
   

 

   

 

Univerzita Palackého v Olomouci 

Bakalářská práce 

 

Olomouc 2022     Bára Staroštíková  



   

 

   

 

Univerzita Palackého v Olomouci 

Přírodovědecká fakulta 

Katedra buněčné biologie a genetiky 

 

 

 

Optimalizace diagnostiky houby Microdochium 

bolleyi v rostlinném hostiteli pomocí 

molekulárních metod 

 
Bakalářská práce 

 

 

Bára Staroštíková 
 

 

Studijní program: Biologie 

Studijní obor: Molekulární a buněčná biologie 

Forma studia: Prezenční 

 
 

Olomouc 2022    Vedoucí práce: Mgr. Pavel Matušinsky, Ph.D. 



   

 

   

 

  



   

 

   

 

  



   

 

i 

 

Bibliografické údaje  

Jméno a příjmení autora: Bára Staroštíková 

Název práce: Optimalizace diagnostiky houby Microdochium bolleyi v rostlinném hostiteli pomocí 

molekulárních metod 

Typ práce: bakalářská 

Pracoviště: Katedra buněčné biologie a genetiky, PřF UP v Olomouci 

Vedoucí práce: Mgr. Pavel Matušinsky, Ph.D.  

Rok obhajoby práce: 2022  

Klíčová slova: endofyt, Microdochium bolleyi, hostitel, kvantitativní Real-time PCR, biologická 

ochrana rostlin, ITS oblast 

Počet stran: 56 

Počet příloh: 0 

Jazyk: čeština 

 

SOUHRN 

Endofytické houby, včetně Microdochium bolleyi, významně ovlivňují některé své rostlinné 

hostitele a pro řadu z nich mají pozitivní přínos. Mohou se podílet na zvýšení odolnosti rostlin vůči 

abiotickému i biotickému stresu a tím zajistit jejich přežití zejména v nepříznivých podmínkách. Pro 

detekci endofytů se v současnosti čím dál více uplatňují molekulární metody, a to hlavně různé typy 

PCR. 

Teoretická část této práce se věnuje charakterizaci organismu Microdochium bolleyi 

a podrobnému popisu endofytismu, včetně významu endofytů, jejich přínosu pro dané rostlinné hostitele 

a také možnosti využití molekulárních metod pro jejich detekci. Dále je zde uvedena charakteristika 

organismu Brachypodium distachyon a interakce pšenice s endofytickými houbami. 

Cílem praktické části byla optimalizace diagnostiky endofytické houby Microdochium bolleyi 

v pšenici (Triticium aestivum) a rostlině Brachypodium distachyon pomocí kvantitativní Real-time PCR 

(qPCR). Pro detekci M. bolleyi byly použity druhově specifické primery navržené pro amplifikaci ITS 

oblasti rDNA. Pomocí kvantitativní Real-time PCR byla endofytická houba úspěšně detekována v obou 

rostlinných hostitelích a stejně tak bylo stanoveno relativní množství endofytu v jednotlivých částech 

rostlin. Přítomnost endofytu ve formě chlamydospor byla v jednotlivých kořenech pozorována i pomocí 

světelného mikroskopu. Přestože houba Microdochium bolleyi patří mezi tzv. kořenové endofyty, její 

přítomnost byla prokázána i v bázi stébla. 
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SUMMARY  

Endophytic fungi including Microdochium bolleyi can offer many benefits to some of their plant 

hosts such as improved tolerance to abiotic and biotic stress. Therefore, endophytes play an important 

role in plant´s survival especially in harsh conditions. Nowadays, the presence of endophytes is very 

often detected by molecular methods, mostly by different types of PCR.  

The aim of theoretical part was to characterize the endophytic organism Microdochium bolleyi 

and to provide readers with detailed information about endophytes including their importance in plant 

biology and molecular techniques used for their detection. It also focuses on description of model 

organism Brachypodium distachyon and interaction of wheat with endophytic fungi. 

The aim of experimental part was to optimize the diagnostics of the endophytic fungus 

Microdochium bolleyi in wheat (Triticum aestivum) and Brachypodium distachyon using quantitative 

Real-time PCR (qPCR). M. bolleyi was detected with the help of species-specific primers designed for 

amplification of the ITS region of rDNA. This method successfully detected the endophyte M. bolleyi 

in both plant hosts and determined its relative quantity in different parts of plants. Clusters of 

chlamydospores indicating the presence of M. bolleyi in root tissue were also observed using the light 

microscope. Even though M. bolleyi primarily colonizes plant roots, in this experiment it was found in 

stem bases as well. 
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1 ÚVOD 

Endofyty představují rozsáhlou skupinu mikroorganismů, zejména hub a bakterií, vyskytující 

se po většinu svého životního cyklu uvnitř rostlinného hostitele a zpravidla nezpůsobují žádné viditelné 

příznaky onemocnění. Jejich význam spočívá především ve schopnosti poskytnout rostlinám ochranu 

proti řadě patogenům, což je obzvlášť výhodné v případě patogenních organismů s devastujícím 

dopadem na produkci hospodářsky významných rostlin. Ukazuje se také, že přítomnost endofytů je 

zásadní pro přežití určitých druhů rostlin, zejména v prostředí, kde jsou vystaveny abiotickému 

a biotickému stresu. U řady endofytů byla rovněž zaznamenána schopnost produkovat sekundární 

metabolity s příznivými účinky na dané rostlinné hostitele. 

Houba Microdochium bolleyi se řadí do specifické skupiny kořenových endofytů označovaných 

jako ʻdark septate endophytes’ a nachází se hlavně v kořenech obilovin a různých druhů trav. Vliv 

Microdochium bolleyi na svého hostitele se liší především v závislosti na rostlinném druhu. Nicméně 

prospěšnými vlastnostmi se vyznačuje zejména v souvislosti s důležitými zástupci obilovin, a to pšenice 

a ječmene. Potenciální uplatnění by tato houba mohla nalézt v biologické ochraně pšenice před 

škodlivými organismy, jako jsou například zástupci z rodu Fusarium. Pro využití M. bolleyi například 

v ekologickém zemědělství je nutná její správná a přesná diagnostika a vybrané metody detekce 

optimalizovat. Jako nejspolehlivější a zároveň poměrně jednoduchý a rychlý způsob detekce této houby 

se jeví využití molekulárních metod, a to především konvenční PCR nebo kvantitativní Real-time PCR, 

umožňující nejen její detekci, ale také kvantifikaci. 
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2 CÍLE PRÁCE 

Cílem teoretické části této bakalářské práce je vypracování literární rešerše se zaměřením na 

charakterizaci organismu Microdochium bolleyi, podrobný popis endofytů včetně molekulárních metod 

jejich detekce, dále pak na modelový organismus Brachypodium distachyon a popis interakce pšenice 

s endofytickými houbami. 

Cílem praktické části je optimalizace diagnostiky endofytu Microdochium bolleyi pomocí metody 

kvantitativní Real-time PCR v pletivech hostitele a analýza distribuce endofytu v rostlině a dynamiky 

kolonizace hostitele endofytem v čase. 
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3 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

3.1 Charakterizace organismu Microdochium bolleyi 

3.1.1 Základní charakteristika 

 Microdochium bolleyi (Sprague) de Hoog and Hermanides-Nijhof je endofytická houba žijící 

především v kořenech daného rostlinného hostitele a byla izolována zejména z kořenů či báze stébla 

některých obilovin, například pšenice a různých druhů trav (Reinecke, 1978; Salt, 1977). Microdochium 

bolleyi je obecně považována za nepatogenní houbu, avšak v některých případech může vykazovat 

slabou patogenitu (Kirk et Deacon, 1987). Společně s dalšími zástupci z oddělení Ascomycota (převážně 

z řádů Helotiales, Xylariales a Pleosporales) (Andrade-Linares et Franken, 2013; Knapp et al., 2012; 

Newsham, 2011; Addy et al., 2005; Jumpponen et Trappe, 1998) se řadí k tzv. ‘dark septate endophytes’ 

(DSE), vyznačující se tmavě zbarvenými hyfami s přepážkami, mikrosklerocii a chlamydosporami 

(Rothen et al., 2018). Vliv endofytů ze skupiny DSE na své hostitele je podmíněn řadou faktorů jako je 

dostupnost živin, podmínky životního prostředí či experimentální podmínky, ale také samotné 

fyziologické postavení hostitele (Knapp et al., 2018). Zástupci této skupiny kořenových endofytů včetně 

Microdochium bolleyi mohou kolonizovat intra nebo intercelulárně parenchym kořenů (Jumpponen 

et Trappe, 1998) bez toho, aby způsobovaly příznaky onemocnění u dané rostliny (Jumpponen, 2001). 

Skutečnost, že M. bolleyi se ve svém hostiteli nachází převážně ve formě chlamydospor, které jsou 

rezistentní a metabolicky inaktivní, a navíc kolonizuje pouze buňky primární kůry kořenů a nedostává 

se až do oblasti cévních svazků, je jednou z hypotéz, proč tento endofyt u mnohých rostlin 

asymptomaticky kolonizuje kořeny, které zůstávají zdravé (Murray et Gadd, 1981). 

3.1.2 Taxonomická klasifikace a morfologie 

 Microdochium bolleyi se řadí do čeledi Microdochiaceae, řádu Xylariales, třídy 

Sordariomycetes, pododdělení Pezizomycotina a oddělení Ascomycota (Hernández-Restrepo et al., 

2016). Čeleď Microdochiaceae zahrnuje tři rody Idriella, Microdochium a Selenodriella (Hernández-

Restrepo et al., 2016). Zástupci rodu Microdochium se vyznačují zanořeným myceliem, septy dělenými 

přepážkami a přeslenovitě větvenými konidiofory, barva hyf je hyalinní až hnědá (Hernandéz-Restrepo, 

2016). Pro Microdochium bolleyi jsou typické konidie ve tvaru půlměsíce (Hernández-Restrepo et al., 

2016), in vitro tvoří hyfy tmavě hnědé barvy, které mohou produkovat oranžový pigment (de Hoog 

et Hermanides-Nijhof, 1977). V kořenech rostlin vytváří M. bolleyi tmavě hnědé chlamydospory 

uspořádané do klastrů (Hernández-Restrepo et al., 2016). U daných kmenů M. bolleyi byla prokázaná 

slabá amylázová aktivita (Rothen et al., 2018). Příbuzné druhy jako je Microdochium nivale 

a Microdochium majus jsou na rozdíl od M. bolleyi vysoce patogenní a způsobují závažná onemocnění 

obilovin (Hernandéz-Restrepo, 2016). David et al., 2016a v roce 2016 osekvenovali genom M. bolleyi, 

sestavený genom byl velký 38,84 Mbp a skládal se z 13 177 předpovězených genů. 
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Obrázek 1: Fylogenetický strom Microdochium spp. a dalších druhů hub sestrojený pomocí neighbor-

joining metody na základě sekvencí ITS oblasti rDNA (Hong, 2008) 

3.1.3 Význam a vztah k různým hostitelům 

 Význam Microdochium bolleyi a vliv na hostitele se liší v závislosti na rostlinném druhu. Jako 

endofyt poskytuje rostlinám odolnost vůči různým patogenním organismům a hraje důležitou roli 

v jejich ochraně před suchem a nepříznivými teplotami. Pozitivní vliv Microdochium bolleyi může být 

pozorován například v případě pšenice, u které nezpůsobuje žádné příznaky onemocnění a chrání ji před 

širokou škálou houbových patogenů jako je Gaeumannomyces graminis var. tritici (Shadmani et al., 

2018) způsobující černání báze stébel a kořenů, a také před patogeny Fusarium culmorum a Bipolaris 

sorokiniana (Duczek, 1997; Knudsen et al., 1995). Houba M. bolleyi by se tedy mohla potenciálně 

uplatnit v biologické ochraně pšenice proti G. graminis (Jadubansa et al., 1994) a nahradit některé 

fungicidy (Shadmani et al., 2018). Hlavním hostitelem houby Gaeumannomyces granimis var. tritici je 

pšenice, ale vyskytuje se také na ječmenu (Shadmani et al., 2018). M. bolleyi potlačuje šíření tohoto 

patogenu jak u pšenice, tak u ječmene (Shadmani et al., 2018; Kirk et Deacon, 1987). Jedním z možných 

mechanismů, jakým M. bolleyi potlačuje růst patogenních organismů, je kompetice o prostor, konkrétně 

kompetice o odumírající buňky primární kůry kořenů u obilovin (Kirk et Deacon, 1987). Tímto 

způsobem zabrání ostatním patogenům přijímat živiny z těchto pletiv (Lascaris et Deacon, 1991; Kirk 

et Deacon, 1987). Mezi další faktory se řadí produkce metabolitů s antifungálními účinky (Zhang et al., 

2008).  

