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CILE PRACE
- zpracovani literarni reSerSe na témata:
o modelovy organismus B. distachyon, patogenni houba F. culmorum, M.
bolleyi a jeho endofyticky vliv
o imunitni systém u rostlin, signalni drahy fytohormonl a exprese jejich
vyznamnych genl zapojenych do obrany rostlin proti patogenim
- sledovani exprese gent zapojenych do obrany rostlin u B. distachyon po inokulaci
endofytickou houbou M. bolleyi a infekci houbovym patogenem F. culmorum
o sledovani vlivu patogena F. culmorum na zménu genové exprese
o sledovani vlivu endofyta M. bolleyi na zménu genové exprese
o sledovani vlivu endofyta M. bolleyi v kombinaci s patogenem F.
culmorum na zménu genové exprese
- ovefeni hypotézy, ze ptitomnost endofytu M. bolleyi ovliviiuje Symptomy

onemocnéni zpusobené patogennimi houbami, konkrétné F. culmorum



1 UVOD

Brachypodium distachyon je mala jednodélozna rostlina z ¢eledi lipnicovitych (Poaceae),
ktera se predevsim vyuziva jako modelovy organismus pro studium trav a obilovin. Jedna
se o rostlinu, ktera ma maly diploidni genom, kratky zivotni cyklus a maly vzrust.

V soucasné dob¢ je jednim z hlavnich problémt pii péstovani plodin napadeni
patogenu pSenice a dalSich obilovin je Fusarium culmorum, vlaknitd houba, ktera je
puvodcem onemocnéni ruzovéni klasd, krékové hniloby a dalSich. Béhem téchto
onemocnéni navic dochédzi k produkci mykotoxint, které jsou nebezpecné jak pro
Cloveka, tak pro zvitrata. Proti této chorobé prozatim chybi u¢inna biologicka ochrana,
proto se ve velké mife pouzivaji fungicidy, které jsou jednak nékladné, ale také mayji
negativni dopad na Zivotni prostfedi. Jako potencialni biologicka ochrana by v budoucnu
mohly slouzit endofytické organismy, které produkci svych sekundarnich metaboliti a
prostiednictvim dalsich mechanismd, eliminuji ucinek nékterych patogent, ale také
ptiznivé ovliviiuji vyvoj svého hostitele. Pro experimentalni ¢ast mé diplomové prace
byla vybrana endofyticka houba Microdochium bolleyi, fadici se mezi kofenové endofyty,
kteti se oznacuji jako tzv. dark septate endophytes (DSE). Microdochium bolleyi je
Castym a uspéSnym endofytem kolonizujici zejména travy a obiloviny.

Obranna reakce rostlin je zaloZena na souhrnu molekuldrnich dé&jt, které zahrnuji
produkci signalnich molekul v¢etné fytohormoni. Pokud je rostlina infikovana dochazi
ke zménam jejich hladiny, coz mize poslouzit pfi sledovani exprese gend, které jsou
jednotlivymi hormony rostlin indukovany. U modelovych rostlin jako je Brachypodium
distachyon se jako markery pouzivaji geny, které jsou zapojeny do biosyntézy ¢i signalni
drahy fytohormont. V této praci bude pro sledovani genové exprese vyuzita jedna ze
zakladnich molekularnich metod kvantitativni real-time PCR (qPCR). Ziskané vysledky
by mohly v budoucnu poslouzit jako zdroj pii hledani novych biologickych ochran u trav

a obilovin vuéi patogennimu druhu Fusarium culmorum.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Modelovy organismus Brachypodium distachyon

Brachypodium distachyon (L.) P. Beauv. (Valecka dvoutada) (Bd) je jednod€lozna
rostlina mirného pasma, ktera se fadi do celedi lipnicovitych (Poaceae). Tento maly
rostlinny druh pochazi z Blizkého vychodu a jizni Evropy, ale dobfe se usadil i v mirnych
oblastech Australie, Asie a Ameriky (Vogel a Bragg, 2009).

Celed Poaceae zahrnuje nékolik podéeledi jako jsou Pooideae, kde se kromé
Brachypodium ftadi oves (Avena sativa), pSenice (Triticum aestivum L.) a je¢men
(Hordeum vulgare L.). Dalsi pod¢eledi jsou Ehrhartoideae, kde je zarazena ryze (Oryza
sativa) a Panicoideae, kde je zafazeno proso (Panicum miliaceum), cukrova titina
(Saccharum officinarum) nebo kukufice (Zea mays) (Catalan et al., 1997; Kellogg, 2001).
Podceled’ Pooideae zahrnuje kmen Brachypodieae, jejimz jedinym ¢lenem je pravé rod
Brachypodium, ktery je sestersky s kmenem Triticeae (pSenice, jeCmen) (patfici rovnéz
do podceledi Pooideae), proto rod Brachypodium sdili s pSenici a jeémenem blizkou
sekven¢ni homologii a fadu morfologickych znaka (Khan & Stace, 1999; Mochida &
Shinozaki, 2013).

Ackoliv ma B. distachyon velmi maly zeméd¢lsky vyznam, piinasi nékolik vyhod
jako experimentalni modelovy organismus pro pochopeni genetické, bunécné a
molekularni biologie jednod€loznych travnich plodin a obilovin mirného pasma. Proto
byl v roce 2001 navrzen jako novy modelovy systém (Draper et al., 2001).

B. distachyon ma doposud nejjednodussi genom, ktery byl u trav popsan, kompletni
osekvenovani inbredni linie Bd21 bylo provedeno v roce 2010. Diploidni genom ma
velikost ptiblizné 272 Mbp, obsahuje 5 chromozomui a cca 25 000 sekvenci kodujicich
proteiny (The International Brachypodium Initiative, 2010). K dispozici je i databaze
celé délky cDNA (FLcDNA) (Mochida et al., 2013). Dalsi vyhodou B. distachyon je, ze
se jedna o samosprasnou jednoletou rostlinu s kratkym zivotnim cyklem (kolem 8-10
tydni), coz umoziuje rychle se mnozit a geneticky upravovat (Obr. 1). Jedna se o rostlinu
nizkého vzrustu, ktera mize dosahovat vysky kolem 30 cm a vyzaduje tak jednoduché
podminky pro péstovani. Klasek obsahuje typicky kolem 10-12 semen a obilka ma

velikost cca 8 mm x 2 mm (Draper et al., 2001; Garvin et al., 2008).



Obr. 1 Zivotni cyklus Brachypodium distachyon. A) Zraly B. distachyon (Bd21-3) ~6 tydnt stary
B) Sedmidenni chladem oSetfena semena Bd21-3, ktera kli¢i v miskach C) Nezakryté misky
obsahujici 2-3 rostliny v kvétinac¢i v rané vegetativni fazi ~2 tydny po vysadbé D) Zralé rostliny
Bd21-3 s kvétenstvim ~8 tydnti po vysadbé E) Senescentni rostliny, pfipravené ke sklizni ~12
tydni po vysadbé F) Zabér na suSené kvétenstvi, semena lze oddélit od laty, vysusSit a skladovat
pii 4 °C (upraveno podle Scholthof et al., 2018).

2.1.1 Brachypodium distachyon jako model pro studium chorob obilovin
Obiloviny jsou péstovany predevsim pro sva semena, ktera se vyuzivaji k vyrobé potravin
jako jsou mouka, $krob a slad pro vyrobu alkoholickych napoju, ale pouzivaji se také jako
krmivo pro zvitata. V posledni dobé vzrostl zajem o jejich odpadni material, tj. slama a
odpad ze zpracovani, ktery mize byt vyuzivan jako alternativni zdroj energie (van Dam
et al., 2007) slouzici pro vyrobu ,,biopaliv® (Fike et al., 2006). Z divodu onemocnéni
obilovin dochazi kazdoro¢né ke snizovani jejich vynosu, pfi¢emz ztraty tvoii cca 10 % z
celkové produkce na celém svété (Oerke, 2006). Proto by studium molekularniho zakladu
interakce hostitel-patogen mohlo piinést lepsi porozuméni mechanismu rezistence vuci
chorobam u riznych druht obilovin a vést tak k celkovému zvySeni obranyschopnosi
rostlin (Fitzgerald et al., 2015).

Bylo prokazano, Ze je Bd hostitelem mnoha vyznamnych biotrofnich, hemibiotrofnich
¢i nekrotrofnich houbovych patogent, jez bézné napadaji obiloviny a travy. Mezi
zastupce patii napf. Magnaporthe oryzae zptsobujici onemocnéni ryze (Kawahara et al.,
2012), Rhizoctonia solani (Sandoya & de Oliveira Buanafina, 2014), Sclerotinia
homoeocarpa (Sandoya & de Oliveira Buanafina, 2014) ¢i Claviceps purpurea (Kind et
al., 2018). Peraldi et al. (2011) také prokazali nachylnost k Fusarium graminearum (Fg)

a Fusarium culmorum (Fc), coz jsou ptvodci rizovéni klast u psenice (FHB; Fusarium



head blight). Kromé& houbovych patogent je Bd také citlivy na nékteré bakterialni
patogeny, tj. Xanthomonas translucens (Fitzgerald et al., 2015), viry (Mandadi et al.,
2014) ¢i oomycety (Sandoya & de Oliveira Buanafina, 2014).

2.2 Rod Fusarium

Rod Fusarium (srpovnicka) je rozmanita skupina vlaknitych hub, patfici do fadu
Hypocreales, ¢eledi Nectriaceae, ktera se fadi mezi vyznamné celosvétové patogeny
napadajici zemédélské a hospodaiské plodiny. Tento rod zahrnuje neyméné 300
fylogeneticky odlisnych druhli a je velmi rozSifeny po celém svét¢ (Burgess, 1981;
O’Donnell et al., 2015). V Evropé jsou za hlavni ptivodce onemocnéni povazovany
nekrotrofni rody F. graminearum (O’Donnell et al., 2004), F. culmorum (Kollers et al.,
2013) ¢i F. pseudograminearum (Fp), které piezivaji v pudé a na zbytcich plodin
(Chakraborty et al., 2010).

Identifikace jednotlivych druhd Fusarium je zalozena na primarnich a sekundarnich
charakteristikach, ve kterych jsou podstatné rozdily. Primarni charakteristiky zahrnuji
napf. tvar makrokonidii, pfitomnost ¢i nepfitomnost mikrokonidii, jejich tvar ¢i typ
mikrokonidiofortt (Windels, 1991). Sekundarni charakteristiky zahrnuji napt. piitomnost
¢1 nepfitomnost chlamydospor jejich polohu a konfiguraci, pfitomnost ¢i nepifitomnost
sporodochii nebo sklerocii (Burgess, 1981). Jednotlivé druhy maji odlisné zptsoby
rozmnozovani, obecn¢ produkuji mitotické (asexualni) konidie, ale F. avenaceum a Fg
mohou produkovat meiotické (sexualni) askospory. Pficemz Fc a Fg navic produkuji
chlamydospory, které maji siln€jsi bunéénou sténu, proto jsou schopny piezit delsi dobu
v pud¢ (Campbell & Griffiths, 1974). Hlavnim zdrojem inokula jsou kontaminované
zbytky plodin lezici na povrchu pidy. Inokulum mutze byt také zavleCeno infikovanym
osivem nebo pomoci konidii (Leplat et al., 2013). Infikuji téméf vSechny rostlinné organy
a vyvolavaji Sirokou Skalu ptiznaki. Zptsobuji primarné rizovéni klast obilovin, hnilobu
kofenti (FRR; Fusarium root rot), krékovou hnilobu (FCR; Fusarium crown rot) ¢i
fusariové vadnuti (Backhouse et al., 2004; Parry et al., 1995). Kr¢kovou hnilobu
zpusobuji primarné druhy Fc a Fg, které infikuji pletiva stébla ¢i kofene pSenice a
je€mene a vyvolavaji tak jejich nekrézu. Rozvoji onemocnéni napomaha horké a suché
pocasi, naproti tomu k rozvoji riZzovéni klasii obilovin pfispiva vlhké a teplé pocasi

(McMullen et al., 1997).



Rizovéni klast je jednou z celosveétove nejniciveéjsich chorob psenice a jeCmene, ktera
je zodpovédna za snizeni vynost a kontaminaci zrna. Onemocnéni je zptisobeno nékolika
druhy Fusarium, které se lisi v zavislosti na regionu a klimatu, avSak pfevladajicim
druhem ve svété je Fg. Napadeni patogenem lze pozorovat kratce po infekei, jelikoz
dochazi k pred¢asnému béleni napadenych klaskd. Také dochdzi k produkci zrn, kterd
maji Spatnou kvalitu, dochdzi ke zméné¢ jejich barvy, ke smrsténi a ke snizeni celkové
hmotnosti (O'Donnell et al., 2000).

Béhem rGzovéni klasi 1 krckové hniloby navic dochazi k produkei nékterych druhi
sekundarnich metaboliti — mykotoxind, jako jsou trichotheceny, mezi néz patfi napf.
toxiny T-2 a HT-2, deoxynivalenol (DON), nivalenol (NIV) a estrogenni mykotoxin
zearalenon (ZEA) (Placinta et al., 1999). Mykotoxiny jsou pro lidi i zvifata velice toxickeé,
n¢které znich jsou odolné wvici vysokym teplotdm, takze je mizeme nalézt
v zemédélskych plodinach, ale zlistavaji v potravinovych vyrobcich i po jejich zpracovani
(Hazel & Patel, 2004). Experimenty s mutanty Fg, ktefi nebyli schopni produkovat DON,
ukézaly, Ze DON funguje jako faktor virulence u pSenice a zvySuje Sifeni choroby.
Ukazalo se, ze DON inhibuje syntézu proteint v eukaryotickych buiikach, tim zZe se vaze
na ribozomalni podjednotku 60S, coz vede k aktivaci signaliza¢ni drdhy vedouci
k programované bunécné smrti (Desmond et al., 2008). Fytotoxickymi G¢inky DON u
pSenice jsou chlordza, nekroza a vadnuti, které Castokrat vede k vybéleni celych klast

(Lemmens et al., 2005).

2.2.1 Fusarium culmorum

F. culmorum je pudni houba, ktera je konkuren¢nim saptrotrofem a fakultativnim
parazitem. Pfevlada v chladnéjsich oblastech Evropy, severni Afriky, Ameriky, Australie
a Asie (Parry et al., 1995) (Obr. 2). Produkuje zakiivené makrokonidie, které jsou
pomérné tlustosténné. Mikrokonidie nejsou produkovany. Chlamydospory se tvoii hojné
a rychle, vyskytuji se bud’ jednotlivé nebo v fetizcich. Mycelium je obecné bil¢, ale asto
zluté az zlutohnédé. Objevuji se i oranzova az ¢ervenohnéda sporodochia (Nelson et al.,
1983; Wagacha & Muthomi, 2007).

K infekci klast pSenice dochazi béhem kratké faze kveteni, coz je obdobi, kdy je
pSenice nejvice nachylna na onemocnéni (Fernando et al., 1997; Lacey et al, 1999).
Hlavnim faktorem podporujicim infekci a produkci mykotoxind je vysoka vlhkost

vzduchu. Vyssi teploty (nad 25 °C), Groven odolnosti odridy a hnojeni dusikem jsou



dalsimi klicovymi faktory, které pfispivaji k rozvoji onemocnéni (Lacey et al., 1999;
Mentewab et al., 2000; Wagacha & Muthomi, 2007). Vzduchem ptenasené konidie
uvolnéné ze zbytkl plodin se ukladaji na nebo uvnitt pSeni¢nych prasnikt, které jsou
primarnim mistem infekce, tam dochazi cca 12-24 hai (hours after infection) k jejich
kliceni. Houbové hyfy mohou dale prostupovat do jednotlivych hostitelskych pletiv.
Prvni ptiznaky napadeni klasu je mozné pozorovat na pluskach infikovanych kvitka, kde
se objevuji tmaveé hnédé skvrny (Brown et al., 2010; Kheiri et al., 2019; Wagacha &
Muthomi, 2007).

Obr. 2 Mikroskopicky snimek makrokonidii patogenni houby Fusarium culmorum. Zvétseni
400x%. Foto: Mgr. Pavel Marusinsky, Ph.D.

2.2.2 Interakce Brachypodium distachyon — rod Fusarium

Z divodu velkého hexaploidniho genomu neni pSenice vhodna pro genetické studie, proto
bylo potieba najit vhodné&jsiho kandidata pro vyzkum interakci s druhy Fusarium.
Nejprve se piedpokladalo, ze by vhodnymi modely mohl byt jeémen (Langevin et al.,
2004) nebo ryze (Amatulli et al., 2010), ob¢ plodiny, ale nakonec vykazovaly nevhodné
vlastnosti pro dal$i studium. Jako dal§i navrhovany model byla vysoce zkoumana
Arabidopsis thalina, ktera vsak neni pfirozenym hostitelem rodu Fusarium a vykazuje
jiné ptiznaky napadeni, nez se vyskytuji u pSenice (Urban et al., 2002).

Peraldi et al. (2011) navrhli pro studium jednod€loznou rostlinu mirného pasma
Brachypodium distachyon, ktera se jevila jako idealni model pro studium interakce, coz
bylo vzapéti potvrzeno. Listy Bd byly pomoci postiiku inokulovany obéma patogeny Fg
a Fc. A obdobné jako v ptipad€ onemocnéni riizovéni klast u pSenice se ukazalo se, Ze je
Bd nejvice nachylné na infekci v obdobi kveteni (Xu et al., 2008). Cast listi byla pied
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inokulaci porusena a ¢ast listu nikoliv. Neocekavané se i u predem neporusenych listi po
inokulaci vytvorily nekrotické a chlorotické léze, stejn¢ jako v piipadé¢ u predem
poranénych listd. Progres onemocnéni byl vSak u neporusenych zpomalen asi o 48 h.
Kromeé listii byly naockovany i dal$i organy jako stébla, listy, listové pochvy ¢i kofeny, u
vSech byla prokazana citlivost na patogeny. Celkové se ukazalo, Ze Brachypodium po
infekci patogend rodu Fusarium vykazuje obdobné piiznaky, které byly pozorovany u
Klast pSenice po infekei stejnymi patogeny, coZ prokazuje potencial tohoto modelového
druhu zkoumat rezistenci vici druhtim rodu Fusarium a pfinaset nové informace, které
mohou byt aplikovany na dalSich obilovinach (Peraldi et al., 2011).

Prozatim chybi u¢inna biologickd ochranna opatfeni proti rdzovéni klasu,
neexistuje zadny plné rezistentni kultivar a ochrana choroby je proto primarné zalozena
na pouzivani fungicidd, jejichz Gi¢innost se 1isi podle druhu patogenu (Chala et al., 2003).
Mimo to je pouzivani fungicidli velmi ndkladné a vede k enviromentalnim a zdravotnim
problémtim. Proto by mél soucasny vyzkum sméfovat smérem k biopesticidim Setrnym
k Zivotnimu prostfedi a k hledani novych biologickych ochran z riznych zdroji (Comby
etal., 2017).

2.3 Endofytické houby

Jako vhodna biologické ochrana se v poslednich letech osvédcuji houby ¢i bakterie, které
se nachazeji na povrchu ¢i ve vnitinich pletivech rostlin, aniz by zpiisobovaly zjevné
piiznaky onemocnéni (Rodriguez et al., 2009). Pokud se nachazeji pouze na povrchu
rostliny a nepronikaji dovnit jedna se o epifyty (Zambell & White, 2015). Pokud v ur¢ité
fazi svého zivotniho cyklu intra- ¢i intercelularné kolonizuji vnitini pletiva rostlin pak
hovoiime o endofytech (Rodriguez et al., 2009). Piestoze se o pfitomnosti Zivych
mikroorganismu uvnitf rostlin vi jiz od poc¢atku minulého stoleti, nepfitahlo to pozornost
mykologtli, dokud se nepfiSlo na jejich farmaceuticky a ekologicky vyznam (Gunatilaka,
2006).

