalni proteiny
Antifungalni proteiny jsou rozsahlou skupinou strukturné¢ odlisnych stresovych proteint, které
predstavuji jeden ze zpusobi, jakym se rostliny, ale i dalsi organismy brani pfed patogennimi houbami

(Selitrennikoff, 2001; Hefmanova et al., 2006). Zakladni mechanismus uéinku antifungalnich proteinu

11



spociva v omezeni az uplném potlaceni rastu houbovych patogenu (Selitrennikoff, 2001). Existuji
stovky ruznych antifungalnich proteinu a peptida (Selitrennikoff, 2001), nicmén¢ v ramci této prace
budou popsany pouze zakladni skupiny nejvyznamnéjsich antifungalnich proteinu u rostlin, a to proteint
PR (Theis et Stahl, 2004; Hefmanova et al., 2006). Anglicky nazev ‘pathogenesis-related proteins’
odrazi skute¢nost, Ze PR proteiny byly poprvé detekovany v listech tabaku, pri¢emz byla pozorovana
zvySena reakce téchto proteind na virus mozaiky tabaku (van Loon ef Van Kammen, 1970). Proteiny
PR byly rozdéleny na zaklad¢ analyzy aminokyselinové sekvence a serologickych vlastnosti nejprve do
péti hlavnich tfid/rodin: PR-1, PR-2, PR-3, PR-4, PR-5 (van Loon, 1985; Theis et Stahl, 2004). Proteiny
s podobnymi vlastnostmi, ale vyskytujici se v jinych organismech se nazyvaji jako tzv. proteiny
podobné rostlinnym PR proteint (angl. ‘PR-1/5-like”) (Theis er Stahl, 2004). Kazda z péti tfid PR
proteina je dale rozdélena do dvou podtfid proteind, a to na bazické a kyselé (Selitrennikoff, 2001).
Zatimco bazické PR proteiny se v rostlinné buiice vyskytuji ve vakuole, kyselé PR proteiny se vyskytuji
v extracelularim prostoru (Selitrennikoff, 2001). Podle van Loon et al., 2006 je spravné za proteiny PR
oznacCovat pouze ty proteiny, které tzv. souvisi s obrannymi mechanismy indukovanymi napadenim
rostliny patogenem (angl. inducible defense-related proteins). To znamena, Ze se jedna o proteiny, které
jsou témér nedetekovatelné ve zdravych pletivech a bylo dokazano, Ze k jejich indukci dochazi po
infekci rostliny jednim ¢i vice patogeny (van Loon et al., 2006).

Proteiny skupiny PR-1 se podobaji skupiné proteinti bohatych na cystein (Selitrennikoff, 2001).
Tyto proteiny jsou velmi Casto vyuzivany jako markery rostlinného hormonu kyseliny salicylové
(exprese PR-1 genu je indukovana SA), respektive jako markery stavu systémove indukovang rezistence
(SAR) (Hefmanova et al., 2006; Pieterse et al., 2012). Mechanismus antifungalni aktivity této skupiny
proteind neni znam, nicmén¢ jeden z moznych ucinkd je interakce s membranovymi kanaly cilovych
bun¢k, ¢imz dochazi k blokaci uvoliiovani vapenatych iontii a nasledné k lyzi bun¢k (Selitrennikoff,
2001; Hefmanova et al., 2006). Podle nov¢jsi studie (Gamir et al., 2017) maji PR-1 proteiny schopnost
vazat steroly, ¢imz se nasledn¢ stavaji tyto latky nedostupné pro patogeny, které bez sterolt nejsou
schopny prezit. Vazba na steroly je tedy jeden z dalSich moznych zpasobu, jakym PR-1 proteiny
potlacuji Sifeni nékterych patogennich hub v rostlinném hostiteli. Proteiny PR-2 (B-glukanazy) se
vyznacuji, jak jiz nazev napovida, pB-1,3-endoglukanazovou aktivitou (Selitrennikoff, 2001). Jejich
mechanismus u¢inku tedy spociva v hydrolyze B-glukanu, ktery je soucasti bunééné stény hub, pficemz
se predpoklada, Ze k tomu dochazi predevsim v oblasti vzrostného vrcholu hyf (Selitrennikoff, 2001).
Nasledkem degradace P-glukanu je oslabeni bunééné stény, coz poté vede k bunécné lyzi,
atedy k bunééné smrti. Vyznamné jsou 1 proteiny skupiny PR-3 (chitinazy), kter¢ maji
endochitinazovou aktivitu, a tudiz se podileji na degradaci chitinu v bunécné stén¢ (Selitrennikoft, 2001;
Hefmanova et al., 2006). V koneéném dusledku to opét vede k oslabeni bunécné stény bunck hub
(Selitrennikoff, 2001). Proteiny skupiny PR-4 jsou pot¢ tzv. chitin-vazebné proteiny, pfi¢emz ne vSichni
zastupci tuto aktivitu vykazuji. Posledni zminénou skupinou jsou proteiny skupiny PR-5 nebo také

nazyvané jako proteiny podobné thaumatinu (Selitrennikoff, 2001). Tyto proteiny jsou vysoce odolné
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vuci degradaci proteolytickymi enzymy (Selitrennikoff, 2001). MoZnym mechanismem antifungalniho
ucinku je zména permeability bunééné stény hub tvorbou poéra (Roberts ef Selitrennikoff, 1990; Edreva
et Kostoff, 2004), B-1,3-endoglukanazova aktivita a naruseni tvorby bunécéné stény (Yun et al., 1997,
1998).

Postupné byly k popsanym tfidam PR proteinii pfidany dalsi tfidy a v soucasnosti je rozliSovano
az 17 riznych tfid/rodin PR proteint (van Loon, ez al., 2006). Krom¢ vySe zminénych zastupct se k PR
proteinum fadi i proteiny s peroxiddzovou aktivitou, inhibitory proteaz, defensin, thionin, proteiny
podobajici se ribonukleazam, oxalat oxidaza a jin¢ (van Loon et al., 2006).

3.2.2 Fytohormony

V interakci mezi patogenem a hostitelem hraji velmi vyznamnou roli fytohormony, a to zejména
kyselina salicylova (SA) a kyselina jasmonova (JA). Ke zvySené syntéze kyseliny salicylové
v infikovaném pletivu dochazi zejména po napadeni rostliny biotrofnimi patogeny (Kant et al., 2011),
jez ziskavaji Ziviny pfimo z pletiva hostitele (Pieterse ef al., 2012). Na druhou stranu etylén ¢i kyselina
jasmonova hraji dalezitou roli v obran€ rostlin vici nekrotrofnim patogenim (Pieterse et al., 2012).
Nekrotrofni patogeny nejprve znici buriky hostitele, ¢asto prostfednictvim Géinku riznych fytotoxinu
¢i enzymu degradujicich slozky bunééné stény a teprve poté z nich ziskavaji ziviny (Pieterse et al.,
2012).
3.2.2.1 Signalni draha kyseliny salicylové

Kyselina salicylova hraje ustfedni roli v rostlinné imunité, nebot” se Gcastni fady obrannych
reakci jako je produkce antimikrobialnich latek, spousti expresi obrannych genu a také se podili na
rozvoji hypersenzitivni reakce (Vlot et al., 2009). Uplatiiuje se, jak jiz bylo zminéno, zejména v ochran¢
rostlin vi¢i biotrofnim patogenum (Glazebrook, 2005). Jedna se o fenolickou latku, ktera mize byt
syntetizovana z primarniho metabolitu (chorismatu) dvéma rozdilnymi enzymatickymi drahami, a to
bud’ prostfednictvim enzymu fenylalanin amoniak lyazy (PAL) nebo isochorismat syntazy (ICS/SID2)
(Pieterse et al., 2012). Syntéza kyseliny salicylové je spusténa v prubéhu PTI a ETI jakmile dojde
k rozpoznani PAMPs/MAMPs struktur nebo efektorovych molekul daného patogenu (Mishina et Zeier,
2007). Downstream signalizace SA je z velké ¢asti kontrolovana regulacnim proteinem NPR1 (z angl.
NON-EXPRESSOR OF PR GENES]I), ktery po aktivaci SA slouzi jako transkripéni koaktivator gent
zapojenych do obranné reakce rostlin (angl. defense-related genes), jako jsou napftiklad jiz zminéné geny
kodujici PR proteiny (Dong, 2004; Moore et al., 2011). Dilezitym regula¢nim krokem v pribéhu SA
signalizace je translokace NPR1 do jadra (Picterse er al., 2012). V nepfitomnosti SA (v bunkach
patogeny nepostizenych rostlin) se NPR1 protein nachazi prevazné v cytoplazmé€, a to v podobé
oligomemi struktury, ktera je stabilizovana intermolekulamimi disulfidickymi mustky (Tada et al.,
2008). Mala c¢ast molekul NPRI1 proteinu se vyskytuje jako monomer, nicméné monomerni NPR1
proteiny jsou konstitutivné translokovany do jadra, kde podstupuji ubikvitinaci a nasledné degradaci
v proteazomu (Spoel et al., 2009). Diky tomu je zabranéno predéasné aktivaci NPR1 cilovych genu

(Spoel et al., 2009). V pritomnosti SA (v burikach napadenych rostlin, angl. SA-stimulated cells) je
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velké mnozstvi monomerniho NPR1 proteinu translokovano do jadra skrz jaderné péry (napt. MOS),
kde nasledné dochazi k jeho interakci s transkripénimi faktory (TF) TGA rodiny bZIP (z angl. basic
leucine zipper), jez se vazou do oblasti promotorii SA-responzivnich gent jako je napfiklad gen PR-1
(Després et al., 2000; Fan e Dong, 2002). V ramci tohoto procesu dochazi zaroven k fosforylaci NPR1
proteinu a nasledné k ubikvitinaci E3-ubikvitin ligazou se zvysenou afinitou pro fosforylovany NPR1
protein, takto modifikovany NPRI protein je nakonec degradovan v proteazomu (Spoel et al., 2009).
Odstranéni fosforylovaného NPR1 z promotoru cilového genu je nutné pro uplnou indukci cilovych SA-
responzivnich genu a také pro nasledné navazani novych NPR1 monomert, které znovu zahaji
transkripcni cyklus (Spoel et al., 2009). Proteiny NIMIN 1, 2, 3 (NIM 1-interacting1) a SNII ptisobi jako
negativni regulatory SA-indukovanych genu (Weigel er al., 2005; Pieterse et al., 2012). Jakmile je
signalni draha kyseliny salicylové aktivovana v misté infekce, dochazi k jeji aktivaci i na vzdalenéjsich
mistech rostliny, diky tomu jsou poté pred poskozenim chranény dosud zdravé, nepostizené ¢asti
rostliny (Pieterse et al., 2012). Timto zpusobem dojde u rostliny k indukci dlouhotrvajici rezistence se
sirokym spektrem uc¢inku a tento stav se nazyva systémove ziskana rezistence (SAR) (Vlot et al., 2009).

Signalizace kyseliny salicylové pred a po napadeni rostliny patogenem je znadzorména na obrazku 3.

Biotrophic pathogen
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Obrazek 3: Signalizace kyseliny salicylové (SA) pred (nalevo) a po (napravo) rozpoznani biotrofniho
patogenu; v buiikach napadenych rostlin dochazi k syntéze SA, transportu monomermiho NPR1 do jadra pies
jaderné pory, interakci NPR1 s transkripcnimi faktory TGA, indukci exprese SA-responzivnich gentl,
degradaci fosforylovaného NPR1 v proteazomu, lze pozorovat i misto pasobeni inhibitora (NIMIN a SNI1)
(Pieterse et al., 2012)

3.2.2.2 Signalni draha kyseliny jasmonové
Kyselina jasmonova a dalsi strukturné pribuzné metabolity patfi mezi lipidové slouceniny, které

jsou syntetizovany pres oxylipinovou biosyntetickou drahu (Wasternack et Song, 2017). Biosyntéza
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kyseliny jasmonové zacind po napadeni rostliny danym patogenem nebo hmyzem a jako prekurzor
slouzi kyselina a-linolenova (a-LA), ktera je uvoliiovana z lipida chloroplastovych membran pomoci
enzymu fosfolipazy (Wasternack ef Song, 2017). Mezi vyznamné enzymy biosyntézy patii lipoxygenaza
(LOX), allen oxid syntaza (AOS) a allen oxid cyklaza (AOC) (Wasternack et Song, 2017). Kyselina
jasmonova muze byt dale metabolizovana na methyl jasmonat (MeJA) a to pomoci enzymu JA karboxyl
methyltransferazy (JMT) (Seo et al., 2001). Dale muze vytvaret konjugaty s aminokyselinami, naptiklad
s izoleucinem prostfednictvim enzymu JA konjugat synthazy (Staswick er Tiryaki, 2004) za vzniku
biologicky aktivniho enantiomeru slouceniny jasmonoyl-izoleucin (JA-Ile) (Fonseca et al., 2009).
Klicovym regulatorem signalni drahy kyseliny jasmonové je protein COIl (z angl. CORONATINE
INSENSITIVELI) patfici mezi tzv. F-box proteiny (Pieterse et al., 2012). Spolecné s proteiny obsahujici
JAZ doménu (z angl. JASMONATE ZIM), jez funguji jako represory transkripce, COIl funguje jako
receptor pro JA-Ile v komplexu SCF“°'"E3-ubikvitin-ligaza-SKP1-Cullin-F-box (Yang et al., 2009;
Sheard et al., 2010). Navazani JA-Ile na COIl vede k ubikvitinaci a nasledné degradaci JAZ proteinu
v proteazomu (Pauwels et Goossens, 2011). V burikach nepostizenych rostlin JAZ proteiny funguji jako
represory JA signalni drahy, a to tak, Ze se vazou na transkrip¢ni faktory MYC 2, 3, 4 z rodiny bHLH-
zip (z angl. basic helix-loop-helix leucine zipper proteins) (Femandez-Calvo et al., 2011; Niu et al.,
2011). Adaptorovy protein NINJA (NOVEL INTERACTOR OF JAZ) interaguje se ZIM doménou
vétSiny JAZ proteint a spolecné s korepresorem TPL (TOPLESS) zabrafuje predcasné aktivaci JA
drahy (Pauwels et al., 2010). V bunkach stimulovanych JA (v napadenych rostlinach) dochazi
k fyzickému preruseni kontraktu mezi JAZ proteiny a transkripénimi aktivatory (TF MYC), coz vede
k reaktivaci signalni drahy JA a spusténi exprese fady JA-responzivnich genu (Memelink, 2009).
U A. thaliana byly rozpoznany dva mozné prib¢hy neboli “vétve’ (z angl. branches) signalni drahy
kyseliny jasmonové, a to tzv. MYC vétev a ERF vétev (Pieterse et al., 2012). MYC vétev je fizena jiz
zminénymi MYC transkripcnimi faktory, které spousti expresi JA-responzivniho genu VSP2
(VEGETATIVE STORAGE PROTEIN?2), jenz slouzi jako marker JA (Pieterse et al., 2012). MYC vétev
signalni drahy JA je obvykle spusténa jako odpovéd’ na zranéni rostliny a uplatituje se zejména v obrané
proti hmyzu a herbivoriim (Lorenzo et al., 2004; Kazan et Manners, 2009). ERF vétev signalni drahy
JA je poté regulovana transkripénimi faktory ERF1 nebo ORA59 zrodiny AP2/ERF (z angl.
APETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTOR) (Lorenzo et al., 2003; McGrath et al., 2005;
Dombrecht et al., 2007; Pr¢ et al., 2008), kter¢ se podileji na regulaci exprese genu PDF1.2 (z angl.
PIANT DEFENSIN1.2) (Pieterse et al., 2012). Aktivace ERF vétve je zavisla jak na kyseling jasmonove,
tak na ethylenu (Pieterse et al., 2012). Bylo zjisténo, ze transkripcni faktory EIN3 (z angl. ETHYLENE
INSENSITIVE3) a EIL1 (EIN3-LIKE1) interaguji pfimo s JAZ proteiny, pfi¢emz rekrutuji histon
deacetylazu 6 (HDAG), ktera pusobi jako korepresor ainhibuje tedy aktivitu téchto transkripcnich
faktora v burikach patogeny nepostizenych rostlin (Zhu et al., 2011). Na druhou stranu v bunkach
napadenych rostlin (angl. JA-, ET-stimulated cells) dochazi k degradaci JAZ proteint, ktera je zavisla
na COL ¢&imz dochazi k zvyseni transkripéni aktivity EIN3/EIL1. Uloha ERF vétve spoéiva v ochrand

15



rostliny pfed nekrotrofnimi patogeny (Berrocal-Lobo et al., 2002, Lorenzo et al., 2003). Signalizace

kyseliny jasmonové je znazoména na obrazku 4.
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Obrazek 4: Signalizace kyseliny jasmonové (JA) pied (nalevo) a po (napravo) rozpoznani
nekrotrofniho patogenu; v burikach napadenych rostlin (ERF vétev) dochazi k COIl zavislé degradaci
JAZ proteinu, coz vede ke zvySeni aktivity transkrip¢nich faktora EIN3/EIL1 a nasledné ke spusténi
exprese prislusnych genti (ERF1, PDF1.2), v pripadé¢ MYC vétve je prerusena interakce mezi JAZ
proteiny a transkripcnimi faktory MYC, coz vede k expresi JA-indukovanych genu (napf. VSP2)
(Pieterse et al., 2012)
3.2.2.3 Signalni draha ethylenu