  Houba Microdochium bolleyi byla izolována i z kořenů rákosu obecného (Phragmites 

australis) (Damm et al., 2003). Rákos roste převážně na březích vodních ploch, a tudíž se podzemní 

části rostliny nachází pod vodou. Rákos je proto velmi dobře adaptován na růst v podmínkách bez 

kyslíku, dociluje tím zejména pomocí transportu kyslíku aerenchymatickým pletivem (Jackson 

et Armstrong, 1999). Kyslík, který je takto rostlinami dodáván, podporuje mikrobiální procesy, jako je 

oxidace organického substrátu v jinak bezkyslíkatém prostředí (Liesack et al., 2000). Bylo prokázáno, 
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že tento zdroj kyslíku využívají ke svému růstu aerobní houby v rhizosféře (Wirsel et al., 2001), jako je 

právě Microdochium bolleyi. Houba tudíž penetruje kořeny rákosu nejen pro zisk živin, ale hlavně kvůli 

přítomnému kyslíku, jehož přítomnost je zásadní pro aerobní metabolismus (Damm et al., 2003). 

V prostředí bez kyslíku není tato houba schopna využívat saprofytický způsob výživy, přežít však může 

uvnitř kořene rákosu, kde přijímá organické živiny od hostitele a chová se tedy jako biotrof (Damm 

et al., 2003). 

 V některých případech může houba Microdochium bolleyi působit jako slabý patogen či parazit. 

Její patogenita byla zjištěna například u druhu trávy psineček výběžkatý (Agrostis stolonifera) (Hong 

et al., 2008), který je využíván a šlechtěn zejména pro trávníkové účely pro osetí golfových hřišť, 

či některých typů trávníků z důvodu jeho tolerance k nízkému kosení (Cibulka, 2013). Dále je tento druh 

trávy vyséván na pastvinách, jelikož je schopný odolávat narušení půdy dobytkem (Cibulka, 2013). 

U psinečku způsobuje M. bolleyi hnilobu bazálních částí stébel (Hong et al., 2008), což má negativní 

ekonomický dopad. 

Podle některých studií se určitý kmen M. bolleyi může chovat jako oportunistický kolonizátor 

trav rostoucích na pobřežních písečných dunách, a to v důsledku relativně rychlého růstu a produkce 

velkého množství spor (David et al., 2016b). V pobřežních oblastech musí rostliny čelit drsným 

podmínkám jako jsou především půdy s minimální vlhkostí a nízkým obsahem živin, silné povětrnostní 

podmínky a kontakt s mořskou vodou (David et al., 2016a). Předpokládá se, že jsou to právě endofytické 

houby, které rostlinám umožňují v těchto podmínkách přežít (Martin et Dombrowski, 2015). 

3.1.4 Praktické využití  

 Jelikož endofytická houba M. bolleyi působí pozitivně na řadu rostlin a převážně na ekonomicky 

významné obiloviny, mohla by být potenciálně využita pro biologickou ochranu rostlin. Fungicidy jsou 

často neúčinné, a především nebezpečné a nevhodné pro životní prostředí, proto je důležité hledat 

alternativní metody (biologický způsob potlačení škůdců) ochrany rostlin před různými patogeny 

(Shadmani, et al., 2018). Některým obilovinám, jako je pšenice a ječmen, poskytuje M. bolleyi ochranu 

před závažnými patogeny a celkově má pozitivní vliv na vývoj rostlin a podporuje jejich růst. Na druhou 

stranu může v ojedinělých případech vyvolat příznaky onemocnění. Proto je nutné optimalizovat 

diagnostiku tohoto organismu, aby byla v případě potřeby provedena jeho správná identifikace a izolace 

z daného rostlinného materiálu. 

 

3.2 Endofytismus 

3.2.1 Představení endofytismu 

 Termínem endofyt se označuje endosymbiotický mikroorganismus, nejčastěji bakterie nebo 

houba (Gouda et al., 2016), která kolonizuje inter a/nebo intracelulárně rozličné části rostlin (Pimentel 

et al., 2011). Jedná se o všudypřítomné organismy, které jsou v přírodě hojně zastoupeny (Nair 

et Padmavathy, 2014; Sieber, 1988). Pro tyto organismy je typické, že buď část nebo celý jejich životní 
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cyklus se odehrává uvnitř svých hostitelů, aniž by je poškozovaly či způsobovaly zjevné symptomy 

onemocnění (Gouda et al., 2016). Termín endofyt poprvé použil německý mykolog Anton de Bary 

v roce 1866 v souvislosti s potřebou odlišit endofyty od jednotlivých epifytů žijících na povrchu rostlin 

(Arora et Ramawat, 2017). Obecně je vztah hostitel-endofyt považován převážně za mutualistický 

(Arora et Ramawat, 2017), výjimku představují endofytické houby, které se mohou chovat jako latentní 

patogen či saprofág (Knapp et al., 2018). Typ interakce mezi endofytem a hostitelskou rostlinou se totiž 

může měnit v závislosti na daných podmínkách prostředí, zejména v případě, že je hostitel vystaven 

biotickému a abiotickému stresu (Hardoim et al., 2015). To znamená, že daný druh endofytu může být 

patogenní pro jednu hostitelskou rostlinu, zatímco na jiné nemusí mít žádný vliv (Błaszczyk et al., 

2021). Nicméně komenzální endofyty, které nemají viditelný vliv na své hostitele, patří mezi nejčetnější 

skupinu endofytů (Hardoim et al., 2015).  

 Endofytické houby se mohou řadit k tzv. obligátním endofytům, v případě, že pro dokončení 

svého životního cyklu potřebují hostitelskou rostlinu (např. Epichloë) (Błaszczyk et al., 2021). Naopak 

endofytické houby, které žijí převážně mimo vnitřní prostředí rostlin a pouze ojediněle se vyskytují 

uvnitř rostlinného těla, se nazývají oportunističtí endofyty (Hardoim et al., 2015). Většina endofytů se 

však řadí k tzv. fakultativním endofytům, které přestavují jakýsi přechod mezi obligátními 

a oportunistickými endofyty (Saikkonen et al., 2010; Rodriguez et al., 2009), to znamená, že mohou žít 

nezávisle nebo část jejich životního cyklu strávit uvnitř daného hostitele. Endofytické houby se dostávají 

do hostitelské rostliny z půdy prasklinami na kořenech či prostřednictvím ran způsobených 

mechanickým poškozením nebo fytopatogeny (Chi et al., 2005). Možný je také vstup kořenovými 

vlásky a prostory mezi buňkami epidermis (Hardoim et al., 2015). Stejně tak mohou být některé 

endofyty přenášeny semeny (Berg et Raaijmakers, 2018; Nelson, 2018).  

Hostitelské rostliny poskytují endofytům ochranu a výživu, zatímco endofyty zprostředkovávají 

rostlinám příjem živin a chrání je před abiotickým stresem a různými škůdci (Arora et Ramawat, 2017). 

Narůstá množství důkazů o tom, že endofyty interagují s daným rostlinným patogenem různým 

způsobem v závislosti na druhu rostliny (Arora et Ramawat, 2017). V důsledku toho se pozmění 

fyziologie rostliny, která je pak schopna potlačit šíření patogenu, změnit rovnováhu živin ve prospěch 

endofytu a stimulovat rostlinné obranné mechanismy (např. indukovaná rezistence). Dále endofyty 

produkují specifické metabolity, v případě bakterií se může jednat o antibiotika, u hub to mohou být 

analogy fungicidů (Arora et Ramawat, 2017). 

 Předpokládá se, že přítomnost endofytů uvnitř hostitelských rostlin neovlivňuje pouze jejich 

růst, vývoj, fitness a diverzitu, ale také dynamiku jednotlivých populací a fungování ekosystému 

(Hardoim et al., 2015; Saikkonen et al., 1999). Jeden druh endofytu je schopný kolonizovat mnoho 

rostlinných druhů, a naopak několik druhů endofytů může být přítomno ve stejném druhu rostliny (Arora 

et Ramawat, 2017). Na druhou stranu si endofyty vyvinuly specifické mechanismy, které jim umožňují 

bránit se obranným reakcím rostlin (Arora et Ramawat, 2017). Příkladem může být alterace vazebného 

místa topoizomerázy u houby Fusarium solani, čímž je houba chráněna před účinky látky 
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(camptothecin) produkované rostlinou zvanou kamptoteka ostrolistá (Camptotheca acuminata), která 

by jinak vazbou na topoizomerázu zastavila buněčný cyklus houby (Kusari et al., 2011). 

3.2.2 Původ endofytů 

 Fosilní záznamy ukazují, že endofytické houby kolonizující rostliny se na Zemi vyskytovaly již 

před více než 400 miliony lety (Krings et al., 2007). Během svého vývoje se rostliny postupně přemístily 

z vodního prostředí (oceánů) na souš, kde musely čelit mnoha překážkám (Arora et Ramawat, 2017). 

Jednalo se především o špatnou kvalitu půdy s nízkým obsahem živin, teplotní fluktuace, příliš vysoká 

koncentrace oxidu uhličitého v atmosféře či nestálá dostupnost vody (Arora et Ramawat, 2017). 

Za těchto okolností to byly právě endofytické houby, jež rostlinám poskytly odolnost vůči těmto 

podmínkám, které nebyly zdaleka optimální a pomohly jim adaptovat se na život na souši (Bonfante 

et Selosse, 2010; Selosse et Tacon, 1998). Zároveň docházelo i k postupné adaptaci samotných endofytů 

na život v mikroprostředí rostliny (Germaine et al., 2004). 

3.2.3 Rozdělení endofytických hub 

 Endofytické houby byly původně rozděleny do dvou hlavních skupin, a to na základě toho, do 

kterého taxonu patří, příbuznosti a dle taxonomické příslušnosti samotného rostlinného hostitele 

(Rodriguez et al., 2009). Endofytické houby první skupiny se označují jako C-endofyty (z angl. 

Clavicipitaceous) kolonizující některé druhy trav a druhá skupina pak zahrnuje tzv. NC-endofyty 

(z angl. Nonclavicipitaceous). NC-endofyty se mohou vyskytovat v pletivech nižších rostlin 

(kapradiny), nahosemenných a krytosemenných rostlin. Nicméně skupina NC-endofytů přestavuje 

vysoce rozmanitou skupinu hub a lze ji rozdělit do dalších alespoň tří skupin, a to podle způsobu 

přenosu, kolonizace hostitele a ekologické funkce. V současnosti se tedy endofyty řadí do čtyř různých 

skupin/tříd (Rodriguez et al., 2009): 

Třída 1 (C-endofyty)  

Patří sem malá skupina endofytických hub, jež jsou příbuzné s druhy z čeledi Clavicipitaceae 

(paličkovicovité) (Bischoff et White, 2005). Vyskytují se téměř výhradně v trávách, přičemž kolonizují 

zejména mladé výhony a jsou náročné na kultivaci in vitro (Bischoff et White, 2005). Endofytické houby 

třídy 1, které asymptomaticky kolonizují daného rostlinného hostitele (Clay et Schardl, 2002), se přenáší 

především vertikálně, tedy semeny (Saikkonen et al., 2002). Je však možný i horizontální přenos 

(Rodriguez et al., 2009). Zvyšují toleranci rostlin k suchu a produkují řadu látek, které jsou toxické pro 

býložravá zvířata (Clay, 1990). Nicméně to, zda endofyty této třídy poskytnou svému hostiteli výhody, 

je s velkou pravděpodobností podmíněno podmínkami životního prostředí, druhem a genotypem 

hostitele (Faeth et al., 2006; Faeth et Sullivan, 2003; Saikkonen et al., 1999). 

Třída 2 

 Endofytické houby třídy 2 se mohou vyskytovat v nadzemních a podzemních pletivech rostlin 

a stejně jako endofyty třídy 4 jsou schopny rozsáhlé kolonizace pletiv (Rodriguez et al., 2009). Je pro 

ně typický vertikální (přenos semennými obaly a oddenky) i horizontální přenos (Rodriguez et al., 

2009). Významnou vlastností endofytů třídy 2 je jejich schopnost umožnit svým hostitelům žít ve 
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stresových podmínkách (Rodriguez et al., 2008). Většina zástupců této třídy patří do oddělení 

Ascomycota, malá část patří do oddělení Basidiomycota (Rodriguez et al., 2009). 

Třída 3 

 Zástupci třídy 3 se převážně (některé druhy výhradně) nachází v nadzemních částech rostlin 

a přenáší se horizontálně (Rodriguez et al., 2009). Tato skupina je oproti třídě 2 vysoce diverzifikovaná, 

především zastoupení těchto endofytů v jednom daném hostiteli je velmi rozmanité a jednotlivé druhy 

zde vytváří velké množství nezávislých menších kolonií (Rodriguez et al., 2009). Stejně jako zástupci 

třídy 2 patří většina endofytů třídy 3 do oddělení Ascomycota nebo Basidiomycota (Rodriguez et al., 

2009). 