Endofytické houby jsou typicky nepatogenni houby, které jsou v rostlinach
vSudypfitomné a extrémné rozmanité, kazda rostlina obsahuje minimaln¢ jeden druh této
houby. Vyskytuji se jak v nadzemni ¢asti rostliny, tak i v podzemni ¢asti, kde kolonizuji
koteny (Fierer & Jackson, 2006). Navzdory Siroké rozmanitosti skupiny byly endofytické

houby klasifikovany do dvou kategorii z angl. na clavicipitaceous a non-clavicipitaceous.



Pozdéji byly na zdkladé symbiotickych a ekologickych parametrti rozdéleny do Ctyt
hlavnich tfid (Rodriguez et al., 2009).

Endofyticka interakce je definovana jako vyvéazeny antagonismus, vyménou za vyuziti
rostliny jako stanovisté a zdroj zivin, ji endofyt poskytuje fadu vyhod véetné podpory
jejiho rastu, celkového vyvoje ¢i toleranci k biotickym a abiotickym strestim (Schulz et

al., 2015).

2.3.1 Vyuziti endofytickych hub k ochrané rostlin

Prokazalo se, ze endofytické houby poskytuji svému hostiteli zvySenou ochranu pied
onemocnénim, coz vede ke snizeni trovné infekce, potlaceni riistu nebo ke snizeni
produkce inokula patogenu, ktery rostlinu napada. Mimo to byla prokazana i zvySena
odolnost vii¢i hmyzu a Skidctim (Bacon & White, 2016).

Mechanismy, kterymi endofytické houby zlepsuji vykonnost a odolnost rostliny se déli
na piimé (interakce endofytl a patogentl) a nepiimé (posilend obrana rostlin). Do pfimych
mechanismu jsou zafazeny slouceniny, které endofyt produkuje. Zde je zafazena sekrece
antibiotik, lytickych enzym, fytohormont nebo indolovych sloucenin. Na druhé strané
nepiimé mechanismy zahrnuji reakce rostlin na pfitomnost endofytu, kde patii stimulace
ISR (induction of systemic resistence) nebo SAR (systemic acquired resistence) ¢i

stimulace sekundarnich metabolitti rostlin pfedevs§im alkaloidu (Fadiji & Babalola, 2020).

2.3.1.1 Microdochium bolleyi
Microdochium bolleyi (Sprague) de Hoog and Hermanides-Nijhof (Mb) je houba, ktera

je Castym a uspéSnym endofytem kolonizujici kofeny trav a obilovin (Obr. 3). Podle
taxonomie se fadi do oddéleni Ascomycota, fadu Xylariales (Hernandez-Restrepo et al.,
2016). Mb je povazovan za slabého patogena ¢i dokonce za nepatogenni druh houby,
ktera by mohla piinést potencial jako biologicka ochrana proti agresivnim padnim
patogenum obilovin (Kirk & Deacon, 1987; Rothen et al., 2018).

Radi se do skupiny kofenovych endofytii, ktefi jsou oznadovani jako tzv. dark
septate endophytes (DSE), z toho diivodu, Zze vytvareji typické tmavé piepazkové hyfy
(Mandyam et al., 2010). Jedna se o riznorodou skupinu hub, ktera je charakterizovana
melanizovanymi buné¢nymi st€énami a intra — ¢i intercelularni kolonizaci zdravych rostlin

(Jumpponen & Trappe, 1998). Mb produkuje jednobunéc¢né konidie, které maji tvar



pulmésice a tmavé hnédé¢ hyfy, nékdy muize dochazet k uvoliovani i oranzového
pigmentu (De Hoog & Hermanides-Nijhof, 1977).

Jeho pfinosy pro obiloviny byly prokdzany predevsim u psenice a jeCmene, kdy
piitomnost Mb v kofenech potlacovala rizné listové a pidni patogeny rostlin. Naptiklad
Kirk & Deacon (1987) prokazali vyznamné snizenou infekci v kofenech psenice, ktera
byla infikovana Gaeumannomyces graminis var. tritici, dalsi studie prokazaly potencial
Mb na potlaceni i jinych patogend, kterymi jsou napi. Septoria nodorum (Sieber et al.,
1988) ¢i F. culmorum (Comby et al., 2017). I ptesto, Ze je Mb pro pSenici mirn¢ patogenni
a zpusobuje na jejich klascich hnédé plochy, bylo zjisténo, Ze za piitomnosti Mb dochazi
k inhibici rastu F. culmorum, napadajiciho pSenici, az o 24,4-33 %. Rovnéz doslo ke
snizeni symptoml onemocnéni zpisobené F. graminearum na 54 % (Comby et al., 2017).

Z téchto divodd nam Mb piinasi potencial vyuziti endofytickych hub jako vhodna

biologicka ochrana proti rizovéni klasu obilovin a dal$ich devastujicich onemocnéni.

Obr. 3 Kompetitivni in vitro test. Obrazek znazoriiuje soucasny rust endofytické houby
Microdochium bolleyi (Mb) izolované zpsenice spole¢né s patogenni houbou Fusarium
culmorum (Fc) na stejné Petriho desce s bramboro-dextrozovym agarem a ampicilinem.

A — pohled zespodu; B — pohled shora. (upraveno podle Blesa et al., 2021).



2.4 Mechanismy signalizace napadeni patogenem v rostlinné burce

2.4.1 Imunita u rostlin

Pfi napadeni rostlin patogenem vyuzivaji rostliny na svou ochranu fadu rdaznych
obrannych mechanismi. Mezi pfirozené, pasivni obranné mechanismy tfadime fyzické
bariéry, které zamezuji prunik patogenti do rostlinné bunky. Jako ochranna fyzicka
bariéra mize slouzit napf. bunééna sténa, kutikula, vosky ¢i trichomy (Serrano et al.,
2014). Obrana mtze byt i chemického ptivodu, kdy rostlina produkuje specifické enzymy
nebo toxické slouceniny, které negativné ovlivituji patogeny (Chen, 2008).

V prubéhu evoluce si rostliny vyvinuly vlastni imunitni systém, ktery na rozdil od
imunitniho systému Zivocichil postrada mobilni obranné bunky, specificky likvidujici
cizorodé latky. Rovnéz u nich nebyl vyvinut ziskany imunitni systém, proto pti obrané
proti riznorodym mikroorganismim vyuzivaji imunitni systém vrozeny (Dangl & Jones,
2001). Ten je tvofen dvéma trovnémi obrany, které jsou navzajem propojené. Vzajemné
propojeni téchto systémd a jejich ucinek na patogeny popsali Jones & Dangl (2006) jako
tzv. ,,zig-zag model“ (Obr. 4).

Vysoké PTI ETS ETI ETS ETI
A
2 A hranice pro spusténi
hypersenzitivni reakce
>
®
5 efektory
g patogenu
5 ®o\0® novy R-protein
G ©
E =00
<
""""""""""""" hranice pro G&innou
obranu
Nizka 'y

¢ %0 PAMPS

Obr. 4 Zig-zag model rostlinné imunity. Schéma zobrazuje koevoluci mezi obrannymi
mechanismy rostlinné buiiky a molekulami patogenu. V prvni fazi se MAMPs/PAMPs (Cervené
a bilé kosoctverce) vazou na PRR receptor, tim dochazi ke spusténi PTI imunity. Ve druhé fazi
dodévaji patogeny efektory, které PTI imunitu potlacuji, coz vede k aktivaci ETS (efektorem
spusténa citlivost). Ve tieti fazi je efektor (Cervené kolecko) rozpoznan receptorem NB-LRR,
¢imz dochazi k aktivaci ETI, pfi¢emz je Castokrat piekrocena hranice pro spusténi hypersenzitivni
reakce, ktera vede k programované bunécné smrti. Ve Ctvrté fazi reaguji patogeny na HR, tim ze
dochézi k tvorbé novych efektorti, které jsou schopné ETI potlacit. Rostliny tak vyvijeni nové R-
proteiny (Jones & Dangl, 2006, upraveno).
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2.4.1.1 PAMP aktivovana imunita

Prvni Groven obrany zahrnuje transmembranové receptory PRR  (pathogen
recognition receptors), které rozpoznavaji konzervované molekularni vzory typické
pro patogeny tzv. PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) nebo své vlastni
poskozené struktury tzv. DAMPs (damage-associated molecular patterns). Souhrnné se
tyto molekularni vzory oznacuji jako MAMPs (microbe-associated molecular patterns)
tedy molekularni vzory spojené s mikroby. MAMPs jsou tedy slozeny bud’ z patogennich
nebo mikrobidlnich struktur, jako jsou lipopolysacharidy, bi¢iky nebo slozky bunécné
stény (glukany a chitiny) a nasledné aktivuji PAMP/MAMP aktivovanou imunitu
PTI/MTI (PAMP/MAMP triggered immunity) (Ausubel, 2005; Jones & Dangl, 2006).

Pravdépodobné nejlépe prozkoumanym receptorem je bicikovy receptor FLS2
(flagellin sensitive 2), ktery se fadi do receptorti podobny kinasam (RLK). FLS2 je slozen
z extracelularni repetice bohaté na leucin (LRR; leucine rich repeats) a intracelularni
kinasové domény (RK). LRR-RK rozpoznava slozku bakterialnich bicikt flagelin (Felix
et al., 1999). Dalsi piiklady interakce MAMP/PRR zahrnuji elongacni faktor (EF-
Tu)/EFR (Zipfel et al., 2006), houbovy chitin/CERK 1 (Arabidopsis) (Miya et al., 2007)
nebo chitin/CEBIP (ryze) (Kaku et al., 2006).

PTI imunita zahrnuje aktivaci MAP kinasy (MAPK) (mitogen-activated protein
kinase) a kalcium dependentni proteinkinasy (CDPK) (calcium-dependent protein
kinase), tvorbu extracelularniho superoxidu, aktivaci obrannych gent a ukladani kalozy
(Tsuda & Katagiri, 2010).

2.4.1.2 Efektorem spuSténa imunita

Mikrobiélni patogeny produkuji efektorové molekuly (také nazyvané virulentni faktory),
coz jsou specifické bilkoviny, které potlacuji PTI. Rostliny si na efektory vyvinuly tzv.
geny rezistence, které¢ se nazyvaji R-geny a ztélestuji tradi¢ni teorii ,,gen proti genu®,
ktera byla poprvé popsana v patosystému rzi Inu (Flor, 1971; Jones & Dangl, 2006). R-
geny koduji R-proteiny, z velké ¢asti se jedna o intracelularni receptory NLR (NOD-like
receptor) obsahujici nukleotid vazajici misto NB (nucleotide binding) a LRR. Efektory
patogeni se na NLR receptor vazi bud’ pfimo nebo nepfimo, ¢imz dochazi k aktivaci
efektorem spusténé imunity ETI (effector triggered immunity), ta je rychlejsi a silnéjsi
nez PTI nebo efektorem spousténa citlivost (ETS) (Jones & Dangl, 2006).
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ETI je vétSinou, ale ne vzdy spojena S hypersenzitivni reakci (HR). HR je
charakteristicka rychlou apoptickou bunéénou smrti, kterd ma lokalni nekr6zou v misté
infekce zabranit Sifeni biotrofnich patogenti do zdravych pletiv v rostliné (Boller & Felix,
2009; Nimchuk et al., 2003).

Aktivace PTI nebo ETI omezuje riist patogenti a zvysuje odolnost rostlin viici riznym
chorobam (Bari & Jones, 2009). Ac¢koliv se lisi ve své sile, trvani i v nacasovani aktivace
signdlnich drah vzijemné se piekryvaji a vyvolavaji stejné akce. Jako jsou zména
propustnosti kanalki pro vapenaté ionty, aktivace MAPK a CDPK, produkce ROS a
indukce obrannych genti. Rovnéz dochazi k aktivaci signalnich drah fytohormont napf.
signalni drahy kyseliny salicylové (SA), ktera vede k produkci proteind souvisejicich
s patogenezi (PR; pathogenesis-related 1) (Delaney et al., 1994; Glazebrook, 2005).

2.4.2 Systémové ziskana rezistence

Kromé aktivace obrannych mechanisml pfimo v misté poranéni ¢i infekce muze
dochazet po napadeni patogenem ke spusténi obrannych reakci systémové tj. i1
Vv neinfikovanych ¢astech rostliny, coz zajisti imunitu vici reinfekci v celém téle a zvysi
tak celkovou rezistenci rostliny. Tento typ systémové imunity se nazyva systémoveé
ziskana rezistence SAR (Ross, 1961).

SAR je typicky indukovana ETI, ale existuji i zminky o aktivaci prostiednictvim
PTI, ktera ji vyvolava slabé&ji (Mishina & Zeier, 2007). Vyvolana rezistence mize trvat
nékolik dni nebo i po cely Zivot rostliny a je schopna pienosu z generace na generaci
(Henry et al., 2013). Az o tficet let pozdé&ji od objeveni SAR se zjistilo, ze zasadni
molekulou pro indukci rezistence je fytohormon SA (Malamy et al., 1990; Sticher et al.,
1997). Pro aktivaci SAR je dilezita komunikace na dalku mezi primarnim infikovanym
organem a zbytkem rostliny bez patogenu. Aby doslo k expresi obrannych genl i v
neinfikované ¢asti rostliny musi tato ¢ast ziskat informaci prostfednictvim tzv. SAR
signalu. Nejprve se predpokladalo, Ze ptenos signalu je zprostiedkovan SA, to vsak bylo
vyvraceno (Attaran et al., 2009) a doslo k identifikaci jinych signalnich molekul, které
pravdépodobné putuji do neinfikovanych ¢asti prostiednictvim floému. Jedna se o derivat
SA methylsalicylat (MeSA) (Park et al., 2007) a dehydroabietinal (DA) (Chaturvedi et
al., 2012), které podporuji akumulaci SA v neinfikovanych listech. Kyselina azaleova
(AzA) a kyselina pipekolova (Pip) (Navarova et al., 2012) se rovnéz podileji na rychlejsi

a silngjsi aktivace SA v reakci na patogeny. Také se predpoklada, ze glycerol-3-fosfat
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(G3P) se ucastni SAR, tim, ze se ucastni translokace do neinfikovanych ¢asti rostliny
spole¢né s proteinem pienasejiciho lipidy DIR1 (defective in induced resistance 1)
(Chanda et al., 2011). Pfedpoklada se, ze slouéeniny, které jsou zodpovédné za pienos
SAR signalu se lisi v zavislosti na rostlinném druhu a typu interakce rostlina-patogen.
Rostliny s aktivovanou SAR aktivuji fadu obrannych genut, nejéastéji se jedna o PR
proteiny (Obr. 5) (Yalpani et al., 1991).

neinfikované listy

signaid

Obr. 5 Aktivace SAR Vv infikovanych listech a jeji Sifeni do listd neinfikovanych. Patogenni
infekce ma za nasledek tvorbu mobilnich imunitnich signalu jako jsou: glycerol-3-fostat (G3P),
kyselina methylsalicylova (MeSA) a kyselina azaleova (AzA) a tvorbu transferovych proteint
DIR1 a AZI1 (azelaic acid induced 1). Mobilni signaly jsou pfenaseny cévnim transportem do
neinfikovanych ¢asti, kde nezndmym mechanismem vyvolavaji indukci kyseliny salicylové (SA),
ktera je signalni molekulou pro SAR. Akumulace SA indukuje sekreci PR proteinti, které¢ maji
antimikrobialni akrivitu; methylaci histoni a dal§i chromatinové modifikace a homologni
rekombinaci pisobenim BRCA2 (breast cancer susceptibility 2) a RAD51 pro vytvoteni
transgenera¢ni imunitni paméti (Spoel & Dong, 2012, upraveno).
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2.5 Role rostlinnych hormont v obrannych reakcich rostlin

Rostlinné hormony hraji dilezitou roli v obrannych reakcich rostlin proti Skidclim a
chorobam. Fytohormony jsou produkovany rostlinou jako odpovéd na poskozeni ¢i
napadeni. Krom¢& SA se na obrannych reakcich podili i dalsi fytohormony, jako jsou
auxiny, gibereliny (GA), cytokininy (CK) nebo brassinosteroidy (BR), jez vyznamné
podporuji rist rostlin a velikost jejich organti. Naproti tomu kyselina abscisova (ABA),
ethylen (ET), jasmonaty (JA) a SA jsou spojeny s regulaci reakci, které souvisi se
stresovymi podminkami nebo se zpomalenim rastu rostliny (Kakei et al., 2015).

Jako kontrola odpovédi rostliny na dany patogen slouzi kromé& fenotypového
pozorovani vytvoienych 1ézi také sledovani produkce fytohormont. Jestlize je rostlina
infikovana patogenem, dochazi ke zménam jejich hladiny, ¢ehoz mize byt vyuzito pii
profilovani exprese markerovych gend citlivych na jednotlivé fytohormony. U
modelovych rostlin se jako markery pouzivaji geny, které jsou zapojeny do biosyntézy ¢i
signaliza¢nich drah fytohormoni (Kakei et al., 2015). Vétsina signalnich drah zminénych
fytohormond se vzajemné piekryva a plsobi antagonisticky ¢i synergeticky. U A.
thaliana maji napf. SA a JA antagonisticky ucinek, SA potlacuje JA-indukovatelné geny.
Kromé toho se role fytohormont muze liSit v zavislosti na hostiteli a kmenu patogend,
SA-indukovana obrana je cilena proti biotrofnim a hemibiotrofnim patogentim, zatimco
JA-indukovana obrana ptisobi na herbivory a nekrotrofni patogeny (Leon-Reyes et al.,
2010; Spoel et al., 2003).

K pochopeni obrannych mechanismu u B. distachyon bylo ve studiich Kouzai et al.
(2016) ¢i Sandoya & de Oliveira Buanafina (2014) pouzito a studovano né€kolik gent
fytohormonovych markeru, ale jejich pocet ziistava nadale omezeny a nedostate¢ny, proto
je potieba provadét dalsi studie (Kakei et al., 2015). V mé diplomové praci bylo pouZito
celkem 10 gend fytohormonovych markeri, které jsou uvedeny (Tab. 2) v experimentalni

¢astl.

2.5.1 Biosyntéza a signalizace kyseliny salicylové

Dilezitym aspektem pro pochopeni mechanismu indukce SAR je identifikace faktort,
které spojuji signal SA sexpresi PR gentl, jejichZz zvySend exprese slouzi jako

molekularni marker SAR (Navarova et al., 2012).
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Doposud byly objasnéné dvé mozné biosyntetické drahy SA v rostlinach.
Patogenem indukovana produkce SA je syntetizovana drahou isochorismatovou (IC)
v chloroplastech (Wildermuth et al., 2001) a druhou cestou je draha fenylpropanoidova
(PAL) (Lee et al., 1995), pticemz ob¢ drahy vychazeji z chorismatu, produktu sikimatové
drahy (Obr. 6).