Ethylen (ET) je plynny hormon, ktery kromé toho, Ze hraje vyznamnou roli v ramci fady
vyvojovych a fyziologickych procesi rostlin, je dulezitym modulatorem rostlinné imunity a je obecné
produkovan v situacich, kdy je rostlina napadena riznymi typy patogent (pfedevsim vSak pfi napadeni
nekrotrofnimi patogeny a hmyzem) (Pieterse et al., 2012). Syntéza ethylenu vychazi z L.- methioninu,
ktery je v reakci katalyzované enzymem SAM syntetazou konvertovan na S-adenosyl-L-methionin
(SAM) a ten je nasledné pfeménén na 1-aminocyklopropan-1-karboxylovou kyselinu (ACC) enzymem
ACC syntazou, v poslednim kroku dochazi k preméné ACC na ethylen enzymem ACC oxidazou
(Booker et DelLong, 2015). V pripad¢ signalizace ethylenu byl pozorovan tzv. ‘cross-talk’ se signalnimi
drahami JA i SA (Glazebrook, 2005; Sato et al., 2010), pficemz ethylen muze pusobit jako pozitivni
i negativni regulator (Pieterse et al., 2012). Napriklad u A. thaliana, ethylen zesiluje expresi SA-
responzivniho genu PR-1 (Lawton et al., 1994; de Vos et al., 2006). Naopak ET-responzivni transkripéni
faktory EIN3 a EIL1 jsou zapojeny do represe exprese PAMP-responzivnich gent véetn¢ jiz zminéného
genu ICS/SID2 nezbytného pro biosyntézu SA, tudiz v tomto pripad¢ ethylen zpusobuje snizenou
produkci SA (Chen et al., 2009). Dale ethylen vyznamné ovliviiuje koneény ucinek JA (Pieterse et al.,
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2012). Pokud je ethylen produkovan v kombinaci s kyselinou jasmonovou jako v pfipad¢ napadeni
rostliny nekrotrofnimi patogeny, ET plisobi synergicky na spusténi ERF vétve signalni drahy JA,
a naopak jako antagonista MY C vétve. To v koneéném dusledku vede k upfednostnéni signalnich drah
zavislych na JA a ET, jez hraji dulezitou roli v obrané rostlin pravé specificky pred nekrotrofnimi
patogeny (Pré et al., 2003; Anderson et al., 2004; Lorenzo et al., 2003, 2004). Také bylo zjisténo, ze ET
moduluje roli proteinu NPR1 v ‘cross-talku” signalizace JA a SA (Pieterse et al., 2012).
3.2.3 Indukovana rezistence

V obecném pojetim lze indukovanou rezistenci definovat jako stav zvySené odolnosti rostlin
vyvolané po predchozim pusobeni urcitého induktoru (Choudhary et al., 2007; Conrath et al., 2015;
Reglinski er al., 2023). Zvysena odolnost muze byt pozorovana bud’ pouze v pletivech, které byly
v pfimém kontaktu s induktorem (=lokalni ochrana) nebo jsou rezistentni i ¢asti rostlin, jez do styku
s danym induktorem vubec nepfisly (=systémova ochrana) (Fontana et al., 2021). V obou zminénych
pripadech se vSak jedna o indukovanou rezistenci (Fontana et al., 2021). Podle typu signalnich drah, jez
se podili na spusténi obrannych mechanismu rostlin a hraji klicovou roli pfi rozvoji rezistence, lze
rozli§it dva zakladni typy indukované rezistence, a to systémové ziskanou rezistenci (angl. Systemic
acquired resistance, SAR) a indukovanou systémovou rezistenci (angl. Induced systemic resistance,
ISR) (Choudhary et al., 2007; Conrath et al., 2015; Fontana et al., 2021). Oba uvedené typy vedou
k posileni obrannych strategii vii¢i nékolika patogentim v ramci celé rostliny (Conrath ez al., 2015). SAR
je vsSak zpravidla indukovana nekrotrofnimi patogeny a vyzaduje pfitomnost kyseliny salicylové, jez
nasledné podminuje expresi velkého mnozstvi gentli zapojenych do obrannych reakci napf. geny PR
a PAL (van Loon et al., 1998; Conrath et al., 2006; Conrath et al., 2015). Na druhou stranu ISR je
indukovana vlivem prospésnych mikroorganismi zijicich v rhizosfére (van Loon et al., 1998; Conrath
et al., 2006; Conrath et al., 2015). V ramci rozvoje ISR hraji dilezitou roli signalni drahy ethylenu
a kyseliny jasmonové (Pieterse et al., 1996, 2014; Conrath et al., 2015). Reglinski et al., 2023 vSak
upozomiuji na skutecnost, ze v mnohych smérech se SAR a ISR prekryvaji, vzhledem k tomu (jak jiz
bylo zminéno v kapitole 3.2.2), Ze byl pozorovan ‘cross-talk” v pfipad¢ signalnich drah SA a JA.
Dulezité je, ze podstatou SAR, tak ISR je pfevedeni rostlin do stavu zvaného priming neboli stavu
zvySené obranyschopnosti (Conrath ef al., 2006, 2015; Reglinski et al., 2023). Priming tedy predstavuje
fenomén, ktery umoziuje buitkam reagovat na stimuly o nizké intenzité mnohem rychleji a intenzivngji
nez buiky, které stavem priming neprosly (Conrath, 2011). Vysledkem je zvySena citlivost rostlin na
nasledn¢ (opakovang) setkani s danym patogenem ¢i jinym stresorem, coz se projevuje tim, ze obranné
mechanismy se vyznacuji mnohem v¢tsi intenzitou a jsou aktivovany mnohem rychleji nez pfi prvotnim
kontaktu s urCitym induktorem (Conrath et al., 2015; Reglinski er al., 2023). Diky tomu jsou tedy
rostliny schopny se mnohem efektivnéji branit (Conrath et al., 2015; Reglinski et al., 2023).
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3.23.1 Typy induktoria
Biologické induktory

K vyvolani indukované rezistence miuze dojit bud’ biologickymi nebo chemickymi induktory
(Choudhary et al., 2007; Reglinski et al., 2023). Za biologické induktory lze povaZovat samotné
patogeny (viry, bakterie, houby) vyvolavajici u dané rostliny infekci nebo také jiné (nepatogenni)
mikroorganismy jako jsou napfiklad tzv. rhizobakterie podporujici rist rostlin (angl. plant growth-
promoting rhizobacteria, PGPR) (Choudhary et al., 2007; Meena et al., 2020) a potencialné
i endofytické houby (Fontana et al., 2021; Baron et Rigobelo, 2022). Pfesnéji feceno se jedna o slozky
t¢l téchto organismu jako je flagellin, glukan, chitin, lipopolysacharidy, souhmné oznacované, jak jiz
bylo zminéno, tzv. molekularni vzory asociované s mikroorganismy (MAMPs). MAMPs jsou nasledné
rozpoznany specifickymi rostlinnymi receptory (Reglinski er al., 2023) a vysledkem je aktivace tzv.
MAMPs spusténé imunity (MTI) (Baron er Rigobelo, 2022). Biologicky vyvolana indukovana
rezistence byla potvrzena jiz v roce 1961 (Ross, 1961), poté co byly nékteré listy rostliny tabaku
inokulovany virem mozaiky tabdku a nasledn¢ bylo zjisténo, Ze k vzniku rezistence doslo
i v neinokulovanych listech.

Vzajemné prospésné vztahy mezi rostlinami a mikroorganismy mohou Casto prispivat k posileni
obrannych mechanismt dané rostliny a chranit ji pred Sirokym spektrem patogenu (Pozo et al., 2004;
Conrath et al., 2006). Jak jiz bylo zminéno, na zvy$ené odolnosti rostlin vii¢i riznym patogenum se také
mohou podilet endofytické houby jako napfiklad S. indica. Kofenové endofyty mohou zvySovat
odolnost svych hostitela bud’ prostfednictvim pfim¢ho antagonismu (kompetice mezi patogenem
a endofytem o Ziviny, pfipadn¢ prostor), potlaenim rustu a Sifeni patogenu latkami produkovanymi
endofyty (= antibidza) a nebo nepiimo spusténim ISR (Constantin et al., 2019). ISR vyvolana endofyty
je zpravidla zavisla na pritomnosti fytohormonu JA a ET, ale bylo zjisténo, Ze nékteré endofyty mohou
vyvolat SAR, jez je zavisla na pfitomnosti SA (Pieterse et al., 2014; Constantin et al., 2019). S. indica
je schopna indukovat systémovou rezistenci naptiklad u je¢mene vuci padli (Deshmukh et al., 2006;
Deshmukh er Kogel, 2007) ¢i patogenu Verticillium dahliae u A. thaliana (Sun et al., 2014). Dale bylo
pozorovano, ze prostfednictvim ISR S. indica zvySuje odolnost rostlin rajéat (Solanum lycopersicum)
vuci patogenu Alternaria solani (Panda et al., 2019). Konkrétn¢ zpusobuje zménu exprese JA- a ET-
responzivnich gent a podili se tedy na rychl¢ aktivaci signalni drahy kyseliny jasmonové a ethylenu
vcetné zakladnich obrannych mechanismu, kterych se tyto drahy ucastni (Panda et al., 2019). Dulezité
je, ze zmény hladin transkriptii obrannych genti (napt. WRKI, ERF, JAZI, MPKs) byly pozorovany
pouze u rostlin, které byly v dob¢ inokulace danym patogenem jiz kolonizovany endofytem S. indica
(tzv. ‘pre-colonized plants’) (Panda et al., 2019). Samotna kolonizace rostlin rajcat endofytem S. indica
totiz nevedla ke zmén¢ exprese vétSiny studovanych gent, nicméné se predpoklada, Ze zpusobuje
priming, a tedy rychlou a ucinnou aktivaci obrannych mechanismu rostlin rajéat pfi nasledném
napadenim patogenem A. solani (Panda et al., 2019). Zda se, Ze kolonizace dané¢ho hostitele

endofytickou houbou S. indica zptisobuje potenciaci signalni transdukce vedouci k systematické expresi
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obrannych genu vuci listovym patogenum (Panda et al., 2019). Ukazuje se také, ze S. indica aktivuje
vdaném rostlinném hostiteli razné typy obrannych mechanismi aposkytuje tedy ucinnou,
dlouhotrvajici ochranu pred vice patogeny zaroven (Li et al., 2022). Harrach et al., 2013 prokazali, ze
S. indica chrani kofeny jeCmene pred ztratou antioxidacni kapacity zpusobené patogeny z rodu
Fusarium a to tak, ze zabranuje poklesu poméru redukovaného a oxidovaného askorbatu a obsahu
glutathionu. Navic vlivem kolonizace doslo k navySeni aktivity antioxidac¢nich enzymu o 35 %, coz tedy
naznacuje, ze S. indica je schopna stimulovat antioxida¢ni enzymy rostlin a nasledkem toho odstranit
reaktivni formy kysliku v burikach, coz poté vede ke spusténi obrannych reakei a tudiz posileni
rezistence rostlin vici patogentim (Harrach et al., 2013). Li et al., 2022 zjistovali u pSenice vliv S. indica
na systémovou rezistenci a bazalni rezistenci vici patogenum F. graminearum a R. cerealis zpusobujici
lemovanou stébelnou skvrnitost a fuzariovou hnilobu kotfene. Bylo zjisténo, ze in vivo nikoli vSak
in vitro muze S. indica potlacit pfiznaky onemocnéni vyvolané obéma patogeny (Li et al., 2022). Co se
tyCe exprese genu, tak ve srovnani s patogeny byly zmény v hlading€ transkripti vybranych genu
zpusobené kolonizaci S. indica méné vyrazné. Na zaklad¢ vysledka Li ef al., 2022 se ukazuje, Ze
P. indica se podili na spusténi rostlinného imunitniho systému aktivaci MAPK drahy, ktera hraje
dulezitou roli pfi zprostfedkovani imunitni odpovédi u fady rostlin, nicméné dal$i vyzkum je nutny pro
zjisténi presného typu MAPK u psenice, jenz je danym endofytem ovlivnéna. Li ez al., 2022 tedy uvadi,
ze S. indica muze indukovat rezistenci u pSenice vuci patogenum R. cerealis a F. graminearum, a to
prostfednictvim spusténi exprese genu souvisejicich s rezistenci jako jsou geny MAPK, WRKY,
ovlivnénim signalnich drah fytohormoni a aktivaci antioxidacnich enzymu. Navic kolonizace rostlin
endofytem S. indica ma vliv na hormonalné fizené metabolické drahy, coz muze vést ke zlepSeni
vynosu, a naopak k zabranéni poklesu intracelularniho obsahu vody a zhorSeni membranové stability
zpusobené vyse zminénymi patogeny (Li ef al., 2022).
Chemické induktory

V dobé, kdy byla potvrzena biologicky vyvolana indukovana rezistence bylo soucasné zjisténo,
Ze tento stav zvySené obranyschopnosti rostlin 1ze navodit 1 oSetfenim rostlin riznymi syntetickymi
¢i pfirodnimi latkami (Ward et al., 1991; Kessmann et al., 1994; Reglinski et al., 2023). Jako chemické
induktory mohou ptisobit napfiklad p-amino-maselna kyselina (BABA), jiz zminéna kyselina
salicylova, benzothiadiazol (BTH) ¢i probenazol, pfi¢emz nékteré z nich se za ucelem navozeni stavu
priming vyuzivaji v praxi nebo se jejich pouziti zvazuje (Conrath et al., 2015). Takovou latkou je
naptiklad BABA, ktera zajistuje ochranu pfed puvodci zavaznych onemocnéni u fady hospodarsky
vyznamnych druhi rostlin jak na poli, tak ve skleniku (Cohen, 2002). Vzhledem k tomu, ze BABA
pusobi synergicky s nékterymi fungicidy, je ¢im dal astéji diskutovano o jejim vyuziti v ochran€ rostlin,
a to 1 presto, ze muze v n¢kterych pripadech potlacovat rist rostlin (Cohen et al., 2002; Conrath et al.,
2015). Co se tyce kyseliny salicylové (SA), tak stejné jako jeji derivat (methylester = INA), byla prvni
syntetickou latkou, u které bylo zji§téno, Ze muze navodit priming u rostlin jak ve skleniku, tak na poli

a ucinné indukovat rezistenci vicéi vyznamnym houbovym a bakterialnim patogenim hospodarskych
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plodin (Kessmann et al., 1994). Nicmén¢ ob¢ tyto latky byly nékterymi rostlinami Spatn¢€ snaseny,
aproto nebyly do praxe zavedeny (Ryals er al., 1996). O néco pozd¢ji byl na trh predstaven
benzothiadiazol, jehoz ucinek byl vSak pro fadu péstiteli zklamanim, z toho duvodu jeho vyuziti
nezaznamenalo moc velky uspéch (Conrath et al., 2015). V soucasnosti se vSak nékteré derivaty
benzothiadiazolu jako induktory pouzivaji, pfikladem muze byt napf. Acibenzolar-S-Methyl (ASM)
znamy také pod komerénim nazvem jako Bion®, Actigard® (Reglinski et al., 2023). Schopnost ASM
indukovat rezistenci vuci padli byla zkoumana napfiklad u jeémene, nicméné lepsi ochrany (vyssi stuperi
rezistence) bylo dosazeno v kombinaci s fungicidem (ethirimol) (Bousset e Pons-Kithnemann, 2003).
Navic odolnost rostlin je¢mene vuci padli ziskana po osetfeni ASM byla zna¢n€ ovlivnéna vlastnostmi
pudy, konkrétné nizkym nebo vysokym podilem organické hmoty (Wiese et al., 2003). Dulezité je, Ze
ASM svym ucinkem napodobuje SA, to znamena, ze aktivuje stejné obranné mechanismy jako SA,
konkrétn¢ spousti produkci PR proteinii a podili se tedy na rozvoji systémoveé ziskané rezistence
(Kessmann et al., 1994; Lawton et al., 1996). Dalsim chemickym induktorem je probenazol
(Oryzemate®), jenz se fadi mezi vibec prvni chemické induktory rezistence vyuzivanych na plodiny
péstované na omé pud¢ (Reglinski et al., 2023). Tato latka je jiz od 70. let 20. stoleti vyuzivana
predev§im na ochranu ryze pfed patogenem Pyricularia oryzae zpisobujici zavaznou houbovou chorobu

(Watanabe et al., 1977).