Třída 4 

 Do této skupiny se řadí tzv. ‘dark septate endofytes’ (DSE) (Rodriguez et al., 2009) a jak již 

bylo zmíněno, mezi tyto endofyty patří i Microdochium bolleyi. Zástupci skupiny ‘dark septate 

endofytes’ kolonizují výhradně kořeny rostlin, přičemž nevyvolávají příznaky onemocnění (Rodriguez 

et al., 2009) a typickým morfologickým znakem jsou tmavě pigmentované (melanizované) hyfy 

s přehrádkami (Rodriguez et al., 2009; Jumpponen et Trappe, 1998). Stupeň pigmentace se však může 

u jednotlivých zástupců lišit a některé tyto houby vytváří pouze bezbarvé, hyalinní vlákna (Barrow, 

2003). DSE zpravidla nevykazují hostitelskou specificitu, přenáší se horizontálně (Rodriguez et al., 

2009) a rozmnožují se tedy nepohlavně prostřednictvím disperze konidií a fragmentací mycelia 

(Jumpponen et Trappe, 1998). Během kolonizace rostlinných hostitelů vytváří tyto endofytické houby 

na povrchu kořenů síť hyf a následně se hyfy mohou rozrůstat až mezi kortikální buňky (O´Dell et al., 

1993). Někteří zástupci vytváří uvnitř kortikálních buněk kořenů shluky tlustostěnných buněk zvaných 

sklerocia či mikrosklerocia (Jumpponen et Trappe, 1998; Wang et Wilcox, 1985) nebo chlamydospory 

(O´Dell et al., 1993), jež jsou typické pro M. bolleyi. 

Endofyty této skupiny se vyskytují po celém světě, nejčastěji však kolonizují kořeny rostlin 

v aridních a semi-aridních oblastech (Sieber et Grüning, 2013; Mandyam et Jumpponen, 2005; Kovács 

et Szigetvári, 2002). Tyto oblasti se vyznačují nedostatkem živin a rostliny jsou zde vystaveny silnému 

abiotickému stresu (Knapp et al., 2012). Jednou z hypotéz je, že zastoupení ‘dark septate endofytes’ 

a jejich význam pro rostlinného hostitele je tím větší, čím více jsou rostliny vystaveny abiotickému 

stresu v daném prostředí (Knapp et al., 2012). Stejně tak i stupeň pigmentace souvisí s abiotickým 

stresem, především suchem (Bell et Wheeler, 1986), jelikož bylo zjištěno, že houby, jejichž buňky měly 

silně melanizované buněčné stěny, byly více odolné (Pennisi, 2003; Redman et al., 2002). Z toho 

vyplývá, že jejich přítomnost v ekosystémech může být zásadní pro život rostlin. U některých druhů 

bylo zjištěno, že mají enzymy štěpící sacharidy (Knapp et Kovács, 2016; Caldwell et al., 2000), a to 

včetně enzymů, které degradují buněčnou stěnu rostlin označovaných zkratkou PCWDEs (z angl. plant 

cell-wall degrading enzymes) (Knapp et al., 2008). Tyto enzymy by pak endofytům umožnily rozkládat 

organický substrát a tím se významně podílet na výživě hostitele (Knapp et al., 2018). Dále se 

přepokládá, že endofytické houby by se mohly účastnit degradace organické hmoty v půdách chudých 
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na živiny podobným způsobem jako erikoidní mykorhizní houby (Knapp et al., 2018; Smith et Read, 

2008). Některé druhy DSE totiž zajišťují rostlinám příjem fosforu, dusíku a uhlíku, čímž podporují jejich 

růst (Surono et Narisawa, 2017; Della Monica et al., 2015). Skupina ‘dark septate endofytes’ představuje 

početnou a zajímavou skupinu endofytů, nicméně stále existuje málo dostupných informací týkajících 

se jejich taxonomie a ekologie (Rodriguez et al., 2009). Komparativní genomika konkrétních druhů, jež 

patří mezi ‘dark septate endofytes’ ukázala, že tyto houby si vyvinuly unikátní genetické inovace 

a obsahují z větší části odlišné geny či genové duplikace specifické pouze pro určité druhy (Knapp et al., 

2018). Využitím právě komparativní genomiky by mohlo dojít k pochopení a zodpovězení otázek 

týkajících se evoluce a biologie endofytů (Knapp et al., 2018). 

3.2.4 Produkce sekundárních metabolitů 

 Klíčem ke studiu metabolitů endofytických hub je zejména jejich správná izolace 

z daného rostlinného hostitele. Prvním a nejdůležitějším krokem je sterilizace rostlinného vzorku řadou 

chemických látek (Deka, et al., 2017). Nicméně povrchová sterilizace je často časově náročná a liší se 

u jednotlivých pletiv. Proto byla vyvinuta metoda, která umožnuje sterilizaci směsných vzorků 

souběžně, avšak odděleně (Greenfield et al., 2015). Princip této metody je založen na použití sady 

perforovaných falkon, do každé z nich se vloží daný vzorek a následně se postupně každá z falkon 

ponoří do nádoby obsahující sterilizační látku. Pomocí této metody mohou být sterilizovány vzorky 

kořenů, stonků, listů nebo dokonce i celé klíční rostliny (Greenfield et al., 2015). Extrakce sekundárních 

metabolitů zahrnuje několik kroků. Nejprve se provádí kultivace izolátů v tekutém kultivačním médiu 

(bujónu), které musí být po určité době inkubace přefiltrováno, aby došlo k odstranění mycelií. 

Metabolity se z filtrátu oddělují pomocí organických rozpouštědel jako je ethyl acetát či dichlormethan. 

Extrakce kapalinou je nejčastější metoda využívaná k extrakci metabolitů, následně je rozpouštědlo 

odstraněno rotační vakuovou odparkou. Výsledné reziduum je předmětem testování (Deka et al., 2017). 

 Sekundární metabolity produkované endofytickými houbami mohou zásadně ovlivňovat zdraví 

rostlinného hostitele. Jejich účinek spočívá především v podpoře růstu rostlin, zvýšení tolerance 

k biotickému (konkurence, škůdci, choroby) a abiotickému stresu (teplota, záření) (Gouda et al., 2016) 

a potlačení růstu či aktivity škůdců prostřednictvím obranných mechanismů rostlin (Deka et al., 2017). 

Endofytické houby se tudíž mohou nepřímo podílet i na zvýšení výnosu plodin, a to i ve stresových 

podmínkách (Deka et al., 2017). V důsledku kolonizace rostlin endofyty dochází k produkci 

bioaktivních metabolitů či různých mykotoxinů, jež pak vedou otravám herbivorů (Roberts et Andrae, 

2004; Caroll, 1988). Příkladem mohou být endofytické houby vyskytující se u trávy kostřavy rákosovité 

(Festuca arundinaceae), které produkují velké množství látek jako jsou alkaloidy, amidy kyseliny 

lysergové, ergopeptiny, které způsobují závažné otravy zejména hovězího dobytka (Deka et al., 2017). 

Endofyty kávovníku (Beauveria bassiana a Clonostachys rosea) chrání rostliny před největším škůdcem 

kávových rostlin, broukem Hypothenemus hampei z čeledi nosatcovití (Curculionidae) (Vega et al., 

2008). Houba Beauveria bassiana, jež byla nalezena i v klíčních rostlinách rajčete a bavlníku, chrání 
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tyto rostliny před patogenními druhy hub jako je Rhizoctonia solani a Pythium myriotylum (Ownley 

et al., 2008).  

Některé bioaktivní sloučeniny mohou být využity i pro medicínské účely. Řada látek má totiž 

kromě ochranného účinku u rostlin i široké využití v medicíně. Jedná se především o antibiotika a látky 

s potencionálně protirakovinnými účinky. Příkladem může být látka taxol (paclitaxel), ta je považována 

za jednu z nejslibnějších látek v léčbě rakoviny izolovaných z endofytických hub (Jalgaonwala et al., 

2011; Visalakchi et Muthumary, 2010; Zhang et al., 2009). Taxol je po chemické stránce alkaloid 

produkovaný endofytem Metarhizium anisopliae, jež kolonizuje kůru stromu tisu (Jalgaonwala et al., 

2011; Visalakchi et Muthumary, 2010; Zhang et al., 2009). Dalšími izolovanými bioaktivními látkami 

jsou sordaricin (izolovaný z Fusarium sp.) či javanicin (z Chloridium sp.), které mají antimikrobiální 

a antifungální účinky proti patogenům způsobující kažení potravin (Jalgaonwala et al., 2011). 

3.2.5 Endofyty a indukovaná rezistence rostlin 

Indukovaná rezistence je fyziologický stav zvýšené obranyschopnosti rostliny, který se vytváří 

vlivem působení specifických vnějších stimulů (Choudhary et al., 2007). Jedná se vlastně o odolnost, 

kterou daná rostlina získává po kontaktu s patogenem (nebo jiným typem organismu či danou 

chemickou látkou) a tento stav rezistence je zpravidla účinný vůči širokému spektru škodlivých 

organismů (van Loon et al., 2000). Jedná se především o viry, bakterie, houby, hlísty a dále je tento stav 

účinný vůči abiotickým stresovým faktorům (Fontana et al., 2021). Prostřednictvím indukované 

rezistence je rostlina schopna oddálit nebo předejít rozšíření daného patogenu a následně jeho kolonizaci 

rostlinného těla. Je žádoucí, aby rostlina v důsledku indukovaných obranných mechanismů dosáhla 

unikátního fyziologického stavu zvaného ‘priming’ (Conrath et al., 2006), který vzniká v důsledku 

působení daného elicitoru. Takto je rostlina v pozoru a připravena se bránit před potenciálními patogeny, 

a to prostřednictvím obranných mechanismů, jež mají mnohem větší intenzitu (Mauch-Mani et al., 2017; 

Conrath et al., 2006). Díky tomu, že endofyty obývají stejnou ekologickou niku jako řada fytopatogenů, 

jsou schopny dané prostředí ochránit a potlačit škodlivý vliv patogenů prostřednictvím kompetice, 

produkce specifických látek proti patogenům, parazitismu nebo spuštěním právě indukované rezistence 

(Fontana et al., 2021; Araújo et al., 2010). 

Existují dvě formy indukované rezistence, první tzv. systémově získaná rezistence (SAR) 

a dále indukovaná systémová rezistence (ISR) (Choudhary et al., 2007). Indukovaná rezistence může 

být rozlišena na základě původu elicitoru a typu regulační látky (kyselina jasmonová, ethylen), jež je 

pro zprostředkování tohoto procesu nezbytná (Choudhary et al., 2007). Systémově získaná rezistence je 

většinou závislá na přítomnosti kyseliny salicylové stimulující expresi PR-proteinů a je obecně účinná 

vůči biotrofním patogenům (Fontana et al., 2021), zatímco obranné mechanismy závislé na přítomnosti 

kyseliny jasmonové a ethylenu chrání rostlinu před nekrotrofními organismy (např. houbami) (Kamle 

et al., 2020; Pieterse et al., 2014; Choudhary et al., 2007; Vallad et al., 2004). Předpokládá se, že pokud 

endofyty zvyšují rezistenci rostlin vůči nekrotrofním houbám, tak na druhou stranu tím mohou způsobit 

jejich zvýšenou náchylnost k biotrofním organismům (Jung et al., 2012). K potlačení rozvoje daného 
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onemocnění dochází ve většině případů prostřednictvím kyseliny jasmonové a ethylenu, což vede 

k indukované systémové rezistenci (Pascholati et al., 2012). Na základě toho lze odlišit, zda daný 

obranný mechanismus byl spuštěn v důsledku napadení rostliny patogenní houbou nebo vlivem 

abiotického stresu (Fontana et al., 2021).  

Endofyty se mohou podílet na spuštění indukované rezistence stimulací rostliny k produkci 

látek, které působí na fytopatogeny a pozměňují morfologii rostlin takovým způsobem, aby se byly 

schopny ubránit patogenům i za nepříznivých podmínek (Fontana et al., 2021). Mechanismy indukované 

rezistence spuštěné vlivem působení endofytů zahrnují syntézu fytoalexinů a PR-proteinů, zesílení 

buněčné stěny ukládáním ligninu a glukanů či tvorbu silnější kutikuly (Fontana et al., 2021; Neto et al., 

2002). Endofytické houby produkují také řadu sekundárních metabolitů, jež produkují i samotné 

rostliny, jako jsou např. komponenty buněčné stěny a také enzymy xylanasy, celulasy a chitinasy 

(Fontana et al., 2021). Některé studie přišly s teorií, že endofyty se během koevoluce s hostitelskou 

rostlinou přizpůsobily na její vnitřní prostředí a získaly část hostitelské DNA, která se začlenila do 

genomu endofytů, čímž získaly schopnost syntetizovat bioaktivní látky (Kour et al., 2008). Podle 

některých teorií došlo i k opačnému procesu, kdy hostitelská rostlina získala část DNA endofytu (Pileggi 

et al., 2009). Tudíž endofytické houby mohou uvnitř hostitele regulovat biochemické procesy vedoucí 

k produkci látek, jež jsou následně využívány jak samotným endofytem, tak hostitelskou rostlinou 

(Strobel et al., 2004). Příkladem může být houba Gilmaniella sp. izolovaná z rostliny Atractylodes 

lancea, která údajně produkuje metabolity s elicitorovou aktivitou, jež působí na daného hostitele, čímž 

se může podstatně zlepšit celkový obsah těkavých olejnatých látek (Wang et al., 2011). Dalším 

příkladem může být endofytická houba Piriformospora indica, která se vyznačuje zajímavými 

vlastnostmi jako je zlepšení růstu, schopnost navození rezistence vůči fytopatogenům jako je Fusarium, 

a to u ječmene (Hordeum vulgare) (Deshmukh et al., 2006), pšenice (T. aestivum) (Serfling et al., 2007), 

kukuřice (Z. mays) (Kumar et al., 2009). Díky tomu by tato houba mohla najít uplatnění zejména 

v zemědělství (Fontana et al., 2021). Podle Liljeroth et Bryngelsson, 2002, se Microdochium bolleyi 

podílí na spuštění indukované systémové rezistence u ječmene (Hordeum), protože bylo zjištěno, že 

potlačuje příznaky onemocnění způsobené patogenem Bipolaris sorokiniana v listech, přestože zde 

nebyla fyzicky přítomna (Shadmani et al., 2018). 