Majoritni drdhou pifi imunit€¢ rostlin je IC drdha s hlavnim enzymem
isochorismatsyntasou (ICS) (EC 5.4.4.2), katalyzujici pfeménu chorismatu na
isochorismat (IC), ktery je dale pfeménén na SA za katalyzy enzymem BAHD
acyltransferasou (EC 2.3.1.-), ktera je kodovana genem EPS1 (enhanced pseudomonas
suceptibilityl) (Wildermuth et al., 2001; Zheng et al., 2009). Béhem aktivace SAR je SA,
ktera se hromadi v listech naockovanych patogenem pfeménéna na MeSA pomoci SA-
methyltransferasy (SAMT) (EC 2.1.1.274), MeSA je poté transportovana do
systemickych pletiv. Zde je zpatky hydrolyzovana na SA prostiednictvim esterasové
aktivity methylsalicylat esterasy (EC 3.1.1.1) identifikované jako protein SABP2 (SA-
binding protein 2), coz vede k aktivaci SAR i v neinfikovanych ¢astech rostliny (Park et
al., 2007). Attaran et al. (2009) neprokazali, ze by MeSA nebo JA ptisobili jako mobilni
pienase¢i SAR signalu u modelové rostliny A. thaliana. MeSA také difunduje do
cytoplazmy, kde je proteinem SABP2 konvertovana na SA. ZvySena akumulace SA
V cytoplazmé ma za dusledek rozpad oligomerniho NPR1 (nonexpressor of pathogenesis-

related genesl) lokalizovaného v cytosolu (Cao et al., 1997).

2.5.1.1 Gen NPR1

NPRL1 je kli¢ovym regulatorem SA-dependentni drahy a jeho nadmérna exprese vede ke
zvySené odolnosti vic¢i chorobam u rostlinnych druht jako jsou napi. ryze (Fitzgerald et
al., 2004), psenice (Makandar et al., 2006) ¢i tabak (Srinivasan et al., 2009). Oligomerni
NPRI1 je spojen disulfidickymi mustky a zménou redoxniho potencialu dochazi k jejich
redukci za katalyzy thioredoxiny, ¢imZ vznika monomerni NPR1, ktery je translokovan
do jadra prostfednictvim jaderného lokaliza¢niho signalu NLS (nuclear localization
signals) (Mou et al., 2003). V jadte N-terminalni BTB/POZ doména NPR1 interaguje se
zakladnimi transkripénimi faktory leucinového zipu TGA (TGACG-binding factor).
Interakce stimuluje vazbu TGA na SA-responzivni elementy v promotorech PR geni
(konkrétné PR-1 a PR-5), ¢imz je aktivuje a spousti tak SAR. Aktivace je zprostiedkovana

pomoci oxidované formy Cys®?!a Cys°?°, které se nachizi na C-terminalni doméné NPR1
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(Cao et al.,, 1997; Kinkema et al., 2000; Spoel & Dong, 2012). NPR1 je nejprve
fosforylovan na Ser® a Ser*®, nasleduje ubikvitinace, ktera je zprostiedkovana ubikvitin
ligasou Cullin 3 (CUL3) (EC 2.3.2.27), coz vede k degradaci v proteazomu 26S. Je
dilezité zminit, ze jakykoliv fosforylovany monomer NPR1, ktery je v jadfe degradovan
aktivuje SAR, ale degradace nefosforylovanych NPR1 k aktivaci SAR a k indukci
obrannych genti nevede. Degradaci pomahaji usnadnit i dals$i SA receptory jako jsou

NPR3 a NPR4, které funguji jako substraty pro ubikvitin ligasu (Fu et al., 2012).
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Obr. 6 Model znazornujici aktivaci signalizace SA v rostlinné bunice. Napadeni patogenem vede
ke zvySené biosyntéze SA bud’ prostfednictvim ICS nebo PAL drahy u rostlin. SAMT katalyzuje
preménu SA na MeSA, ta difunduje z plastidu do cytoplazmy, kde je konvertovana zpét na SA za
katalyzy SABP2. Zvysena hladina SA v cytoplazmé vede k rozpadu oligomerni formy NPR1 na
jeho monomery, které migruji do jadra. V jadfe aktivuji transkripci obrannych geni, véetné¢ PR
gent, které reaguji na SA. NPR1 je po interakci s transkripénimi faktory fosforylovan a poté

ubiquitinylovan a jeho degradace v proteazomu 26S spousti expresi gent citlivych na SA (Kumar,
2014, upraveno).

Bylo zjisténo, Ze nadmérnd exprese NPR1 Vv pSenici zvySuje odolnost proti
onemocnéni ruzovéni klast obilovin. Exprese NPR1 byla zvysena dvakrat az téikrat po
infekci patogenem F. asiaticum (Fa) po osetfeni SA ve srovnani s expresi NPR1 ve
zdravé, neinfikované rostling (Gao et al., 2013). Sandoya & de Oliveira Buanafina (2014)

sledovaly expresi NPR1 u citlivého a rezistentniho genotypu Bd po inokulaci S.
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homoeocarpa. Prokazalo se, ze exprese u citlivého genotypu byla po 24 h vyssi nez u
rezistentniho, celkové byl tento gen, ale down-regulovan. Pfi¢inou by mohlo byt, Ze S.
homoecarpa je nekrotrofni patogen, ktery aktivuje JA/ET a aktivace jednoho hormonu

muze potlacit aktivaci druhého, tj. SA.

2.5.1.2 Gen WRKY

Do regulace reakce po napadeni patogenem jsou mimo TGA zapojeny také transkripéni
faktory WRKY, jejichz geny jsou pii infekci silné exprimovany. WRKY potiebuji pro
své navazani na cilovy promotor genu specifickou sekvenci W-boxu (T)TGAC(C/T)
(Maleck et al., 2000). Ukazalo se, ze samotnou expresi genu NPR1 reguluji WRKY,
pravdépodobné piisobi jako pozitivni regulatory, ale ptresny WRKY nebyl doposud
identifikovan (Yu et al., 2001). Krom¢& genu NPR1 obsahuji W-boxy ve své promotorové
oblasti také geny ICS1 (Wildermuth et al., 2001), TL1-vazebny transkripcni faktor
(TBF1) (Pajerowska-Mukhtar et al., 2012) a PR-1 (Turck et al., 2004).

Hladina exprese genit WRKY byla sledovana u mnoha rostlinnych druht napt. u
ryze, ktera byla inokulovana kmeny M. oryzae a poté osetiena SA. Usp&sné se prokazalo,
ze geny OSWRKY45, 62 a 76 se podili na spusténi imunitni reakce (Kawahara et al.,
2012). U B. distachyon byly nalezeny dva geny WRKY45-1a WRKY45-2, které
vykazovaly podobnou proteinovou sekvenci jako OSWRKY45. Pomoci qRT-PCR analyzy
byla sledovana jejich exprese, ktera byla prokazatelné vyssi jiz po 24h od oSetfeni SA
(Kouzai et al., 2016). Kakei et al. (2015) sledovali zvySenou expresi WRKY jiz po 3

hodinach po oSetieni SA.

2.5.2 Biosyntéza a signalizace kyseliny jasmonové

Na rozdil od SA, ktera indukuje SAR, JA spole¢né s ET reguluji dalsi dulezity typ
indukované rezistence, kterym je indukovana systémova rezistence ISR. ISR je
mechanismus rezistence, ktery je aktivovan nepatogennimi bakteriemi kolonizujicimi
koteny, jeji ucinek spocivd ve zvySeni chemické nebo fyzikdlni bariéry hostitelské
rostliny (Heil & Bostock, 2002).

Biosyntéza JA je lokalizovana V plastidech, peroxizomech a cytoplazmé.
Pusobenim fosfolipasy Al (PLA1) (EC3.1.1.32) se z galaktolipidi membrany
chloroplastti uvoliiuje kyselina a-linolenova (18:3) (a-LeA) (Ishiguro et al., 2001). Ta je
oxidovana 13-lipoxygenasou (LOX 13) (EC1.13.11.12) za wvzniku 13-
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hydroperoxylinolenové kyseliny (13-HPOT). Vznikla kyselina je dehydratovana pomoci
allenoxid syntasy (AOS) (EC 4.2.1.92), nasledné probiha cyklizace katalyzovana
allenoxid cyklasou (AOC) (EC5.3.99.6) za vzniku (9S, 13S)-12-oxo-fyodienové
kyseliny (OPDA) (Brash et al., 1988). OPDA je transportovana pomoci JASSY proteinu
do peroxizomu, kde dochazi k jeji redukci OPDA reduktasou 3 (OPR3) (EC 1.3.1.42) na
kyselinu 3-0xo0-2-(cis-2'-pentenyl)-cyklopentan-1-oktanovou (OPC-8). Poté dochazi ke
tiem B-oxidac¢ni reakcim pomoci tiech enzymu: acyl-Coa oxidasy (ACX) (EC 1.3.3.6),
multifunkénich proteind (MFP) a L-3-ketoacyl-CoA thiolasy (KAT) (EC 2.3.1.16).
Vznika (+)-7- is0-JA (JA), ktera je nasledné transportovana do cytoplazmy, kde dochazi
ke konjugaci s izoleucinem (lle) za vzniku (+)-7 - iso -JA-lle (JA-lle), ktera se povazuje
za bioaktivni slouceninu JA. Reakce je katalyzovana enzymem JA-amidosyntetasou
(JAR1) (EC 6.3.2.52) (Staswick & Tiryaki, 2004; Wasternack & Kombrink, 2010).

V rostlinnych bunkach, které obsahuji nizké hladiny JA je exprese gend reagujicich
na JA potlacena proteiny JAZ (jasmonate ZIM-domain), které blokuji aktivitu TF jako
jsou napt. MYC2. MYC2 se vazou na specifickou sekvenci (G-box) v promotoru genti
reagujicich na JA, av§ak navazanim JAZ na MYC2 je jejich aktivita potlacena a k expresi
nedochazi (Chini et al., 2007; Thines et al., 2007) (Obr. 7).

Za stresovych podminek se JA-lle v bunkach akumuluje a skrze JA transferové
proteiny JAT1, lokalizovanych na jadernych a plazmatickych membranach, je
transportovana do jadra, kde dochazi k aktivaci signalni drahy. JA-Ile je rozpoznan F-
boxem proteinu COI1 (coronatine insensitivel), ktery je soucasti komplexu SCFC°'
(Skp-Cullin-E-box), ten funguje jako E3 ubikvitin ligasa (EC 2.3.2.27) (Xie et al., 1998).
Kromé COIl je SCF®°" komplex tvofen proteinovymi slozkami jako jsou ASK1
(Arabidopsis homology SKP1), CUL1, RBX1 (ring-box1) a E2 (enzym konjugujici
ubikvitin). Vazba Ja-lle na COI1 podporuje interakci mezi komplexem COI1 a proteiny
JAZ za vzniku COI1-ligand-JAZ. Tato interakce zpusobi polyubikvitinaci a naslednou
degradaci proteinit JAZ v proteazomu 26S (Moon et al., 2004; Thines et al., 2007).
Nedostatek JAZ ma za pfic¢inu uvolnéni TF MYC2 a soucasnou aktivaci exprese gent
citlivych na JA (Chini et al., 2007). Dalsi dulezitou slozkou signalizace je mediator 25
(MED25), multiproteinovy komplex, ktery spojuje TF s RNA polymerasou Il, ¢imz
moduluje genovou expresi (Chen et al., 2012).

Kromé indukce exprese gent biosyntetické drahy JA jako jsou LOX, AOS, AOC,
OPR3 a signaliza¢ni drahy jako jsou COI1, JAZ, MYC2 indukuje JA expresi gentl

kodujicich inhibitory proteinas (PIN), které se podili na inhibici aktivity travicich enzymut
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hmyzu (Farmer & Ryan, 1992). MeJA aktivuje jiz dfive zminéné PR geny, na rozdil od
SA, kterd aktivuje kyselé, MeJA aktivuje bazické PR geny, kédujici antimikrobidlni
proteiny defensin (PDF1.2) a thionin (THI2.1). PDF1.2 je Siroce vyuzivan jako
markerovy gen pro sledovani aktivace JA, ale také pro sledovani vzajemného piisobeni
JA se signalni drahou SA (Penninckx et al., 1996). MeJA aktivuje indukci gent jako jsou
VSPs (vegetative storage proteins), které se podili na ochrané¢ rostlin proti herbivoram
(Staswick et al., 1991).

bioticky + abioticky stres
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Obr. 7 Model znazorujici aktivaci signalizace JA v rostlinné bunice za nizké i vysoké hladiny
JA-lle. Pti nizké hlading Ja-lle (fialova a zelena kolecka) jsou TF MYC2 (zelend) navazany na
specifickou sekvenci G-box (modra), ktery se nachazi v promotoru gend citlivych na JA. Pokud
se na MYC2 navaze dimer JAZ je jejich exprese potlacena. Pii biotickém ¢i abiotickém stresu je
(+)-7-is0-JA syntetizovana de novo a konjugovana s izoleucinem za katalyzy JAR1. Dochazi tak
k akumulaci JA-lle a K jeji vazbé na receptor COIl (oranzova), ktery je soucasti komplexu
SCF°'"!, JAZ proteiny se poté vazou na vznikly komplex COI1-JA-Ile a jsou prostiednictvim
enzymu E2 (fialova) ubikvitovany a nasledné¢ degradovany v proteazomu 26S. MYC2 jiz
neobsahuje navazané JAZ proteiny, ¢imz dochazi k vazbé na G-box a aktivaci exprese genl
reagujicich na JA, vcetné téch, které koduji JAZ proteiny. Exprese gent je ukoncena syntézou
novych JAZ represoru (Wasternack & Kombrink, 2010, upraveno).
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2.5.2.1 Lipoxygenasy

Lipoxygenasy (LOX) se fadi mezi velkou rodinu oxidoreduktas, které neobsahuji hem a
jako kofaktor vyuzivaji zelezo nebo mangan. Nachazi se v rostlinach, houbach, ale i u
zivoCichl. Rostlinné LOX katalyzuji pfeménu polynenasycenych mastnych kyselin na
hydroperoxidy, které byvaji pfeménény na signalni molekuly zvané oxylipiny (Siedow,
1991). Oxylipiny hraji pfi ochrané¢ vyznamnou roli, protoze maji antifungalni nebo
antimikrobialni vlastnosti a podili se na aktivaci riznych drah spojenych s peroxygenasou
(POX) (EC 1.11.2.1), hydroperoxidlyasou (HPL) (EC 4.2.99.X) a AOS (Wang et al.,
2008).

LOX jsou klasifikovany do dvou tfid podle toho, zda oxiduji a-LeA na uhliku 9 (9-
LOX) nebo 13 (13-LOX). Vsechny LOX lokalizované v plastidech syntetizuji 13 (S)-
HPOT aftadi se do rodiny 13-LOX, zatimco 9-LOX syntetizujici 9 (S)-HPOT se nachazeji
Vv cytoplazmé (Feussner & Wasternack, 2002).

Do dnesniho dne bylo identifikovano mnoho genti LOX V riznych rostlinnych
druzich jako jsou A. thaliana (Vellosilo et al., 2007), kukuiice (Maschietto et al., 2015).
B. distachyon (Sandoya & de Oliveira Buanafina, 2014) a dalsich. Pfi patogennich
infekcich u nich dochazi ke zvySeni hladiny aktivity a také ke zvySeni exprese LOX gend,
¢imz se LOX podili na obrannych reakcich. Vellosillo et al. (2007) zkoumali 9-LOX u A.
thaliana, ktera byla inokulovana Pseudomonas syringae, pficemz bylo zji§téno ze
syntetizovany 9 (S)-HPOT indukuje modifikaci bunééné stény, aby se zabranilo invazi
patogenu. Kukuftice byla infikovana patogenem Fusarium verticillioides, ktery u kukutice
zpusobuje hnilobu klast. Pomoci gPCR bylo analyzovano 8 genti odvozenych od 9-LOX
a 13-LOX. Geny byly siln¢ indukovany po inokulaci patogenem u rezistentnich linii pii
3 a 7 dpi a u citlivych linii byla indukce snizena pii 14 dpi (Maschietto et al., 2015).

U B. distachyon bylo nalezeno 10 genti LOX, které vykazovaly homologii s OsSLOX
geny nalezenych u ryze. Po infekci houbovym patogenem S. homoecarpa v rezistentnim
genotypu B. distachyon se prokazala up-regulace exprese LOX3 po 24 h, po 48 h byla
zpatky down-regulovana (Sandoya & de Oliveira Buanafina, 2014). Kouzai et al. (2016)
pozorovali zvySenou hladinu exprese LOX po 24 i 48 h po osetieni JA u B. distachyon,
¢imz se znovu potvrdilo, Ze je LOX uzitecny JA marker. Byla pozorovana zvySena
hladina exprese LOX napfi€ rostlinnymi druhy, podstatné méné publikaci existuje o
sledovani exprese LOX u B. distachyon, proto je dulezité provést dalsi analyzy pro

pochopeni jeho vyznamu.
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2.5.3 Biosyntéza a signalizace ethylenu

Ethylen je plynny fytohormon a nejjednodussi alken, ktery se v piirodé nachazi. Je znamy
predevsim jako stimulant dozravani plodi, avsak reguluje i rizné vyvojové a ristové
procesy (Liu et al., 2015). Stejn¢ jako dfive zminéné fytohormony funguje ethylen jako
stresovy hormon, ktery hraje dilezitou roli v reakcich rostlin na bioticky a abioticky stres,
véetné patogenni infekce (Roman et al., 1995).

Vychozi slouc¢eninou biosyntézy ethylenu ve vysSich rostlinach je nepolarni

aminokyselina methionin. Za katalyzy enzymem S-adenosylmethionin syntetasou (MAT)
(EC 2.5.1.6) a s vyuzitim ATP, vznika prekurzor biosyntézy S-adenosylmethionin
(SAM). SAM je konvertovan na kyselinu 1-aminocyklopropan-1-karboxylovou (ACC)
pomoci S-adenosyl-L-methionin methylthioadenosin-lyasy (ACC syntasa) (EC 4.4.1.14),
exprese ACC je hlavnim cilem regulace (Sato & Theologis, 1989). Kromé¢ ACC dochazi
zaroven k produkci 5’-methylthioadenosinu (MTA), ktery je pomoci modifikovaného
methioninového cyklu (Yanglv cyklus) pfeménén zpatky na methionin, ¢imz mize
nasledovat dalsi syntéza ethylenu. ACC podléhé oxidaci prostfednictvim ACC oxidasy
(ACO) (EC 1.14.17.4) za vzniku hlavniho produktu ethylenu a tfech vedlejsich produkti,
tj. kyseliny kyanovodikové, oxidu uhli¢itétho a vody. Toxicky kyanid je ihned
detoxikovan, aby se zabranilo jeho akumulaci (Hamilton et al., 1991; Yang & Hoffman,
1984).
Jakmile je ethylen syntetizovan difunduje po celé rostliné a vaze se na ethylenové
receptory. V A. thaliana bylo popsano 5 izoforem receptorti: ETR1 (ethylene response 1),
ERS1 (ethylene response sensor 1), ETR2, ERS2 a EIN4 (ethylene insensitive 2).
Zajimavosti je, ze se nachazeji na membrané endoplazmatického retikula (ER), zatimco
ostatni receptory fytohormont jsou lokalizovany na plazmatické membrané. Receptory
ethylenu jsou homologni s bakterialnimi dvouslozkovymi receptory s histidin kinasovou
aktivitou (Hua & Meyerowitz, 1998; Chen et al., 2002).

V neptitomnosti ethylenu ETR1 aktivuje serin/threonin proteinkinasu CTR1
(constitutive triple response 1) patfici do rodiny Raf, kinasova doména CTR1 nasledné
fosforyluje C-terminalni doménu EIN2. Fosforylace EIN2 pisobi jako signal pro
degradaci EIN2 v proteazomu 26S (Ju et al., 2012) (Obr. 8).