3.2.4 Biologicka ochrana rostlin

Jednim z nastrojii vyuzivanych pro ochranu rostlin pfed napadenim patogeny, ktery je zarovein
Setrny k Zivotnimu prostiedi, je biologicka ochrana (De Waard et al., 1993; Vinale et al., 2008; De Silva
et al., 2019). Biologicka ochrana rostlin proti patogenim miize byt definovana jako vyuZiti prospé$nych
mikroorganismu, jejich genii a/mebo jejich produktii (napf. riizné metabolity) k redukci negativnich
ucinku patogent, pripadné k indukci obrannych mechanismu dané rostliny (Vinale et al., 2008; Tranier
etal.,2014; De Silva et al., 2019). International Biocontrol Manufacturers Association (IBMA) definuje
biologickou ochranu jako pouziti agens nebo produkta, které pfirozenym zpusobem ovliviiuji patogeny
zeméd€lskych plodin prostfednictvim potlaceni jejich Sifeni. Za agens lze v tomto pripadé povaZzovat
mikroogranismy, chemické mediatory a latky prirodniho pivodu (Lecomte et al., 2016). Mezi strategie
biologické ochrany patfi naruseni nékterych stadii nemoci nebo Zivotniho cyklu patogenu véetné
prevence infekce, snizeni miry kolonizace pletiv hostitele patogenem a omezeni sporulace (Punja
et Utkhede, 2003).

Vzhledem k tomu, ze endofytické houby mohou pomoci rostlinam odolavat jak biotickému, tak
abiotickému stresu, maji velky potencial se uplatnit v biologické ochrang rostlin (Li et al., 2022). Jednou
z hlavnich vyhod vyuziti prospé$nych mikroorganismu a dal§ich induktori rezistence pfirodniho
puvodu v ramci biologické ochrany hospodarskych plodin je skute¢nost, Ze jejich kombinace s pesticidy
zajistuje vy$s$i vynos neZ pii pouZiti pouze chemickych induktora (Conrath er al., 2015). Uginky
biologickych a chemickych induktora se tedy vzajemné dopliuji a jejich kombinace predstavuje vhodny

zpusob, jak snizit pouzivani pesticidii v zemédélstvi (Conrath ef al., 2015). Jest¢ néjakou dobu vsak

20



potrva, nez bude mozn¢ napriklad endofytické houby plné zaradit mezi biologické induktory vyuzivané
v zemédglstvi, protoze ne vSechny endofyty jsou stejné uziteéné (Lu et al., 2021). Z velké miry to zavisi

na druhu a genotypu rostlinného hostitele (Lu ez al., 2021).

3.3 Mechanismy podminujici rozvoj vzajemné prospé$ného vztahu mezi endofytem a rostlinou

Ustanoveni vzajemné prospéSného vztahu nebo parazitického vztahu mezi rostlinou
a mikroorganismem je ovlivnéno fadou faktoru jako je napriklad genotyp a fyziologicky status hostitele,
druh mikroba, ale také dostupnost zivin ¢i typ pudy (Kogel et al., 2006; Fesel et Zuccaro, 2016;
Seéi¢ er al., 2021). Udrzeni mutualistického vztahu nasledné vyzaduje genetické a epigenetické
reprogramovani a modulaci metabolomu prostfednictvim vymény efektorovych molekul mezi
prospé$nym mikroorganismem a rostlinou (Seéi¢ ef al., 2021).

Predpoklada se, ze schopnost rostlin odli$né reagovat na patogeny a prospéSné mikroorganismy
je vysledkem dlouhodobého vyvoje, béhem kterého si rostliny vyvinuly specifické receptory, jez jim
umoziuji rozpoznat povahu daného mikroorganismu na zaklad¢é drobnych rozdila v MAMPs a PAMPs
(Plett er Martin, 2018). Na druhou stranu vyvoj mikroorganismu sméroval bud’ k tomu, aby jejich vliv
na rostliny byl co nejmén¢ destruktivni a mohly se tedy nasledn¢ vyhnout imunitnimu systému rostlin
nebo manipulovat s rostlinnymi signalnimi drahami ve sviij prospéch prostiednictvim produkce riznych
signala (Plett ez Martin, 2018). Ukazuje se, Ze dochazi ke znaénému prekryvu mezi signalnimi drahami,
jez se podileji na rozvoji mutualistického vztahu a signalnimi drahami, které zprostfedkovavaji reakci
rostlinného hostitele na napadeni patogenem (Lu ef al., 2021). To znamena, Zze nékteré rostliny mohou
podobnym zpusobem reagovat jak na mutualistické mikroby, tak na biotrofni patogeny (zvySena exprese
genu PR, ET-responzivnich genu, genu kodujicich glutathion-S-transferazy), v mnoha pripadech vSak
byly pozorovany zna¢né rozdily mezi reakci rostliny na patogenni a prospéSné organismy (Plett
et Martin, 2018).

Stejné jako patogenni organismy mohou byt i prospésné mikroorganismy (napf. endofyty,
mykorrhizni houby) zdrojem jiz zminénych MAMPs a i jejich rozpoznani rostlinnymi receptory muze
vést ke spusténi MTT imunity (Lu et al., 2021; Baron ef Rigobelo, 2022). Nicmén¢ molekuly, respektive
MAMPs, jak jiz bylo naznaceno, se u prospéSnych a patogennich organisma mimné¢ lisi a na zaklad¢ toho
muze poté hostitelska rostlina odlisit nepatogenni, prospésné organismy od patogent, a tedy odliSnym
zpusobem na n¢ reagovat (Zipfel et Oldroyd, 2017). Napriklad v ramci rozpoznani mykorrhiznich hub
hraji dalezitou roli komponenty bunécné stény jako jsou tzv. lipo-chitooligosacharidy, také znamé jako
Myc faktory, jez jsou produkovany arbuskularnimi mykorrhiznimi houbami (Gough et Cullimore,
2011). Ty mohou byt rozpoznany LysM receptory, které¢ se ucastni signalnich drah dilezitych pro
navozeni mutualistického vztahu (Gough et Cullimore, 2011). Je tedy zadouci, aby rozpoznani
prospésného mikroorganismu danou hostitelskou rostlinou nevedlo ke spusténi exprese obrannych gent
v takové mife jako je tomu v pripad¢ rozpoznani patogenu. Z toho duvodu jsou nékteré (pro rostliny)

prospésné mikroorganismy vybaveny mechanismy, které je chrani pfed rozpoznanim hostitelskou
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rostlinou nebo aktivné potlacuji obranné mechanismy prostrednictvim efektorovych molekul (Zipfel
et Oldroyd, 2017).

Ukazuje se, ze podobné mechanismy se vyvinuly i u endofytu (Lu ef al., 2021). V pripadé
endofytii muze byt takovym mechanismem specidlni modifikace MAMPs, napfiklad chitinu nebo
dalsich komponentii bunécéné stény, a to tak, aby nedoslo k jejich rozpoznani hostitelskymi receptory
a nasledné tedy ke spusténi exprese obrannych genii (Zipfel er Oldroyd, 2017; Yan et al., 2019; Lu et al.,
2021). U S. indica byla konkrétn¢ pozorovana modifikace B-glukanu bunééné stény prostiednictvim tzv.
houbov¢ specifického -glukan-vazebného lektinu (angl. fungal-specific B-glucan-binding lectin), jenz
je kodovan genem FGBI1 (Wawra et al., 2016). To nasledné méni stavbu i vlastnosti bunééné stény této
houby, a diky tomu je schopna potlacit imunitni odpovéd’ fady rostlinnych hostiteli (Wawra et al.,
2016). Podobnou strategii nékterych endofytickych hub muaze byt modifikace chitinu prostfednictvim
enzymu chitin deacetylaz za vzniku oligomeru chitosanu, které nasledn¢ nejsou hostitelskou rostlinou
rozpoznany a nedochazi ke spusténi obrannych mechanismu (Cord-Landwehr et al., 2016).

Dale mohou n¢které¢ endofyty produkovat efektorové molekuly jako tzv. apoplastické
proteinové efektory (proteiny vylucované do extracelularniho prostoru) nebo extracelularni nukleotidy
jako je eATP (Lu et al., 2021). Tyto efektorové molekuly nasledné interferuji s komponenty
signalizacnich kaskad, jez hraji dilezitou roli v rostlinné imunité a v koneéném disledku mohou
pfispivat k navozeni endosymbiotického vztahu (Lu er al., 2021). Extracelulami ATP puvodem
z endofyti muze aktivovat nékteré MAP kinazy a spustit expresi gent zapojenych do imunitni odpovédi,
pfi¢emz u S. indica dochazi v pocatecnich stadiich kolonizace dan¢ho rostlinného hostitele k akumulaci
této molekuly v apoplastu (Nizam et al., 2019). U nékterych patogeni mohou byt efektorovymi
molekulami krom¢ proteinu 1 malé RNA (sRNAs), které prostfednictvim RNA interference (RNAI)
mohou potlacit imunitni systém hostitele (Weiberg et al., 2013). Zda se, ze molekuly sSRNA mohou hrat
dalezitou roli i pfi navozeni vzajemné prospéSného vztahu mezi endofytem a danou hostitelskou
rostlinou, konkrétnim piikladem muzZe byt interakce mezi S. indica a B. distachyon (Seéié et al., 2021).
Bylo zjisténo, ze vznik mutualistického vztahu je doprovazen u obou zminénych organismii nejen
vyznamnou zménou exprese nékterych gent (rozsahlym transkripénim reprogramovanim), ale také
zménami v hladinach molekul sRNA (Seéi¢ et al., 2021). Seéi¢ et al., 2021 konkrétné detekovali
u B. distachyon sRNA ucastnici se RNAI, které¢ by potencialné mohly hrat dulezitou roli v ramci
spusténi obranné reakce rostlin a na druhou stranu se podilet na udrzovani vzajemné prospésnc¢ho
vztahu. Podle Plett et Martin, 2018 se nckteré microRNA (miRNA) v pfipadé¢ napadeni rostliny
patogenem podili na spusténi exprese obrannych genu, ovliviiuji detoxifikacni drahy a v prubéhu
interakce rostliny s prospé$nym organismem se podili na vypnuti obrannych mechanismu, které by
v opacném pripadé potlacily Sifeni daného organismu v rostling.

Mezi dalsi strategie, diky kterym jsou endofyty schopny se vyhnout obrannym reakcim rostlin,
je 1 zména exprese fytohormon-responzivnich gent, coz je nasledovano do¢asnym potlacenim imunitni

reakce a diky tomu jsou endofyty schopny kolonizovat danou ¢ast rostliny (Brotman et al., 2013).
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Potlaceni imunitni odpovédi v kofenech rostlin je béZznym projevem prospésnych mikroorganismd, jez
vyvolavaji ISR ( Pieterse et al., 2014). Nékteré druhy endofytu, které podporuji rist rostlin a navozuji
ISR si také vyvinuly odolnost vii¢i antimikrobialnim latkam produkované danou rostlinou, diky tomu
pak muze dochazet k selektivni inhibici houbovych patogenti bez negativniho vlivu na endofyty
(Lu et al., 2021). Rada rostlin také produkuje latky. které nasledné pusobi jako chemoatraktanty pro
prospésné mikroorganismy a také je zasobuji zivinami a timto zpusobem jsou rostliny schopny
ovliviiovat zastoupeni prospésnych mikroorganismu napiiklad ve svych kofenech (Lu et al., 2021).

3.4  Stanoveni urovné exprese geni zapojenych do obrannych reakci rostlin pomoci RT-qPCR

Kvantitativni PCR v realném case spojena s reverzni transkripci (RT-qPCR) je jednou z hojné
vyuzivanych metod pro analyzu genové exprese, a to predev§im diky jeji vysoké presnosti, specifité,
citlivosti a reprodukovatelnosti (Derveaux et al., 2010; Stajner et al., 2013; Miao et al., 2019). Stanoveni
hladiny mRNA studovanych genti umoziuje osvétlit molekularni podstatu fady biologickych procesu
(Bustin et al., 2005), véetné podstaty obrannych mechanismu spusténych v dasledku vystaveni rostlin
biotickému stresu (Stajner ef al., 2013). V ramci této prace byla metoda RT-qPCR konkrétnd pouzita
pro studium reakce rostliny na napadeni houbovymi patogeny a kolonizaci endofytickymi houbami.

I pfes jednoduchost provedeni RT-qPCR je nutné si v priabéhu pracovniho postupu davat pozor
na tadu faktort jako je variabilita v kvalité a mnozstvi izolované RNA a nasledn¢ nasyntetizované
cDNA, pfipadné variabilita v koncentraci a u¢innosti amplifikace, které mohou negativné ovlivnit
samotny prub¢h reakce a spolehlivost obdrzenych vysledka (Miao et al., 2019). Aby bylo mozn¢ ziskat
spolehliva data, je nutné dodrZovat nékolik kli¢ovych kroka jako je spravny navrh experimentu, izolace
kvalitni RNA a zejména vybér vhodného referencniho genu (Derveaux er al., 2010; Delporte et al.,
2015; Miao et al., 2019). V ramci navrhu experimentu je nutné zvazit pocet biologickych vzorku
potfebnych pro ziskani statisticky vyznamnych dat (Derveaux et al., 2010). Dulezité je také posoudit
kvalitu izolované¢ RNA, ktera miize vyrazné ovlivnit stabilitu exprese referenc¢nich genu (Bustin ef al.,
2009). Stejn¢ tak je dalezité¢ pocitat s tim, Ze vlivem vnitinich faktori a vnéjsiho prostredi, které na
buriku pusobi se bude absolutni mnozstvi a relativni obsah RNA v jednotlivych vzorcich lisit (Kozera
et Rapacz, 2013).

Referenéni geny slouzi jako vnitini kontrola a umoziuji porovnani hladin mRNA napfic
riznymi vzorky, jsou tedy nezbytné pro normalizaci a interpretaci dat v ramci relativni kvantifikace
a informuji uZivatele o jejich spolehlivosti (Bustin et al., 2009). Zakladnim pozadavkem pfi vybéru
referenéniho genu je stabilni exprese za riznych experimentalnich podminek a stejné tak by se mira
exprese neméla lisit mezi tkanémi/pletivy a riznymi vyvojovymi stadii dan¢ho organismu (Kozera
et Rapacz, 2013). Referencni gen by mél naopak demonstrovat variabilitu zptisobenou nedokonalosti
pouzit¢ technologie a pripravnych postupu, coz nasledné umoziiuje srovnat mnozstvi genetického
materialu mezi jednotlivymi vzorky (Kozera et Rapacz, 2013). Z uvedenych pozadavki vyplyva, ze
funkci referenénich gent nejlépe spliuji tzv. geny zakladniho metabolismu, nékdy nazyvané jako

‘provozni geny’ (angl. house-keeping genes), které hraji nezbytnou roli v zakladnich bunéénych
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procesech a jsou esencialni pro preziti kazdé buriky (Kozera e Rapacz, 2013). Nicméné je dulezité
podotknout, Ze ne vSechny house-keeping geny se ucastni pouze zakladnich metabolickych procesu
a spliyji tyto podminky (Delporte ef al., 2015) a také jeden konkrétni referencni gen nemusi byt vhodny
pro vSechny experimenty (Kozera et Rapacz, 2013). Pfi vyuziti referenénich genu pro normalizaci
mRNA dat je vysledkem informace o poméru hladiny mRNA studovanych genii a hladiny mRNA
referen¢nich genu (Bustin ef al., 2009). Pro stanoveni hladiny mRNA genu zapojenych do obrannych
reakci u B. distachyon byl pouzit jako referenéni gen BdSamDC kodujici S- adenosylmethionin
dekarboxylazu (Hong et al., 2008). Tento enzym hraje klicovou roli v syntéze polyamind, konkrétné
katalyzuje dekarboxylaci S-adenosylmethioninu (SAM) (Slocum et al., 1984).

34.1 Geny zapojené do obrannych procesi u B. distachyon

Jednim z pfistupt vyuzivanych pro kvantitativni a kvalitativni posouzeni reakce rostliny na
infekci danym patogenem a pfipadnych mechanismi rezistence je zisk expresnich profild tzv. hormon-
responzivnich gent v ¢ase (angl. expression profiling of phytohormone-responsive marker gene),
v tomto pripad¢ geni, jejichZ exprese muze byt spusténa fytohormony, které jsou zapojeny v obrané
rostlin (SA, JA, ET) (Ward et al., 1991; Lyons et al., 2013; Kakei et al., 2015; Kouzai et al., 2016).
Tento pfistup poskytuje informace o sile a typu odpovédi, jez byla u dané rostliny spusténa (Kouzai et
al., 2016). Geny indukované rostlinnymi hormony, pfipadn¢ geny, jejichz produkty se ucastni
biosyntézy fytohormonta SA, JA, ET nebo signalizace lze tedy povazovat za markery obrannych reakci
rostlin na napadeni patogeny (Kouzai et al., 2016). Cilem studie Kouzai et al., 2016 bylo vybrat
kandidatni geny, které by potencialné mohly slouzit jako markery SA, JA, ET u B. distachyon na zakladé
podobnosti proteinové sekvence s proteinovou sekvenci markert u A. thaliana a ryze (Oryza sativa).
Bylo zjisténo, Ze exprese téchto fytohormon-responzivnich genti je uryze a B. distachyon konzervovana,
to znamena, ze rostlinné hormony reguluji expresi stejnych genu jak u ryze, pripadné A. thaliana, tak
u B. distachyon (Kakei et al., 2015). Nicmén¢ v aspektech obrannych reakci se B. distachyon vice
podoba ryzi (Kouzai ef al., 2016).