 Jak již bylo zmíněno endofyty se také podílí na navození tolerance rostlin k abiotickému stresu, 

což má velký význam v zemědělství. V poslední době je úroda zemědělských plodin významně 

ovlivněna klimatickými změnami, a proto je čím dál větší poptávka po nových praktikách, které by 

mohly zlepšit výnosy plodin i v případě růstu při teplotním stresu (především při vysokých teplotách) 

(Ali et al., 2018). Při nadměrně vysokých teplotách se zvyšuje rychlost transpirace, snižuje se účinnost 

fotosyntézy a zhoršuje se hospodaření s vodou. Bylo prokázáno, že ošetření rostlin endofytickou houbou 

Thermomyces sp. snižuje rychlost transpirace a rostliny si udržují vyšší obsah vody v listech (Ali et al., 

2018). Tato houba také zvyšuje celkový obsah cukrů, flavonoidů, saponinů, rozpustných proteinů 

a antioxidantů, což bylo pozorováno například u okurky (Cucumis). U okurky navíc došlo 
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i k prodloužení kořenů, což je významná adaptace na růst v pouštních ekosystémech a umožňuje rostlině 

lépe získat vlhkost a živiny z půdy v podmínkách s nedostatkem vody (Ali et al., 2018). Dále se 

endofyty mohou podílet i na zvýšení tolerance vůči vodnímu stresu. Jedna z hypotéz je využití oxidu 

uhličitého vyprodukovaného endofyty samotnými rostlinami (Bloemen et al., 2013). Fotosyntéza by pak 

mohla nadále probíhat, čímž by se vyrovnala ztráta oxidu uhličitého v důsledku uzavření průduchů 

u rostlin ve stresových podmínkách (Bloemen et al., 2013). V neposlední řadě endofyty umožňují 

rostlinám tolerovat vysoké koncentrace těžkých kovů v půdě, a to kupříkladu u pšenice (Malik et al., 

2020). Příkladem může být endofytická houba Penicillium roqueforti, jež omezuje příjem těžkých kovů 

rostlinou, která roste v kontaminované půdě (Ikram et al., 2018). 

 

3.3 Molekulární metody detekce a identifikace endofytů 

 Mezi často využívané metody k detekci různých houbových organismů se řadí tzv. kultivační 

metody. Použití těchto metod bylo popsáno zejména pro diagnostiku fytopatogenních hub, nicméně jsou 

aplikovatelné i na endofytické houby, jejichž diagnostika je čím dál více předmětem zájmu. Detekce by 

měla být především efektivní a v případě fytopatogenních hub by také měla zajistit jejich identifikaci 

v raných stádiích infekce, čímž se následně může předejít rozvoji závažných onemocnění rostlin 

(Sankaran et al., 2010). Konvenční metody detekce jsou založené na identifikaci viditelných příznaků 

(tvorba konidií, mycelií, morfologické změny rostliny) (Tör et Woods-Tör, 2017; Nezhad, 2014) 

a zpravidla zahrnují několik kroků. V případě endofytů se jedná o očištění rostlinného pletiva pod 

tekoucí vodou, povrchová sterilizace zajišťující usmrcení veškerých mikroorganismů (epifytů) na 

povrchu hostitele, izolace endofytických hub po přenesení rostlinného pletiva na agarové médium 

a odlišení jednotlivých endofytů na základě morfologických charakteristik (Sun et Guo, 2012). Dále 

zahrnují použití mikroskopických technik a biochemických testů, které jsou však v mnohých případech 

velmi pracné a vyžadují značnou znalost o houbových organismech a jejich taxonomii (McCartney 

et al., 2003; Pryce et al., 2003). Tyto metody jsou tedy především využívány zkušenými mykology. 

Růst mycelia na agarovém médiu umožňuje zhodnocení fyziologických charakteristik jako je barva 

kolonie a intenzita růstu či mikroskopickou vizualizaci pohlavně nebo nepohlavně vzniklých spor (Hyde 

et Soytong, 2008). Světelná mikroskopie umožňuje posouzení barvy, tvaru a povrchové struktury spor. 

Nicméně identifikace jednotlivých hub pouze na základě morfologických vlastností není vždy 

dostačující (Geiser, 2004), obzvláště když je cílem identifikovat konkrétní druh (Hughes et al., 2013; 

Lutzoni et al., 2004). Navíc pouze některé druhy endofytů mohou být kultivovány in vitro (Azevedo 

et Araújo, 2007). Stejně tak i imunochemické metody, jež se využívají k diagnostice endofytů 

či fytopatogenních hub často vykazují nedostatečnou afinitu a při jejich použití může dojít k interferenci 

vlivem kontaminantů (Meng et Doyle, 2002). Proto je tedy v dnešní době snaha nahradit tyto metody 

metodami molekulárními, díky kterým je možné se těmto nedostatkům vyhnout (Hariharan 

et Prasannath, 2021). Molekulární metody jsou sice více nákladné, za to jsou však rychlé, citlivé, přesné 

a mohou být využity na analýzu velkého množství vzorků (Ahmad et al., 2019). Díky tomu je možné 
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detekovat různé organismy i v případě, že jsou v rostlině přítomny pouze v malém množství (Rollins 

et al., 2016; Luchi et al., 2013). Detekce endofytů pomocí molekulárních metod zahrnuje obecně 

několik kroků jako je izolace genomové DNA, purifikace a kvantifikace získané DNA (Hariharan 

et Prasannath, 2021). Pro izolaci DNA jsou v současnosti často využívány komerční kity pro extrakci 

nukleových kyselin (Martinelli et al., 2014).  

 Mezi hojně využívané molekulární metody endofytů se řadí různá provedení polymerázové 

řetězové reakce, a to především standardní PCR (Martin et Dombrowski 2015; Yoo et Eom, 2012; Doss 

et al., 1998 a další) a Real-time PCR (qPCR) (Chow et al., 2018; Landa et al., 2013; Cook et al., 2009). 

Dále se také využívají techniky založené na DNA microarrays, hybridizace in situ a sekvenování 

(Hariharan et Prasannath, 2021). DNA microarrays nazývané také jako DNA čipy představují pevné 

nosiče (nylonové membrány, silikonové nebo skleněné destičky) s navázanými hybridizačními sondami 

(Snustad et al., 2017). Tyto sondy pak hybridizují s danou DNA.  

Ke studiu diverzity a k odlišení jednotlivých houbových organismů, a tedy i endofytických hub 

pomocí molekulárních metod se často využívá ITS oblasti houbové rDNA nebo gen kódující 18S rRNA 

(Monard et al., 2013). ITS oblast (z angl. internal transcribed spacer, vnitřní transkribovaný mezerník) 

je složena z dalších dvou oblastí označovaných jako ITS1 a ITS2, které oddělují geny kódující 

ribozomální rRNA tvořící jednotlivé podjednotky ribozomu. Oblasti ITS1 a ITS2 jsou po transkripci 

vyštěpeny (Brasileiro et al., 2004). Nejčastěji se amplifikuje sekvence zahrnující ITS1 a ITS2, mezi 

nimiž leží gen kódující 5.8S rRNA (Korabecna, 2007), a to například pomocí tzv. univerzálního páru 

primerů ITS1 a ITS4, které poprvé navrhli v roce 1990 White et al. (obrázek 2). Tyto primery 

amplifikují ITS oblasti řady houbových organismů a dobře fungují zejména při analýze DNA izolované 

z jednoho daného organismu, avšak v případě vzorku DNA izolované z hostitelské rostliny mohou 

amplifikovat i sekvence rostlinné DNA (Martin et Rygiewicz, 2005). Proto se také využívají primery 

ITS1-F a ITS4-B (Gardes et Bruns, 1993), jež jsou specifické pro houby a rostlinnou DNA neamplifikují 

(Martin et Rygiewicz, 2005). Výhodou ITS oblasti oproti genu kódující 18S rRNA je jejich vysoká 

variabilita u blízce příbuzných druhů hub (Monard et al., 2013), zároveň jsou však tyto oblasti vysoce 

konzervativní v rámci druhu. Stejně tak je výhodné i to, že geny kódující rRNA jsou v genomu přítomny 

v mnoha kopiích (Glynn et al., 2007; Vilgalys et Gonzales, 1990), tudíž je možno amplifikovat danou 

DNA sekvenci, a to i přesto, že se ve vzorku nachází v nízké koncentraci. 
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3.3.1 Příklady molekulární detekce endofytických hub 

Příkladem využití molekulárních metod pro diagnostiku endofytů je detekce endofytických hub 

Microdochium bolleyi a Microdochium phragmitis v rákosu obecném (Phragmites australis), kterou 

provedli Ernst et al., 2011. V tomto experimentu byla konkrétně využita nested-PCR (také nazývána 

jako odstupňovaná PCR (Šmarda et al., 2005)), a to s cílem identifikovat tyto endofyty a zjistit, zda jsou 

schopny společné existence v jednom hostiteli/rostlinném orgánu zároveň, v tomto případě v kořenech 

rákosu. Nested-PCR využívá dvě sady párů primerů a probíhá ve dvou fázích, čímž je zajištěna vyšší 

specifita a senzitivita (Hariharan et Prasannath, 2021). Varianta této PCR umožňuje v první fázi 

amplifikace využít nespecifické primery pro detekci několika organismů a v druhé fázi pak primery 

specifické pro konkrétní druh (Bhat et Browne, 2010). Na základě provedení nested-PCR bylo zjištěno, 

že jak M. bolleyi, tak M. phragmitis kolonizují preferenčně kořeny rákosu obecného (Ernst et al., 2011). 

Nicméně M. bolleyi se vyskytuje spíše v kořenech na sušších místech, zatímco M. phragmitis kolonizuje 

kořeny v zaplavených oblastech (Ernst et al., 2011). 

 Dalším příkladem může být molekulární detekce a kvantifikace endofytu Epichloë a jeho blízce 

příbuzných druhů Acremonium spp. (Clavicipitaceae, Ascomycotina) v travině sveřep vzpřímený 

(Bromus erectus) (Groppe et Boller, 1997). Pro detekci těchto endofytů byly použity specifické primery 

amplifikující oblast mikrosatelitového lokusu (Groppe et al., 1995). Mikrosatelitové lokusy jsou vysoce 

polymorfní, tudíž jejich analýzou lze získat informace o genetické diverzitě daných kmenů hub (Groppe 

et al., 1995). Jednotlivé alely mikrosatelitových lokusů mohou být detekovány rozdělením vzniklých 

PCR produktů pomocí elektroforézy v agarózovém gelu (Groppe et al., 1995).  

Metoda PCR byla využita i pro detekci endofytu Acremonium (Epichloë) coenophialum 

v listových pochvách a semenech kostřavy rákosovité (Festuca arundinacea) (Doss et Welty, 1995) 

a pro detekci endofytů z rodu Neotyphodium vyskytujících se také v kostřavě rákosovité (Doss et al., 

Legenda: ITS5/ITS4 a ITS1/ITS4 ‒ pár univerzálních primerů (White et al., 1990) pro 

amplifikaci ITS1‒5.8S‒ITS2 sekvence. 

 

Obrázek 2: Schématické znázornění houbové rDNA s ITS1 a ITS2 oblastmi oddělující 

geny kódující 18S, 5.8S, 28S rRNA, upraveno dle Brasileiro et al., 2004. 

ITS1/ 
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1998). V experimentu (Doss et al., 1998) byly použity primery pro amplifikaci sekvence intronů genu 

kódující tubulin 2 a bylo zjištěno, že jsou specifické právě pro endofyty z rodu Neotyphodium. Nicméně 

v některých případech byly získány falešně negativní výsledky, jelikož tyto endofytické houby se 

nevyskytují rovnoměrně ve všech pletivech. Některé endofyty z rodu Neotyphodium, jako je například 

Neotyphodium lolii se také nachází v jílku vytrvalém (Lolium perenne) (Zhou et al., 2014). Tento 

endofyt podporuje růst jílku, a to zejména v nepříznivých podmínkách a při napadení hmyzím škůdcem 

(Thom et al., 2012). Nicméně některé kmeny se podílí na produkci alkaloidů způsobující otravy dobytka 

(Thom et al., 2012; Young et al., 2009). Detekce a kvantifikace tří vybraných kmenů endofytu 

Neotyphodium lolii byla provedena pomocí kvantitativní Real-time PCR na základě navržených primerů 

pro detekci genů zodpovědných za produkci sekundárních metabolitů (Zhou et al., 2014). Jelikož odlišné 

kmeny Neotyphodium lolii produkují různé alkaloidy, bylo možné je s pomocí těchto primerů odlišit 

(Zhou et al., 2014).  