Zatimco v ptitomnosti ethylenu jsou receptory i CTR1 neaktivni a k fosforylaci
nedochazi, C-konec EIN2 se odstépi a je translokovan do jadra, kde pozitivné aktivuje

transkrip¢ni faktory EIN3 a proteiny podobné EIN3, tj. EIL1 (EIN3-like 1) a EIL2 (Li et
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al., 2015). EIN3 se vaze na promotor genu ERF1 (ethylene response factors) a aktivuje
transkripci. Transkripéni faktory ERF1 mohou dale interagovat s GCC boxem, DNA
motiv spojeny s etylenem a patogenem indukovanou genovou expresi, ktery se nachazi
v promotoru cilovych genti a aktivovat tak etylenovou odpoveéd’ (Solano et al., 1998).

Biosyntéza i signalizace ethylenu byla popsana bez vétSich detaild, z toho divodu, ze

V experimentalni ¢asti nebyl pro vyzkum pouzit zadny gen zapojen do signalizace tohoto

fytohormonu.
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Obr. 8 Model signaliza¢ni drahy etylenu. A) V nepfitomnosti etylenu, ETR1 na membrané ER
aktivuje proteinkinasu CTR1 (dimer), kterd fosforyluje C-terminalni doménu EIN2 a zabraniuje
tak jeji jaderné lokalizaci. Bez ethylenu podléha fosforylovany EIN2 degradaci v proteazomu 26S
zprostiedkovanou proteiny F-boxu ETP1/2. Transkripéni faktory EIN3/EIL1 také podléhaji
degradaci v proteazomu 26S zprostitedkovanou proteiny F-boxu EBF1/2. B) Pokud je etylen
pfitomen jsou receptory inaktivovany a proteinkinasa CTR1 neni aktivni. EIN2 neni
fosforylovany, ¢imz dochdzi k odstépeni jeho C-terminalni domény, kterd je translokovana do
jadra, kde aktivuje ERF1 a dochazi k expresi etylen regulovanych gentu (Ju et al., 2012,
upraveno).
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2.5.4 Geny spojené s patogenezi

PR geny obecné koduji malé antimikrobialni PR proteiny, které predstavuji velkou
skupinu riiznorodych rostlinnych proteint, které jsou indukované signalnimi molekulami
souvisejicimi S obranou nebo samotnymi fytopatogeny. Nékteré kmeny endofytickych a
saprotrofnich hub a bakterii také indukuji PR, ¢imz zvysuji odolnost vii¢i onemocnéni.
Jak jiz bylo zminéno v ptedchozich kapitolach, po invazi patogenu dochazi k aktivaci
obrannych signalnich drah, tj. SA, JA a ET, coz vede k akumulaci PR proteintl, jejichz
cilem je potladit negativni vlastnosti patogenii a mirnit tak nastup onemocnéni
v neinfikovanych ¢astech rostliny (Ali et al., 2018).

Poprvé byly identifikovany v listech tabaki (Nicotiana tabacum), ktery byl infikovan
virem tabakové mozaiky (TMV), posléze byly postupné identifikovany a izolovany
z riznych plodin (van Loon & van Kammen, 1970). Nachazeji se ve vSech rostlinnych
organech, nejvyssi procento zastoupeni je v listech, kde tvoii 5-10 % celkovych proteint,
pii¢emz rizné rostlinné organy produkuji riznou sadu PR proteini (van Loon et al.,
1994).

Do dnesniho dne byla identifikovana celda fada PR proteind, které jsou
klasifikovany do 17 tfid na zakladé své podobné aminokyselinové sekvence, molekulové
hmotnosti a biologickych vlastnosti, jak je uvedeno (Tab. 1) (Sinha et al., 2014). Podle
zékladnich biochemickych vlastnosti se jedna o proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti
(6-43 kDa), které jsou teplotn¢ stabilni a odoIné vici proteasam (EC 3.4.-.-.) (van Loon
et al., 1994). Na zaklad¢ svych izoelektrickych bodu se dale klasifikuji do dvou
podskupin na kyselé a bazické, pficemz syntéza kyselych forem je aktivovana SA béhem
SAR, jedna se o geny PR-1, PR-2 a PR-5, kter¢ jsou sekretovany do extracelularniho
prostoru. Naproti tomu JA/MeJA a ET indukuji syntézu bazickych forem PR, tj. PR-3,
PR-4 a PR-12, ty jsou transportovany do vakuoly (Thomma et al., 1998; van Loon et al.,
1994).

Pozoruhodné je, ze PR proteiny vykazuji rizné funkce. Mezi proteiny s antifungalni
aktivitou se fadi PR1, PR-2, PR-3, PR-4, PR-5 a PR-12. U nékterych byla popsana i
antibakterialni, antivirova, insekticidni ¢i nematocidni aktivita. f-1,3-glukanasa (PR-2)
(EC 3.2.1.6), chitinasy (PR-3; PR-4; PR-8; PR-11) (EC 3.2.1.14) nebo peroxidasy (PR-
9) (EC 1.11.1.7) navic vykazuji enzymatickou aktivitu (van Loon & van Strien, 1999).

Ruzné transkripéni studie ukazaly up-regulaci PR genti v mnoha plodinach, které byly
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napadeny houbami (Ali et al., 2018). Avsak o molekularnim mechanismu genové exprese

PR geni je prozatim zndmo velmi malo.

Tab. 1 Seznam 17 tfid PR proteint, jejich typ a hlavni vlastnost (pfepracovano podle Sinha et al.,

2014).
Ttida Typ proteinu Vlastnosti
PR-1 PR-1a, PR-1b, PR-1c antifungalni
PR-2 B-1,3-glukanasy Stépi B-1,3-glukany
PR-3 chitinasy typu I, 11, 1V, V, VI endochitinasy
aVll
PR-4 chitinasy typu I a Il antifungalni a chitinasy
PR-5 thaumatin-like proteiny antifungalni
PR-6 proteasovy inhibitor I (rajée)  proteasovy inhibitor
PR-7 endoproteinasa P (rajce) endoproteinasa
PR-8 chitinasa (okurka) chitinasa 111
PR-9 peroxidasa tvofici lignin Peroxidasa
(tabak)
PR-10 PR-1, MLP, CSBP, NCS podobna ribonukleasam
(petrzel)
PR-11 chitinasa typu V (tabak) Chitinasa
PR-12 Rs-AFP3 (fedkvicka) Defensin
PR-13 THI2.1 (Arabidopsis) Thionin
PR-14 protein pienasejici lipidy prenase¢ fosfolipida a
mastnych kyselin
PR-15 0xOa (je¢men) oxalatoxidasy
PR-16 OxOLP (je¢men) podobna oxalatoxidasam
PR-17 PRp27 (tabak) neznama

2.5.4.1 Gen PR-1
Jako prvni byl objeveny PR-1, ktery ma antifungalni aktivitu a pisobi jako molekularni
marker SAR. Bylo zjisténo, Ze se vaze na steroly a inhibuje tak rist patogent (Gamir et
al., 2017). Pomoci proteinové sekvence AtPR-1 bylo identifikovano celkem 11 gent
BdPR-1, jejichz hladina exprese byla sledovana po 24 a 48 h od oSetieni SA, JA aET. U
2 genl se prokazala zvySena indukce po oSetfeni JA, 5 genll nevykazovalo zvySenou
expresi a u 4 gentd se hladina exprese zvysila u vice jak 2 fytohormonut (Kouzai et al.,
2016).

Matusinsky et al. (2022) sledovali expresi PR-1 u Bd a psenice po inokulaci Mb a
infekci patogenem Fc. Exprese PR-1 byla zvysena po infekci Fc 1 dpi (den po infekci) a

2 dpi, zatimco endofyt neprokazal na expresi zadny vyznamny Vliv.
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2.5.4.2 Gen PR-2

PR-2 ptedstavuji skupinu B-1,3-glukanas, které stépi B-1,3-glukosidické vazby v B-1,3-
glukanu, coz je hlavni slozka bunéénych stén hub (van Loon & van Strien, 1999).
Predpoklada se, ze B-1,3-glukanasy a chitinasy ptimo degraduji sténu hyf patogenti nebo
nepfimo uvolnuji kratké fragmenty glukanu z bunéénych stén hub, které jsou dale
rozpoznany rostlinami, coz vyvolad aktivaci jejich obrannych reakci (Wrdbel-
Kwiatkowska et al., 2004).

Pasquet et al. (2014) zkoumali interakci Bd, ktery byl infikovan dvéma kmeny Fg:
kmenem, ktery produkoval DON (Fg DON™) a mutantnim kmenem, ktery nebyl schopen
mykotoxin produkovat (Fg DON"). Pfi srovnani obou kment, byla exprese PR-2
vyznamné vys$si u Fg DON,

2.5.4.3 Gen PR-6

Inhibitory proteinas jsou zatazeny do skupiny PR-6 proteint, které¢ maji antimikrobialni
aktivitu. Jedna se o vysoce stabilni obranné proteiny, které jsou indukovany Vv reakci na
utok hmyzu a patogent (Glazebrook, 2005). PR-6 mohou pusobit tak, Ze snizuji
schopnost patogenti vyuzivat své lytické enzymy (Dunaevskii et al., 2005).

2.5.4.4 Gen PR-9

PR-9 je skupina peroxidas (van Loon & van Strien, 1999), které mohou pfispivat
k odolnosti rostli vic¢i chorobam nékolika zptsoby. Jednak posiluji stény rostlinnych
bunék ukladanim ligninu, coz je obecny obranny mechanismus proti Sirokému spektru
patogenu a jednak se podili na produkci toxickych volnych radikald, jako jsou H2O»
(Vance et al., 1980; Way et al., 2000).

Ve vyse zminéné studii Pasquet et al. (2014) bylo dosazeno podobnych vysledk, jako
pfi sledovani exprese PR-2. Exprese PR-9 byla vyznamné vy$si u Fg DON™.

2.5.4.5 Gen PR-10

O proteinech zafazenych do tfidy PR-10 je znamo, Ze inaktivuji ribozomy a inhibuji tak
translaci v houbach. Jedna se o malé intracelularni proteiny, kterym chybi signalni peptid,
proto se nachazi v cytoplazmé (van Loon et al., 1994; Park et al., 2004). U ryze je PR-10
indukovan ET nebo chitinem, u Bd bylo nalezeno 5 homologi genti PR-10. Kouzai et al.

(2016) sledovali expresi genu PR-10 po osetieni SA, JA a ET, ktera vSak nebyla témito
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fytohormony nijak ovlivnéna. Podobné vysledky nalezli i Pasquet et al. (2014), kdy
exprese BAPR-10 byla vyssi u Fg DON".

2.5.4.6 Rostlinné chitinasy u B. distachyon

Polysacharid chitin (N-acetyl-glukosaminovy polymer) je soucasti exoskeletu hmyzu,
tvori schranky korys$a a bunécnou sténu hub. Rostlinné chitinasy katalyzuji hydrolyzu -
1,4-glykosidickych vazeb chitinu, ¢imz dochézi kuvolnéni malych chitinovych
fragmentt (Lin et al., 1995). Chitinové oligomery se béhem pronikani patogent uvolnuji
a jsou rostlinami rozpoznany, ¢imz dochazi k aktivaci MTI. V souladu s tim vede
nadmérnd exprese chitinas v rostlinach ke zvySené rezistenci vii¢i houbovym patogentiim.
Na zéklad¢ jejich vlastnosti se fadi mezi PR proteiny a jsou klasifikovany jako PR-3, PR-
4, PR-8 a PR-11 (Jach et al, 1995; Shibuya & Minami, 2001).

Ve studiich s Bd po infekci Fg se prokazalo, Ze gen kodujici chitinasu, vykazoval
vys$$i indukci po infekci kmenem Fg DON, pficemZ nejvyssi hladina exprese genu byla
pozorovana 96 hai (Pasquet et al., 2014). Matusinsky et al. (2022) sledovali expresi
BdChitinasel po inokulaci Mb a infekci Fc. Exprese BdChitinasel byla po infekci Fc
zvySena, pii¢emz byl prokazan i vliv endofytu Mb na expresi genu. Pii 1 dpi, byla exprese

BdChitinasel up-regulovana.

2.5.4.7 Rostlinné peroxidasy u B. distachyon

Peroxidasy (POX) jsou dobfe znamou tfidou PR proteint patiici do podrodiny PR-9,
exprese genu kodujicich POX je indukovana houbami, bakteriemi a viry za ucelem
zamezeni Sifeni infekce a posileni bunécnych stén, ¢imz se zvysuje funkce stény jako
bariéry proti patogentim (van Loon et al., 1994). Radi se do velké multigenové rodiny,
kterd je na zaklad¢€ strukturnich rozdilti rozdé€lena do tfech tfid (I, I a IIT), které se diky
pritomnosti velkému mnozstvi izoforem Ucastni fady fyziologickych procesi v priibéhu
celého zivotniho cyklu rostliny (Passardi et al., 2005; Welinder, 1992).

POX tiidy III jsou glykoproteiny, jejichz prostetickou skupinou je hem. Ve vyssich
rostlinach jsou POX vysoce zastoupeny. Mohou se nachazet bud’ volné ve vakuolach,
nebo mohou byt vazané v bunéénych sténach (Passardi et al., 2005). Jejich funkce tzce
souvisi s procesem tvorby ligninu a suberinu. Ucastni se také vyvojovych procesii
predevsim zesitovani vazeb mezi slozkami bunéénych stén nebo metabolismu auxinu.

Hraji roli pfi syntéze fytoalexinu a metabolismu ROS a RNS (Hiraga et al., 2001).

26



Sandoya & de Oliveira Buanafina (2014) sledovaly expresi POX2 u rezistentniho a
citlivého genotypu Bd po infekci S. homoeocarpa. Exprese genu byla u citlivého
genotypu po 24 hpi zvysena, ale ne vyznamn¢. Ve srovnani s rezistentnim genotypem
byla vsak exprese POX2 u citlivého genotypu vyssi. V dalsi studii byla sledovana exprese
gend kodujicich POX u B. distachyon po napadeni muskou Mayetiola destructor, ktera je
Sktidcem psSenice. Bylo zjisténo, ze nékolik genti kodujicich POX bylo down-regulovano,
avsak gen Bradi5g27130 kodujici POX byl up-regulovan s velmi vysokou expresi (8-
9krat ve vSech tiech ¢asovych bodech) a obdobné vysledky byly nalezeny pii napadeni

pSenice stejnym organismem (Subramanyam et al., 2019).

2.5.5 Transkrip¢ni faktor TCP
Genova rodina TCP (TEOSINTE BRANCHED1/CYCLOIDEA/PCF) je mala skupina

rostlinnych transkripénich faktort sdilejici TCP doménu, ktera obsahuje zakladni helix-
loop-helix (bHLH) motiv pomoci néhoz dochazi k vazbé DNA a k interakci s proteiny
(Kosugi & Ohashi, 1997).

Podle sekvence konzervované domény TCP jsou dale rozdéleny do dvou tiid: tfidy
I a téidy II. Ttida I. je znama jako PCF (PROLIFERATING CELL FACTOR); tiida II
znama jako CYC/TB1 (CYCLOIDEA/TEOSINTE BRANCHED 1) (Howarth &
Donoghue, 2006). Bylo prokazano, ze ¢lenové této rodiny hraji vyznamnou roli pfi
regulaci vyvoje a rastu rostlin (Martin-Trillo & Cubas, 2010). Krom¢ toho se u
rostlinnych druhti jako jsou Arabidopsis, ryze nebo raj¢ata ukazalo, ze na TCP reaguji
patogenni efektory, pravdépodobné tak hraji zasadni roli v rostlinné imunité a toleranci
vici abiotickému stresu (Mukhopadhyay & Tyagi, 2015).

U modelové rostliny B. distachyon bylo identifikovano 24 gend kodujich TCP.
Obdobny pocet geni se nachazi u ryze (21) a Arabidopsis (24). Transkripty ryze byly
vétSinou exprimovany v pletivech kvétenstvi a pestiku, zatimco ortologni geny u B.
distachyon byly exprimovany v pletivech semen (Francis et al., 2016). Pfi interakci B.
distachyon s muskou Mayetiola destructor bylo identifikovano 347 gent koédujicich
transkripéni faktory z26 riznych rodin, které na musku reagovaly. Pii¢emz
transkripénich faktorti TCP u B. distachyon bylo identifikovano celkem 6 (Subramanyam
et al., 2019).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

kmeny M. bolleyi (UPOC-FUN-253-255) pochazeji ze sbirky fytopatogennich
mikroorganismtt UPOC (Ceska republika), byly izolovany z kofenti pSenice, které
byly odebrany v pribehu let 2018 a 2019

kultura F. culmorum byla izolovana z infikovanych listii B. distachyon, ktery byl
péstovan ve skleniku béhem roku 2019

pisek

proso (2x sterilizované v autoklavu 120 °C/20 min)

semena B. distachyon (Bd21l) byly ziskany z Joint Genome Institute
(https://jgi.doe.gov)

substrat Florcom SV (BB Com, Letohrad, Ceska republika)

Chemikalie

Nuclease-free voda (QIAGEN, Némecko)

PCR Ultra H20 (Top-Bio, Ceska republika)

gPCR 2x SYBR Master Mix (Top-Bio, Ceska republika)

RNase AWAY™ Surface Decontaminant (Thermo Scientific, USA)
RNAse-free water (QIAGEN, Némecko)

tekuty dusik

B-merkaptoethanol

3.1.3 Média a roztoky

0,05% anilinova modf v laktoglycerolu
0,05% Tween 20

1% HCI

2,5% KOH

70% etanol

Bramboro-dextrézovy agar (PDA)
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3.1.4 Primery

Lyofilizovany pelet primera byl rozpustén v Nuclease-free vod¢, tak aby vysledna
z4sobni koncentrace byla 100 pmol.I"t (Tab. 2). Pracovni koncentrace primeri byla po

dal$im nafedéni 10 umol.I™2,

Tab. 2 Sekvence primerti pouZitych v experimentalni ¢asti této prace.