Za ucelem zjisténi potencidlnich mechanismii, jez hraji dualezitou roli pfi reakei rostlin na
patogenni a endofytické houby, byla v ramci této prace u B. distachyon testovana mira exprese genu
(BdPR-1, BACHIT, BAPOX2, BdLOX3, BAWRKY41, BAEIN3). Gen BAWRKY41 se¢ fadi mezi geny
indukované kyselinou salicylovou (SA markery), gen BdLOX3 mezi geny indukované kyselinou
jasmonovou (JA markery) a gen BAEIN3 mezi geny indukované ethylenem (ET markery) (Kouzai
etal.,2016). V pripadé ryze bylo navic zjisténo, Ze nékteré¢ geny jako je OsPRI a OsWRKY45
(Mitsuhara ef al., 2008; Yamada ef al., 2012) mohou byt indukovany jak SA, tak JA a predpoklada se,
ze takové geny dohromady predstavuji obranny systém, ktery je tedy aktivovan obéma zminénymi
fytohormony, pokud je rostlina vystavena biotickému a abiotickému stresu (Tamaoki et al., 2013).
U A. thaliana kyselina salicylova a jasmonova pusobi antagonisticky, to znamena, Ze oSetfeni rostlin SA

muze vést k potlaceni exprese genu indukovanych JA jako je gen LOX3 (Leon-Reyes ef al., 2010).
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34.1.1 Gen BdPR-1

Gen BdPR-1 kéduje maly protein (pathogenesis-related protein 1, PR-1), ktery patfi v ramci
skupiny antifungalnich PR proteinii k nejrozsifencj$im a lze ho povaZovat za jeden z nejznamé;jSich
markert imunitni odpovédi (marker SA) rostlin viibec (Gamir ef al., 2017). Byl objeven u infikovanych
rostlin tabaku (Nicotiana tabacum) jako nejhojnéji zastoupeny protein v ramci extracelulamich proteini
produkovanych rostlinou v reakci na napadeni patogenem (Gianinazzi et al., 1970; van Loon ef van
Kammen, 1970; Gamir ef al., 2017). Na vyznamnou roli PR-1 v ramci systémov¢ ziskané rezistence se
prislo poté, co bylo zjisténo, Ze k jeho akumulaci nedochazi pouze lokalné, ale 1 v ramci celé rostliny
(van Loon et al., 2006). PR-1 proteiny se specificky fadi do tzv. rodiny CAP proteinu (angl. cystein-rich
secretory protein (CRISP), antigen 5, and pathogenesis-related 1) (Gamir ef al., 2017). Jak jiz bylo
zminéno, podle nov¢jsich poznatki spociva antimikrobialni ucinek PR-1 proteint v odnéti sterold, jez
jsou vyuzivané nékterymi patogeny (Gamir ef al., 2017). Bylo demonstrovano, Ze tento specificky
ucinek PR-1 ma své uplatnéni napf. v obran¢ rostlin pfed patogeny z rodu Phyfophothora, jez jsou na
nedostatek sterolt obzvlaste citlivé (Gamir ez al., 2017).
34.1.2 Gen BdPOX2

Jednou z reakci rostlin na napadeni patogeny je produkce ruznych primarnich a sekundarnich
metabolitu jako jsou jiz zminéné fytohormony, fytoalexiny, ale také peroxid vodiku (Sandoya
et Buanafina, 2014). Peroxid vodiku slouzi jako donor elektronu pro enzymy peroxidazy (POX), jez
katalyzuji oxidaci fady substrati (Almagro ef al., 2009). U B. distachyon je jednim z genu kodujicich
peroxidazy ze tfidy III rostlinnych peroxidaz (Almagro er al., 2019) gen POX2, jehoZ exprese je
indukovana pravé vlivem poskozeni rostliny patogeny ¢i hmyzem (Passardi ef al., 2004; Almagro et al.,
2009; Sandoya et Buanafina, 2014). Rostlinné peroxidazy tridy III jsou glykoproteiny vyskytujici se ve
vakuolach a bunéénych sté¢nach a u krytosemennych rostlin tvofi vétSinou velké multigenové rodiny
(Passardi et al., 2004). Obecné jsou peroxidazy fazeny mezi jednu z mnohych rodin proteinit PR (van
Loon et al., 2006; Almagro et al., 2009). Tyto enzymy se ucastni fady fyziologickych procesu rostlin
jako je tvorba ligninu a suberinu, zesitovani komponenti bunééné stény, syntéza fytoalexinu ¢i prubéh
tvorby ROS a RNS (Passardi ef al., 2004). Vyznamnou roli v§ak hraji i v ramci obranné reakce rostlin
na nekrotrofni a biotrofni patogeny a po napadeni rostliny jsou t€mito patogeny, jak jiz bylo zmingno,
indukovany (van Loon et al., 2006). Jednim z mechanismu, kterym peroxidazy spoleéné s ethylenem
prispivaji k obrang rostlin je zesileni buné¢né stény, kdy ethylen nejprve vyvolava produkci H,O» a spolu
s u¢inkem peroxidazy dochazi k zvySen¢ dimerizaci ferulatu, coz vede k zesileni bunééné stény, jakozto
ochranné bariéry proti vstupu patogennich organismu (Sandoya et Buanafina, 2014).
34.1.3 GenBdLOX3

Gen BdLOX3 koduje enzym lipooxidazu (LOX), jez spoleéné s allen oxid syntazou (AOS) hraje
dualezitou roli v syntéze kyseliny jasmonové (Mueller, 1997). Jedna se o gen, ktery je pozitivné regulovan

kyselinou jasmonovou, a proto je vyuzivan jako marker JA u fady rostlinnych druhi (Kouzai ef al.,
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2016). Zvysena exprese genu BdLOX3 tedy zpravidla poukazuje na napadeni rostliny nekrotrofnimi
patogeny (Sandoya ef Buanafina, 2014; Ors et al., 2018).

34.14 Gen BdCHIT / geny pro chitinazy

Exprese gent kodujicich enzymy chitinazy ¢i f—glukanazy neni na rozdil od vySe zminénych
genu spusténa fytohormony, ale pfitomnosti chitinu, ktery je typickym predstavitelem MAMPs/PAMPs
struktur u rostlin a jeho vyznamnym zdrojem je bunéc¢na sténa hub (Kouzai et al., 2014, 2016; Bakhat
et al., 2023). Zvysena exprese genu kodujicich chitinazy muze byt tudiz pozorovana prfi napadeni
rostliny houbovymi patogeny. Chitinazy se fadi mezi hydrolazy a podle mechanismu puisobeni lze
(u rostlin) rozliSovat dva typy chitinaz, a to endochitinazy a exochitinazy, jejichz hlavni funkci je tedy
ochrana rostlin pfed patogennimi houbami (Hamid ez al., 2013; Bakhat et al., 2023). Prvnim typem jsou
tzv. endochitinazy, jez nahodné $té€pi chitin uvnitf fetézce (angl. at internal sites) za vzniku dimera
diacetylchitobiozy arozpustnych nizkomolekularnich multimeri N-acetyl-glukosaminu jako je
chitotrioza a chitotetradza (Sahai er Manocha, 1993; Hadim ef al., 2013). Druhym typem jsou
exochitinazy, které bud’ postupné uvolnuji diacetylchitobidézy z neredukujicich konca chitinového
fetézce (tzv. chitobiosidazy) nebo S$tépi oligomerni produkty endochitindz a chitobiosidaz (1-4-

B- glukosaminidazy) na monomery N-acetylglukosaminu (Sahai ef Manocha, 1993; Hadim ez a/., 2013).

34.1.5 Gen BAdWRKY41 | geny pro WRKY transkrip¢ni faktory (TF)

Mezi dalsi geny, jejichZ mira exprese muze byt ovlivnéna napadenim rostliny (B. distachyon)
houbovym patogenem, patii geny kodujici transkripéni faktory WRKY (Powell er al., 2017).
Identifikace transkripénich faktorii, jez jsou indukovany béhem infekce poskytuje nastroje k funkéni
charakterizaci postupt vedoucich k pochopeni toho, jak rozpoznani patogenu hostitelem spousti lokalni
a systémovou signalizaci (Powell ef al., 2017). Spolecnym znakem vSech WRKY TF je jejich DNA
vazebna doména neboli WRKY doména o délce asi 60 aminokyselin, ze které byl odvozen nazev téchto
transkripcnich faktori (Rushton ef al., 2010). WRKY doména je tvofena kratkou aminokyselinovou
sekvenci ,WRKYGQK* na N-terminalnim konci, ktera je u vétSiny WRKY proteinii znacné
konzervativni (Rushton ef al., 1996; Eulgem er al., 2000) a motivem zinkového prstu atypického
charakteru na C-konci (Rushton ef al., 2010). Prostfednictvim WRKY domény se tyto TF vazou na
specifickou DNA sekvenci (T)TGAC(C/T) oznacovanou jako W-box, jeZ je obsazena v promotoru fady
obrannych genti véetné gent kédujicich PR proteiny (Ulker et Somssich, 2004). WRKY transkripéni
faktory jsou mimo jin¢ klicovymi regulatory obrannych mechanismi rostlin (bazalni imunity PTI/MTI
a ETI), napfiklad téch zavislych na SA (Pieterse ef al., 2012) a mnohé z téchto TF jsou samy puisobenim
SA upregulovany (Rushton et al., 2010). Ne¢které¢ z WRKY TF se ucastni cross-talku signalni drahy SA
a JA nebo mohou aktivovat ¢i blokovat odpovéd’ na SA (Pieterse ef al., 2012). Vzhledem k tomu, Ze
WRKY TF predstavuji jednu z nejvétsich rodin transkripénich regulatorii u vyssich rostlin a nékteré ze
zastupcu se podileji na regulaci vyznamnych agronomickych znaku, studium WRKY TF u B. distachyon

a pSenice by mohlo pfispét k objevu novych strategii pro vylepSeni nékterych téchto znakt (Tripathi
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etal., 2012). Transkripéni faktor WRKY41 u A. thaliana pasobi jako negativni regulator genu
zapojenych v mrazové toleranci (TAIR, arabidopsis.org). Higashi ef al., 2008 dale zjistili, Ze k indukci
exprese genu WRKY41 u A. thaliana dochazi vlivem pritomnosti flagellinu z Pseudomonas syringae
a navic rostliny s nadmérnou expresi WRKY41 vykazovaly konstitutivni expresi genu PR5.
34.1.6 Gen BdEIN3

Gen EIN3 (ETHYLENE-INSENSITIVE 3) koduje maly jaderny protein, ktery funguje jako
transkripcni faktor (TF) (Chao ef al., 1997; Dolgikh et al., 2019). TF EIN3 spole¢né s TF EIN3-like 1
(EIL1) a TF EIN3-like 2 (EIL2) se fadi mezi klicové transkripéni regulatory signalizace ethylenu
(Dolgikh et al., 2019) a podili se na regulaci exprese ET-responzivnich genii (Chao ez al., 1997; Solano
et al., 1998). TF EIN3 a EIL1 spolu vytvari transkripéni komplex, ktery je stabilizovan v pfitomnosti
ethylenu, coz je klicovym krokem vedoucim ke spusténi exprese ET-responzivnich gent (Dolgikh ez al .,
2019). Stabilizovany komplex EIN3/EILI je akumulovan v jadre (Dolgikh ez al., 2019). Mezi cilovymi
geny TF EIN3 patii naptiklad gen ERFI (Solano ef al., 1998), jehoz nadméma exprese podminuje
u A. thaliana rezistenci vuci tad¢ nekrotrofnim patogentim jako je B. cinerea, F oxysporum
¢i hemibiotrofni bakterii P. syringae (Huang et al., 2016). Dale pak TF EIN3 reguluje u n¢kterych druhu
rostlin procesy vyvoje kofenovych vlasku ¢i odpovéd’ na abioticky stres (chlad, solny stres) (Zhang
etal.,2011; Shi et al., 2012; Feng et al., 2017). TF EIN3 se také ucastni regulacni kaskady modulujici
expresi PR genu (Boutrot ez al., 2010). Proteiny EIN3 a EIL1 pretrvavaji v organismu pouze kratkodobé
a v nepritomnosti ethylenu podstupuje EIN3 ubikvitinaci a degradaci v proteazomu prostiednictvim

piislusnych ubikvitin-ligaz (Gagne et al., 2004; An et al., 2010; Dolgikh ez al., 2019)
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4 MATERIAL A METODY

4.1

4.2

Biologicky material

Osivo  Brachypodium distachyon: semena linie Bd21 zJoint Genome Institute
(https://jgi.doe.gov/)

Izolaty endofytickych a patogennich hub: M. bolleyi, C. cereale puvodem z pSenice
(T. aestivum), F. culmorum pavodem z B. distachyon a S. indica ze sbirky the CBS Collection
of yeasts and filamentous fungi, Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (WI-KNAW),
the Netherlands

Perlit

Obilky ryze

Profi vysevni substrat FLORCOM SV (BB Com, 885)

Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

O

(e]

e}

e}

e}

O

o}

gPCR 2x SYBR Master Mix (Top-Bio, kat. ¢. P551)

Primery (EastPort)

PCR Ultra H,O (Top-Bio, kat. ¢. P440)

Nukleaz-prosta voda pro PCR (Quiagen, kat. ¢. 129114)

RNase AWAY™ Surface Decontaminant (Thermo Scientific, kat. ¢. 7000TS1)
2-Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M6250)

Deionizovana voda

Pouzité roztoky

o

e}

1% NaOCl (SAVO)
70% ethanol

Pouzité soupravy

O

O

4.3

RNeasy Plant Mini Kit (50) (QIAGEN, kat. ¢. 74904)
Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis Kit (Roche Diagnostics, kat. ¢. 05 081 955 001)

Seznam pouzitych pristroja a zarizeni

Homogenizator FastPrep®-24 (MP Biomedicals)

Cycler Real-Time PCR CFX Connect (BIO-RAD)
Termocycler Vapo.Protect Mastercycler® Pro (Eppendorf)
Spektrofotometr Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)
Mikrocentrifuga MiniStar Silverline (VWR)

Vortex 1 Shaker (IKA™)

Stolni chlazena centrifuga Micro Star 17 R (VWR)
ThermoCell heating block 202 (BIOER)

Laboratorni autoklav VX-55 (Systec)
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o Digestor (Merci®)
o Fytotron (PSI)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
44.1 Priprava inokula

Jako zdroj pro pfipravu inokula byly pouzity izolaty dvou endofytickych (S. indica a M. bolleyi)
a dvou patogennich (C. cereale a F. culmorum) druht hub. Houby M. bolleyi a C. cereale byly plivodné
izolovany z kotenu pSenice (1! aestivum), & culmorum z listu B. distachyon a S. indica byla ziskana ze
sbirky CBS Collection of yeasts and filamentous fungi, the Netherlands. Nejprve byly pfipraveny
kultury jednotlivych druht hub na agarovém zZivném médiu (bramborovy agar s glukdzou) a nasledné
byla ¢ast kultury spole¢né s zivnym médiem prenesena na obilky ryze (Oryza). Pred kultivaci bylo vzdy
200 g obilek ryze vlozeno do plastového sacku s 50 ml destilované vody a poté byla provedena
sterilizace v autoklavu pti 120 °C po dobu 20 min. Po 24 hodinach byla sterilizace zopakovana. Na takto
piipravenych obilkach ryze probihala kultivace po dobu 3 tydni ve tmé pii 20 °C.
44.2 Seti

V fijnu 2022 byl poprvé zaloZen experiment. Obilky B. distachyon (z rostlin ze srpna 2022) se
povrchové dezinfikovaly v roztoku NaOCI (SAVO) (3 dily vody a 1 dil NaOCl) po dobu 5 min a poté
byly tfikrat promyty sterilni deionizovanou vodou. Povrchové dezinfikované obilky se nechaly vyklicit
na povrchu poskladan¢ho filtracniho papiru navlhéeného deionizovanou vodou. Z filtraéniho papiru
byly vzdy vytvoreny pruhy vyztuzené pomoci plata alobalu a ty se pak poskladaly postupnym
pfehybanim ve ‘stylu harmoniky’, tak aby vznikly zlabky. Filtracni papir byl navlhéen a do kazdého
zlabku byly rovnomémeé rozmistény obilky. Vznikla konstrukce z filtracniho papiru byla vlozena do
plastovych misek naplnénych deionizovanou vodou, tak aby byla postupné nasavana filtracnim papirem.
Tento zpiisob nakliceni a nasledné péstovani rostlin vSak nebyl uspésny, jelikoz nastolené podminky
byly pro rostliny zcela nevyhovujici a bylo tedy nutné zvolit jiny zpusob pro péstovani rostlin. Z toho
davodu byl v lednu 2023 zaloZzen pokus znovu. V tomto pripad¢ se postupovalo tak, Ze se na dno
25 kvétinacu vlozil vysterilizovany substrat, poté vrstva perlitu a na povrch perlitu povrchové
dezinfikované obilky (do kazdého kvétinace 10 obilek). Na zavér byly obilky opét zasypany perlitem.
Rostliny byly péstovany ve fytotronu (12 h den / 12 hod noc, 20/20 °C, relativni vlhkost 41 %) po dobu
5 tydnu a pred naslednou inokulaci byl pocet rostlin v kazdém kvétinaci zredukovan na Ctyfi. Zpusob

vrstveni substratu je znazormnén na obrazku 5.
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Obrazek 5: Rostliny Brachypodium distachyon té¢sn¢ pred inokulaci (stafi 5 tydna,

vlevo), zpusob vrstveni substratu a perlitu (vpravo)
4.4.3 Inokulace rostlin B. distachyon endofytickymi a patogennimi houbami

Inokulace byla provedena tak, ze se z kazdého kvétinae opatmé odstranila (odsala pomoci

vysavace) ¢ast horni vrstvy perlitu, tak aby doslo k obnazeni, ale ne poskozeni kofenti. Nasledné se ke
kofenim na misto perlitu vlozilo inokulum (kolonizovan¢ obilky ryze, do kazdé¢ho kvétinace 10
¢ajovych lzi¢ek ryze, tj. cca 25 g). Celkové se pripravilo 5 variant (5 kvétinacu kazdé varianty): rostliny
inokulované S. indica (BdSi), M. bolleyi (BAMDb), F. culmorum (BdFc), C. cereale (BdCc) a rostliny, ke
kterym se pridala pouze autoklavovana (neinokulovana) ryze, slouzily jako kontrola (BdK). Cely proces

inokulace je znazomén na obrazku 6.