 Pro vytvoření PCR primerů specifických pro detekci endofytu Acremonium implicatum v trávě 

z rodu Brachiaria byla použita metoda RAPD (z angl. Random amplified polymorphic DNA technique) 

(Kelemu et al., 2003). Jedná se o metodu založenou na PCR, která využívá jeden primer s arbitrární 

sekvencí pro náhodnou amplifikaci nespecifikovaných genomových sekvencí s cílem získat sadu 

amplifikovaných DNA fragmentů představující genetický profil daného organismu (Mbwana et al., 

2006). DNA polymorfismus je pomocí této metody detekován jako přítomnost nebo absence určitých 

amplikonů mezi různými jedinci (Williams et al., 1990). Na základě amplifikovaných úseků DNA 

získaných pomocí metody RAPD a jejich osekvenováním se Kelemu et al., 2003 podařilo vytvořit 

vysoce specifické primery pro rychlou a přesnou detekci Acremonium implicatum. 

3.3.2 Kvantifikace endofytů pomocí kvantitativní Real-time PCR 

Detekce a zároveň kvantifikace endofytických hub může být provedena pomocí tzv. 

kvantitativní Real-time PCR (qPCR), jež byla využita i v rámci tohoto experimentu. Tudíž 

prostřednictvím qPCR lze získat výsledky jak kvalitativní, tak kvantitativní. Při tomto typu PCR je 

množství syntetizovaných produktů zaznamenáno průběžně v reálném čase, automaticky po každém 

cyklu (McCartney et al., 2003). Ke kvantifikaci se nejčastěji využívají buď fluorescenční barviva, 

například SYBR green I, která se nespecificky interkalují do nově vznikající dvouvláknové DNA nebo 

fluorescenčně značené sondy TaqManTM (Šmarda et al., 2005). Po ozáření barviva SYBR green I 

modrým světlem o vlnové délce 480 nm dojde k emisi zeleného světla o vlnové délce 520 nm 

(Rodríguez-Lazáro et Hernández, 2013). Barvivo SYBR Green I se konkrétně váže na menší žlábek 

dsDNA, nenavázané barvivo vykazuje pouze nízkou fluorescenci, avšak navázáním na dsDNA se 

intenzita fluorescence výrazně zvyšuje (Rodríguez-Lazáro et Hernández, 2013). Signál se dále zvyšuje 

se vzrůstajícím množstvím PCR produktu (Šmarda et al., 2005). V důsledku nespecifity fluorescenčních 

barviv však může dojít k jejich vazbě i na artefakty (primer dimery), proto je nutné mít navržené vysoce 

specifické primery (McCartney et al., 2003). Sondy jsou na rozdíl od fluorescenčních barviv specifické 

pro konkrétní sekvenci cílové DNA, na kterou se během reakce následně naváží (Hariharan 
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et Prasannath, 2021). Fluorescenčně značené sondy se vyznačují přítomností reportérového fluoroforu 

na 5´ konci a molekulou zhášeče (angl. quencher) na 3´ konci (Narayanasamy, 2011). Molekula zhášeče 

blokuje fluorescenci reportérové molekuly, avšak během elongace amplikonu dochází k odstěpení 

reportérového fluoroforu v důsledku 5´‒3´exonukleázové aktivity Taq DNA polymerázy 

(Narayanasamy, 2011). Výsledkem oddálení fluoroforu od molekuly zhášeče je nárůst fluorescence 

(Narayanasamy, 2011).  

V závislosti na fluorescenční aktivitě může být celý průběh reakce znázorněn pomocí 

amplifikační křivky (obrázek 3), která vyjadřuje závislost naměřené fluorescence na daném cyklu. 

Amplifikační křivka znázorňuje čtyři různé fáze, tzv. iniciační, exponenciální, lineární a plateau fázi 

(Rodríguez-Lázaro et Hernández, 2013). Iniciační fáze zahrnuje počáteční cykly reakce (Rodríguez-

Lázaro et Hernández, 2013), ve kterých je fluorescenční signál příliš nízký, odpovídá hodnotě pozadí 

čili negativní kontrole označované jako NTC (z angl. no template control), a tudíž jej nelze ještě změřit 

(Kralik et Ricchi, 2017). Během exponenciální fáze dochází k exponenciálnímu nárůstu fluorescence, 

a to do doby, než je dosažena plateau fáze (Rodríguez-Lázaro et Hernández, 2013). V plateau fázi se již 

intenzita fluorescence nemění. Intenzita naměřené fluorescence je tedy úměrná množství 

amplifikovaných produktů (amplikonů). Cyklus, ve kterém je nárůst fluorescence takový, že jej lze již 

detekovat (překročení fluorescence nad úroveň pozadí (angl. threshold)), je na amplifikační křivce 

označen jako Cq (z angl. quantification cycle) (Kralik et Ricchi, 2017). Hodnota Cq, nazývaná také jako 

Ct (z angl. cycle threshold) pak slouží k výpočtu počátečního množství cílové molekuly DNA ve vzorku 

(Narayanasamy, 2011), jednotlivé hodnoty Cq se odečítají v exponenciální fázi. Čím větší je počáteční 

koncentrace cílové molekuly DNA ve vzorku, tím bude počet cyklů k dosažení prahové hodnoty menší 

(a tedy i hodnota Cq bude nižší).  

 

Obrázek 3: Fáze amplifikační křivky, upraveno dle Rodríguez-Lázaro et Hernández, 2013. 

Cq 
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Nicméně nárůst fluorescence může být také způsoben i artefakty (např. již zmíněné primer 

dimery), a to především v případě nespecifického značení DNA. To znamená, že hodnota Cq může být 

dosažena i v případě, že došlo k amplifikaci artefaktu a tím pádem bude získán falešně pozitivní 

výsledek. Kromě toho bude hodnota Cq nižší, než by byla v případě přítomnosti pouze specifických 

produktů (Ruiz-Villalba et al., 2021). Přítomnost nespecifických produktů lze zjistit pomocí analýzy 

křivek tání (angl. Melting curve analysis) (Ririe et al., 1997), jelikož rozdílné produkty mají odlišné 

teploty tání. To znamená, že pokud se vytvoří více než jeden vrchol (peak) může to značit přítomnost 

nespecifických produktů (Ruiz-Villalba et al., 2021).  

Kvantifikace pomocí kvantitativní Real-time PCR může být absolutní nebo relativní (Kralik 

et Ricchi, 2017). Absolutní kvantifikací lze přímo determinovat absolutní množství cílové DNA ve 

vzorku, a to na základě sestrojení kalibrační přímky série standardů (ředící řada připravena např. 

desítkovým ředěním) o známé koncentraci (známém počtu kopií DNA) (Kralik et Ricchi, 2017; Bustin 

et al., 2009; Kubista et al., 2006; Yang et Rothman, 2004). Z této křivky se pak odečítá koncentrace 

neznámého vzorku. Relativní kvantifikace využívá vnitřní kontrolu (referenční vzorek) a často se 

provádí při studiu exprese určitého genu (Bustin et al., 2009). Jako vnitřní kontrola se využívá tzv. 

‘house-keeping’ gen (referenční gen) mající odlišnou sekvenci od cílové sekvence DNA (Kozera 

et Rapacz, 2013). Referenční gen musí splňovat určitá kritéria (Chervoneva et al., 2010). Velmi důležité 

je, aby exprese referenčního genu nebyla ovlivněna experimentálními podmínkami (Kozera et Rapacz, 

2013). Intenzita exprese referenčního genu by také neměla vykazovat variabilitu mezi jednotlivými 

tkáněmi/pletivy a vývojovými stádii daného organismu (Kozera et Rapacz, 2013). Naopak musí 

demonstrovat rozdíly v expresi způsobené nedokonalostí použité technologie či přípravných postupů 

a je vhodné, aby hodnota Cq referenčního genu byla podobná jako Cq hodnota genu zájmu (Kozera 

et Rapacz, 2013). Referenční gen byl měl být také specifický pro konkrétní druh a je vhodné, aby byl 

v genomu přítomný v malém počtu kopií (Zhu et al., 2014). Relativní kvantifikace se velmi často 

využívá pro stanovení míry exprese daného genu, přičemž se zjišťuje míra exprese (koncentrace mRNA) 

cílového genu ve srovnání s referenčním genem (Bustin et al., 2009). K tomu se využívá například tzv. 

výpočet delta-delta (2‒ΔΔCt) (Bustin et al., 2009). V případě relativní kvantifikace daného organismu 

umožňuje vnitřní kontrola (referenční gen) určit do jaké míry obsahovaly testované vzorky srovnatelné 

množství DNA (Matušinsky, 2021, užitný vzor). 

Výhodou kvantitativní Real-time PCR je, že vzniklé produkty není nutno separovat pomocí 

elektroforézy, jelikož amplifikace a kvantifikace probíhají zároveň v průběhu reakce. Stejně tak je 

výhodné i to, že qPCR umožňuje již zmíněnou analýzu křivek tání, díky níž je možné odlišit nespecifické 

produkty nebo primer dimery (Sibley et al., 2012). Na rozdíl od konvenční PCR, která umožňuje tzv. 

end-point analýzu je Real-time PCR mnohem přesnější, jelikož informace o množství DNA ve vzorku 

jsou získávány na základě již zmíněných Cq hodnot, které se odečítají v exponenciální fázi v průběhu 

každého cyklu (Manter et Vivanco, 2007). Pomocí kvantitativní Real-time PCR lze tedy detekovat 

například nárůst či pokles množství daného endofytu v rostlinném hostiteli v průběhu času. 
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3.4 Mikroskopické metody používané ke kvantifikaci endofytů 

Mezi tradiční metody, jež umožňují určitým způsobem kvantifikovat (a vizualizovat) endofyty 

v rostlinných pletivech, patří metody mikroskopické (Ahmad et al., 2019), kterým předchází zpravidla 

barvení. Hyfy většiny endofytických hub jsou bezbarvé, zatímco kořeny rostlin jsou obvykle tvořeny 

několika vrstvami buněk a mohou být na svém povrchu pigmentované, to znamená, že detekce 

kořenových endofytů může být obtížná (Kaminskyj, 2008). Pro detekci přítomnosti endofytu uvnitř 

hostitele je tedy nutné jej zviditelnit pomocí specifických barviv. Výjimku tvoří pouze zástupci endofytů 

s tmavě pigmentovanými hyfami (již zmíněné ‘dark septate endofytes’), které lze v kořenech pozorovat 

bez barvení (Jumpponen et Trappe, 1998). Mezi typická barviva využívané pro barvení endofytických 

hub patří methylénová modř, anilinová modř či bavlníková modř a laktofenolová modř (Ahmad et al., 

2019). Methylénová modř je vhodná pro pozorování morfologických charakteristik (Moemen et al., 

2015), bavlníková modř barví protoplazmu buněk, avšak nikoli buněčné stěny (Ahmad et al., 2019) 

a anilinová modř je vhodná pro barvení mycelií (Porter et al., 1977).  

 Jednou z tradičních metod kvantifikace endofytu v kořenech, jež lze provést s použitím 

mikroskopu je tzv. průsečíková metoda (Giovannetti et Mosse, 1980). Tato metoda byla původně 

zavedena pro kvantifikaci endomykorhizních hub, které v kortikálních buňkách kořenů vytváří tzv. 

arbuskuly či vezikuly. Její princip spočívá v použití Petriho misek, které mají na spodní straně 

nakreslenou mřížku (Giovannetti et Mosse, 1980) nebo se pod spodní část Petriho misky vloží průhledná 

fólie s vyznačenou čtvercovou mřížkou (Metody stanovení kolonizace kořenů, 2001). Pomocí této 

metody se sledují průsečíky kořenových segmentů s mřížkou a zaznamenává se přítomnost či absence 

struktur vytvořených danou houbou (Giovanneti et Mosse, 1980). Při kvantifikaci průsečíkovou 

metodou je vhodné, aby jednotlivé kořeny byly uspořádány rovnoběžně s delší stranou mikroskopického 

sklíčka (Kaminskyj, 2008). Začíná se v jednom rohu zorného pole, a to tak, aby průsečíky mřížky byly 

umístěny kolmo na osu daného kořene (Kaminskyj, 2008). Je nutné prozkoumat kořen v celé své 

hloubce, a to pomocí jemného zaostřování. Poté by se sklíčko mělo posunout laterálně o jedno zorné 

pole a celý proces zopakovat (Kaminskyj, 2008).  

Další možnou metodou kvantifikace je tzv. preparátová metoda ± (Giovannetti et Mosse, 1980). 