Primer Sekvence primeru od 5" po 3" konec Publikace
BdPR1-5_F TACTACACGCACGCCAACAA Kouzai et al. (2016)
BdPR1-5 R GTCGTAGAGGCAGAGCGTG
BdPR2_F ACATCATGGGCGTCTCCTAC

Pasquet et al. (2014)
BdPR2_R ACGGGTAGCAGTTGATGAGG
BdPR6_F TACCCTCTCAAGCAGTTCA

Pasquet et al. (2014)
BdPR6_R TAGCCAGTAAACCCCAAT
BdPR9_F TCCGACCAGGCTCTCTAC

Pasquet et al. (2014)
BdPR9_R GGTATGTTCCCCATCTTGAC
BdPR10_F CCAAGCTCACGGTGGAGTAT

Pasquet et al. (2014)
BdPR10_R CCTCGACCTTCTTGAGCAAC
BdPOX2_F TTCAGCAGCGCCTTTGCTT

Sandoya et al. (2014)
BdPOX2_R CGAGTTAACCTTGGAGCAGACG
BALOX3_F TCAACTTGCCCTTTCCACATG

Sandoya et al. (2014)
BdLOX3_R GCAAACCGGATTAACTCCTGC
BdChitinasel F CAGTGGGGCTACTGCTTCAA

Hong et al. (2008)
BdChitinasel R GCTGGTAGTTGGACTGCCCT
BAWRKY41_F TCTTCGTCCTCGCTACCATTG Subramanyam et  al.
BAWRKY41_R TGACTTCATCTCCATTTCCATCTC (2019)
BATCP_F GCGCGTGCATTGGTCTCT Subramanyam et  al.
BdTCP_R CCAACAAATTAAGAACAGATCAAAGC  (2019)
BdSamDC_F TGCTAATCTGCTCCAATGGC

Hong et al. (2008)
BdSamDC_R GACGCAGCTGACCACCTAGA

3.1.5 Pouzité soupravy
- RNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Némecko, Cat. No. 74904)
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- Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Némecko, cat. No.
05081955001)
- RNase free DNase Set (QIAGEN, Némecko)

3.1.6 Pristrojové vybaveni a laboratorni pomicky

- Analytické vahy AE 24 Q (Mettler-Toledo, Svycarsko)

- Autoklav VX-55 (Systec, Némecko)

- Automatické pipety (Thermo Scientific, USA)

- Centrifuga 5415D (Eppendorf, Némecko)

- Cykler Real-Time PCR CFX Connect (BIO-RAD, USA)

- Flow-box (Merci, Ceské republika)

- Homogenizator MM301 (Retsch, Némecko)

- Mikrocentrifuga MiniStar silverline (VWR, USA)

- Mikroskop DP73 WDR (Olympus, Japonsko)

- Qubit (Thermo Scientific, USA)

- Spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™, USA)
- Stripy (BIO-RAD, USA)

- Termocykler Vapo.Protect Mastercycler® Pro (Eppendorf, Némecko)
- Termostat Mixing Block MB-102 (BIOER, Cina)

- Vortex 1 Shaker (IKA, Némecko)

- adalsi pomticky oddéleni Katedry botaniky

3.1.7 Software pro vyhodnoceni vysledki
- CFX Manager 3.0 software (Bio-Rad)

- Microsoft Excel verze 2208
- Statistica 12
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3.2 Metody

3.2.1.1 Piiprava M. bolleyi k inokulaci obilek B. distachyon

Byly pouzity 3 izolaty ze sbirky fytopatogennich mikroorganismi UPOC. Izolaty M.
bolleyi pochazeji z kotent pSenice (Triticum aestivum), které byly odebrany na
tizemi Ceské republiky. Izolaty byly odebrany v pribéhu let 2018 a 2019. Jako médium
pro napéstovani inokula bylo vyuzito proso. Pied kultivaci Mb se semeny prosa bylo
nejprve 200 g semen vlozeno do steriliza¢nich sackt, do kterych se ptidalo 100 ml
destilované vody. Semena prosa byla dvakrat sterilizovana vodni parou v autoklavu pii
120 °C po dobu 20 minut. Nasledn¢ bylo proso rozd€leno na 2 cCasti. Prvni cast
neobsahovala endofyt a byla oznacena jako ,,Mb0*, ke druhé casti byl pfidan agar,
obsahujici endofyt (3 izolaty Mb byly kultivovany oddélené), ktera byla oznacena jako
,Mb1%“. Kultivace na prosu probihala 3 tydny pii 20 °C ve tmé&. Po tfech tydnech byly 3

izolaty, které se nejprve kultivovaly oddélené, smichany dohromady.

3.2.1.2 Priprava F. culmorum k infekci listu
Izolat F. culmorum byl ziskan z infikovanych listi B. distachyon, ktery byl péstovan ve
skleniku béhem roku 2019. Kultura byla kultivovana na Petriho miskach s bramboro —
dextrozovym agarem (PDA) pii 18 & 2 °C ve tm¢. Inokulum bylo kultivovano po dobu 2
tydnii pod UV-B svétlem pii 18 °C.

Nasledn¢ se pomoci sterilni o¢kovaci klicky setiely z povrchu agaru makrokonidie,
které byly pieneseny do sterilni destilované vody. Finalni roztok pro naslednou infekci

list byl pipraven pomoci Biirkerovy komiirky v koncentraci 5 x 10° konidii.ml™.
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3.2.2 ZaloZeni experimentu ve skleniku

3.2.2.1 Vysev semen B. distachyon a jejich inokulace endofytickym

organismem M. bolleyi

Semena B. distachyon linie Bd21 byla ziskana zJoint Genome Institute

(https://jgi.doe.gov/). Celkem bylo pripraveno 20 kvétinacl, které byly naplnény

substratem, na jehoz povrch bylo vlozeno vzdy 10 obilek B. distaychon (Obr. 9).

Obr. 9 Zalozeni experimentu ve skleniku. Zaseti 10 obilek B. distachyon do vysevniho substratu.
Foto: Bc. Andrea Radkova

Rostliny byly inokulovany endofytem M. bolleyi jiz béhem seti (Obr. 10). Do prvnich
10 kvétinact se seminky B. distachyon bylo pfidano cca 2,5 g prosa (na kvétinac), které
neobsahovalo endofyt Mb a bylo oznaceno jako ,,BdMb0*“. Do dalsich 10 kvétinaca bylo
pfidano stejné mnozstvi prosa, které endofyt Mb obsahovalo a bylo oznaceno jako
,BdMDb1“. Na povrch inokula se nasledné ptidal substrat (cca 0,5 cm) a kvétinace byly
zality vodou. Rostliny byly udrzovany pti sklenikové teploté a kazdy tyden byly zalévany

dostatecnym mnoZzstvim vody pro jejich rist.
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Obr. 10 Inokulace semen B. distachyon endofytickym organismem M. bolleyi béhem seti. Do
kvétinacu obsahujici vysevni substrat bylo na povrch pfidano proso, které bud’ obsahovalo
endofyt (Mb1) nebo neobsahovalo endofyt (Mb0). Foto: Bc. Andrea Radkova

3.2.2.2 Infekce listi B. distachyon patogennim organismem

F. culmorum

Ve fazi druhé odnoze u B. distachyon (41 dni od vyseti) byla provedena infekce druhého
horniho listu. Infikovano bylo vzdy 5 kvétinacu varianty ,,BdMb0* (bez endofytu) a 5
kvétinacu varianty ,,BdMb1* (s endofytem). Tato metoda je modifikaci metody, kterou
pouzivali Peraldi et al. (2011).

Na svrchnich strandch listl stlacenim Pasterovy pipety doslo k poranéni ve dvou
polohach. Na poranénou ¢ast, ktera méla tvar kruznice se naneslo 5 pl suspenze konidii
F. culmorum (5 x 10° konidii.mI™) spole¢né s 0,05% Tween 20. 5 kvétinacti varianty
,,BdAMbO0* bylo nasledn€¢ oznaceno jako ,,BAMbOF1* a dalSich 5 infikovanych kvétinadch
varianty ,,BAMb1“ byly po infekci o0znaceny jako ,,BAMbI1F1*.

Kontrolni inokulace zbylych 5 kvétinacu varianty ,,BAMb0“ a 5 kvétinacu varianty
,BdMb1“ byla provedena stejnym zptisobem za pouziti 5 pl sterilni destilované vody a
0,05% Tween 20. Varianty byly nasledn¢ oznaceny jako ,,BAMbOF0* a ,,BAMb1F0* (tedy
bez F. culmorum). Nasledn¢ byly vSechny varianty rostlin (BdMbOFO; BdMbOF1;
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BdMb1F0O a BdMb1F1) vlozeny pod plastovy obal, aby se zvysila relativni vlhkost a
vytvoftily se vhodné podminky pro rozvoj onemocnéni. Plastovy obal byl odstranén 2 dpi

(2. den po infekci).

3.2.2.2.1 Odbér lisu B. distachyon pro izolaci RNA

Prvni den po infekci (1 dpi) byly odebrany vzorky listii a vloZeny do tekutého dusiku pro
naslednou extrakci RNA. Za 48 hodin od infikovéni (2 dpi) byl odebran dalsi vzorek listu,
ktery byl opét vlozen do tekutého dusiku pro extrakci RNA. Posledni odbér byl
uskute¢nén 8 dpi stejnym zpisobem jako u predchozich odbéri, kdy uz byly na listech B.
distachyon pozorvany prvni symptomy onemocnéni. Odebirany byly vzdy 3 vzorky listt
ze vSech variant, tj. BIMbOF0; BAMbOF1; BAMb1F0 a BAMb1F1, v kone¢ném vysledku
jsme méli tedy 12 vzorkt pti kazdém odbéru. Z tekutého dusiku byly vSechny vzorky

vloZeny do mrazaku a udrzovany pii teploté -80 °C.

3.2.2.2.2 Odbér listi B. distachyon pro vyhodnoceni symptomi
onemocnéni

Po 8 dpi byly odebrany vzorky listi B. distachyon ze vSech variant, pro vizualni
vyhodnoceni symptomti onemocnéni. Procento napadeni pletiv bylo hodnoceno na
svrchni stran¢ infikovanych listi podle schématu (Obr. 11) (Matusinsky et al., 2022),
nasledné byla data zaznamenana a zpracovana pomoci MS Excel verze 2208. Statistické
vyhodnoceni dat bylo zpracovano analyzou rozptylu (ANOVA) ve spojeni s Tukeyho

post hoc testem (P < 0,05) pomoci softwaru Statistica 12.

100% 90% 75%
50% 25%
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™ \ N \ ’ rd ™ .
J / \ N ./: / A - /

/ \. / AN /

Obr. 11 Schéma pro vyhodnoceni procenta nekrotizace na listech u variant BdAMbOF1 a

BdMDb1F1 (hodnota udava procento nekrotizované ¢asti kruhového poranéni).
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3.2.2.2.3 Odbér vzorku B. distachyon

Po mésici od seti byl proveden 1. odbér rostlin a odbér kotenti pro svételnou mikroskopii
(Obr. 12). Odbér kotent se provadi z divodu potvrzeni endofytu Mb v podzemni ¢asti
rostliny a také pro zjisténi, zda ma piitomnost endofytu vliv na rustovou fazi rostliny.
K popisu vyvojového a rustového stadia obou variant (BdMb0 a BdMb1) byla pouzita
fenologicka stupnice BBCH (Biologische Bundesantalt, Bundessortenamt a Chemische
Industrie). Vyuzita byla metodika adaptovana pro B. distachyon podle Hong et al.,
(2011).

Pti kazdém odbéru (celkem 5 odbérti) bylo odebrano 6 rostlin varianty BdMbO a 6
rostlin varianty BdMb1, u kterych byla zaznamenana ristova faze. Nasledné byly kotfeny
dikladné o€istény vodou a byla zméfena délka prytd a délka kotend.

U tfech rostlin varianty BAMDbO a tiech rostlin varianty BdMbl se ustiihly kofeny a
Cast stébla (cca 1,5 cm nad kofenovym krckem), které byly vlozeny a fixovany v 70 %
ethanolu. Tyto kofeny byly dale pouzity pro svételnou mikroskopii. Zbyvajici tii rostliny
varianty BAMDbO a tfi rostliny varianty BdMb1 byly vloZeny do papirového sacku pro
izolaci DNA. Dalsi odbéry (¢. 2, 3, 4, 5) byly provedeny vzdy po mésici stejnym

zpusobem.

Y
/

Obr. 12 Prvni odbér vzorku rostlin B. distachyon varianty BdMb1. Prvni tfi rostliny k izolaci
DNA, u zbylych tfech byly ustfizeny kofeny, které byly mikroskopovany pro ovéteni piitomnosti
endofytického organismu M. bolleyi. Foto: Bc. Andrea Radkova
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3.2.2.3 Svételna mikroskopie

Svételnd mikroskopie byla provedena za ucelem potvrzeni kolonizace kotfent rostlin B.
distachyon endofytickym organismem M. bolleyi. Vzdy byly pouzity tii kotfeny rostlin
varianty BdAMb0 (abychom si potvrdili nepfitomnost Mb) a tii kofeny rostlin varianty
BdMb1 z odbéra ¢. 1, 2, 3, 4, a 5, které byly pied mikroskopovanim fixovany v 70 %
ethanolu.

Nasledné byly piecistény v 2,5% KOH po dobu 3 dnu a okyseleny v 1% HCI. Poté
byly obarveny 0,05% anilinovou modii a vlozeny do laktoglycerolu (Blesa et al., 2021).
Kofeny byly nastfihany na vyslednou délku cca 1 cm. Preparat byl pfipraven vloZenim
kotenll na podlozni sklicko, ke kterému bylo ptidano par kapek vody a nésledné ptikryto
krycim sklickem. Mikroskopovani bylo provedeno pomoci svételného mikroskopu pii

zvétSeni 200x.

3.2.2.4 1zolace RNA pomoci RNeasy Plant Mini Kitu

RNA byla izolovana pomoci RNeasy Plant Mini Kitu (QIAGEN, Némecko) podle
pokyni vyrobce. Nejprve byl ve flowboxu piipraven RLT pufr smichanim 450 ul RLT
pufru s 4,5 ul B-merkaptoetanolem (na 1 vzorek) a DNasa.

DNasa je dalézita pro odstranéni zbytkové genomové DNA, ktera by mohla zpasobit
nespecifickou PCR amplifikaci. Byla piipravena nasledujicim zpisobem: do zkumavky
s DNAsou (nachazi se v RNase free DNase setu) bylo napipetovano 500 ul RNase free
vody (ptilozena v Kitu). Poté se nadoba zavicla a pomalu protiepala, aby se lyofilizovana
DNAsa uplné rozpustila. Nasledné se objem nadobky piepipetoval do 200ul zkumavek
po 20 ul a vlozil do mrazaku pii -20°C. K 20 ul DNasy se piidalo 140 ul RDD pufru,
obsah byl $pickou opatrn¢ promychan a vlozen opét do chladu.

Pied izolaci RNA byla pracovni plocha nejdiive osetfena pomoci RNase AWAY™
Surface Decontaminant, aby nedoslo ke kontaminaci vzorki RNAsami. Vzorky
obsahujici listy B. distachyon byly vyjmuty z mrazni¢ky a vlozeny do tekutého dusiku.
Do kazdé¢ zkumavky byla ptidana sklenéna kulicka a 450 pl pfedem ptipraveného RLT
pufru. Vzorky byly zvortexovany a vlozeny do homogenizatoru pfi frekvenci 4 M/S po
dobu 1 min. Inkubace v termostatu pti 56 °C po dobu 2 min.

Po inkubaci se cely obsah zkumavek premistil do fialovych zkumavek pomoci $picek
s odstiihnutymi konci. Nasledovala centrifugace 10 min pii 13 200 rpm. Supernatant byl

po 100 pl prepipetovan do 1,5ml zkumavek na vysledny objem 300 pl. Do zkumavky
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bylo ptidano polovi¢ni mnozstvi objemu (150 pl) 96% ethanolu a obsah byl pomoci
Spicky promychan. Homogenni roztok byl piepipetovan do rizové kolonky. Centrifugace
1 min pti 13 000 rpm. Po centrifugaci se kolonka pienesla na 2ml sbérnou zkumavku a
piidalo se 350 ul RW1 pufru. Opét nasledovala centrifugace 1 min pii 13 000 rpm.

Na absorpéni membranu bylo napipetovano 78 ul piedem piipravené DNasy. Inkubace
pfi pokojové teploté po dobu 15 min. Po inkubaci byl znovu ptidan RW1 pufr o objemu
350 pl, nasledovala centrifugace 1 min pfi 13 000 rpm. Po skonéeni centrifugace byla
kolonka piemisténa na novou 2ml zkumavku a k roztoku se pfidalo 500 ul RPE pufru.
Centrifugace 1 min pti 13 000 rpm. Kolonka byla poté znovu piemisténa na novou
zkumavku a centrifugovana 1 min pfi maximalni rychlosti, aby se odstranil zbytek
ethanolu.

Poté byla kolonka pfemisténa na 1,5ml zkumavku, pfidalo se 60 ul RNase free vody a
nasledovala centrifugace 1 min pti 10 000 rpm. Po skonceni byla zkumavka obsahujici
RNA pfemisténa na led, byla zmétena vysledna koncentrace na Nanodropu a poté byla

ulozena do mrazaku na -70 °C.

3.2.2.5 Priprava ¢cDNA z vyizolované RNA

Zkumavky s vyizolovanou RNA byly vyjmuty z mrazaku a vlozeny na led, aby se
Caste¢né rozmrazily. CDNA byla nasyntetizovna pomoci kitu Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kit (Roche, Némecko) podle pokyni vyrobce.

Do kazdé zkumavky byl napipetovan 1 ul Anchored oligo (dT) primeru (50
pmol.ml?) a 2,4 pl destilované vody (na jeden vzorek). Roztok byl zvortexovan a
zcentrifugovan na stolni centrifuze. Poté bylo do kazdé zkumavky napipetovano 25 ul
izolované RNA a opatrné¢ Spickou promychano. Zkumavky byly vlozeny do cykleru
nastaveného na program RNA1, kde byly inkubovany 10 min pfi teploté 65 °C. V tomto
kroku dochazi k denaturaci sekundarnich struktur RNA a navazani primeru.

Po skonceni inkubace byly zkumavky vlozeny opét na led a postupné k nim byly
pridavany dalsi slozky pro reverzni transkripci. Reakéni smés obsahovala Protector
RNase inhibitor (20 U), Deoxynucleotide Mix (1 mmol.I" kazdy), DTT (5 mmol.I™),
Transcriptor High Fidelity reverzni transkriptasu (22 U) a 5x Transcriptor High Fidelity
reakéniho pufru pro reverzni transkriptasu (1x 8 mmol.I"t MgCly) (Tab. 4). Po ptidani

posledni reakéni slozky byl obsah pomoci $picky opatrné promychan a zkumavky byly
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vlozeny do cykleru, kde byly inkubovany 30 min pfi teploté 45 °C a nésledné 5 min pii

85 °C, kdy doslo k deaktivaci reverzni transkriptasy. Program byl nastaven na RNA2.
Koncentrace byla zmétena pomoci Qubit fluorometrické kvantifikace. Vzorky

cDNA byly fedény samostatné na vyslednou koncentraci 5 ng.ul. Ziskana cDNA byla

nasledné¢ vlozena do mrazaku pfti -20 °C.

Tab. 3 Prehled reakénich slozek pro piipravu cDNA z RNA.

Slozka Objem [pl]
RNA 25
Anchored-oligo (dT) 18 primer (50 pmol.mI™) 1
Destilovana voda 2,4
Celkovy objem 28,4 ul

Tab. 4 Prehled reakénich slozek pouzitych pro reverzni transkripCi.

Slozka Objem [pl]
Protector RNase inhibitor (20 U) 0,5
Deoxynucleotide Mix (1 mmol.I?) 2
DTT (5 mmol.I*) 1
Transcriptor High Fidelity reverzni transkriptasa (22 U) 1,1
5x Transcriptor High Fidelity reakéni pufr pro reverzni transkriptasu (1x

-1 4
8mmol.I"MgCl,)
Celkovy objem (na jeden vzorek) 8,6 ul

3.2.2.6 Kvantitativni real-time PCR (QPCR)

Genova exprese 10 gent fytohormonovych markerd (Tab. 2) byla analyzovana
kvantitativni real-time PCR (qPCR) s kvantifikaci amplifikovanych DNA fragmentt
pomoci fluorescenéniho DNA barviva SYBR Green (Ponchel et al., 2003).
Pouzité primery byly nejprve nafedény Nuclease-free vodou na vyslednou koncentraci 10
pumol.It. Poté byl piipraven premix podle Tab. 5 smichanim 5,1 ul Nuclease-free vody
s 7,5 ul 2x SYBR Green Master Mix (na jeden vzorek), vznikly roztok byl zvortexovan
a centrifugovan na stolni centrifuze. Objem premixu byl rozpipetovan stejnym dilem do
dvou zkumavek, do kterych bylo ptidano 0,2 pl piislugného forward (fw) (10 umol.I?) a
0,2 ul reverse primeru (rev) (10 umol.I't). Jako referen¢ni gen byl pouzit BdSamDC (S-
adenosylmethionin dekarboxylasa) (Hong et al., 2008). Zkumavky byly zvortexovany a
centrifugovany.