Obrazek 6: Postup inokulace

Legenda: 1: odsati horni vrstvy perlitu pomoci vyroben¢ho nasadce (plastova trubice)
napojen¢ho na hadici vysavace, 2: obnazené kofeny pripravené pro inokulaci, 3: inokulum
(kolonizovan¢ obilky ryze), 4: inokulované rostliny Brachypodium distachyon
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44.4 Odbér vzorki

Odbér vzorku byl provadén 3 nasledujici dny po inokulaci (1-3 dpi). Vzdy byly odebrany 3 listy
u 3 rostlin kazdé varianty (vzdy 1 rostlina z jednoho kvétinace). Timto zpiisobem se ziskaly vzorky ve
3 biologickych opakovanich a celkové se tedy ziskalo 15 vzorki z kazdého dne (3 vzorky kazdé
varianty). Nicméné z financ¢nich divodi se nasledné analyzovaly pouze vzorky 2 biologickych
opakovani (tabulka 3). Ustfizené listy se ihned vlozily do mikrozkumavky umisténé do nadoby
s tekutym dusikem. Zkumavky s odebranymi vzorky byly vloZeny do mrazaku na -80 °C a pozdé&ji byly
pouzity pro izolaci RNA.

44.5 Izolace RNA

Izolace celkové RNA zlisti B. distachyon zmrazenych tekutym dusikem byla provedena
pomoci kitu RNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN (50) podle modifikovanych pokynii protokolu Quick-
Start Protocol, ktery je uren pro izolaci celkové RNA z raznych druht rostlin a také ncékterych
druht hub. Pred samotnym zahajenim izolace bylo nutné oSetfit pracovni plochu a veskeré pomucky
piipravkem RNase Away™ Surface Decontaminant, aby byla minimalizovana kontaminace vzorki
RNazami. Vzorky byly az do doby homogenizace umisténé v nadob¢ s tekutym dusikem.

Jako prvni bylo nutné k lyzacni pufru RLT pfidat 2-Merkaptoethanol (10 pl 2-Merkaptoethanolu
na 1 ml RLT pufru). Do kazdé zkumavky se vzorkem (10-100 mg rostlinného materialu) byla nasledn¢
pridana sterilni homogeniza¢ni kulicka a nasledn¢ 450 ul pripraveného lyzaéniho pufru RLT.
Nasledovala homogenizace v homogenizatoru FastPrep®-24 po dobu 30 s. Zkumavky s homogenatem
se nechaly inkubovat 2 min pfi 56 °C na ThermoCell heating bloku. Po inkubaci se lyzat premistil do
QIAshredder spin kolon umisténych do 2ml sbémych zkumavek. Nasledovala centrifugace po dobu
2min pifi maximalnich otackach (13 300 rpm). Ziskany supernatant se prepipetoval do 1,5ml
mikrozkumavek, tak aby nedoslo k poruseni peletu. Do kazdé zkumavky byl pfidan 96% ethanol, jehoZz
mnozstvi odpovidalo poloving celkového mnozstvi supernatantu. Takto vznikly roztok byl ihned
dikladn¢ promichan opétovnym nasatim a vypousténim pomoci pipety a poté prepipetovan do RNeasy
Mini spin kolon umisténych do 2ml sbérmych zkumavek. Roztok v kolon€ byl centrifugovan po dobu
I min pfi 13 000 rpm. Kolony byly pfemistény na nové 2ml sbémé zkumavky a na stfed membrany bylo
pridano 350 ul RW1 pufru a opét nasledovala centrifugace 1 min pfi 13 000 rpm. Mezitim byl pfipraven
roztok Dnazy a to tak, Ze se k 20 pl Dnazy pfidalo 140 pl RDD pufru, vznikly roztok se promichal.
Po centrifugaci se napipetovalo 80 pl pripravené¢ho roztoku Dndzy pifimo na membranu kolony.
Nasledovala inkubace po dobu 15 min pfi pokojové teploté. Po inkubaci bylo do kazdé kolony pridano
opét 350 Wl RW1 pufru. Poté byla provedena centrifugace 1 min pfi 13 000 rpm. Po centrifugaci se
kolony pfemistily na nové 1,5ml mikrozkumavky a do kazdé bylo pfidano 500 pul RPE pufru, vse se
nechalo zcentrifugovat 1 min pfi 13 000 rpm. Pro odstranéni zbytkového ethanolu nasledovala jeste
jedna centrifugace (‘na sucho’) po dobu 1 min pfi maximalnich otackach. Po centrifugaci byly kolony
premistény na nové 1,5ml mikrozkumavky a na membranu bylo napipetovano 60 ul RNaz-prosté vody.

Nasledovala inkubace 2 min pfi pokojové teploté. Poté byla provedena posledni centrifugace po dobu

31



I min pfi 10 000 rpm, pii které¢ doslo k uvolnéni RNA. Zkumavky s vyizolovanou RNA byly ihned
umistény na led. Koncentrace RNA byla zmétena pomoci spektrofotometru Nanodrop. [zolovana RNA
byla nasledné uchovavana pii —80 °C.
4.4.6 Reverznitranskripce

Prepis RNA do cDNA byl proveden pomoci kitu Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis Kit
(Roche Diagnostics, Manheim, Germany). Zkumavky s vyizolovanou RNA byly po vyjmuti z mrazaku
umistény na led. Podle poc¢tu vzorku byl pripraven premix I sestavajici se z reagencii oznacenych Cislem
5 (Anchored oligo(dT)s primers) a 8 (voda, PCR-grade) a nasledné byl rozpipetovan do 0,2ml PCR
mikrozkumavek po 3.4 ul (tabulka 1). Do kazdé mikrozkumavky bylo pot¢ pridano 30 ul vyizolované
RNA. Po kratkém zvortexovani a centrifugaci nasledovala inkubace po dobu 10 min pfi 65 °C
v termocykléru, coZ umoznilo denaturaci sekundarnich struktur RNA a nasednuti primerd. Po inkubaci
se do kazdé mikrozkumavky pridalo 8,6 ul premixu II sestavajiciho se z reagencii oznacenych ¢islem 2
(Transcriptor High Fidelity Reaction Buffer 5x), 4 (Deoxynucleotide mix), 7 (DTT), 3 (Protector RNase
Inhibitor), 1 (Transcriptor High Fidelity reverse transcriptase) (reagencie €. 3 a 1 se pridaly az na zaver,
po promichani reagencii €. 2, 4, 7 se jiz nevortexovalo, aby se neposkodila reverzni transkriptaza)
(tabulka 2). Nasledovala inkubace po dobu 30 minut pii 45 °C, v tomto kroku probéhla reverzni

transkripce. Vzorky ¢cDNA byly uchovavany pii —20 °C.

Tabulka 1: SloZeni Premixu I pro reverzni transkripci

Reagencie Koncentrace Objem pro 1 test [ul]
Anchored-oligo (dT)s primer (5) 50 pmol-17! 1,0
voda, PCR-grade (8) - 2.4
RNA - 30
Celkem 334

Tabulka 2: SloZeni Premixu II pro reverzni transkripci

Reagencie Koncentrace Objem pro 1 test [pl]
Transcriptor High Fidelity Reaction Buffer (2) Sx 4.0
Deoxynucleotide Mix (4) 10 mmol-1! 2.0
DTT (7) 0,1 mol-17! 1,0
Protector RNase inhibitor (3) 40 U-ml™ 0,5
Transcriptor High Fidelilty Reverse Transcriptase 20 U-pl™! 1.1
Ce(lk)em 8.6
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4.4.7 Méreniexprese geni pomoci metody RT-qPCR

Pomoci metody RT-gPCR byla méfena exprese vybranych gent, které jsou zapojeny do
obrannych mechanismu rostlin, v tomto ptipadé B. distachyon (BAPR-1, BACHIT, BAPOX2, BALOX3,
BAWRKYA41, BAEIN3). V kazdé reakci byly pouzity vzorky cDNA ziskané prepisem z RNA izolované
z lista B. distachyon kazd¢ varianty (BdK, BdSi, BdMb, BdFc, BdCc), vzdy ze vSech tfi odbéri, tzn. 1,
2, 3 dpi (tabulka 3).

Tabulka 3: Seznam pouzitych vzorki cDNA ziskanych reverzni transkripci RNA izolované z listi
Brachypodium distachyon

Cislo vzorku Varianta Dpi Opakovani
1 BdK 1 1
2 BdSi 1 1
3 BdMb 1 1
4 BdCc 1 1
5 BdFc 1 1
6 BdK 2 1
7 BdSi 2 1
8 BdMb 2 1
9 BdCc 2 1
10 BdFc 2 1
11 BdK 3 1
12 BdSi 3 1
13 BdMb 3 1
14 BdCc 3 1
15 BdFc 3 1
16 NTC - -
17 BdK 1 2
18 BdSi 1 2
19 BdMb 1 2

20 BdCc 1 2
21 BdFc 1 2
22 BdK 2 2
23 BdSi 2 2
24 BdMb 2 2
25 BdCc 2 2
26 BdFc 2 2
27 BdK 3 2
28 BdSi 3 2
29 BdMb 3 2
30 BdCc 3 2
31 BdFc 3 2
32 NTC - -

Legenda: Dpi: den po inokulaci; NTC (no template control): negativni kontrola
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Pred samotnou pfipravou reakéni smési byly primery nafedény na pracovni koncentraci
10 umol 1! a vzorky ¢DNA na koncentraci 1,25 ng-ul!. Reakéni smés byla pfipravena smichanim
jednotlivych reagencii dle tabulky 4. Podle poctu vzorku bylo nejprve smichano pfislusné mnoZzstvi
SYBR Green Master Mixu (2x) a nukleaz-prosté vody, po zvortexovani a centrifugaci byl vznikly roztok
rozdélen do dvou mikrozkumavek. Do jedné se nasledné napipetoval par primeru pro amplifikaci
testovaného genu (BdPR-1, BACHIT, BAPOX2, BdLOX3, BAWRKY41, BAEIN3) a do druhé par primeru
pro amplifikaci referenéniho genu (BdSamDC). Veskeré pouzité pary primeru jsou uvedeny v tabulce 5.
Kazda z reakénich smési byla vortexovana, centrifugovana a nasledn¢ rozpipetovana po 13 pl do 0,2ml
PCR mikrozkumavek ve stripu po 8 kusech, umisténych do vychlazen¢ho stojanku. Do kazdé
mikrozkumavky bylo nasledn¢ pfidano 4 pl (5 ng) nafedéného vzorku cDNA, pficemz kazdy vzorek byl
do reakce pipetovan ve 3 technickych opakovani (triplikatech). Mikrozkumavky ve stripu byly kratce
centrifugovany a vlozeny do cykléru, kde prob¢hla reakce nasledovana analyzou kfivek tani s teplotnim
profilem dle tabulky 6. Soucasti kazd¢ qPCR reakce byla i negativni kontrola (NTC), ktera obsahovala
misto cDNA vodu. Ziskan¢ C hodnoty byly pouzity pro vypocet hodnoty FD (fold difference, relativni

rozdil v expresi) s cilem zjistit miru exprese studovanych geni.

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési pro gPCR

Chemikalie Koncentrace Objem pro 1 test [ul]
Nukleaz-prosta voda pro PCR - 3,1
SYBR Green Master Mix 2x 7,5
Primer F 10 umol 1! 0,2
Primer R 10 umol-1™! 0,2
Templatova cDNA 1,25 ng-ul™! 4
Celkem 15
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Tabulka 5: Seznam primera pouzitych pro amplifikaci testovanych gentu

Primer Sekvence (5- 3")

Literatura

F: TGCTAATCTGCTCCAATGGC
R: GACGCAGCTGACCACCTAGA

BdSamDC

Hong et al., 2008

F: TACTACACGCACGCCAACAA
R: GTCGTAGAGGCAGAGCGTG

BdPR-1

Kouzai et al., 2016

BdCHIT F: CAGTGGGGCTACTGCTTCAA
(BdChitinasel) R: GCTGGTAGTTGGACTGCCCT

Hong et al., 2008

F: TTCAGCAGCGCCTTTGCTT

BdPOX2 Sandoya et Buanafina, 2014
R: CGAGTTAACCTTGGAGCAGACG
F: TCAACTTGCCCTTTCCACATG

BdLOX3 Sandoya er Buanafina, 2014
R: GCAAACCGGATTAACTCCTGC
F: TCTTCGTCCTCGCTACCATTG

BdWRKY41 Subramanyam et al., 2019

R: TGACTTCATCTCCATTTCCATCTC
F: ATGCTGAATGACAAGTTCCT

BdEIN3 Kouzai et al., 2016

R: ATGCTGAATGACAAGTTCCT

Tabulka 6: Teplotni program qPCR reakce

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykla

Pocatecni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 95 10s

Nasedani primera (annealing) 60 30s 39
Syntéza DNA (elongace) 72 20's
95 10s

Analyza kfivek tani 65 0.05 s B
95 0,5s
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5 VYSLEDKY

5.1 Vizualni vyhodnoceni intenzity poSkozeni rostlin Brachypodium distachyon

Dva tydny po inokulaci a necelé dva tydny po odbéru vzorki pro izolaci RNA byly vizualné
zhodnoceny pfiznaky infekce u rostlin B. distachyon jednotlivych variant (BdK, BdSi, BdMb, BdCec,
BdFc) (obr. 7). Zpusob hodnoceni pfiznaku spocival v urceni poctu zhnédnutych listi, pfipadné bazi
u testovanych rostlin, v ramci tohoto experimentu vzdy u 20 rostlin kazdé¢ varianty (4 rostliny
v 5 kvétinacich (1 kvétinac = 1 opakovani) kazd¢ varianty). Intenzita poskozeni se hodnotila na zaklad¢
uréeni poctu zhnédnutych listd na hlavni odnozi v dané kategorii procenta poskozeni/napadeni (listy
poskozené do 5%, 25 %, 50 %, 75 % a 100 %, pfipadn¢ procento zhnédlych bazi). Kazda ze
zminénych kategorii ma pfifazenu odliSnou hodnotu stupné poskozeni: 5 % (hodnota 1), 25 %
(hodnota 2), 50 % (hodnota 3), 75 % (hodnota 4), 100 % (hodnota 5). U kazdé hodnocen¢ rostliny se
tedy postupovalo tak, ze se urcil celkovy pocet listti na hlavni odnozi a z toho pocet zhnédnutych listi
dan¢ kategorie a pocet zdravych listi. Ke zpracovani zjisténych dat byl pouzit program MS Excel.
Na zaklad¢ ziskanych hodnot se vypocitalo celkové procento poskozeni (P) u dané rostliny pomoci

vzorce dle Townsenda a Heubergera (Kudela et al., 1989):

po > (nxv)x100
B x x N

n = pocet listd v jednotlivych stupnich poskozeni (napadeni)
v = hodnota pfislusného stupné poskozeni (1-5)
x = pocet stupit poskozeni (5)

N = celkovy pocet hodnocenych rostlin/lista

Z hodnot celkového procenta poskozeni u kazdé z 20 rostlin dané varianty se poté vypocitalo
pramémé procento poskozeni dané varianty (tabulka 7, 3. sloupec). V tabulce 7 lze pozorovat, Ze
pramérné procento poskozeni rostlin B. distachyon se lisi v zavislosti na tom, zda byla rostlina napadena
patogennimi houbami nebo kolonizovana endofytickymi houbami. Lze fict, Ze v nejlepSim stavu se
nachazely rostliny B. distachyon, jez byly kolonizovany endofytem S. indica (BdSi), u kterych bylo
pramémé poskozeni nejnizsi (0,85 %) a to 1 nizsi nez u rostlin kontrolni varianty (1,84 %). Nicmén¢
tento zjiStény rozdil nebyl statisticky vyznamny (tabulka 8). Na druhou stranu primérmé
poskozeni rostlin  kolonizovanych (potencialn¢) endofytickou houbou M. bolleyi (BdMb) cinilo
23,04 %, coz je dokonce vice nez v pripad¢ rostlin napadenych patogenem F. culmorum (BdFc)
(prumérné poskozeni 15,61 %), toto zjisténi tedy nespliiuje ocekavani. Divodem muze byt skutecnost,
ze u prili§ stresovanych a oslabenych rostlin se endofyticka houba miuze stat pro daného hostitele
patogenni (Galindo-Solis et Femmandez, 2022; Akram et al., 2023). Z nejvétsi miry byly poskozeny

rostliny napadané patogenem C. cereale (BdCc), u kterych primémé poskozeni ¢inilo 100 %. Patogen
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C. cereale se tedy v ramci tohoto experimentu choval jako zavazné&jsi patogen nez F. culmorum, coz
neodpovidalo ocekavani. Moznym vysvétlenim muze byt zvoleny zplsob inokulace rostlin
B. distachyon (prostfednictvim kofentl), vzhledem k tomu, Ze C. cereale je vyznamnym kofenovym
patogenem na rozdil od F. culmorum, ktery napada predevsim nadzemni ¢asti rostlin. Pivod pouZité¢ho

izolatu F. culmorum v této praci je z nekrotickych skvim na listech B. distachyon.