Jedná se o nesystematickou metodu, která se provádí při vysokém zvětšení. Provedení této metody je 

jednodušší než u průsečíkové metody. Obarvené kořenové segmenty o délce přibližně 1 cm se umístí na 

podložní sklíčko do příslušného média (nejčastěji glycerolu) a pozorují se pod mikroskopem při zvětšení 

100×‒400× (Metody stanovení kolonizace kořenů, 2001). U každého segmentu je zaznamenán výskyt 

(+) nebo absence (−) kolonizace endofytem. Tato metoda však může poskytovat i tzv. nadhodnocené 

výsledky (závisí na délce použitých segmentů), jelikož segment, který byl označen (+) nemusí být 

kolonizován po celé své délce, ovšem segment (−) je bez přítomnosti endofytu (Metody stanovení 

kolonizace kořenů, 2001). Následně je proveden výpočet procentuálního zastoupení kořenových 

segmentů kolonizovaných daným endofytem. V praxi může být tedy míra kolonizace vypočítána jako 
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počet kořenových segmentů (vždy dlouhých 1 cm), jež jsou v jakékoliv míře kolonizovány daným 

endofytem děleno celkovým počtem zkoumaných segmentů (Sun et Tang, 2012). 

Preparátová metoda je však příliš pracná a má mnoho úskalí, které v konečném důsledku vedou 

k nepřesným výsledkům. Nicméně některým z nich lze předejít. Týká se to především výběru 

kořenových segmentů, kdy je důležité, aby segmenty pro kvantifikaci byly odebrány těsně pod 

kořenovým krčkem. V těchto místech je totiž zastoupení klastrů chlamydospor největší. Nicméně, jak 

už bylo naznačeno, mikroskopické zhodnocení kolonizace endofyty je velmi subjektivní, protože 

výsledky zjištěné různými osobami se mohou lišit. 

 

3.5 Charakterizace organismu Brachypodium distachyon a popis současných znalostí o využití 

B. distachyon ve výzkumu obecně 

3.5.1 Základní charakteristika 

 Brachypodium distachyon je první druh trávy z podčeledi Pooideae čeledi Poaceae, jehož genom 

byl kompletně osekvenován (The International Brachypodium Initiative, Nature 463, 2010). Rod 

Brachypodium je v rámci fylogenetického stromu sesterská skupina Triticeae a Poeae, to znamená, že 

je příbuzný s řadou obilovin (pšenice (Triticum), žito (Secale), ječmen (Hordeum)), a tudíž slouží jako 

vhodný jednoděložný modelový systém ve výzkumu zemědělsky významných rostlin (Li et al., 2012). 

B. distachyon patří mezi planě rostoucí trávy především v oblastech mírného a subtropického pásma 

(Hasterok et al., 2006) (oblasti Středomoří a Středního východu) na převážně chladnějších a vlhkých 

místech (Li et al., 2012). Jedná se o C3 rostlinu, která vytváří klásky s 10 až 12 semeny (S-Y Hong et al., 

2011). B. distachyon se obecně vyznačuje vlastnostmi, které jsou typické pro modelové rostliny, patří 

mezi ně především relativně malý vzrůst (15‒30 cm), krátký životní cyklus (8‒12 týdnů), snadná 

kultivace v laboratoři a jeho genom patří mezi nejmenší v porovnání s ostatními diploidními trávami 

(asi 300 Mbp) (Li et al., 2012; The International Brachypodium Initiative, Nature 463, 2010). 

V neposlední řadě může být také transformován bakterií Agrobacterium (Vogel et Hill, 2008). 

3.5.2 Využití a význam 

 Brachypodium distachyon se využívá v základním výzkumu vývoje rostlin, ve výzkumu 

interakce rostlin s mikroorganismy, ve výzkumu vlivu abiotického stresu, evoluční a systémové biologie 

(Scholthof et al., 2018). B. distachyon dále nachází uplatnění ve vývoji nových prostředků namířených 

ke zlepšení vlastností ostatních C3 rostlin z mírného podnebného pásu, jako je pšenice (Triticum 

aestivum) a ječmen (Hordeum vulgare), jež se řadí mezi celosvětově významné plodiny (Scholthof 

et al., 2018). Jelikož se buněčná stěna B. distachyon na buněčné úrovni podobá buněčné stěně ostatních 

trav, slouží B. distachyon také jako ideální modelový organismus při studiu biosyntézy buněčné stěny 

(Bouvier et al., 2012). Mimoto má B. distachyon podobnou anatomickou stavbu cévních svazků jako C3 

trávy, tudíž je vhodným modelem ke studiu složení cévních svazků a jejich vývoje v souvislosti 

s narůstající produkcí biomasy a biopaliva z trav využívaných pro krmné účely (Matos et al., 2013). 
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Význam B. distachyon se také uplatňuje při studiu mechanismů tolerance rostlin k abiotickému 

stresu, což má velký význam především pro zemědělství, jelikož to umožňuje vyvinout plodiny se 

schopností odolávat změně klimatu a extrémním podmínkám životního prostředí (Scholthof et al., 

2018). B. distachyon totiž reaguje na abiotický stres podobným způsobem jako pšenice, žito a ječmen 

v důsledku podobné adaptace na podnebí mírného pásu a C3 fotosyntéze (Des Marais et Juenger, 2016). 

Rostlina B. distachyon byla také použita při studiu vlivu velmi nízkých teplot na obiloviny, které rostou 

v mírném podnebném pásu (Colton-Gagnon et al., 2014). Colton-Gagnon et al., 2014 prokázali, že 

B. distachyon se na chladné až mrazivé podnebí aklimatizuje podobným způsobem jako ozimé obiloviny 

a že tzv. „zimní“ genotypy B. distachyon (Bd1-1, Bd18-1, and Bd29-1) jsou schopné tolerovat mráz 

prostřednictvím akumulace osmoticky aktivních látek jako je prolin a sacharidy a dále pomocí aktivace 

tzv. ‘cold-responsive’ genů kódujících ‘cold-regulated proteins’ (COR). 

V neposlední řadě se Brachypodium distachyon využívá jako modelový organismus ve 

výzkumu interakce hostitel-patogen, jelikož u obilovin (pšenice, ječmen) je v důsledku jejich velkého 

genomu a neúčinné transformace výzkum obtížný (Zhong et al., 2015). B. distachyon může být 

hostitelem řady houbových patogenů (Garvin et al., 2008) jako je např. Magnaporthe grisea, jež napadá 

rýži (Draper et al., 2001), dále Fusarium graminearum a Fusarium culmorum, které způsobují závažná 

onemocnění pšenice (Zhong et al., 2015). Dále je také hostitelem hub způsobující rzivost obilovin jako 

je Puccinia brachypodii (Fitzgerald et al., 2015), v případě rzí (Uredinales) však B. distachyon vykazuje 

tzv. nehostitelskou rezistenci, jež je založena na nespecifické obranné reakci (Ayliffe et al., 2013). 

Infikováním B. distachyon daným houbovým patogenem lze zkoumat podstatu interakce s hostitelskou 

rostlinou, v tomto případě, jak daný houbový patogen reaguje se zemědělsky významnými obilovinami 

(Zhong et al., 2015). Příkladem využití B. distachyon jako modelový systém může být jeho interakce 

s Cochliobolus sativus, který napadá velké množství hostitelů včetně pšenice, ječmene a jiných trav 

(Zhong et al., 2015). Ukazuje se, že rostlina Brachypodium distachyon by také mohla být vhodným 

genetickým modelem pro zkoumání interakce a vlivu patogenních hub právě z rodu Fusarium 

způsobující fuzariózy obilovin (Peraldi et al., 2011). Doposud používaná modelová rostlina Arabidopsis 

thaliana není totiž pro výzkum obilovin vhodná (Peraldi et al., 2011). Navíc příznaky vyvolané 

patogeny z rodu Fusarium u Brachypodium distachyon mají velmi podobný projev jako u pšenice 

(Peraldi et al., 2011). 

3.6 Charakterizace pšenice z hlediska interakcí s endofytickými houbami 

Na utváření rostlinného mikrobiomu (tedy i zastoupení endofytů) se z velké části podílí 

interakce mezi genotypem hostitele a lokalitou růstu (environmentální faktory) (Azarbad et al., 2020; 

Rojas et al., 2020b; Fitzpatrick et al., 2018). Nicméně vliv lokality růstu na zastoupení endofytických 

hub u pšenice se může měnit v závislosti na odlišných abiotických a biotických faktorech, které na 

rostliny na jednotlivých místech působí (Schlatter et al., 2020; Sapkota et al., 2015). Hlavním zdrojem 

mikrobiálního inokula u pšenice je půda, vzduch (spory přenášené vzduchem, tj. horizontální přenos) 

a semena (Zarraonaindia et al., 2015; Hodgson et al., 2014; Maignien et al., 2014). Nicméně zdroj 
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inokula se liší pro jednotlivá rostlinná pletiva a orgány. Na molekulární úrovni se na vytváření a regulaci 

symbiotického vztahu mezi endofytem a pšenicí mohou podílet epigenetické mechanismy (DNA 

metylace, posttranslační modifikace histonů, aktivita malých RNA molekul (snRNA) a long noncoding 

RNA (lncRNA)), které pozměňují strukturu chromatinu (Martienssen et Colot, 2001). Tyto epigenetické 

regulace mohou být indukovány vlivem působení řady faktorů v daném prostředí a mohou se podílet na 

řízení exprese tzv. ‘stress-response’ genů u rostlin, jež jsou vystaveny určité formě stresu (Varga 

et Soulsbury, 2019; Ichida et al., 2007; Martienssen et Colot, 2001). Samotná přítomnost endofytů může 

dokonce ovlivňovat DNA metylaci probíhající v rostlinném hostiteli (Varga et Soulsbury, 2019). 

Navzdory důležitému významu epigenetické regulace v interakci mezi endofyty a pšenicí je však stále 

málo dostupných informací o této problematice (Błaszczyk et al., 2021).  

Latz et al., 2020 zjišťovali, jak moc je mikrobiom pšenice utvářen životním prostředím, jež se 

liší na jednotlivých místech a do jaké míry rostlinný genotyp (kultivar) přispívá k variabilitě houbového 

společenstva. K tomu, aby se zjistilo, zda typ rostlinného pletiva, lokalita růstu a genotyp hostitelské 

rostliny má vliv na společenstva endofytických hub u pšenice, byly použity blízce příbuzné ozimé 

kultivary pšenice. Tyto rostliny byly pěstovány na dvou různých lokalitách. Obě lokality se vyznačovaly 

stejným složením mikrobiomu v půdě, ve vzduchu a v semenech, avšak působily zde odlišné abiotické 

faktory. Co se týče typu rostlinného pletiva/orgánu, největší diverzitu houbových organismů 

vykazovaly kořeny, méně pak semena a nejméně diverzifikované bylo zastoupení organismů v listech. 

Vysoká diverzita hub v kořenech odráží vysokou rozmanitost půdních organismů. Z toho vyplývá, že 

typ rostlinného pletiva má největší vliv na společenstva endofytických hub u pšenice. Rozdíly v lokalitě 

růstu měly vliv především na mikrobiom listů a v menší míře na mikrobiom kořenů. Navíc byly 

pozorovány rozdíly v zastoupení některých druhů organismů v nadzemních částech rostlin. To se týkalo 

především rostlin, které byly pěstovány venku na rozdíl od rostlin pěstovaných ve vnitřních prostorech 

(ve skleníku), u kterých se zastoupení druhů nezměnilo. U organismů, které se nacházely v kořenech, 

tento vliv nebyl pozorován. Tudíž odlišné klimatické podmínky venku a ve vnitřních prostorech se více 

odrazily na zastoupení endofytických organismů v nadzemních částech rostlin. Nejméně významný byl 

vliv kultivaru. V neposlední řadě bylo zjištěno, že i množství patogenních organismů se liší v závislosti 

na odlišném prostředí. Zastoupení jednotlivých druhů endofytů pšenice je tedy ovlivněno mnoha faktory 

(Latz et al., 2020). 

3.6.1 Endofyty v semenech pšenice 

 Jedním z pozorovaných vlivů endofytů u pšenice je jejich schopnost zlepšit klíčení semen při 

teplotním stresu a suchu. Semena mají funkci generativních orgánů a hrají významnou roli v rozšíření 

rostlin na nová stanoviště (Baskin et Baskin, 2004), zatímco endofytické houby mohou potenciálně 

ovlivnit, které semeno vyklíčí jak v přírodních, tak určitým způsobem narušených nebo znečištěných 

habitatech (Hubbard et al., 2012). Proto je velmi důležité, aby byla semena endofyty kolonizována. 

Klíčení semen je nezbytný proces pro přežití rostlin a jejich rozmnožování jak v optimálních, tak ve 

stresových podmínkách (Hubbard et al., 2012). Tudíž vyvinutí určité metody, která by mohla zlepšit 
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a předpovědět úspěšnost vyklíčení v případě nedostatku vody a při nadměrně vysokých teplotách má 

velký význam (Hubbard et al., 2012). Endofyty přebývající v semenech a jež se přenáší osivem (angl. 

seed-borne and seed-transmitted endophytes), mohou prodloužit dormanci semen, a tudíž zajistit, aby 

semeno vyklíčilo až v příznivých podmínkách (Kuźniar et al., 2020). Mikrobiom semen dále 

představuje výchozí bod pro utváření mikrobiomu nových semenáčů (Shahzad et al., 2018; Shade et al., 

2017). 