Pot¢ se pfipravila PCR desticka, na kterou se vlozily stripy, do kazdé

mikrozkumavky bylo aplikovano 13 pl pfipraveného premixu a 2 pul cDNA vzorka
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(5 ng.ul) kazdé varianty (tj. BdMbOFO; BdMbOF1; BdMb1F0 a BdMb1F1) ve tiech
opakovanich. Do kontrolnich vzorki se misto cDNA ptidaly 2 pl vody.

Vzorky byly centrifugovany a vlozeny do PCR cykleru. Program pro qPCR byl
nastaven dle Tab. 6. Vzhledem k tomu, ze byla pouzita metoda zalozena na SYBR Green,
bylo nutné ovétit specifi¢nost primert a ptitomnost primer dimert byla ovétena analyzou
kiivky tani. Po provedeni gPCR byla ziskana data analyzovana pomoci metody 2244 sg
softwarem CFX Manager 3.0. Reakce byla provedena v triplikatech ve dvou biologickych
opakovanich. Rozdily v hladinach exprese analyzovanych genii byly vyhodnoceny
Tukeyho testem (P < 0,05).

Tab. 5 Prehled reakénich slozek pouzitych pro gPCR reakci.

Slozka Objem [ul]
Nuclease-free voda 51
2x SYBR Green Master Mix 7,5
Fw primer (10 pmol.I™) 0,2
Rev primer (10 umol.I™") 0,2
cDNA (5 ng.ul™) 2
Celkovy objem 15 pl
Tab. 6 Nastaveni podminek gPCR reakce a analyzy kfivek tani.
Faze Teplota [°C] Cas [s]
1. Uvodni denaturace 95 180
2. Denaturace 95 10
3. Annealing 60 30
4. Elongace 72 20
5. Analyza kiivek tani 95 10
65 0,05
95 0,5

Faze 2-4 byla opakovana 39x.

39



4 VYSLEDKY

4.1 Vliv endofytu M. bolleyi na mirnéni symptomu onemocnéni

Obilky B. distachyon byly pfi seti do kvétinact inokulovany endofytickym organismem
M. bolleyi (3.2.2.1), nasledné probéhla infekce patogenni houbou F. culmorum (3.2.2.2)
Dalsi den (1 dpi) byly odebrany vzorky list pro izolaci RNA (3.2.2.4), dalsi odbéry byly
provedeny 2 dpi a 8 dpi (3.2.2.2.1).

Pii 8 dpi byly rovnéZ odebrany infikované listy (3.2.2.2.2). Experiment byl
proveden z divodu potvrzeni vlivu endofytu Mb na zpomaleni nastupu onemocnéni a
celkového mirnéni symptomil. Intenzita napadeni byla hodnocena vizualné podle
schématu (viz obr. 11; 3.2.2.2.2).

Rozdil mezi variantami BAMbOF1 a BAMb1F1 byl viditelny pouhym okem (Obr.
13). Bylo zaznamenano procento nekrotizace na jednotlivych listech variant BAIMbOF1 a
BdMDb1F1. Zatimco u varianty BAMbOF1 byly pozorovany znac¢né poskozené listy,
pletiva byla tmava a postupné dochézelo k nekrotizaci. U listd varianty BdMb1F1 byl
potvrzen pfiznivy vliv endofytu M. bolleyi. Nastup onemocnéni znaéné zpomalil,

symptomy onemocnéni byly mirnéjsi a ke ztmavnuti pletiv dochazelo jen velmi ziidka.

Obr. 13 Sledovani vlivu endofytu M. bolleyi na rozvoji symptomt onemocnéni po infekei listd
B. distachyon patogenni houbou F. culmorum. Varianta BAMbOF1 — bez endofytu M. bolleyi;
varianta BAMb1F1 — za ptitomnosti endofytu M. bolleyi. Foto: Mgr. Pavel Matusinsky, Ph.D.
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4.1.1 Statistické vyhodnoceni symptomi onemocnéni na listech B.

distachyon

Po vizualnim hodnoceni napadeni infikovanych listi byla ziskana data statisticky
zpracovana pomoci testt ANOVA ve spojeni s Tukeyho post hoc testem (P < 0,05)
pomoci softwaru Statistica 12 (TIBCO Software Inc, Palo Alto, USA).

Z tab. 8 je patrné, ze procento nekrozy se statisticky vyznamné liSilo v zavislosti na
piitomnosti ¢i nepfitomnosti endofytu M. bolleyi (F = 32,3872; P = 0,000). V pfitomnosti
endofytu byla p-hodnota mensi nez zvolena hladina vyznamnosti 0,05, jedna se o
statisticky vysoce vyznamny rozdil (neplati nulova hypotéza). U varianty BdMbOF1
¢inila nekrotizace 39,30 %, zatimco u varianty BAMb1F1 byly listy zasaZzeny nekr6zou
pouze z 5,58 % (Tab. 7). Vysledky potvrdily vyznam endofytu pii mirnéni symptomu
onemocnéni, jelikoz rostliny bez endofytu, tj. varianta BAMbOF 1 byly vyznamné vaznéji
infikované nez rostliny, které byly endofytem inokulovany, tj. varianta BAMb1F1.

Tab. 7 Ziskané vysledky vizualniho vyhodnoceni ptiznaki na listech.

. Pocet Napadeni Smérodatna Interva_l . Interva_l .
Varianta vzorki [%] chyba spolehlivosti  spolehlivosti
- 0,95 + 0,95
BdMbOF1 36 39,30 4,1517 31,2321 47,8304
BdMb1F1 34 5,58 4,2655 -2,8703 14,1828
Tab. 8 Ziskané vysledky testu ANOVA.
Zdroj variability SS StuPen_ MS F P
volnosti
Endofyt 19848,9200 1 19848,9200 32,3872 0,0000
Opakovani 787,0300 3 262,3400 0,4281 0,7336
Celkem 37997,5000 62 612,8600

Nulova hypotéza byla zamitnuta z toho diivodu byla provedena post hoc analyza, kdy byl
pouzit Tukey-HSD test. Pfi porovnani obou variant (BdMb1F1 a BAMbOF1) byl evidovan
statisticky signifikantni rozdil (Tab. 9).

Pfi porovnani procenta napadeni napii¢ jednotlivymi opakovanimi (1, 2, 3 a 4)
nebyl podle Tukey-HSD testu evidovan statisticky vyznamny rozdil (Tab. 10), i kdyz se

procento napadent lisilo.

Tab. 9 Ziskané vysledky Tukey-HSD testu pro varianty BdMb1F1 a BAMbOF1.

Varianta Napadeni [%0] Tukey-HSD test; a = 0,05
BdMb1F1 5,58 a
BdMbOF1 39,30 b
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Tab. 10 Ziskané vysledky Tukey-HSD testu pro jednotlivé kvétinace.

Kvétinaé  Napadeni [%0] Tukey-HSD test; a = 0,05
1 22,25 a
2 23,05 a
3 28,12 a
4 18,43 a

4.2 Vliv endofytu M. bolleyi na ristovou fazi B. distachyon

Po mésici od seti probéhl prvni odbér vzorkt B. distachyon pro vyhodnoceni ristové faze
a odbér kotent (3.2.2.2.3) pro svételnou mikroskopii (3.2.2.3). K popisu rtstovych fazi
variant BAMDbO (6 rostlin) a BdMb1 (6 rostlin) byla pouzita stupnice BBCH podle Hong
etal., 2011. Byla zaznamenana délka pryti a délka kofenti obou variant pii péti odbérech
(bfezen-Cervenec 2022). Urceni ristové faze bylo provedeno za tcelem zjisténi, zda ma
piitomnost endofytu M. bollleyi vliv na vyvoj ¢i rychlost rustu B. distachyon.

Z tab. 11 je patrné, Ze ptitomnost endofytu M. bolleyi v kofenovych pletivech B.
distachyon urychluje jeho rust a celkovy vyvoj. Rostliny varianty BdMb1 se pii vétsiné
odbérech nachézely v pozdéjsi ristové fazi, nez byla pozorovéna u rostlin varianty
BdMb0. Co se tyka celkového rlstu rostliny, ve vétSin€ pripadi mély varianty BdMb1
delsi jak nadzemni, tak podzemni ¢ast, ale rozdily v porovnani s variantou BdMbO0 nebyly
nijak velké. Pii 4. odbéru se jiz u 0bou variant vyskytovaly klasky, kdy vyssi pocet klaska

se nachézel u varianty BAMb.

Tab. 11 Odbéry vzorki variant BAMb0 a BAMb1 pro porovnani pramérné délky pryti, kofent a
rustové faze, ve které se nachazely.

Varianta Odbér

O Délka pryti O Délka korenu Riistové faze

[cm] [cm]

1. 14,23 12,21 1.-2. odnoz

2. 22,00 15,70 3.-5. kolénko
BdMb0 3. 31,08 11,41 7.-9. kolénko

4, 43,41 9,33 zrani

5. 48,33 12,33 zralost

1. 15,16 14,08 2.-3. odnoz

2. 19,50 13,75 3.-5. kolénko
BdMb1 3. 31,08 9,91 8.-9. kolénko

4, 48,33 11,00 zrani

5. 55,16 12,16 zralost
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4.3 Ovéreni uspésné inokulace M. bolleyi pomoci mikroskopovani

Uspé&sna inokulace B. distachyon endofytickou houbou M. bolleyi byla ovéiena pomoci
svételné mikroskopie (3.2.2.3) byla potvrzena ptitomnost chlamydospor M. bolleyi
Vv kofenovych pletivech B. distachyon u variant BdMb1 (Obr. 14). Naopak u variant
BdMbO bylo ovéfeno, Ze se chlamydospory M. bolleyi v pletivech kotene B. distachyon
nenachazi. V tab. 8 jsou zaznamenany vysledky mikroskopovani vzdy kotfend tfech
rostlin varianty BAMbOFO a kofenti tfech rostlin varianty BAMb1F0. Mikroskopicky

rozbor byl proveden celkem 5x, vZdy v rozmezi 1 mésice.

100 ym

Obr. 14 Mikroskopicky snimek znazorfiujici kofen B. distachyon, ve kterém jsou piitomny
chlamydospory M. bolleyi. Métitko 100 um (3. odbér, kvéten 2022). Foto: Mgr. Pavel Matusinsky
Ph.D.

Tab. 12 Mikroskopicky rozbor (pocet mikroskopovanych rostlin/pocet pozitivnich na ptitomnost
Mb)

BdMbOFO BdMb1F0
1. odbér 3/0 3/3
2. odbér 3/0 3/3
3. odbér 3/0 3/3
4. odbér 3/0 3/3
5. odbér 3/0 3/3

4.4 Analyza exprese markerovych genti zapojenych do obrany rostlin

RNA byla z rostlin izolovana 1 dpi, 2 dpi a 8 dpi (3.2.2.4), nasledné byla piepsana do
cDNA (3.2.2.5) a pomoci analyzy qPCR (3.2.2.6) byla sledovana genova exprese
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vybranych 10 gent (Tab. 2), jejichz exprese byla vztazena k referencnimu genu
BdSamDC. U analyzovanych genti bylo na zaklad¢ literatury zji§téno, ze jsou zapojeny
do obrany B. distachyon pied patogeny (3.2.2.2). Cilem bylo otestovat hladinu exprese
po inokulaci endofytickou houbou M. bolleyi (3.2.2.1). Bylo sledovano né&kolik
parametru, jednak jak expresi ovliviiuje samotny patogen F. culmorum (1 dpi; 2 dpi; 8
dpi) (varianta BAMbOF1) oproti kontrole (varianta BAMbOFO); jak expresi ovliviuje
pritomnost endofytu M. bolleyi v kofenovych pletivech B. distachyon (1 dpi; 2 dpi; 8 dpi)
(varianta BdAMb1FO) oproti kontrole (varianta BAMbOFOQ) a jaky vliv ma na expresi
kombinace patogenu F. culmorum za piitomnosti endofytu M. bolleyi (1 dpi; 2 dpi; 8 dpi)
(varianta BdMb1F1) oproti variant¢ pouze s patogenem bez endofytu (BdMbOF1).
Statistické vyhodnoceni genové exprese bylo provedeno pomoci CFX Manager 3.0

software.

4.4.1 Exprese genu BdPR1-5

BdPR1-5 se fadi do rodiny genii spojenych s patogenezi, které jsou nejéastéji indukovany
SA. Za statisticky vyznamny rozdil bylo povazovano P < 0,05, ¢ehoz bylo dosazeno
Vv piitomnosti patogenu FC (porovnanim variant BAMbOFO vs. BdMbOF1). Exprese
BdPR1-5 byla up-regulovana pii 1 dpi (P = 0,0026) a 2 dpi (P = 0,0065) (Obr. 15).
V druhém piipadé byl sledovan vliv Mb na expresi genu BdPR1-5, kdy jsme sledovali
varianty bez patogenu Fc, tj. BAMbOFO vs. BAMb1FO0. V ani jednom ¢asovém intervalu
nebyla zména exprese statisticky vyznamna (P = 0,0803). Ve tietim piipad¢ byl sledovan
vliv. Mb na expresi genu BdPR1-5 v pfitomnosti patogenu FC porovanim variant
BdMbOF1 vs. BdMb1F1. | v tomto piipadé neméla piitomnost Mb na expresi statisticky
vyznamny vliv (P =0,6982). Primérna hodnota FD (fold difference neboli relativni rozdil
Vv expresi) byla nejvyssi pti zkoumani vlivu patogena Fc na expresi (FD = 11,73) (Tab.
13). Exprese genu BdPR1-5 v pifitomnost Fc byla 11,73x vys§i oproti kontrole
(BAMbOFO0). Dalsi hodnoty FD nebyly statisticky vyznamné.
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Obr. 15 Relativni genova exprese BAPR1-5. Exprese byla sledovana ve téech ¢asovych obdobich
1 dpi; 2 dpi a 8 dpi u vSech variant BAMbOF0O; BAMbOF1; BAMb1F0 a BAMb1F1. Data byla
normalizovana referenénim genem BdSamDC. Jednotlivé sloupce znazoriuji pramér relativni
exprese ze dvou biologickych opakovani, chybové usecky piedstavuji smérodatné odchylky.

Tab. 13 Statisticka analyza genové exprese BAPR1-5.

Srovnavané 1 dpi 2 dpi 8 dpi 9 dpi

varianty FD p FD p FD p FD p
MbOFO vs. MbOF1 12,70  0,0026 42,28 0,0065 3,54 0,8776 11,73 0,0081
MbOFO vs. Mb1F0 - - - - - - 0,83 0,0803

MbOF1 vs. Mb1F1 0,88 0,2734 0,14 0,7258 1,14 0,3182 0,52 0,6982

FD - fold difference, tj. relativni rozdil v expresi, p - hodnota pritkaznosti Tukeyho post hoc
testu (P <0,05); 1dpi, 2dpi a 8dpi — prvni, druhy a osmy den po infekci patogenem; BAMbOFO -
kontrola bez endofytu a bez patogenu, BAMbOF1 - varianta bez endofytu s patogenem, BdMb1FO0
- varianta s endofytem bez patogenu, BdMb1F1 - varianta s endofytem i patogenem

4.4.2 Exprese genu BdPR2
Vysledky gPCR analyzy pro gen BdPR2, ktery je rovnéZz indukovany SA, ukazaly

zvySenou expresi pii 8 dpi u vSech variant (Obr. 16). Prvnim sledovanym parametrem byl
vliv Fc na expresi BdPR2 porovanim variant BAMbOFO vs. BAMbOF1. V pfitomnosti
patogena Fc byla exprese up-regulovana pii 1 dpi (P = 0,9119), v Zadném casovém
intervalu nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil (P = 0,8267). V ptitomnosti
endofytu Mb pii porovnani variant bez patogenu Fc, tj. BAMbOFO vs. BdMb1F0 nebyl
rovnéz prokazan statisticky vyznamny rozdil (P = 0,6963). Vliv endofytu Mb byl
pozorovan i ve tietim piipadé porovnanim variant s patogenem (BdMbOF1 vs.
BdMb1F1). Stejné jako u predchozich kombinaci nemél endofyt statisticky vyznamny
vliv na expresi genu BdPR2 (P = 0,4063). Nejvyssi primérna hodnota FD byla pti
porovnani variant BAMbOF1 vs. BdAMb1F1 (FD = 1,06) (Tab. 14).
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Obr. 16 Relativni genova exprese BAPR2. Exprese byla sledovana ve tiech ¢asovych obdobich 1
dpi; 2 dpi a 8 dpi u vsech variant BAMbOF0; BAMbOF1; BdMb1F0 a BAMb1F1. Data byla
normalizovana referenénim genem BdSamDC. Jednotlivé sloupce znazoriuji pramér relativni
exprese ze dvou biologickych opakovani, chybové isecky piedstavuji Smérodatné odchylky.

Tab. 14 Statisticka analyza genové exprese BAPR2.

Srovnavané 1 dpi 2 dpi 8 dpi 9 dpi

varianty FD p FD p FD p FD p
MbOFO vs. MbOF1 1,22 0,9119 0,83 0,7032 0,52 0,8779 0,80 0,8267
MbOFO vs. Mb1F0 - - - - - - 0,46 0,6963

MbOF1 vs. Mb1F1 0,85 0,6635 2,01 0,6157 1,05 0,3019 1,06 0,4063

FD - fold difference, tj. relativni rozdil v expresi, p - hodnota pritkaznosti Tukeyho post hoc
testu (P <0,05); 1dpi, 2dpi a 8dpi — prvni druhy a osmy den po infekci patogenem; BAMbOFO -
kontrola bez endofytu a bez patogenu, BAMbOF1 - varianta bez endofytu s patogenem, BdMb1F0
- varianta s endofytem bez patogenu, BdMb1F1- varianta s endofytem i patogenem

4.4.3 Exprese genu BdPR6

BdPR6 je zafazen do rodiny genii spojenych s patogenezi. V prvni sledované kombinaci
(BAMbOFO vs. BdMbOF1) byla hladina exprese up-regulovana pti 1 dpi (P = 0,6841); 2
dpi (P = 0,4694) a pii 8 dpi (P = 0,1107) (Obr. 17). Vysledky vsak nebyly statisticky
vyznamné ani v jednom ¢asovém intervalu (P = 0,9518). VIliv Fc na expresi genu BAPR6
se nepotvrdil. V druhém ptipad¢ jsme sledovali vliv Mb na expresi BdPR6 bez
ptritomnosti patogenu Fc (BAMbOFO vs. BdMb1F0), zde rovnéz nebyl prokazan
statisticky vyznamny vysledek (P = 0,6997). V poslednim ptipadé byl sledovan vliv Mb
na expresi v pfitomnosti patogenu Fc (porovnani variant BAMbOF 1 vs. BAMb1F1). Stejné
jako v piedchozich piipadech v Zadném casovém intervalu nebyl pozorovan statisticky
vyznamny rozdil (P = 0,7399).

Nejvyssi primérna hodnota FD byla u prvni sledované kombinace (BAMbOFO vs.
BdMbOF1), které byly infikovany pouze Fc (FD = 2,74). Exprese genu BdPR6
Vv piitomnosti Fc byla 2,74x vyssi oproti kontrolam (BdMDbOFQ) (Tab. 15). Hladiny
exprese pro BAPR2 nevykazovaly zadnou statisticky vyznamnou zménu (P < 0,05).
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Obr. 17 Relativni genova exprese BAPR6. Exprese byla sledovana ve tiech ¢asovych obdobich 1
dpi; 2 dpi a 8 dpi u vSech variant BAMbOF0; BdMbOF1; BdMbl1F0 a BdMb1F1. Data byla
normalizovana referenénim genem BdSamDC. Jednotlivé sloupce znazoriuji pramér relativni
exprese ze dvou biologickych opakovani, chybové tisecky piedstavuji smérodatné odchylky.