Obrazek 7: Soubor obrazkti znazormujici stav (miru poskozeni) rostlin jednotlivych variant
Legenda: 1: rostliny varianty BdK, 2: rostliny varianty BdSi, 3: rostliny varianty BdMb, 4: rostliny

varianty BdFc, 5: rostliny varianty BdCc
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Tabulka 7: Vysledky vizualniho zhodnoceni intenzity poskozeni rostlin Brachypodium distachyon

o Prumérné . . , Interval Interval
. Pocet v . Smérodatna Standardni . . . .
Varianta rostlin poskozeni odchylka chyba spolehlivosti spolehlivosti
[%] -95 +95
BdK 20 1,84 2,09 0,47 0,86 2,82
BdSi 20 0,85 1,62 0,36 0,09 1,61
BdMb 20 23,04 28,76 6,43 9,57 36,50
BdCec 20 100,00 0,00 0,00 100,00 100,00
BdFc 20 15,61 29,32 6,56 1,89 29,33

Ziskana data byla nasledn¢ statisticky otestovana pomoci metody analyza rozptylu (ANOVA)
s naslednym Tukeyho post-hoc testem (p < 0,05) za pouziti softwaru Statistica 12. ANOVA predstavuje
metodu, jez se pouziva pfi statistickém testovani hypotéz za i¢elem srovnani praiméru mezi sledovanymi
skupinami (Mishra et al., 2019). Ziskana p-hodnota (pokud p < 0,05) udava, ze existuje statisticky
vyznamny rozdil v priméru alespon u jednoho sledovaného paru skupin (v tomto pfipad¢ paru variant).
Tukeyho post-hoc test pot€¢ umoziuje determinovat tento statisticky vyznamny par skupin (Mishra et al.,
2019).

Na zaklad¢ vysledku statistické analyzy ziskanych dat (tabulka 8, 9) lze fict, Ze mezi primérnym
procentem poskozeni srovnavanych variant byl prokazan statisticky vyznamny rozdil (hodnota p < 0,05;
v tabulce 8 zelen¢ zvyraznéno). Konkrétné mezi variantami: BAK vs. BAMb/BdCc a dale pak mezi
variantou BdSi vs. BAMb/BdCc a také mezi variantou BAMb vs. BdCc/BdK/BdSi (tabulka 9). V pripad¢
varianty BdCc byl zji§tén statisticky vyznamny rozdil pfi srovnani se vS§emi testovanymi variantami
a v piipad¢ varianty BdFc byl zji§tén statisticky vyznamny rozdil pouze ve srovnani s variantou BdCc.
Pro ovéfeni spravnosti navrzeni experimentu byly srovnany i jednotliva opakovani a na zaklad¢ zjisténé
p-hodnoty (p > 0,05; tabulka 8, 2. fadek) lze fict, Ze mezi jednotlivymi opakovanimi nebyl prokazan
statisticky vyznamny rozdil. Toto porovnani bylo provedeno pomoci Tukeyho post-hoc testu, vysledky

jak vizualniho zhodnoceni intenzity poskozeni, tak statistického vyhodnoceni jsou shrnuty v grafu 1.

Tabulka 8: Vysledky statistického vyhodnoceni intenzity poskozeni rostlin Brachypodium distachyon
pomoci metody ANOVA

Pocet
Zdroj variability SS stupnu MS F p
volnosti
Varianta 135669,8 4 33917,44 90,7462 0,00000
Opakovani 1150,6 4 287,64 0,7696 0,54839
Chyba 28032,1 75 373,76

Legenda: SS: sum of squares (soucet ¢tvercli), MS: mean squares (prumérné Ctverce), F: F distribution,

statisticky vyznamné hodnoty jsou zelen¢ zvyraznény
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Tabulka 9: Vysledky Tukey-HSD testu pro jednotlivé testované varianty

Pramérné
Varianta poskozeni Tukey-HSD test, p < 0,05
[%]
BdK 1,84 a
BdSi 0,84 a
BdMb 23,04 b
BdCc 100,00 C
BdFc 15,61 a b
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Graf 1: Pruimérné poskozeni rostlin Brachypodium distachyon jednotlivych variant (BdK,

BdSi, BdMb, BdFc, BdCc) zjisténé na zakladé vizualniho zhodnoceni piiznaku

Legenda: a, b, c: vysledek Tukeyho post-hoc testu (p < 0,05), ktery udava, mezi kterymi
srovnavanymi variantami byl nalezen statisticky vyznamny rozdil; usecky nad sloupci znazoriuji

standardni chybu

Na zakladé vysledkt statistické analyzy lze tedy fict, Ze patogenni houby F. culmorum
a C. cereale dle ocekavani negativné ovliviiuji svého hostitele a endofyt M. bolleyi ma na rostliny méné
negativni vliv oproti patogenu C. cereale, ale vétsi negativni vliv nez patogen F. culmorum. Naopak se
zda, ze endofyt S. indica neomezuje rostliny B. distachyon v rastu, respektive na rozdil od ostatnich

studovanych hub neposkozuje svého hostitele.
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5.2  Vysledky qPCR (méfeni exprese genu zapojenych do obranné reakce rostlin)

Pomoci kvantitativni Real-time PCR byla métena exprese 6 vybranych genu (BdPR-1, BACHIT,
BdPOX2, BALOX3, BAWRKY41, BAEIN3), jez hraji dilezitou roli v obrannych mechanismech rostlin
(kapitola 3.4.1). Konkrétn¢ bylo testovano, jak se méni mira exprese daného genu poté, co je rostlina
(B. distachyon) napadena patogennimi houbami C. cereale a F. culmorum (varianta BdCc a BdFc)
ve srovnani s kontrolni variantou (BdK), pficemz na zacatku experimentu se pfedpokladalo, Ze
sledovano, zda ke zménam exprese dochazi i vlivem kolonizace rostlin endofytickymi houbami S. indica
(varianta BdSi) a M. bolleyi (varianta BAMb). Na zaklad¢ toho 1ze nasledn¢ posoudit, zda existuje rozdil
mezi intenzitou reakce rostliny na pfitomnost patogenni vs. endofytické houby, respektive zda dochazi
ke spusténi obrannych mechanismu rostlin v pfipad¢ obou typu houbovych organismu.

Vzhledem k tomu, Ze byla v ramci této prace provedena relativni kvantifikace genové exprese,
musela byt exprese studovanych genti vztazena k referencnimu genu BdSamDC. Tudiz relativni
kvantifikace podava informaci o relativni zméné exprese cilového genu vici vnitini kontrole
(referencnimu genu). Vypocet hladiny relativni genové exprese provedl CFX Maestro Software (Bio-

Rad) pomoci metody 2744

Vypodéet podle metody 2 44Ct*
AAC = ACid — AC2
AC:1 = C; (cilového genu testovancho vzorku) — C; (referencniho genu testovaneho vzorku)

AC2 = C (cilového genu kontrolniho vzorku) — C; (referen¢niho genu kontrolniho vzorku)

*
C:1: C; testovan¢ho vzorku (varianta BdSi, BdMb, BdCc, BdFc)

C:2: C; kontrolniho vzorku (varianta BdK)

cilovy gen: BdPR-1, BACHIT, BAPOX2, BALOX3, BIWRKY41, BdEIN3
referencni gen: BdSamDC

Pomoci metody 2744

se ziskala hodnota relativni exprese, ktera se nasledné pouzila pro stanoveni
hodnoty FD (fold difference, relativni rozdil v expresi), ktera jiz pfimo udava, zda doslo k upregulaci ¢i
downregulaci exprese cilového genu v testovaném vzorku (‘treatmentu’) ve srovnani s kontrolnim
vzorkem v daném dnu po inokulaci. Vypocita se tedy jako pomér hodnoty relativni exprese cilového
genu u testovanc¢ho vzorku a kontroly. Ziskané FD hodnoty byly podrobeny statistické analyze metodou
One-way ANOVA pomoci CFX Maestro Softwaru (Bio-Rad). Hodnoty FD jsou uvedeny v tabulkach
(10-15) spolecné s p-hodnotou. Relativni rozdil v expresi testovan¢ho genu je povazovan za statisticky

vyznamny, pokud je hodnota p < 0,05 (zelen¢ zvyraznéné hodnoty v tabulkach 10-12). Na grafech 2-7
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je znazornéna relativni exprese testovanych genti (hodnoty odpovidaji vysledkiim vypoctu podle metody
27A5CY pficemz jednotlivé sloupce piedstavuji primér ze dvou biologickych opakovani.
5.2.1 Exprese genu BdPR-1

Informace o mife exprese genu BdPR-I u jednotlivych variant jsou shrnuty v tabulce 10
a znazornény na grafu 2. Relativni rozdil v expresi testovaného genu (hodnota FD) je statisticky
vyznamny pii p < 0,05, coz lze pozorovat v piipadé rostlin napadenych patogenem C. cereale (varianta
BdCc) u kterych doslo ke zvysené expresi genu BdPR-1 2 dpi (p = 0,0192) a 3 dpi (p = 0,0000). Stejné
tak lze pozorovat statisticky vyznamny rozdil v expresi u rostlin napadenych patogenem F. culmorum
(varianta BdFc), u kterych doslo ke zvySené expresi testované¢ho genu 2 dpi (p = 0,02768), mirné
zvySena exprese lze pozorovati 3. dpi, a naopak mirn¢ snizena exprese béhem 1. dpi, v té€chto pfipadech
vsak zjistény relativni rozdil v expresi neni statisticky vyznamny. Lze fict, Ze exprese genu BdPR-1 byla
v ptipad¢ varianty BdCc priblizné 42x vyssi (2 dpi) a asi 70x vyssi (3 dpi) oproti kontrolni varianté
a u varianty BdFc (2 dpi) byla exprese testovaného genu asi 38x vyssi oproti kontrole. Exprese genu
BdPR-1 byla mim¢ upregulovana i u rostlin inokulovanych endofytem M. bolleyi (varianta BdMb)
zejména 1 dpi a 3 dpi, nicméné v tomto pripad¢ nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil. U rostlin
kolonizovanych endofytem S. indica (varianta BdSi) nedoslo ke statisticky vyznamné upregulaci
exprese genu BdPR- 1, coz odpovida ocekavani vzhledem k tomu, Ze n€které endofyty maji mechanismy,
diky kterym se mohou vyhnout imunitnimu systému rostlin (kapitola 3.3) a velmi Casto poskytuji
rostlinam fadu vyhod (kapitola 3.1.1). Celkov¢ lze tedy fict, Ze mira exprese genu BdPR-1 byla znacné¢
vys§i v pripadé rostlin napadenych patogennimi houbami neZz urostlin, jeZz byly kolonizovany
endofytickymi houbami, pfi¢emz statisticky vyznamné hodnoty FD lze pozorovat 2 dpi a 3 dpi
(v tabulce 10 kolonka E vs. P). V pfipad¢ patogennich hub byla vys§i mira exprese genu BdPR-1

pozorovana u rostlin napadenych patogenem C. cereale.

Tabulka 10: Relativni rozdil v expresi (hodnota FD) genu BdPR-1 1, 2, 3 dpi u jednotlivych variant

1 dpi 2 dpi 3 dpi Prume(li ;le vSech
FD p FD p FD p FD p
BdSi 0,25  0,61795 1,95  0,52629 1,34 0,53151 0,87 0,08136
BdMb 546  0,60673 | 2,88  0,55001 7,84  0,70910 4,97 0,39608
BdCc 1,01 0,73234 | 41,79 0,01922 | 69,43  0,00000 14,33 0,00025
BdFc 0,13  0,67358 | 37,94 0,02768 | 2,78  0,58073 2,40 0,40738
Evs.P 0,31 0,67697 16,80  0,04991 4,29 0,00604 2,82 0,00679
Legenda: FD: fold difference, relativni rozdil v expresi; dpi: den po inokulaci; E vs. P: srovnani

Varianta

pramérmych FD hodnot endofytd (S. indica a M. bolleyi) s patogeny (F. culmorum a C. cereale);
statisticky vyznamné hodnoty FD (p < 0,05) jsou zelené zvyraznény
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Graf 2: Relativni exprese genu BdPR-1 u rostlin Brachypodium distachyon jednotlivych variant

(BdK, BdSi, BdMb, BdCc, BdFc) méfena béhem 3 dnti po inokulaci
Legenda: D1: 1 dpi, D2: 2 dpi, D3: 3 dpi; K: kontrola; Si: S. indica; Mb: M. bolleyi; Cc: C. cereale;

Fc: F. culmorum; sloupce zahrnuji pramér relativni exprese ze 2 biologickych opakovani, usecky nad

sloupci znazortiuji standardni chybu

5.2.2 Exprese genu BdCHIT

V pripadé¢ genu BdCHIT lze pozorovat statisticky vyznamny relativni rozdil v expresi, jak
u rostlin kolonizovanych endofytem M. bolleyi (varianta BdMb), tak u rostlin napadenych patogeny
C. cereale a F. culmorum (varianta BdCc a BdFc). K vyznamné upregulaci exprese genu BACHIT doslo
u rostlin varianty BAMb zejména 1 dpi, kdy byla exprese asi 30x vysSi oproti kontrole (p = 0,0061)
a priblizn¢ 10x vy$§i béhem 2.dpi (p = 0,04489) oproti kontrole. Ve stejné dny byla exprese
studovaného genu upregulovana i u rostlin varianty BdFc, a to obzvlast’ 1 dpi, kdy exprese byla asi 105x
vy$$§i ve srovnani s kontrolou (p = 0,00374) a 146x vyssi béhem 2. dpi (p = 0,00012). U varianty BdMb
lze pozorovat mirnou upregulaci exprese testovaného genu i 3 dpi, nicméng stejné jako u varianty BdFc
(3 dpi) nebyl v tento den prokazan statisticky vyznamny rozdil. ZvysSena exprese genu BACHIT lze dale
pozorovat u rostlin varianty BdCc, a to béhem vSech tfi dnd po inokulaci, primémé je exprese priblizné
26x vyssi oproti kontrolni varianté (p = 0,00015). U rostlin kolonizovanych endofytem S. indica doslo
k mimé zvySené expresi genu BACHIT 1 dpi a 2 dpi, nejedna se vSak o statisticky vyznamny rozdil.
Celkove lze fict, ze stejné jako v pripadé genu BdPR-1 byla mira exprese genu BACHIT vySsi u rostlin

s patogennimi houbami oproti rostlinam s endofytickymi houbami, coz dokazuje priméma hodnota FD
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za vSechny tfi dny po inokulaci, jez znaci, ze relativni rozdil v expresi je statisticky vyznamny. Co se
tye patogennich organismi, tak nepatmé vyraznéjsi vliv na expresi genu BdCHIT m¢l patogen
F. culmorum (praimérna hodnota FD za vSechny 3 dpi je 26.45). VySe popsané vysledky jsou shruty

v tabulce 11 a relativni exprese testovaného genu u jednotlivych variant je znazornéna na grafu 3.