3.6.2 Význam endofytů pro udržitelnější produkci pšenice 

Schopnost endofytických hub navodit zvýšenou toleranci pšenice především k abiotickému 

stresu (zvýšená koncentrace solí a těžkých kovů v půdě, vysoká teplota) a biotickému stresu (Ahlawat 

et al., 2021) a porozumění komplexnímu vztahu endofyt-hostitel (pšenice), by mohlo přispět k rozvoji 

udržitelnějšího zemědělství (Błaszczyk et al., 2021). Doposud již byly identifikovány endofytické 

houby, které by mohly být využity kupříkladu v biologické ochraně pšenice proti patogenu Fusarium 

graminearum (Comby et al., 2007). Příkladem takových endofytů je právě M. bolleyi, ale také 

Clonostachys rosea či Penicillium olsonii (Rojas et al., 2020a). Princip biologické ochrany pšenice proti 

F. graminearum spočívá v potlačení populace patogenu prostřednictvím kolonizace pšenice těmito 

endofytickými houbami (Gdanetz et Trail, 2017). Błaszczyk et al., 2021 popsali, že závažnost 

onemocnění způsobené F. graminearum byla mnohem menší a množství patogenu uvnitř pšeničných 

klasů bylo sníženo v případě, že byla pšenice inokulována endofytickými houbami alespoň dva dny 

předtím, něž byla pšenice vystavena kontaktu s patogenem. 

Je nutné však podotknout, že endofytické houby mohou být využity v biologické ochraně 

pšenice pouze tehdy, pokud splňují určité požadavky. Nesmí být škodlivé pro ostatní rostliny 

a živočichy, musí být efektivní v odstraňování či potlačování růstu daného patogenu a stejně tak musí 

být schopny přežít v různých podmínkách prostředí a být kompatibilní s dalšími bioaktivními látkami, 

které se využívají při pěstování pšenice (Błaszczyk et al., 2021). Navíc celý proces zahrnující izolaci 

endofytických hub, posouzení jejich efektivnosti v biologické ochraně in vitro, ve skleníku a na polích, 

dále pak zajištění masové produkce daného biologického agens je velmi komplikovaný (Błaszczyk 

et al., 2021). Tudíž využití biologické ochrany u pšenice je značně náročné na provedení (Błaszczyk 

et al., 2021). 
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 Biologický materiál 

o Osivo ozimé pšenice (Triticum aestivum, odrůda Bohemia) 

o Osivo Brachypodium distachyon ‒ semena linie Bd21 z Joint Genome Institute 

(https://jgi.doe.gov/) 

o 6 izolátů Microdochium bolleyi původem z kořenů pšenice (UPOC-FUN-253‒258) ze sbírky 

fytopatogenních mikroorganismů UPOC (Collection of Phytopathogenic Microorganisms 

UPOC Czech Republic) 

o Vzorky DNA patogenních hub (Microdochium nivale, Microdochium majus, Rhizoctonia 

cerealis, Cochliobolus sativus, Gaeumannomyces graminis var. tritici, Fusarium culmorum, 

Fusarium graminearum, Oculimacula yallundae, Blumeria graminis, Pyrenophora teres, 

Pyrenophora graminea); houbové kultury získány terénním sběrem a kultivací na Petriho 

miskách, dále z českých sbírek mikroorganismů CPPF (Sbírka fytopatogenních hub, VÚRV 

Praha Ruzyně, CZ) a CCM (Česká sbírka mikroorganismů Masarykova Univerzita, 

Přírodovědecká fakulta, CZ) (Matušinsky, 2021, užitný vzor CZ 34829 U1) 

o  Profi výsevní substrát FLORCOM SV (BB Com, 885) 

4.2 Použité chemikálie, soupravy a roztoky 

Použité chemikálie 

o qPCR 2x SYBR Master Mix (Top-Bio, kat. č. P551) 

o Primery MbRT_ITS (Eastport) 

o Primery MbqPCR (Eastport) 

o Nukleáz-prostá voda pro PCR (Quiagen, kat. č. 129114) 

o Deionizovaná voda 

o 70% ethanol 

Použité roztoky 

o  2,5% KOH 

o 1% HCl 

o 0,05% anilinová modř v laktoglycerolu: smíchat stejný objem vody, glycerolu a kyseliny 

mléčné 

o 1% NaOCl (SAVO) 

Použité soupravy 

o DNeasy mericon Food Kit (50) (Quiagen, kat. č. 69514) 

4.3 Seznam použitých přístrojů a zařízení 

o Cycler Real-Time PCR CFX Connect (BIO-RAD) 

o Spektrofotometr Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) 

o Mikrocentrifuga MiniStar Silverline (VWR) 

https://jgi.doe.gov/
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o Vortex 1 Shaker (IKATM) 

o Stolní chlazená centrifuga 5415D (Eppendorf)  

o ThermoCell heating block 202 (BIOER) 

o Homogenizátor MM301 (Retsch) 

o Mikroskop CX31 (Olympus) 

o Mikroskop BX60 (Olympus) s CDD kamerou DP73‒1‒51 WD 

o Laboratorní autokláv VX‒55 (Systec) 

o Analytické váhy AE 24 Q (Mettler) 

 

4.4 Použité experimentální a vyhodnocovací postupy 

4.4.1 Založení experimentu ve skleníku 

4.4.1.1 Příprava inokula 

Jako inokulum bylo použito 6 izolátů Microdochium bolleyi kultivovaných na semenech prosa 

(Panicum) ve tmě po dobu 3 týdnů při 20 °C. Před kultivací bylo 200 g semen prosa vložených do 

plastové sáčku s 50 ml destilované vody dvakrát sterilizováno tlakovou parou (v autoklávu) při 120 °C 

po dobu 20 min. Každý z 6 izolátů M. bolleyi (UPOC-FUN-253‒258) byl kultivován zvlášť a následně 

před samotnou aplikací inokula byla ve stejném poměru smíchána všechna inokula (inokulovaná semena 

prosa) dohromady.  

4.4.1.2 Setí a odběr vzorků 

V červnu 2021 byl založen pokus ve skleníku. V první řadě byl proveden výsev pšenice 

a Brachypodium distachyon, v obou případech do dvaceti květináčů. Při výsevu byla provedena 

inokulace endofytem M. bolleyi aplikací inokula (2,5 g na květináč) přímo na vysévané obilky v deseti 

květináčích s pšenicí a v deseti květináčích s Brachypodium distachyon (květináče byly označeny jako 

Whe Mb1 a Bd Mb1). Do zbylých dvaceti květináčů bylo přidáno pouze autoklávované (neinokulované) 

proso, tyto květináče sloužily jako negativní kontrola (označeny jako Whe Mb0 a Bd Mb0). Následně 

se nechaly rostliny narůst a každý měsíc byl odebírán vzorek pšenice a B. distachyon. 

 Každý odběr byl prováděn tak, že se odebralo vždy šest rostlin z každé varianty (varianty Whe 

Mb0, Whe Mb1, Bd Mb0 a Bd Mb1). Kořeny rostlin byly umyty pod tekoucí vodou a následně se 

zaznamenalo, v jaké fázi růstu byly rostliny odebrány a byla změřena délka kořenů a nadzemní části. 

Třem rostlinám z každé varianty se ustřihly kořeny a vložily se do falkony se 70% ethanolem. Takto 

připravené kořeny byly následně použity pro mikroskopování. Zbylé tři rostliny byly povrchově 

dezinfikovány 3 min v 1% NaOCl (SAVO) a důkladně promyty ve sterilní destilované vodě, poté se 

nechaly usušit a následně se z usušených kořenů izolovala DNA. Takto se získaly vzorky ve třech 

biologických opakováních. V rámci čtvrtého odběru byly rostlinám kromě kořenů odebrány také listy, 

báze stébla a klasy pro následnou analýzu distribuce endofytu M. bolleyi v rostlinném hostiteli. 
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4.4.2 Mikroskopování kořenů 

 Část odebraných kořenů pšenice a Brachypodium distachyon byla mikroskopována s cílem 

stanovit úspěšnost kolonizace kořenů endofytem M. bolleyi. Pomocí světelného mikroskopu byla 

vizuálně zhodnocena přítomnost endofytu v jednotlivých kořenech na základě tzv. preparátové metody 

(Giovannetti et Mosse, 1980) modifikované dle Masarykovy univerzity (Metody stanovení kolonizace 

kořenů, 2001). Celý proces byl založen na zaznamenávání přítomnosti klastrů chlamydospor 

vytvořených endofytickou houbou M. bolleyi v kortikálních buňkách kořenů pšenice a B. distachyon. 

Před mikroskopováním byly kořeny nejprve obarveny barvivem anilínová modř. Samotnému barvení 

předcházelo zesvětlení a zprůhlednění kořenů za pomocí 2,5% hydroxidu draselného po dobu 3 dnů, 

poté byla do roztoku s kořeny přidána 1% kyselina chlorovodíková, čímž se zajistilo okyselení, jež bylo 

důležité pro následné barvení. Po okyselení byly rostliny umístěny do laktoglycerolu. Těsně před 

mikroskopováním byly kořeny obarveny již zmíněnou anilínovou modří (0,05% roztok anilinové modři 

v laktoglycerolu) přidáním několika kapek do roztoku s kořeny. Nicméně ne všechny mikroskopované 

kořenové segmenty byly obarveny, jelikož M. bolleyi patří mezi ‘dark septate endofytes’ vytvářející 

chlamydospory tmavě hnědé barvy, které šlo pozorovat i bez obarvení houbových hyf. Následovalo 

nastříhání kořenů na malé segmenty o délce přibližně 1 cm. Z kořene rostlin každého odběru bylo 

mikroskopováno alespoň patnáct segmentů, které byly uspořádány paralelně za sebou na podložním 

sklíčku (byly použity převážně segmenty ustřihnuté v blízkosti kořenového krčku). Na takto připravený 

preparát bylo přidáno několik kapek vody a poté přiloženo krycí sklíčko. Jednotlivé segmenty byly 

postupně mikroskopovány při zvětšení 200× a 400×. V průběhu mikroskopování se zaznamenávala 

přítomnost (1) či nepřítomnost (0) klastrů chlamydospor v pozorovaných kořenových segmentech. 

Zjištěný výsledek byl následně srovnán se zjištěnou přítomností endofytů pomocí kvantitativní Real-

time PCR. 

4.4.3 Izolace DNA 

DNA byla izolována z usušených kořenů pšenice a Brachypodium distachyon. Před každou 

izolací byly kořeny zváženy. Izolace DNA byla provedena za použití DNeasy mericon Food Kit (50) 

podle modifikovaných pokynů protokolu: Standard Protocol (200 mg), jež je určen pro izolaci celkové 

DNA z malého množství vzorku (200 mg).  

Vzorek (50‒100 mg) byl umístěn do vychlazené a vysterilizované třecí misky a následně po 

přidání tekutého dusíku byl homogenizován pomocí tloučku na jemný prášek. Homogenát, ulpěný na 

stěně misky, byl za pomocí špachtle setřen a následně přenesen za přídavku menšího množství tekutého 

dusíku do 1,5ml mikrozkumavky. Některé vzorky byly homogenizovány jiným způsobem, a to 

v homogenizátoru MM301 (Retsch). K homogenátu bylo přidáno 1000 µl lyzačního pufru (Food lysis 

buffer) a 2,5 µl roztoku proteinázy K, po přidání byl vzorek vortexován. Vzorek byl inkubován 

minimálně po dobu 30 min na ThermoCell heating bloku při 60 °C, přičemž byl pravidelně vortexován. 

Po inkubaci byl vzorek chlazen na ledu, tak aby dosáhl pokojové teploty (cca 5 min). Lyzát byl 

centrifugován po dobu 5 min při 2500 g. Do prázdné 1,5ml mikrozkumavky bylo napipetováno 500 µl 
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chloroformu. Ze získaného supernatantu po centrifugaci bylo přepipetováno 700 µl do mikrozkumavky 

s chloroformem, tak aby nedošlo k porušení peletu. Vzniklý roztok byl důkladně vortexován (15 s) 

a poté centrifugován při maximálních otáčkách (13 200 rpm/16 110 g) po dobu 15 min. Do další 1,5ml 

mikrozkumavky bylo napipetováno 350 µl pufru PB. Z předchozího kroku po centrifugaci bylo 

přepipetováno 350 µl horní vodné vrstvy do mikrozkumavky s pufrem PB. Takto vzniklý roztok byl 

důkladně promíchán opětovným nasátím a vypuštěním pomocí pipety a následně byl celý objem 

přepipetován do 50 QIAquick Spin kolony umístěné do 2ml sběrné zkumavky. Roztok v koloně byl 

centrifugován při maximálních otáčkách po dobu 3 min. Do kolony bylo napipetováno 500 µl pufru 

AW2 a roztok v koloně byl následně centrifugován při maximálních otáčkách po dobu 3 min. Kolona 

byla centrifugována při maximálních otáčkách 3 min, aby se membrána v koloně vysušila. Kolona byla 

přenesena do nové 1,5ml mikrozkumavky. Na prostředek membrány v koloně bylo poté přidáno 150 µl 

pufru EB (Elution buffer) a následně proběhla inkubace při pokojové teplotě 3 min. Poté byla provedena 

centrifugace 3 min při 10 000 g, při které došlo k uvolnění DNA. Koncentrace DNA byla změřena 

pomocí spektrofotometru Nanodrop. Izolovaná DNA byla následně uchovávána při ‒ 20 °C. Pro zjištění 

distribuce endofytu v rostlině se stejným způsobem izolovala DNA i z báze stébla, listů a klasu. 