Tab. 15 Statisticka analyza genové exprese BAPR®.

Srovnavané 1 dpi 2 dpi 8 dpi 9 dpi

varianty FD p FD p FD p FD p
MbOFO vs. MbOF1 12,77 0,6841 2,27 0,4694 0,71 0,1107 2,74 0,9518
MbOFO vs. Mb1F0 - - - - - - 2,59 0,6997

MbOF1 vs. Mb1F1 2,00 0,7684 0,18 0,4604 2,25 0,6589 0,94 0,7399

FD - fold difference, tj. relativni rozdil v expresi, p - hodnota pritkaznosti Tukeyho post hoc
testu (P <0,05); 1dpi, 2dpi a 8dpi — prvni druhy a osmy den po infekci patogenem; BAMbOFO -
kontrola bez endofytu a bez patogenu, BAMbOF1 - varianta bez endofytu s patogenem, BdMb1F0
- varianta s endofytem bez patogenu, BdMb1F1 - varianta s endofytem i patogenem

4.4.4 Exprese genu BdPR9

Vysledky qPCR analyzy pro gen BAPR9 ukazaly zvySenou expresi v pfitomnosti Fc
(porovnani variant BdAMbOF0 vs. BdMbOF1) (Obr. 18). Byl prokazan statisticky
vyznamny vliv patogena Fc na expresi genu BdPR9 (P = 0,0003); pii 2 dpi byla zména
exprese také statisticky vyznamna (P = 0,0293). V druhém ptipad¢ byl sledovan vliv
endofytu Mb (bez ptitomnosti patogenu FC) na expresi porovnanim variant BAMbOFO vs.
BdMbOFL1. V ptitomnosti endofytu Mb byla exprese genu BdPR9 up-regulovana pii 1 dpi,
2 dpi i 8 dpi, jedna se o statisticky vyznamny rozdil (P = 0,0107). V poslednim piipadé
byl sledovan rovnéz vliv endofytu Mb, ale v pritomnosti patogenu Fc (varianty BAMbOF1
vs. BAMb1F1). I tady byl prokazan statisticky vyznamny vliv (P = 0,0023), pfitomnost
endofytu ovliviiuje hladinu exprese genu BAPR9. Nejvyssi primérna hodnota FD byla u
variant v piitomnosti endofytu Mb (BdMbOFO vs. BAMb1F0), ¢inila 6,06 (Tab. 16).
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Obr. 18 Relativni genova exprese BAPR9. Exprese byla sledovana ve tiech ¢asovych obdobich 1
dpi; 2 dpi a 8 dpi u v8ech variant BAMbOF0; BdMbOF1; BdMb1F0 a BdMb1F1. Data byla
normalizovana referenénim genem BdSamDC. Jednotlivé sloupce znazoriuji prumér relativni
exprese ze dvou biologickych opakovani, chybové usecky piedstavuji smérodatné odchylky.

Tab. 16 Statisticka analyza genové exprese BAPR9.

Srovnavané 1 dpi 2 dpi 8 dpi O dpi

varianty FD p FD p FD p FD p
MbOFO vs. MbOF1 1,33 0,8230 54,30 0,0293 0,24 0,1129 4,34 0,0003
MbOFO vs. Mb1F0 - - - - - - 6,06 0,0107

MbOF1 vs. Mb1F1 5,83 0,1053 0,93 0,1628 6,95 0,2389 3,35 0,0023

FD - fold difference, tj. relativni rozdil v expresi, p - hodnota pritkaznosti Tukeyho post hoc
testu (P <0,05); 1dpi, 2dpi a 8dpi — prvni druhy a osmy den po infekci patogenem; BAMbOFO -
kontrola bez endofytu a bez patogenu, BAMbOF1 - varianta bez endofytu s patogenem, BdMb1F0
- varianta s endofytem bez patogenu, BdMb1F1 - varianta s endofytem i patogenem

4.4.5 Exprese genu BdPR10

BdPR10 je zafazen do velké skupiny genid spojenych s patogenezi. V prvnim piipadé
jsme sledovali vliv patogenu Fc na zménu exprese, kdy pii 1 dpi pfitomnost Fc expresi
down-regulovalo (P = 0,0858), naopak pti 2 dpi byla hladina exprese up-regulovana (P =
0,0487) (Obr. 19). V ptitomnosti patogenu Fc byl prokazan statisticky vyznamny rozdil
na zménu exprese (P =0,0462). Druhym sledovanym parametrem byl vliv Mb na expresi,
kdy jsme porovnévali varianty BAMbOFO vs. BAMb1FO0 (baz patogenu). Exprese genu
BdPR10 byla up-regulovana pfi 1 dpi, 2 dpi i 8 dpi (P = 0,2001). Nejednalo se o statisticky
vyznamny rozdil, samotny endofyt Mb nemél na expresi vyznamny vliv. Ve tietim
ptipad¢ jsme sledovali také vliv endofytu Mb, ale v pfitomnosti patogenu Fc, tj. varianty
BdMbOF1 vs. BAMbIF1. Byl prokazan vliv endofytu na expresi BAPR10, jednalo se o
statisticky vyznamny rozdil (P = 0,0189). Primérna hodnota FD byla nejvyssi u posledni
sledované kombinace (BAMbOF1 vs. BAMb1F1) (FD = 17,83) (Tab. 17).
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Obr. 19 Relativni genova exprese BAPR10. Exprese byla sledovana ve tfech ¢asovych obdobich
1 dpi; 2 dpi a 8 dpi u vSech variant BAMbOFO; BAMbOF1; BAMb1F0 a BAMb1F1. Data byla
normalizovana referenénim genem BdSamDC. Jednotlivé sloupce znazorfuji primér relativni
exprese ze dvou biologickych opakovani, chybové tisecky piedstavuji Smérodatné odchylky.

Tab. 17 Statisticka analyza genové exprese BAPR10.

Srovnavané 1 dpi 2 dpi 8 dpi 9 dpi

varianty FD p FD p FD p FD p
MbOFO vs. MbOFL 049  0,0858 go,4 00487 015 05825 167 00462
MbOFO vs. Mb1FO - ; ) ] i i 297 02001

MbOF1 vs. Mb1F1 556 0,7201 1,09 0,1880 17,83 0,0893 4,07 0,0189

FD - fold difference, tj. relativni rozdil v expresi, p - hodnota pritkaznosti Tukeyho post hoc
testu (P <0,05); 1dpi, 2dpi a 8dpi — prvni druhy a osmy den po infekci patogenem; BAMbOFO -
kontrola bez endofytu a bez patogenu, BAMbOF1 - varianta bez endofytu s patogenem, BdMb1FO0
- varianta s endofytem bez patogenu, BdMb1F1 - varianta s endofyteme i patogenem

4.4.6 Exprese genu BdPOX2

Exprese genu BAPOX2 je indukovana houbami, bakteriemi a viry. Pfi sledovani vlivu
patogena Fc na expresi, byl prokdzan statisticky vyznamny rozdil pti 1 dpi, kdy byla
exprese up-regulovana (P = 0,0279) (Obr. 20). Dalsi ¢asové intervaly 2 dpi (P = 0,7006)
a 8 dpi (P = 0,6162) nejsou za statisticky vyznamné povazovany. Po infekci Fc byla
exprese genu 2,30x vyssi oproti kontrole (Tab. 18). Dalsim sledovanym parametrem byl
vliv Mb na expresi BAPOX2 porovnanim variant BAMbOFO vs. BAMb1F0. Samotny
endofyt Mb nemé¢l na expresi genu statisticky vyznamny vliv (P = 0,0923). V poslednim
ptipad¢ byl sledovan vliv endofytu Mb v pfitomnosti patogenu FC porovnanim variant
BdMDbOF1 vs. BAMb1F1, kdy statisticky vyznamny rozdil byl prokazan pouze pti 1 dpi
(P =0,0000).
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Obr. 20 Relativni genova exprese BAPOX2. Exprese byla sledovana ve tiech ¢asovych obdobich
1 dpi; 2 dpi a 8 dpi u vSech variant BAMbOF0; BdAMbOF1; BdMb1F0 a BdMb1F1. Data byla
normalizovana referenénim genem BdSamDC. Jednotlivé sloupce znazorfuji primér relativni
exprese ze dvou biologickych opakovani, chybové usecky piedstavuji smérodatné odchylky.

Tab. 18 Statisticka analyza genové exprese BAPOX2.

Srovnavané 1 dpi 2 dpi 8 dpi 9 dpi

varianty FD p FD p FD p FD p
MbOFO vs. MbOF1 6,50 0,0279 2,50 0,7006 1,11 0,6162 2,30 0,2245
MbOFO vs. Mb1F0 - - - - - - 0,97 0,0923

MbOF1 vs. Mb1F1 5,00 0,0000 0,32 0,6834 135 0,6408 0,95 0,0832

FD - fold difference, tj. relativni rozdil v expresi, p - hodnota pritkaznosti Tukeyho post hoc
testu (P <0,05); 1dpi, 2dpi a 8dpi — prvni druhy a osmy den po infekci patogenem; BAMbOFO -
kontrola bez endofytu a bez patogenu, BAMbOF1 - varianta bez endofytu s patogenem, BdMb1FO0
- varianta s endofytem bez patogenu, BdMb1F1 - varianta s endofyteme i patogenem

4.4.7 Exprese genu BdLOX3

BALOX3 se ucastni biosyntézy JA, vysledky qPCR analyzy ukazaly nejvyssi hladinu
exprese u varianty BAMb1FO0 pii 8 dpi (Obr. 21). Jako prvni parametr byl sledovan vliv
patogenu Fc na expresi genu BALOX3 (porovnani variant BAMbOFO vs. BAMbOF1).
V piitomnosti Fc byla hladina exprese up-regulovana u vSech variant, kromé varianty
BdMbI1F1 pii 8 dpi (P = 0,0049). Patogen Fc mél na genovou expresi statisticky
vyznamny vliv (P = 0,0000). V dal$im ptipad¢ byl sledovan vliv Mb bez piitomnosti
patogenu na expresi (BAMbOFO vs. BdMb1F0). Hladina exprese byla up-regulovana u
vSech variant ve vSech Casovych bodech (P = 0,0297). Samotny endofyt Mb mél
statisticky vyznamny vliv na expresi genu BALOX3. Nakonec byl sledovan také vliv
endofytu Mb, ale za soucasné ptitomnosti patogenu Fc (porovnani variant BIMbOF1 vs.
BdMb1F1). I zde byl potvrzen statisticky vyznamny vliv (P =0,0004). Nejvyssi primérna
hodnota FD byla u variant BAMbOFO vs. BAMb1F0 (Tab. 19). Exprese genu BdLOX3
byla 5,35 vyssi oproti kontrole. Za statisticky vyznamny rozdil bylo povaZzovéano P < 0,05,

¢ehoz bylo dosazeno u vSech testovanych variant.
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Obr. 21 Relativni genova exprese BdLOX3. Exprese byla sledovana ve tiech ¢asovych obdobich
1 dpi; 2 dpi a 8 dpi u vsech variant BAMbOF0; BAMbOF1; BAMb1F0 a BAMb1F1. Data byla
normalizovana referenénim genem BdSamDC. Jednotlivé sloupce znazoriuji pramér relativni
exprese ze dvou biologickych opakovani, chybové usecky piedstavuji msérodatné odchylky.

Tab. 19 Statisticka analyza genové exprese BALOX3.

Srovnavané 1 dpi 2 dpi 8 dpi 9 dpi

varianty FD p FD p FD p FD p
MbOFO vs. MbOF1 2,62 0,1487 2,52 0,0949 191 0,0049 2,30 0,0000
MbOFO vs. Mb1F0 - - - - - - 5,35 0,0297

MbOF1 vs. Mb1F1 1,33 0,1144 1,03 0,0002 0,98 0,1249 111 0,0004

FD - fold difference, tj. relativni rozdil v expresi, p - hodnota pritkaznosti Tukeyho post hoc
testu (P <0,05); 1dpi, 2dpi a 8dpi — prvni druhy a osmy den po infekci patogenem; BAMbOF0 —
kontrola bez endofytu a bez patogenu, BAMbOF1 - varianta bez endofytu s patogenem, BdMb1FO0
— varianta s endofytem bez patogenu, BdMb1F1 varianta s endofyteme i patogenem

4.4.8 Exprese genu BdChitinasel

Vysledky qPCR analyzy pro gen BdChitinasel ukazaly statisticky vyznamny vliv
patogena Fc na expresi BdChitinasel (P = 0,0265) (Obr. 22). Pii porovnani variant
BdMbOFO vs. BAMbOF1 byla hladina exprese up-regulovana pii 1 dpi (P = 0,6249) a 2
dpi (P = 0,0000). Dale byla sledovana genova exprese V piitomnosti endofytu Mb
(varianty BdMbOFO vs. BdMb1F0), kdy byla exprese down-regulovana pii 1 a 2 dpi.
Vysledky nebyly statisticky vyznamné (P = 0,3663). Ttetim sledovanym parametrem byl
vliv endofytu Mb spole¢né s patogenem Fc na genovou expresi (varianty BAMbOF1 vs.
BdMb1F1). Ani vtomto piipadé nebyl potvrzen statisticky vyznamny vysledek (P =
0,2178). Nejvyssi prumérna hodnota FD byla u variant s patogenem Fc (BdMbOFO vs.
BdMbOF1) (FD = 3,95) (Tab. 20).
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Obr. 22 Relativni genova exprese BdChitinasel. Exprese byla sledovana ve tfech ¢asovych
obdobich 1 dpi; 2 dpi a 8 dpi u vSech variant BAMbOF0; BAMbOF1; BdMb1F0 a BdMb1F1. Data
byla normalizovana referenénim genem BdSamDC. Jednotlivé sloupce znazoriiuji prameér
relativni exprese ze dvou biologickych opakovani, chybové usecky predstavuji smérodatné
odchylky.

Tab. 20 Statisticka analyza genové exprese BdChitinasel.

Srovnavané 1 dpi 2 dpi 8 dpi 9 dpi

varianty FD p FD p FD p FD p
MbOFO vs. MbOF1 6,79 0,6249 10,86 0,0000 0,37 0,2801 3,95 0,0265
MbOFO vs. Mb1F0 - - - - - - 0,35 0,3663

MbOF1 vs. Mb1F1 0,67 0,9408 0,27 04281 1,76 0,5081 0,48 0,2178

FD - fold difference, tj. relativni rozdil v expresi, p - hodnota pritkaznosti Tukeyho post hoc
testu (P <0,05); 1dpi, 2dpi a 8dpi — prvni druhy a osmy den po infekci patogenem; BAMbOFO -
kontrola bez endofytu a bez patogenu, BAMbOF1 - varianta bez endofytu s patogenem, BdMb1FO0
- varianta s endofytem bez patogenu, BdMb1F1 - varianta s endofytem i patogenem

4.4.9 Exprese genu BAWRKY41

Gen BAWRKY41 je indukovan SA. Byl sledovan vliv patogena Fc na relativni zménu
exprese porovnanim variant BAMbOFO vs. BAMbOF1. V pfitomnosti Fc byla exprese up-
regulovana pii 1 dpi (P = 0,7013), 2 dpi (P = 0,1006) i 8 dpi (P = 0,0142) (Obr. 23).
Vysledky ukazaly statisticky vyznamny vliv Fc na expresi genu BAWRKY41 (P = 0,0000).
V druhém piipadé byl sledovan vliv endofytu Mb (BdMbOFO vs. BdMb1FO0), kdy byla
exprese up-regulovana pii 1 dpi a 8 dpi. | vtomto ptipad€ byly vysledky statisticky
vyznamné (P = 0,0004). V poslednim piipadné jsme sledovali rovnéz vliv endofytu Mb
Vv ptitomnosti patogenu Fc (varianty BdMbOF1 vs. BdMblF1), kdy byl statisticky
potvrzen vyznamny vliv endofytu na expresi genu BAWRKY41 (P = 0,0465). V tomto
ptipadé byla zjisténa i nejvyssi primérna hodnota relativniho rozdilu v expresi (FD =
9,27).
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Obr. 23 Relativni genova exprese BAWRKY41. Exprese byla sledovana ve tfech ¢asovych
obdobich 1 dpi; 2 dpi a 8 dpi u vSech variant BAMbOF0; BdAMbOF1; BdAMb1F0 a BdMb1F1. Data
byla normalizovana referenénim genem BdSamDC. Jednotlivé sloupce znazoriiuji prameér
relativni exprese ze dvou biologickych opakovani, chybové useCky predstavuji smerodatné
odchylky.

Tab. 21 Statisticka analyza genové exprese BAWRKY41.

Srovnavané 1 dpi 2 dpi 8 dpi 9 dpi

varianty FD p FD p FD p FD p
MbOFO vs. MbOF1 1,17 0,7013 6,49 0,1006 2,13 0,0142 1,49 0,0000
MbOFO vs. Mb1F0 - - - - - - 7,19 0,0004

MbOF1 vs. Mb1F1 9,30 0,0638 9,96 04851 8,97 0,3872 9,27 0,0465

FD - fold difference, tj. relativni rozdil v expresi, p - hodnota pritkaznosti Tukeyho post hoc
testu (P <0,05); 1dpi, 2dpi a 8dpi — prvni druhy a osmy den po infekci patogenem; BAMbOFO -
kontrola bez endofytu a bez patogenu, BAMbOF1 - varianta bez endofytu s patogenem, BdMb1F0
- varianta s endofytem bez patogenu, BdMb1F1 - varianta s endofytem i patogenem

4.4.10 Exprese genu BATCP

Vysledky gPCR pro gen BATCP ukazaly, Ze v pifitomnosti patogenu Fc (porovnani
variant BAMbOFO vs. BAMbOF1) byla exprese up-regulovana pii 1 dpi (P = 0,3711) i 2
dpi (P = 0,5239) jak je vidét na obr. 24. Vliv patogena na genovou expresi nebyl
statisticky vyznamny (P = 0,7422). V druhém piipadé byl sledovan vliv endofytu Mb
(porovnani variant BAMbOFO0 vs. BAMb1F0), kdy byla hladina exprese down-regulovana
pfti 8 dpi, v ostatnich ¢asovych bodech byla up-regulovana, ale nejednalo se o statisticky
vyznamny rozdil. (P = 0,7881). Dalsim sledovanym parametrem byla kombinace
endofytu Mb spole¢né v ptitomnosti patogena Fc (varianty BdMb1F0 vs. BAMb1F1). Ani
tato kombinace nebyla statisticky vyznamna (P = 0,7223). Nejvyssi primérna hodnota

FD byla u variant BAMb1F0 vs. BdMb1F1 (FD = 2,45) (Tab. 22).
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Obr. 24 Relativni genova exprese BdTCP. Exprese byla sledovana ve tfech ¢asovych obdobich 1
dpi; 2 dpi a 8 dpi u vSech variant BAMbOF0; BdMbOF1; BdMblF0 a BdMb1F1. Data byla
normalizovana referenénim genem BdSamDC. Jednotlivé sloupce znazoriuji prumér relativni
exprese ze dvou biologickych opakovani, chybové Gisecky piedstavuji smérodatné odchylky.

Tab. 22 Statisticka analyza genové exprese BATCP.