Tabulka 11: Relativni rozdil v expresi (hodnota FD) genu BACHIT 1, 2, 3 dpi u jednotlivych variant

1 dpi 2 dpi 3 dpi Prameér ze vSech
dpi
FD p FD p FD p FD p
BdSi 2,11 0,36130 4,66 0,38520 0,11 0,37466 1,04 0,13096
BdMb 30,46 0,00610 10,02 0,04489 5,78 0,64844 12,08  0,01316
BdCc 13,47  0,00517 | 57,44  0,00452 | 2223  0,00851 25,81  0,00102
BdFc 105,25  0,00374 | 146,17  0,00012 1,20 0,43726 | 26,45  0,00015
E vs. P 4,69 0,17123 13,41  0,00115 6,35 0,50862 7,37 0,00003
Legenda: FD: fold difference, relativni rozdil v expresi; dpi: den po inokulaci; E vs. P: srovnani

Varianta

pramérmych FD hodnot endofyt (S. indica a M. bolleyi) s patogeny (F. culmorum a C. cereale);
statisticky vyznamné hodnoty FD (p < 0 ,05) jsou zelené zvyraznény
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Graf 3: Relativni exprese genu BACHIT u rostlin Brachypodium distachyon jednotlivych variant
(BdK, BdSi, BdMb, BdCc, BdFc) méfena béhem 3 dnti po inokulaci

Legenda: D1: 1 dpi, D2: 2 dpi, D3: 3 dpi; K: kontrola; Si: S. indica; Mb: M. bolleyi; Cc: C. cereale;
Fc: F. culmorum; sloupce zahrnuji prumér relativni exprese ze 2 biologickych opakovani, usecky nad

sloupci znazoruji standardni chybu
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5.2.3 Exprese genu BdPOX2

Na zakladé udaju v tabulce 12 lze pozorovat zvySenou expresi genu BdPOX2 u rostlin
kolonizovanych endofytickou houbou M. bolleyi (varianta BdMb) a u rostlin napadenych patogeny
F. culmorum (varianta BdFc) a C. cereale (BdCc). V pripadé rostlin varianty BdMb byl zjistén
statisticky vyznamny relativni rozdil v expresi béhem 1. dpi, kdy byla exprese dané¢ho genu asi 4,8x
vys$si oproti kontrole (p = 0,0006) a 5,7x vyssi béhem 3. dpi (p = 0,0059) ve srovnani s kontrolou.
Exprese genu BdPOX2 byla také upregulovana u rostlin varianty BdCc, pricemz statisticky vyznamny
rozdil byl prokazan 2 dpi, béhem kterého byla exprese asi 29,5x vys§i oproti kontrolni varianté
(p = 0,0008). Podobny vysledek byl zjistén 1 u rostlin varianty BdFc, kdy se gen BdPOX2 exprimoval
priblizné¢ 5,8% vice ve srovnani s kontrolou (p = 0,0055). V ostatnich dnech nebyl u zminénych variant
zjistén statisticky vyznamny rozdil. Stejn¢ jako v pfedchozich pfipadech nebyl pozorovan statisticky
vyznamny vliv endofytické houby S. indica na expresi genu BAPOX2, nicmén¢ lze pozorovat, ze béhem
1. dpi doslo tentokrat k downregulaci testované¢ho genu oproti kontrole a béhem 2. a 3. dpi doslo k mirné
upregulaci. V tomto piipadé nelze dospét k zavéru, Ze patogenni houby maji vétsi vliv na miru exprese
sledovan¢ho genu oproti endofytim, jelikoz nebylo prokazano, Ze ziskané vysledky jsou statisticky

vyznamné. Relativni exprese genu BdPOX?2 je znazornéna na grafu 4.

Tabulka 12: Relativni rozdil v expresi (hodnota FD) genu BAPOX2 1, 2, 3 dpi u jednotlivych variant

Varianta 1 dpi 2 dpi 3 dpi Prime e veeeh

FD p FD p FD p FD p
BdSi 0,3226  0,6691 | 3,5500 0,4587 | 1,8300  0,3870 | 1,2799  0,0667
BdMb 4,7759  0,0006 | 1,2838  0,4499 | 5,6974  0,0059 | 4,1173  0,0852
BdCc 2,9530  0,2057 | 29,4729  0,0008 1,2635  0,3510 | 4,7910  0,0187
BdFc 0,9399 09483 | 5,7743  0,0055 1,8063  0,3859 | 2,1402  0,1812
E vs. P 1,3423  0,5133 | 4,6988  0,0567 | 04681  0,2586 | 1,4328  0,2429

Legenda: FD: fold difference, relativni rozdil v expresi; dpi: den po inokulaci; E vs. P: srovnani

pramérmych FD hodnot endofytd (S. indica a M. bolleyi) s patogeny (F. culmorum a C. cereale);
statisticky vyznamné hodnoty FD (p < 0,05) jsou zelené zvyraznény
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Graf 4: Relativni exprese genu BdPOX?2 u rostlin Brachypodium distachyon jednotlivych variant
(BdK, BdSi, BdMb, BdCc, BdFc¢) méfena béhem 3 dnti po inokulaci

Legenda: D1: 1 dpi, D2: 2 dpi, D3: 3 dpi; K: kontrola; Si: S. indica; Mb: M. bolleyi; Cc: C. cereale;
Fc: F. culmorum; sloupce zahmuji pramér relativni exprese ze 2 biologickych opakovani, usecky nad

sloupci znazortiuji standardni chybu

5.2.4 Exprese genu BdLOX3

Mimé zvySena exprese genu BdLOX3 lze pozorovat u rostlin varianty BdSi a to 2 dpi a 3 dpi
au varianty BdMb a BdFc 3 dpi, v pfipad¢ ostatnich dni, a to i véetn¢ varianty BdCc doslo
k downregulaci exprese genu BALOX3. V tomto pfipad¢ se vSak u zadn¢ z testovanych variant nejednalo
o statisticky vyznamny rozdil, tudiz jak patogenni, tak endofytické houby nemély na expresi tohoto genu
statisticky vyznamny vliv. Ziskané¢ hodnoty FD jsou uvedeny v tabulce 13 a relativni exprese je

znazorn¢éna na grafu 5.
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Tabulka 13: Relativni rozdil v expresi (hodnota FD) genu BALOX3 1, 2, 3 dpi u jednotlivych variant

Varianta 1 dpi 2 dpi 3 dpi Frimet e vech

FD p FD p FD p FD p
BdSi 0,2018  0,2687 | 1,7134  0,2587 | 1,9201  0,7178 | 0,8723  0,4777
BdMb 0,1767  0,2365 | 0,4086  0,6166 | 1,6035  0,8587 | 0,4874  0,2709
BdCc 0,3459  0,1334 | 0,8593 09796 | 0,5343 04616 | 0,5416  0,2881
BdFc 0,1033  0,3246 | 0,9582 09755 1,9580  0,6864 | 1,7977  0,1411
Evs.P | 2,1296  0,6503 1,0845 09009 | 0,5829  0,7790 | 1,2497  0,9786

Legenda: FD: fold difference, relativni rozdil v expresi; dpi: den po inokulaci; E vs. P: srovnani

pramérnych FD hodnot endofyti (S. indica a M. bolleyi) s patogeny (F. culmorum a C. cereale)
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Graf 5: Relativni exprese genu BdLOX3 u rostlin Brachypodium distachyon jednotlivych variant
(BdK, BdSi, BdMb, BdCc, BdFc¢) méfena béhem 3 dnti po inokulaci

Legenda: D1: 1 dpi, D2: 2 dpi, D3: 3 dpi; K: kontrola; Si: S. indica; Mb: M. bolleyi; Cc: C. cereale;
Fc: F. culmorum; sloupce zahmuji prim¢r relativni exprese ze 2 biologickych opakovani, tisecky nad

sloupci znazortiuji standardni chybu

5.2.5 [Exprese genu BAWRKY41

K mirn¢ upregulaci exprese genu BAWRKY41 doslo u rostlin varianty BdCc 2 dpi a také u rostlin
varianty BdFc béhem 2. dpi a také 3. dpi. V pfipad¢ rostlin kolonizovanych endofytem S. indica lze
pozorovat zvySenou expresi béhem 2. dpi a 3. dpi a u rostlin s endofytem M. bolleyi 2 dpi. V ostatnich

dnech lze u zminénych variant pozorovat snizenou expresi testovaného genu. Nicméné stejné jako
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v pripad¢ genu BdLOX3 ani v jednom zminéném pripad¢ se nejednalo o statisticky vyznamny rozdil.

Hodnoty FD jsou uvedeny v tabulce 14 a relativni exprese testovaného genu u jednotlivych variant je

znazorn¢éna na grafu 6.

Tabulka 14: Relativni rozdil v expresi (hodnota FD) genu BAWRK41 1, 2, 3 dpi u jednotlivych variant

Varianta 1 dpi 2 dpi 3 dpi Pr““‘efilff vsech
FD p FD p FD p FD p

BdSi 0,2184 0,1526 4,6843 0,3796 1,7534 0,7805 1,1835 0,2986

BdMb 0,1964 0,1473 1,8679 0,5706 0,5966 0,7517 0,6026 0,0749

BdCc 0,2825 0,1247 2,9349 0,6918 0,2065 0,3992 0,5552 0,0891

BdFc 0,0802 0,5236 2,3266 0,6508 1,8203 0,5380 2,1749 0,4975

Evs.P 1,5199 0,8508 0,8834 0,9097 0,9394 0,9653 1,1055 0,9140

Legenda: FD: fold difference, relativni rozdil v expresi; dpi: den po inokulaci; E vs. P: srovnani

pramérnych FD hodnot endofyti (S. indica a M. bolleyi) s patogeny (F. culmorum a C. cereale)
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Graf 6: Relativni exprese genu BAWRKY41 u rostlin Brachypodium distachyon jednotlivych
variant (BdK, BdSi, BdMb, BdCc, BdFc) méfena béhem 3 dnu po inokulaci

Legenda: D1: 1 dpi, D2: 2 dpi, D3: 3 dpi; K: kontrola; Si: S. indica; Mb: M. bolleyi; Cc: C. cereale;

Fc: F. culmorum; sloupce zahrnuji primeér relativni exprese ze 2 biologickych opakovani, uisecky

nad sloupci znazormiuji standardni chybu
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5.2.6 Exprese genu BdEIN3

Podobné jako v piipad¢ exprese genu BdLOX3 a BAWRKY41 nebyl prokazan statisticky
vyznamny relativni rozdil v expresi genu BAEIN3 u zadné z testovanych variant (tabulka 15). Nicméné
mirn¢ zvySend exprese genu BAEIN3 1ze pozorovat u rostlin varianty BdSi a BdFc ato 2 a 3 dpi a naopak
béhem 1. dpi doslo k downregulaci exprese testovaného genu. U ostatnich variant doslo béhem vétSiny
dnu také k downregulaci. Relativni exprese testovaného genu u jednotlivych testovanych variant je

znazorn¢éna na grafu 7.

Tabulka 15: Relativni rozdil v expresi (hodnota FD) genu BJEIN3 1, 2, 3 dpi u jednotlivych variant

Varianta L dpi 2 dpi 3 dpi Prime e veeeh
FD p FD p FD p FD p
BdSi 0,5386  0,0875 | 2,6371  0,0917 | 1,6271  0,7246 | 1,7741  0,1339
BdMb 0,2901  0,0914 | 0,5632 0,5323 | 09177 0,5034 | 0,5774 04182
BdCc 0,2919  0,0966 | 1,0737  0,5780 | 0,5247  0,3433 | 0,5534  0,3579
BdFc 0,9303  0,9035 1,7751  0,7496 | 1,7642  0,7422 | 1,4282  0,4845
E vs. P 1,6338  0,4339 | 04864 09180 | 0,7874 04275 | 0,9087  0,4885
Legenda: FD: fold difference, relativni rozdil v expresi; dpi: den po inokulaci; E vs. P: srovnani

pramérnych FD hodnot endofyti (S. indica a M. bolleyi) s patogeny (F. culmorum a C. cereale)

b BAEIN3
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Graf 7: Relativni exprese genu BAEIN3 u rostlin Brachypodium distachyon jednotlivych variant
(BdK, BdSi, BdMb, BdCc, BdFc) méfena béhem 3 dnti po inokulaci

Legenda: D1: 1 dpi, D2: 2 dpi, D3: 3 dpi; K: kontrola; Si: S. indica; Mb: M. bolleyi; Cc: C. cereale; Fc:
F. culmorum; sloupce zahmuji prumér relativni exprese ze 2 biologickych opakovani, usecky nad
sloupci znazoriuji standardni chybu
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6 DISKUZE

Reakce rostliny na patogenni a endofytické houby muze byt posouzena na zakladé stanoveni
urovng exprese rfady gent zapojenych do obrannych procest napiiklad pomoci metody RT-qPCR, jez se
vyznacuje vysokou presnosti, citlivosti a také poskytnutim rychlych vysledka (Deshmukh ef Kogel,
2007; Derveaux et al., 2010; Miao ef al., 2019; Panda ef al., 2019). V ramci experimentalni ¢asti této
prace byla u modelového organismu B. distachyon méfena exprese Sesti vybranych gent zapojenych do
obrannych mechanismu rostlin (BdPR-1, BACHIT, BAPOX2, BALOX3, BAWRKY41, BAEIN3) s cilem
zjistit, jak se li§i reakce rostlin na napadeni zavaznymi houbovymi patogeny (¥ culmorum a C. cereale)
a kolonizaci endofytickymi houbami (S. indica a M. bolleyi). Rada z vy$e zmindnych obrannych gent
je indukovana fytohormony nebo se jejich produkty ucastni syntézy fytohormont (Kouzai et al., 2016).
Studiem exprese téchto tzv. fytohormon-responzivnich genu u organismu B. distachyon se v ramci své
studie zabyvali napfiklad Sandoya ef Buanafina, 2014 ¢i Kouzai ef al., 2016. Pozménéna exprese téchto
genu vlivem endofytickych hub maze poukazovat na jejich schopnost vyvolat indukovanou systémovou
rezistenci (tzn. posilit intenzitu obrannych mechanismi) adiky tomu pfedpfipravit rostliny
na potencialni napadeni patogeny, také oznacovano jako priming (Edreva et Kostoff, 2004; Martinez-
Medina et al., 2016; Rabiey ef al., 2017; de Silva ef al., 2019; Adeleke et al., 2022). Z toho duvodu se
uvazuje o moznosti vyuziti n€kterych endofytii véetné S. indica a M. bolleyi jako tzv. biologické
induktory v ramci biologické ochrany rostlin, a to v podstaté jako prostiedek k imunizaci rostlin. Naopak
studium zmén v expresi fytohormon-responzivnich genu vlivem patogenti muze poskytnout informaci
o konkrétnich mechanismech, pomoci kterych se rostlina brani a je schopna potlacit infekci danym
patogenem (Kakei e al., 2015; Kouzai et al., 2016). Pro srovnani bylo po dvou tydnech po inokulaci
provedeno i vizualni zhodnoceni intenzity poskozeni (pfiznaki infekce) rostlin B. distachyon vyjadrené
jako prumémé procento poskozeni vypocitané dle vzorce Townsenda a Heubergera (Kuadela et al.,
1989). Na vhodnost vyuziti B. distachyon pro studium zpusobu interakce houbovych patogenu se
zeméEdélsky vyznamnymi obilovinami poukazuje studie Fitzgerald ef al., 2015. Peraldi et al., 2011 jako
prvni prokazali, Ze B. distachyon mize byt snadno infikovan patogenem F culmorum. Interakci mezi
B. distachyon a F. culmorum se zabyvala i studie MatuSinsky ef al., 2022, v ramci které byla také poprvé
potvrzena kompatibilni interakce mezi B. distachyon a M. bolleyi. Seéi¢ et al., 2021 se zabyvali interakci
mezi B. distachyon a S. indica, a to konkrétné mechanismy, které prispivaji k navozeni vzajemné
prospésné¢ho vztahu. Interakce mezi patogenem C. cereale a B. distachyon nebyla doposud nikym
studovana.

Na zaklad¢ vysledki RT-qPCR bylo zjisténo, Ze mira exprese testovanych genu v listech
B. distachyon se lisila v jednotlivych dnech po inokulaci a také vlivem pfitomnosti dané endofytické
nebo patogenni houby. V pfipadé gentt BAPR-1 a BACHIT byla pozorovana vyraznéji vys§i mira exprese
u rostlin napadenych patogennimi houbami (varianty BdCc, BdFc) oproti rostlinam, jez byly
kolonizovany endofyty (varianty BdSi, BAMDb). Priimérma mira exprese za v§echny tfi dpi genu BdPR- [
byla 2,72x vy$si a exprese genu BACHIT byla 7,34x vyssi. Lze tedy fict, Ze rostliny v tomto pripad¢
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intenzivnéji reagovaly na napadeni patogenem nez na pfitomnost endofytickych hub, coz odpovida
ocCekavani. Obecné vyraznéjsi vliv patogenu na expresi nékterych obrannych gent ve srovnani
s endofyty byl prokazan v fad¢ studiich (napt. Deshmukh ef Kogel, 2007; Atia et al., 2019; Panda et al.,
2019). Co se tyée endofytické houby S. indica, tak v ramci této prace nebyl prokazan statisticky
vyznamny vliv na miru exprese zadného z testovanych genu. Jak jiz bylo zminéno, jednim z davodu
mohou byt mechanismy, diky kterym je fada endofytti schopna uniknout imunitnimu systému rostlin
(kapitola 3.3). Nicméné Seéi¢ et al., 2021 prokazali, Ze i samotna kolonizace kofena B. distachyon
endofytem S. indica vedla k upregulaci exprese fady genl véetné genu PR-I, genu WRKY, genu
kédujiciho peroxidazu a chitinazu. Ve studii Pedrotti e al., 2013 pozorovali zvySenou expresi genu
PR-1 v kofenech vlivem S indica jak vmisté kolonizace, tak na vzdalen¢jSich mistech
(v nekolonizovanych ¢astech).

Vzhledem k tomu, ze S. indica nezpusobila statisticky vyznamnou zménu v expresi zZadného
z testovanych genu, lze fict, Ze jeji pritomnost nema na rostliny B. distachyon negativni vliv. To odrazi
1 velmi nizké primémé poskozeni (0,84 %) zjisténé na zakladé vizualniho zhodnoceni pfiznaku infekce.
Vysledky této prace naznacuji, Ze zdravotni stav rostlin kolonizovanych S. indica se nelisil od stavu
kontrolnich rostlin. Pro potvrzeni pozitivniho vlivu S. indica na rizné vlastnosti (rust, vyvoj)
B. distachyon a schopnost navodit indukovanou rezistenci, je vSak nutné provést dalsi analyzy. Vyznam
endofytické houby S. indica spociva zejména v jeji schopnosti posilit obranyschopnost fady rostlin, a to
konkrétn¢ prostfednictvim navozeni indukované rezistence (Deshmukh er Kogel, 2007; Panda
etal.,2019; Lietal., 2022). To se muze projevit, jak jiz bylo naznaceno odliSnou miru exprese nckterych
ze zminénych obrannych gent. Vyznamné rozdily v expresi lze pozorovat predevs§im v zavislosti na
tom, zda je rostlina v dob¢ napadeni patogenem jiz danou endofytickou houbou kolonizovana (tzv. ‘pre-
colonized’) ¢i nikoliv. Timto se zabyvali napfiklad autofi studie Panda ef al., 2019, ktefi zjistili, Ze
v pocateénim stadiu infekce rostlin rajcete, které byly v dob¢ inokulace patogenem Alternaria solani jiz
kolonizovany endofytem S. indica, doslo ke zvySené expresi tfi PR genu vcetné genu PR-/. Nicméné
v pozdgjsich fazich infekce bylo pozorovano, ze mira exprese téchto gent byla vyssi u rostlin, které
nebyly predtim kolonizovany endofytem S. indica ve srovnani s kolonizovanymi rostlinami. Li et al.,
2022 zjistovali ucinnost indukované systémové rezistence vyvolané endofytem S. indica vuci patogenu
C. cereale a F. graminearum u pSenice. Jejich vysledky potvrzuji, Zze S. indica méla ve srovnani
s patogennimi houbami mnohem mensi vliv na expresi obrannych genli (m¢la nejmensi vliv na
transkriptom psenice), rostlina tedy intenzivnéji reagovala na patogenni houby neZ na endofytickou
houbu S. indica. Deshmukh et Kogel, 2007 testovali vliv S. indica na expresi obrannych gent (PR geni)
v kofenech rostlin je¢mene infikovanych patogenem F graminearum pomoci RT-qPCR. Stejné jako
v ramci tohoto experimentu nevedla samotna inokulace rostlin S. indica ke zvySené expresi obrannych
genu, pouze mirné zvySena hladina PR/b transkripti byla pozorovana 1, 2 a 4 dpi. Molitor ez al., 2011
popsali, ze endofyticka houba S. indica indukuje rezistenci jecmene vici padli a je zodpovédna za

fyziologickou odpovéd jeCmene v podobé spusténi programované bunécné smrti, tvorbé papil v misté
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napadeni a upregulace exprese obrannych genu véetné genu PR-/ u rostlin, které byly v dob¢ napadeni
patogenem kolonizovany touto endofytickou houbou.

Druhou endofytickou houbou, jejiz vliv byl na B. distachyon v predkladané praci testovan, je
M. bolleyi. V tomto ptipad¢ byl prokazan statisticky vyznamny vliv M. bolleyi na expresi gent BACHIT
a BdPOX2, kdy exprese BACHIT byla zna¢né upregulovana béhem prvnich 2 dpi a exprese BAPOX2
byla ve vétsi mirfe upregulovana béhem 1. a 3. dpi. Vliv M. bolleyi na expresi BACHIT byl prokazan
1 ve studii Matusinsky ef al., 2022. Radkova (2023) ve své praci prokazala statisticky vyznamny vliv
samotnc¢ho endofytu M. bolleyi na expresi nékterych z obrannych genu, nikoliv v§ak na geny BACHIT
a BAPOX2, ale na expresi gentt BALOX3 a BAWRKY41. V pripadé genu BdPR-1 se ji nepodafilo, stejné
jako v této praci, ziskat statisticky vyznamné hodnoty FD. Upregulace exprese genu BACHIT a BAPOX2
zpusobena vlivem M. bolleyi v tomto piipad¢ odrazi i miru poskozeni rostlin zjist€nou na zakladé¢
vizualniho zhodnoceni, jelikoZ primémé poskozeni u rostlin varianty BAMb bylo 23,04 %. To je
mnohem vice, nez se oekavalo, vzhledem k tomu, Ze je organismus M. bolleyi obecné povazovan za
endofytickou houbu (Rothen ef al., 2018; kapitola 3.1.2). Nicméné v nékterych studiich
(Murray et Gadd, 1981; Sprague, 1948) je M. bolleyi skutecné popisovan jako slaby patogen. Obecné
lze fict, Ze endofytické houby se mohou stat patogenni, pokud je dana rostlina v dobé kolonizace
néjakym zpiisobem oslabena a stresovana (Galindo-Solis ef Fernandez, 2022; Akram et al., 2023).

V pripadé patogennich hub byla zaznamenana intenzivni reakce rostlin B. distachyon zejména
na infekei C. cereale. To se projevilo vyznamnou upregulaci exprese genu BAPR-1 (2 a 3 dpi), BACHIT
(béhem vsech dpi) a BAPOX2 (2 dpi), zatimco na expresi geniu BALOX3, BAWRKY41 a BAEIN3 nemé¢l
patogen statisticky vyznamny vliv. V fad¢ studiich bylo prokazano, Ze geny kodujici PR proteiny (véetné
PRI) ataké napf. gen chitinasel hraji vyznamnou roli v ramci ochrany psenice pfed infekci C. cereale,
jakoZto puvodce onemocnéni lemovana stébelna skvmitost, coz se pravé muze projevit zvySenou expresi
n¢kterych ze zminénych genu (Chen ef al., 2008; Zhu et al., 2014, 2017). Su et al., 2022 testovali
u pSenice vliv C. cereale na expresi jednoho z potencialné obrannych gent-7aPIMA I, ktery patii do tzv.
MATE (Multi-Antimicrobial Extrusion) genové rodiny, jejiz zastupci se pravdépodobné podili na
rezistenci rostlin vaci raiznym patogenim.

Stejné jako v pripad¢ C. cereale doslo k upregulaci exprese gentt BAPR-1 (2 dpi), BACHIT (1 dpi
a 2 dpi), BAPOX2 (2 dpi) i v dusledku napadeni rostlin B. distachyon patogenem F culmorum.
Na expresi BALOX3, BAWRKY41 a BAEIN3 nem¢la pritomnost K. culmorum statisticky vyznamny vliv.
Podobné¢ vysledky ziskala ve své praci Radkova (2023), nicméné v jejim piipadé byl prokazan
statisticky vyznamny vliv F culmorum i na expresi gent BALOX3 a BAWRKY41. Ve studii Matusinsky
etal., 2022 byl prokazan statisticky vyznamny vliv & culmorum na expresi BAPR-1, BALOX3 a BACHIT.
Zhu et al., 2021 testovali vliv patogenti Magnaporthe oryzae a Fusarium graminearum na expresni
profily obrannych genli u B. distachyon, pticemz bylo zji§téno, Ze B. distachyon reaguje na tyto
patogenni houby odliSnym zptisobem. Konkrétné byly pozorovany vyznamné zmény v expresi genu

zapojenych do syntézy a signalizace JA jako je gen LOX a AOS, pti¢emz jejich mira exprese byla nizsi
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v pripad¢ F. graminearum nez u M. oryzae, dale pak byla vlivem obou patogenti ovlivnéna exprese gent
kédujicich transkripéni faktory WRKY, MYB, bZIP a také receptor-like kinazy (RLK) ¢i komponenty
MAPK kaskady. Pasquet ez al., 2014 testovali reakci B. distachyon na dva kmeny F. graminearum (wild-
type-produkujici deoxynivalenol (Fg DON+) a mutantni-neprodukujici deoxynivalenol (Fg DON")).
Vysledky této studie ukazuji, ze oba kmeny indukovaly syntézu JA a ET véetné exprese ET-
responzivnich gent kodujicich transkripéni faktory. Kmen FgDON+ zpusobil mimo jiné upregulaci
exprese genu LOX, zatimco vlivem kmenu FgDON doslo na priklad k vyznamné upregulaci exprese

genu BdPR-1, BACHIT ¢i genu pro PR9-like peroxidase.

U vySe zminénych patogennich hub, jez byly pfedmétem této prace, se predpokladalo, ze
opacny efekt. To dokazuje vy$si mira upregulace exprese u fady testovanych genu, ale také vysledky
vizualniho zhodnoceni intenzity poSkozeni rostlin, jelikoz primérmé poskozeni u rostlin napadenych
C. cereale bylo 100 %. Jak jiz bylo zmin¢no, jednim z divodii muze byt zvoleny zpiisob inokulace
rostlin B. distachyon (prostfednictvim kofenu), vzhledem k tomu, Ze C. cereale je vyznamnym
kofenovym patogenem na rozdil od F. culmorum, ktery napada predevsim nadzemni ¢asti rostlin.

V pfipad¢ gena BALOX3, BAIWRKY41, BAEIN3 nebyl v ramci této prace prokazan statisticky
vyznamny rozdil v jejich expresi u zadné z testovanych variant (tj. BdSi, BdMb, BdCc, BdFc).
Exprese genu BdLOX3 muze byt spusténa kyselinou jasmonovou (JA marker), ktera hraje daleZitou roli
v ochrané rostlin pfed napadenim nekrotrofnimi patogeny a hmyzem (Sandoya er Buanafina, 2014;
Wasternack ef Song, 2017; Subramanyam et al., 2019). Prestoze je F. culmorum predstavitelem
hemibiotrofnich (Petti er al., 2012) a C. cereale nekrotrofnich (Zhu er al., 2017; Su et al., 2022)
patogenu, nebyla exprese BALOX3, jak jiz bylo naznaceno, jimi ovlivnéna. Nicméné zména v expresi
genu BdLOX3 u B. distachyon vlivem patogenni houby Sclerotinia homeocarpa byla prokazana
ve studii Sandoya et Buanafina, 2014 a také v jiz zminéné studii Pasquet ez al., 2014 vlivem patogenu
F. graminearum. Downregulace tohoto genu u B. distachyon v dusledku napadeni Skodlivym hmyzem
(Mayetiola destructor) byla pozorovana ve studii Subramanyam et al., 2019. Geny kodujici transkripéni
faktory WRKY pak mohou slouzit jako SA markery, pfi¢emz se podili na regulaci exprese fady genu
zapojenych do obranné reakce rostlin véetné genti pro PR proteiny (Ulker et Somssich, 2004; Pieterse
et al., 2012). Kouzai et al., 2020 zjistovali vliv patogenu Rhizoctonia solani na expresi SA-
responzivnich genu jako je BAWRKY38 a BAWRKY44 u linie B. distachyon Bd3-1 vykazujici rezistenci
vici tomuto patogenu ve srovnani s nachylnou linii Bd21 (linie pouzita v rameci této prace). Vysledky
analyzy transkriptomu B. distachyon ziskané v této studii ukazaly, ze k indukeci téchto genu doslo
mnohem rychleji u rezistentni linie Bd3-1 nez u linie Bd21.

Gen EIN3 se tadi mezi ET-responzivni geny. V ramci studie Kouzai et al., 2016 se podafilo
u B. distachyon identifikovat jeden homolog genu FEIN3, jehoz exprese vsak ethylenem nebyla

indukovana. Studie Huang et al., 2016 shrnuje poznatky o roli ET-responzivnich transkripénich faktori
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(napt. ERFI) v obrannych mechanismech A. thaliana vici fadé patogent, véetné nekrotrofnich hub.
Nicméné doposud se zadna studie nezabyvala vlivem patogennich a endofytickych hub pfimo na expresi
EIN3u B. distachyon.

Vzhledem k tomu, Ze ob¢ patogenni houby (C. cereale a F. culmorum) mély vliv na expresi genu
BdPR-1, BACHIT a BAPOX2, lze fict, Ze v obran¢ B. distachyon pted napadenim hraji vyznamnou roli
zejména antifungalni proteiny PR-1, pficemz gen PR-1 je primarné povazovan za SA marker, nicméné
podle n¢kterych studii je indukovan i fytohormonem JA (Kouzai et al., 2016). Dilezité jsou také enzymy
chitinazy, jejichz exprese je stimulovana chitinem, ktery je zaroven i jejich substratem (Kouzai et al.,
2014, 2016; Bakhat et al., 2023) a v neposledni fadé enzymy peroxidazy, jez se podili na ochrané rostlin
prostrednictvim zesileni bunécné stény s cilem zabranit vstupu patogenu (Sandoya et Buanafina, 2014).
Jelikoz je B. distachyon modelovym organismem pro studium obilovin, 1ze na zaklad¢ vysledku této
prace predpokladat, ze obdobnym zpiisobem mohou na patogeny reagovat i pribuzné zemédélsky

vyznamné druhy (pSenice, jeCmen). Diky tomu se 1ze nasledné€ na tyto mechanismy detailnéji zaméfit.
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7 ZAVER

V ramci této diplomové prace byla stanovena uroven exprese Sesti genu (BdPR-1, BACHIT,
BdPOX2, BdLOX3, BAWRKY4l, BdEIN3) zapojenych do obrannych mechanismi modelového
organismu B. distachyon pomoci metody RT-qgPCR. Na zaklad¢ analyzy genové exprese bylo zjisténo,
jakym zpusobem reaguje B. distachyon na napadeni patogennimi houbami (C. cereale a F. culmorum)
a kolonizaci endofytickymi houbami (S. indica a M. bolleyi). Vypéstované rostliny byly inokulovany
prislusnymi houbami prostfednictvim kofent a exprese genti byla méfena ve vzorcich odebranych tii
nasledujici dny po inokulaci.

Napadeni rostliny B. distachyon patogeny C. cereale a F. culmorum se projevilo zvySenou expresi
genu BdPR-1, BACHIT a BAPOX2. V pftipad¢ exprese geni BdPR-1 a BACHIT bylo navic prokazano,
ze ve srovnani s endofyty, doslo k upregulaci exprese ve vyssi mife vlivem patogenu. Lze tedy fict, Ze
v obrané¢ rostlin B. distachyon pted patogennimi houbami jsou zapojeny zejména antifungalni proteiny
PR-1 ataké enzymy chitindzy a peroxidazy. Exprese geni BdCHIT a BAPOX2 byla ovlivnéna
i endofytem M. bolleyi. U rostlin kolonizovanych endofytem S. indica nebyl prokazan statisticky
vyznamny rozdil v relativni expresi u zadného ztestovanych genu. V pfipadé¢ genu BdLOX3,
BAWRKY41, BAEIN3 nebyla troven exprese ovlivnéna ani jednim ze studovanych organismi. Pro
porovnani byl vliv jednotlivych hub posouzen i na zakladé vizualniho zhodnoceni pfiznaku infekce
rostlin jednotlivych variant. Z nejvétsi miry byly poskozeny rostliny napadené patogenem C. cereale
(prumérné poskozeni 100 %), coz bylo pravdépodobné umocnéno inokulaci rostlin B. distachyon pfimo
prostrednictvim kofent. Znamky poskozeni vykazovaly i rostliny napadené patogenem F. culmorum,
ale také rostliny kolonizované M. bolleyi. Na rozdil od endofytu S. indica, byla tedy v ramci tohoto
experimentu pozorovana slaba patogenita M. bolleyi. V nejlep§im stavu se nachazely rostliny
kolonizovan¢ endofytem S. indica, u kterych nebyly pozorovany zadné znamky poskozeni. Tudiz jak na
zaklad¢€ vysledka analyzy genové exprese, tak vizualniho zhodnoceni miry poskozeni rostlin, je mozné
predpokladat, Ze S. indica je skutecn€ endofyt a jeho pfitomnost nema na rostliny B. distachyon
negativni vliv. Nicmén¢ pro uplné potvrzeni pozitivniho vlivu organismu S. indica na rust a vyvoj
B. distachyon, v¢etné jeho role v obran€ rostlin pfi napadeni patogennimi houbami, je potfeba provést
dalsi analyzy.

Vysledky této prace mohou prispét k pochopeni podstaty mechanismd, jez se podili na ochrané
zeméd€lsky vyznamnych obilovin pfed zavaznymi houbovymi patogeny a také vybizeji k provedeni
dalsich analyz pro potvrzeni pozitivniho vlivu endofytu S. indica na modelovy organismus

B. distachyon, ptipadné jeho roli v biologické ochran¢ rostlin.
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