Srovnavané 1 dpi 2 dpi 8 dpi 9 dpi

varianty FD p FD p FD p FD p
MbOFO vs. MbOF1 0,54 0,3711 1,81 05239 1,18 0,2723 1,05 0,7422
MbOFO vs. Mb1FO - - - - - - 1,60 0,7881

MbOF1 vs. Mb1F1 4,96 0,2153 4,09 0,1312 0,84 0,4314 2,45 0,7223

FD - fold difference, tj. relativni rozdil v expresi, p - hodnota pritkaznosti Tukeyho post hoc
testu (P <0,05); 1dpi, 2dpi a 8dpi — prvni druhy a osmy den po infekci patogenem; BAMbOFO -
kontrola bez endofytu a bez patogenu, BdAMbOF1 - varianta bez endofytu s patogenem, BdMb1FO
- varianta s endofytem bez patogenu, BdMb1F1 - varianta s endofytem i patogenem
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5 DISKUSE

V soucasné dob¢ je jednim z diskutovanych témat, jak chranit rostliny pfed rtiznymi
houbovymi patogeny bez soucasného zvySovani spotieby fungicidii. A¢ je imunitni
systém rostlin velice rozvinuty, nedokdze vzdy rostlinu zcela ochranit, ¢imz dochazi
K propuknuti onemocnéni a K vyraznému snizovani produkce (Oerke, 2006). Navic
pouzivani chemickych fungicida, jednak zatézuje pudu, ale také se ve zbytkovém
mnozstvi muze dostat do spodnich vod a potravin, jez konzumuje ¢lovek ¢i zvirata (Hazel
& Patel, 2004; Comby et al., 2017). Resenim by mohla byt nova alternativni biologicka
ochrana, ktera zvysSuje obranyschopnost rostlin, ale pfinasi i pfiznivy vliv na jeji okoli
(Fitzgerald et al., 2015; Comby et al., 2017). Takovy potencial pfinasi endofytické houby,
u kterych bylo zjisténo, Ze mohou nabidnout jak zvySenou rezistenci proti patogentim, tak
podporu celkového ristu a vyvoje (Rodriquez et al., 2009).

V této praci byla vyuzita modelova rostlina B. distachyon, ktera byla jiz v fadé
studii vyhodnocena jako vhodny model pro studium interakce hostitel-patogen
(Fitzgerald et al., 2015). Kawahara et al. (2012) sledovali jeho interakci s M. oryzae, ktera
zpusobuje onemocnéni ryze, Sandoya & de Oliveira Buanafina (2014) sledovaly nterakci
s dalsimi patogeny, kterymi jsou napi. R. solani ¢i S. homoecarpa. Pro tuto praci byl
zvolen vyznamny patogen obilovin F. culmorum, ktery se fadi do skupiny vlaknitych hub
zpusobujici napt. rizovéni klast u pSenice a jeémene (Parry et al., 1995). Stejna interakce
jiz byla zkoumana Peraldim et al. (2011), kteti kompatibilni interakci mezi B. distachyon
a F. culmorum potvrdili.

Na rozdil od pifedchozich studii jsme jiz pii seti B. distachyon inokulovali
endofytickym organismem M. bolleyi. Tato houba se fadi mezi kofenové endofyty
kolonizujici zejména travy a obiloviny, kterd nema patogenni u¢inek na svého hostitele
(Mandyam et al., 2010; Hernandez-Restrepo et al., 2016). Naopak byl prokazan jeji
elimina¢ni G¢inek vuci vysoce virulentnim patogentim, kterymi jsou napt. G. graminis
var. tritici (Kirk & Deacon, 1987), ¢i pravé nami zkoumany F. culmorum (Comby et al.,
2017). Ve studii Comby et al. (2017) doslo k inhibici rastu F. culmorum na pSenici az o
24,4-33 %, proto jsme se rozhodli sledovat pravé tuto interakci.

Prvni interakce mezi B. distachyon a F. culmorum s ptedchozi inokulaci M. bolleyi
byla zkoumana teprve nedavno ve studii Matusinsky et al. (2022). Zda je inokulace

endofytem uspésna, bylo nutné ovéfit pritomnost Mb v kofenovém systému Bd pomoci
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mikroskopovani (Obr. 14). Kofeny byly mikroskopovany pti kazdém z péti odbéru a
ptitomnost chlamydospor Mb v kotenech Bd byla pokazdé potvrzena (Tab. 12).

Ptriznaky napadeni F. culmorum se projevuji nejen poskozenim klast ale také jako
hnédé nekrotické 1éze, které se postupné rozsifuji na kofenovém krcku, a nakonec infikuji
i stébla (Parry et al., 1995). V nasi praci se prvni znamky napadeni Fc projevily 8 dpi (dni
po infekci), procento nekrozy na listech Bd bylo hodnoceno vizualné (Obr. 13) a poté
statisticky analyzovano. Statistickd analyza potvrdila velmi vyrazné rozdily mezi
variantami inokulovanymi endofytem (BdMblF1l) a bez endofytu (BdMbOF1l). U
varianty BAMb1F1 bylo poskozeni zptisobené patogenem Fc pouze 5,59 % (pocet vzorkt
= 34), zatimco u variant BAMbOF 1 tvofila nekroza 39,31 % (pocet vzorkti = 36) (Tab. 7).
Obdobné vysledky piinasi studie Matusinsky et al. (2022). Procento nekrozy u variant
BdMb1F1 tvofilo 14,33 % (pocet vzorka = 30). Naproti tomu u variant bez endofytu, tj.
BdMbOF1 bylo procento zna¢n¢ vyssi a to az 51,83 % (pocet vzorka = 30). Vysledky tak
naznacuji slibny potencial M. bolleyi jako biologické ochrany proti F. culmorum.

Interakce s endofytickymi houbami vede ke zvySené akvizici zivin a mnozstvi
fytohormond v rostlinach, coz souvisi se zvySenim produkce biomasy, zvysenym
vynosem, vyvojem kofenového systému a celkové vysky rostliny (Bamisile et al., 2018).
Tuto hypotézu jsme si chtéli ovétit a z toho divodu jsme sledovali také ucinek Mb na
rustovou fazi B. distachyon. Z nasich vysledku bylo zjisténo, ze varianty BdMbl, tedy ty,
které byly inokulovany endofytem, se nachazely v pozdéjsi vyvojové fazi oproti
variantam bez endofytu (BdMb0). Varianty s endofytem mély ve vétSiné piipada
vyvinutéjsi kofenovy systém a celkovou vysku rostliny (Tab. 11).

Pti infekci patogenni houbou rostlina spousti své obranné imunitni reakce, které
mimo jiné zahrnuji aktivaci signalnich drah jednotlivych fytohormonu. Hladina
fytohormont se béhem infekce mize zvySovat nebo snizovat, cehoz mize byt vyuZzito pii
sledovani exprese markerovych gentl, které jsou jednotlivymi fytohormony aktivovany
(Kakei et al., 2015). Endofyty poskytuji rostlinam vyss$i obranyschopnost z divodu
aktivace ISR prostiednictvim dvou fytohormont, tj. JA a ET. Nékteré endofyty jsou
schopny vyvolat také SAR, ktera je zavisla na SA a rovnéZ vede k obrang hostitele (Fadiji
& Babalola, 2020). V této praci byla pomoci metody gPCR sledovana genova exprese 10
genu fytohormonovych markert, tj. BAPR1-5; BdPR2; BdPR6; BAPR9 a BAPR10 (geny
spojené s patogenezi), BALOX3, BdPOX2, BdChitinasel, BAWRKY41 a BdTCP, u
kterych bylo na zaklad¢ literatury zjisténo, ze se ui€astni aktivni obrany u B. distachyon
(Hong et al., 2008; Pasquet et al., 2014; Sandoya & de Oliveira Buanafina, 2014; Hong
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et al., 2008; Kouzai et al., 2016; Subramanyam et al., 2019), ale studii je stale malo proto
je dulezité je testovat i nadéle. Cilem prace bylo zkoumat jednak jaky vliv na expresi gent
ma samotna infekce patogenni houbou F. culmorum (porovnanim variant BAMbOFO vs.
BdMDbOF1), jak expresi ovlivituje samotny endofyt M. bolleyi (porovnanim variant
BdMDbOFO vs. BdMDb1FO0) a jestli popfipad¢ jak expresi ovlivituje pfitomnost endofytniho
organismismu Mb spole¢né s infekei Fc (porovnanim variant BAMbOF1 vs. BAMb1F1).
PR1 se pouziva jako marker pro aktivaci signaliza¢ni drahy SA, ktera je spojena
s obranou rostlin proti biotrofnim patogentim (Ali et al., 2018). Stejné jako v predchozi
studii MatusSinsky et al. (2022) byla exprese BdPR1-5 v na$i praci up-regulovana
Vv pfitomnosti patogena Fc, inokulace endofytem Mb neméla na expresi statisticky
vyznamny vliv (Obr. 15; Tab. 13). U dalsich dvou gent, které jsou rovnéz indukované
SA, BdPR2 a BdPR6 nem¢la na genovou expresi zadny vyznamny tcinek jak infekce Fc
tak inokulace Mb (Obr. 16, 17; Tab. 14,15). PR9 proteiny jsou peroxidasy, které se podili
na lignifikaci rostlinné bunééné stény (Way et al., 2000). Vysledky qPCR analyzy pro
gen BdPR9 ukazaly vyznamnou zménu v genové expresi po infekci patogenem Fc,
exprese byla up-regulovana ve vSech ¢asovych bodech (1dpi; 2 dpi; 8 dpi). Statisticky
vyznamny vliv na expresi BAPR9 méla i inokulace Mb. Endofyt expresi up-reguloval
oproti kontrolam (Obr. 18; Tab. 16). Posledni ze zkoumanych genti souvisejicich
S patogenezi byl BAPR10, ktery je u ryze indukovan ET nebo chitinem (Kouzai et al.,
2016). Predchozi vysledky informuji o tom, Ze PR-10 nereagoval na zadny z testovanych
fytohormont SA, JA ani ET (Kouzai et al., 2016). V nasi praci byla exprese BAPR10
ovlivnéna jak samotnou infekci Fc, tak pti porovnani variant BAMbOF1 vs. BAMb1F1
byla exprese BdPR10 v piitomnosti Mb up-regulovana oproti kontrolni varianté
(BAMbOF1) (Obr. 19; Tab. 17). Na zaklad¢ literatury byly potvrzeny pfiznivé reakce na
expresi BAPOX2 u B. distachyon (Sandoya & de Oliveira Buanafina). Zména relativni
genové exprese V této praci byla statisticky vyznamna pouze 1 dpi v pfipadé zkoumani
vlivu Fc na expresi (porovnanim variant BAMbOFO vs BdMbOF1) a 1 dpi pii sledovani
vlivu Mb (porovnanim variant BAMbOF1 a BdMb1F1). Dalsi ¢asové obdobi nepiinesly
vyznamny rozdil (Obr. 20; Tab. 18). Pfedpoklada se, ze LOX je nezbytny pro biosyntézu
JA, ktera se podili na obrannych reakcich rostlin proti nekrotrofnim patogentiim (Bari &
Jones, 2009). Ve studii Sandoya & de Oliveira Buanafina (2014) byla exprese LOX3 up-
regulovana u rezistentniho genotypu 24 hodin po infekci S. homoecarpa, pokles nastal po
48 hodinach od infekce. V této praci byla exprese BALOX3 indukovana jak infekci Fc,

tak samotnym Mb. Pfiznivé vysledky piinesla i tfeti testovana kombinace, kdy jsme
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sledovali vliv Mb spole¢né s Fc (Obr. 21; Tab. 19). Pro porovnani ve studii Matusinsky
et al. (2022) byl pozorovan statisticky vyznamny vysledek pouze v piipad¢ infekce
patogenem Fc 2 dpi. Rostlinné chitinasy katalyzuji hydrolyzu chitinu, ktery je hlavni
slozkou bunécnych stén u hub (Lin et al., 1995). Infekce Fc indukovala expresi genu
BdChitinasel, ale inokulace Mb, neméla na expresi statisticky vyznamny vliv (Obr. 22;
Tab. 20). Zatimco ve studii Matusinsky et al. (2022) byla exprese BdChitinasel
vyznamné ovlivnéna endofytickou houbou Mb 1 dpi. Transkrip¢ni faktory WRKY
reguluji expresi fady gent, jsou dostupné informace o zvySené hlading relativni genové
exprese po oSetfeni SA (Kakei et al., 2015; Kouzai et al., 2016). Podle vysledki qPCR
analyzy mé¢l na indukci exprese genu BAWRKY41 vliv jednak patogen Fc, tak samotny
endofyt Mb (Obr. 23; Tab. 21). Pravdépodobné diileZitou roli v imunitnim systému rostlin
hraji transkrip¢ni faktory TCP (Mukhopadhyay & Tyagi, 2015). V nasi praci nedoslo ke
zménam relativni genové exprese BATCP. Vysledek nebyl statisticky vyznamny ani u

jedné testované kombinace (Obr. 24; Tab. 22).
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6 ZAVER

V teoretické ¢asti diplomové prace byla vypracovana literarni reserSe se zamefenim na
modelovy organismus Brachypodium distachyon, patogenni druh Fusarium culmorum a
endofyticky organismus Microdochium bolleyi. V dalsich kapitolach byl popsan imunitni
systém rostlin se zaméfenim na Ulohu jednotlivych rostlinnych hormont (kyselina
salicylova, kyselina jasmonova a ethylen) a geny, které se ucastni jejich biosyntézy ¢i
signaliza¢nich drah.

V ramci experimentalni ¢asti byla péstovana modelova rostlina Brachypodium
distachyon, ktera jiz pti seti byla inokulovana endofytickym organismem Microdochium
bolleyi, nasledné byly listy infikovany patogenni houbou Fusarium culmorum. Pomoci
vizualniho hodnoceni byl sledovan vliv M. bolleyi na mirnéni patogennich ucinkt F.
culmorum na listech B. distachyon. V tomto piipadé se endofyticky uc¢inek M. bolleyi
potvrdil a varianty bez endofytu, tj. BAMbOF1 vykazovaly vyssi procento nekrotizace nez
varianty s endofytem, tj. BAMb1F1.

Pomoci metody qPCR byla zmétena genova exprese 10 gent fytohormonovych
markert, které se podili na obrané rostlin u B. distachyon. Byl sledovan vliv samotného
F. culmorum na zménu exprese, ktery byl vyznamny u skupiny gent, tj. BAPR1-5;
BdPRY; BdPR10; BdLOX3; BdChitinasel a BdWRKY41l. Dalsim zkoumanym
parametrem bylo sledovani vlivu samotného endofytu M. bolleyi na zménu exprese, ktera
byla vyznamné ovlivnéna v piipadé geni BAPR9; BALOX3 a BAWRKY41. Poslednim
sledovanym parametrem byl vliv endofytu M. bolleyi, v piipadé Ze byly varianty zaroven
infikované F. culmorum. Statisticky vyznamny vliv M. bolleyi se potvrdil u skupiny gent
BdPR9; BAPR10; BALOX3 a BAWRKY41. Ze zkoumanych 10 gent jsme zjistili, zeu 4 z
nich, tj. BAPR2; BAPR6; BAPOX2 a BATCP nebyla zména relativni genové exprese nijak
ovlivnéna zadnym ze zkoumanych organismil.

Ziskané vysledky ptinesly potvrzeni endofytickych vlastnosti M. bolleyi na mirnéni
symptomii F. culmorum u B. distachyon. Nase vysledky by v budoucnu mohly poslouzit
jako nastroj pti hledani alternativni biologické ochrany obilovin a trav vii¢i patogennimu

druh F. culmorum.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

13-HPOT
ABA
ACC
ACO
ACX
AOC
AOS
ASK1
AzA
AZI1
Bd

BR
BRCA2
CDPK
CK
Col1
CuUL3
CYC/TB1
DA
DAMPs
DIR1
DON
Dpi
DSE
EIL
EIN
EPS1
ERF1
ERS
ET

ETI
ETR

13-hydroperoxylinolenova kyselina
kyselina abscisova
1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
ACC oxidasa

acyl-CoA oxidasa

allenoxid cyklasa

allenoxid syntasa

Arabidopsis homolog SKP1
kyselina azaleova

transferovy protein

Brachypodium distachyon
brassinosteroidy

z angl. breast cancer susceptibility 2
kalcium dependentni proteinkinasy
cytokininy

z angl. coronatine insensitivel
ubikvitin ligasa Cullin 3

z angl. CYCLOIDEA/TEOSINTE BRANCHED 1
dehydroabietinal

vlastni poSkozené molekularni vzory
protein pienasejici lipidy
deoxynivalenol

den po inokulaci

z angl. dark septate endophytes

z angl. EIN3-like 1

z angl. ethylene insensitive

gen kodujici BAHD acyltransferasu
z angl. ethylene response factors

z angl. ethylene response sensor
ethylen

imunita aktivovana efektorem

z angl. ethylene response
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ETS efektorem spusténa citlivost

Fa Fusarium asiaticum

Fc Fusarium culmorum

FCR krckova hniloba

Fg Fusarium graminearum

FHB ruzovéni klast obilovin

FLS z angl. flagellin sensitive 2; bi¢ikovy receptor
Fp Fusarium pseudograminearum
FRR hniloba kotenti

G3P glycerol-3-fosfat

GA gibereliny

Hai hodin po infekci

HPL hydroperoxidlyasa

HR hypersenzitivni reakce

IC 1sochorismat

ICS isochorismatsyntasa

ISR indukovana systémova rezistence
JA jasmonaty

JAR1 JA-amidosyntetasa

JAZ z angl. jamonate ZIM-domain
KAT L-3-ketoacyl-CoA thiolasa

LOX 13 13-lipoxygenasa

LOX lipoxygenasy

LRR repetice bohaté na leucin
MAMPs molekularni vzory typické pro mikroby
MAPK MAP kinasy

MAT S-adenosylmethionin syntetasa
Mb Microdochium bolleyi

MED26 mediator 25

MeSA methylsalicylat

MFP multifunkéni protein

MTA 5’-methylthioadenosin

MTI imunita aktivovana pomoci MAMP
NB misto, na které se vaze nukleotid
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NIV nivalenol

NLR NOD-like receptory

NPR1 nonexpressor of pathogenesis-related genesl
OPC-8 3-0x0-2-(cis-2'-pentenyl)-cyklopentan-1-oktanova kyselina
OPDA (9S, 13S)-12-oxo-fyodienové kyselina
OPR3 OPDA reduktasa 3

PAL fenylpropanoidova draha

PAMPs molekularni vzory typické pro patogeny
PCF z angl. PROLIFERATING CELL FACTOR
PDF1.2 defensin

PIN geny kodujici inhibitory proteinas

Pip kyselina pipekolova

PLA1 fosfolipasa Al

POX peroxidasy

PR proteiny souvisejici S patogenezi

PRR receptory rozeznavajici patogeny

PTI imunita aktivovana pomoci PAMP

RBX1 z angl. ring-box1

RK doména kinas

RLK receptor podobny kinasam

SA kyselina salicylova

SABP2 z angl. SA-binding protein 2

SAM S-adenosylmethionin

SAMT SA-methyltransferasa

SAR systémov¢ ziskana rezistence

SCFco Skp-Cullin-F-box

TBF1 TL1- vazebny transkripéni faktor

TCP z angl. TEOSINTE BRANCHED1/CYCLOIDEA/PCF
THI2.1 thionin

TMV virus tabadkové mozaiky

VSPs z angl. vegetative storage proteins

ZEA zearalenon

a-LeA kyselina a-linolenova
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