4.4.4 Kvantitativní Real-time PCR (qPCR) 

V rámci optimalizace diagnostiky endofytické houby Microdochium bolleyi pomocí 

kvantitativní Real-time PCR byly nejdříve otestovány dva typy párů primerů a následně byla určena 

efektivita reakce. Poté byla provedena kvantifikace a zjištěna distribuce endofytu v rostlinném hostiteli. 

Při přípravě reakční směsi pro provedení veškerých qPCR se postupovalo stejným způsobem. V první 

řadě byly smíchány jednotlivé reagencie dle tabulky 1 (kromě templátové DNA, která byla přidána až 

po rozpipetování reakční směsi). V tabulce 1 jsou uvedeny objemy jednotlivých chemikálií na jednu 

reakci a použité páry primerů se nachází v tabulce 3, 4, 6. Koncentrace vzorků DNA pro danou reakci 

byla vždy změřena na spektrofotometru Nanodrop a následně byl vzorek DNA naředěn na výslednou 

koncentraci 2,5 ng·µl‒1. Připravená qPCR reakční směs byla zvortexována a centrifugována a následně 

rozpipetována po 13 µl do 0,2ml PCR mikrozkumavek ve stripu po 8 kusech, umístěných do 

vychlazeného stojánku. Do každé mikrozkumavky bylo přidáno 2 µl naředěného vzorku DNA. 

Mikrozkumavky byly stočeny na mikrocentrifuze a vloženy do cykléru, kde proběhla reakce s teplotním 

profilem následovaná analýzou křivek tání dle tabulky 2. Součástí každé qPCR reakce byla i negativní 

kontrola (NTC), která obsahovala místo DNA vodu. Tím se následně potvrdilo, že dané reagencie 

nebyly kontaminovány templátovou DNA. Každý vzorek byl do reakce pipetován v triplikátech a reakce 

byla vždy provedena ve dvou opakováních. 
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Tabulka 1: Složení reakční směsi pro qPCR 

 

Tabulka 2: Teplotní program qPCR reakce a analýzy křivek tání 

 

 

 

 

 

⁕v tomto kroku snímání fluorescence 

4.4.4.1 Testování specifity primerů (MbRT_ITS a MbqPCR) 

  Pro kvantitativní Real-time PCR byly k dispozici dva typy párů primerů (MbRT_ITS 

a MbqPCR) (tabulka 3) pro detekci ITS oblasti Microdochium bolleyi, jejichž specifita byla testována 

na 11 houbových patogenech (Microdochium nivale, Microdochium majus, Rhizoctonia cerealis, 

Cochliobolus sativus, Gaeumannomyces graminis var. tritici, Fusarium culmorum, Fusarium 

graminearum, Oculimacula yallundae, Blumeria graminis, Pyrenophora teres, Pyrenophora 

graminea), které se běžně vyskytují v pšenici. Primery MbqPCR a MbRT_ITS byly navrženy 

v programu primer3plus (https://www.primer3plus.com/). Pro vytvoření primerů MbqPCR byl nejprve 

proveden alignment sekvence ITS oblasti rDNA (ITS1‒5.8S‒ITS2‒28S) Microdochium bolleyi 

(GenBank accession no. MW301449.1) a příbuzného druhu Microdochium nivale (GenBank accession 

no. MG891798.1) v programu T-Coffee multiple sequence alignment 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/). Na základě provedeného alignmentu bylo možné zjistit 

jednonukleotidové záměny a následně navrhnout pár primerů specifický pro detekci ITS oblasti 

M. bolleyi. Primery MbRT_ITS (navržené vedoucím práce; Matušinsky 2021, užitný vzor) jsou určeny 

pro amplifikaci ITS1 oblasti genu pro rRNA (ribosomal RNA gene internal transcribed spacer 1). 

Celkem bylo použito 12 vzorků DNA včetně vzorku DNA Microdochium bolleyi. Následovalo vlastní 

Chemikálie Konečná koncentrace Objem pro 1 test [µl] 

Nukleáz-prostá voda pro PCR ‒ 5,1 

SYBR Green Master Mix (2x) 1x 7,5 

Primer F 0,2 µmol·l‒1 0,2 

Primer R 0,2 µmol·l‒1 0,2 

Templátová DNA 2,5 ng·µl‒1 2  

Celkem  15 

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklů 

Počáteční denaturace 95 3 min 1 

Denaturace 

Nasedání primerů (annealing) 

Syntéza DNA (elongace)⁕ 

95 10 s 

39 60 30 s 

72 20 s 

Analýza křivek tání 

 

95 10 s 

‒ 65 0,05 s 

95 0,5 s 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/
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provedení kvantitativní Real-time PCR. Pro testování primerů byly připraveny dvě reakční směsi, kdy 

jedna z nich obsahovala pár primerů MbqPCR a druhá pár primerů MbRT_ITS. 

 

Tabulka 3: Testované primery pro detekci ITS oblasti rDNA M. bolleyi 

 

4.4.4.2 Efektivita reakce 

 Pro zjištění efektivity reakce byla připravena ředící řada templátové DNA (vzorky DNA izolátu 

M. bolleyi UPOC-FUN-253). Ředící řada spočívala v přípravě pěti roztoků (desítkovým ředěním) 

o koncentracích 1 ng·µl-1, 0,1 ng·µl-1, 0,01 ng·µl-1, 0,001 ng·µl-1 a 0,0001 ng·µl-1. Koncentrace vzorku 

DNA každého izolátu byla změřena na spektrofotometru Nanodrop a následně naředěna na koncentraci 

1 ng·µl-1. Poté se do čtyř 1,5ml mikrozkumavek pro každý izolát napipetovalo 18 µl vody. Do první 

mikrozkumavky s vodou byly přidány 2 µl z roztoku DNA daného izolátu o koncentraci 1 ng·µl-1, takto 

byl získán roztok DNA o koncentraci 0,1 ng·µl-1. Z takto připraveného roztoku byly následně 

přepipetovány 2 µl do druhé mikrozkumavky a stejným způsobem se pokračovalo, dokud nebyly 

připraveny všechny roztoky ředící řady. Vzniklé roztoky DNA byly následně krátce zvortexovány 

a zcentrifugovány. Následovala příprava qPCR reakční směsi. V rámci testování efektivity reakce byly 

použity již pouze primery MbRT_ITS. 

 

4.4.4.3 Kvantifikace v hostiteli 

 Kvantifikace Microdochium bolleyi v rostlině Brachypodium distachyon (stanovení dynamiky) 

Kvantifikace endofytu Microdochium bolleyi v rostlině Brachypodium distachyon byla 

provedena s použitím páru primerů MbRT_ITS pro amplifikaci ITS oblasti rDNA (tabulka 4). Dále byly 

použity primery BdFIM pro amplifikaci referenčního genu BdFIM (B. distachyon fimbrin-like protein 

gene) (tabulka 4), jenž je specifický pro B. distachyon a v genomu se nachází v malém počtu kopií (Zhu 

et al., 2014). V reakci byly použity vzorky DNA izolované z rostlin B. distachyon ze všech pěti odběrů 

s cílem zjistit, jak moc narůstá množství endofytu postupně během pěti měsíců (tabulka 5). 

 

 

 

 

Primer Sekvence (5´‒ 3´) Velikost PCR 

produktu [bp] 

Literatura 

MbqPCR (F) 

MbqPCR (R) 

ATCGAATCTTTGAACGCACA 

GGCTTGCAGAAGCGAGATAA 
184 

Primery navržené 

autorkou této práce 

MbRT_ITS (F) 

MbRT_ITS (R) 

CGGTGCTGGAAACAGTGCTGCCA 

CGATGCCAGAACCAAGAGATCC 
114 Matušinsky, 2021 

(užitný vzor) 
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Tabulka 4: Primery pro kvantifikaci M. bolleyi v rostlině B. distachyon 

 

Tabulka 5: Použité vzorky DNA izolované z kořenů B. distachyon pro kvantifikaci M. bolleyi 

 

Kvantifikace Microdochium bolleyi v pšenici (stanovení dynamiky) 

 Kvantifikace Microdochium bolleyi v pšenici byla provedena s pomocí párů primerů 

MbRT_ITS pro amplifikaci ITS oblasti rDNA a primery WPAL pro amplifikaci referenčního genu PAL 

(gen kódující fenylalanin-amoniaklyázu) (tabulka 6). V reakci byly použity vzorky DNA izolované 

z rostlin pšenice opět ze všech pěti odběrů (tabulka 7). Postup pro přípravu reakce byl dále stejný jako 

při kvantifikaci M. bolleyi v rostlině B. distachyon. 

 

Tabulka 6: Primery pro kvantifikaci M. bolleyi v pšenici 

 

 

 

Primer Sekvence (5´‒ 3´) 
Velikost PCR 

produktu [bp] 
Literatura 

MbRT_ITS (F) 

MbRT_ITS (R) 

CGGTGCTGGAAACAGTGCTGCCA 

CGATGCCAGAACCAAGAGATCC 
114 Matušinsky, 2021 

(užitný vzor) 

BdFIM (F) 

BdFIM (R) 

CCTCACACGGATTTCGAGAGA 

GGACAACCCATTTCTGCGA 
231 Zhu et al., 2014 

Vzorek Odběr Opakování Vzorek Odběr Opakování 

Bd Mb0 1. 1, 2 Bd Mb1 1. 1, 2 

Bd Mb0 2. 1, 2 Bd Mb1 2. 1, 2 

Bd Mb0 3. 1, 2 Bd Mb1 3. 1, 2 

Bd Mb0 4. 1, 2 Bd Mb1 4. 1, 2 

Bd Mb0 5. 1, 2 Bd Mb1 5. 1, 2 

Primer Sekvence (5´‒ 3´) 
Velikost PCR 

produktu [bp] 
Literatura 

MbRT_ITS (F) 

MbRT_ITS (R) 

CGGTGCTGGAAACAGTGCTGCCA 

CGATGCCAGAACCAAGAGATCC 
114 Matušinsky, 2021 

(užitný vzor) 

WPAL (F) 

WPAL (R) 

CGTTCTTGGTCGCGTTGTG 

ACTCTTGACAGCATTCTTGACATTCT 
 Walsh et al., 2005 
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Tabulka 7: Použité vzorky DNA izolované z kořenů pšenice pro kvantifikaci M. bolleyi 

 

4.4.4.4 Distribuce v rostlině 

 Distribuce endofytu M. bolleyi v rostlinách pšenice a B. distachyon byla zjišťována pomocí 

kvantitativní Real-time PCR. V reakci byly použity vzorky DNA izolované z částí rostlin B. distachyon 

a pšenice (kořeny, báze stébla, listy, klasy) inokulovaných a neinokulovaných rostlin (varianty Whe 

Mb0, Whe Mb1, Bd Mb0, Bd Mb1), které jsou uvedeny v tabulce 8. V reakci byly použity stejné 

primery jako v předchozích reakcích (tabulka 4 a 6). Konkrétně byly použity vzorky ze čtvrtého odběru, 

jelikož v této fázi již měly rostliny vytvořené klasy. 

 

Tabulka 8: Použité vzorky DNA izolované z různých částí rostlin pro stanovení distribuce M. bolleyi 

 

 

 

 

 

 

 

Vzorek Odběr Opakování Vzorek Odběr Opakování 

Whe Mb0 1. 1, 2 Whe Mb1 1. 1, 2 

Whe Mb0 2. 1, 2 Whe Mb1 2. 1, 2 

Whe Mb0 3. 1, 2 Whe Mb1 3. 1, 2 

Whe Mb0 4. 1, 2 Whe Mb1 4. 1, 2 

Whe Mb0 5. 1, 2 Whe Mb1 5. 1, 2 

Vzorek Odběr Opakování Vzorek Odběr Opakování 

Bd Mb0 (kořen) 4. 1, 2 Bd Mb1 (kořen) 4. 1 ,2 

Bd Mb0 (báze) 4. 1, 2 Bd Mb1 (báze) 4. 1, 2 

Bd Mb0 (list) 4. 1, 2 Bd Mb1 (list) 4. 1, 2 

Bd Mb0 (klas) 4. 1, 2 Bd Mb1 (klas) 4. 1, 2 

      

Whe Mb0 (kořen) 4. 1, 2 Whe Mb1 (kořen) 4. 1, 2 

Whe Mb0 (báze) 4. 1, 2 Whe Mb1 (báze) 4. 1, 2 

Whe Mb0 (list) 4. 1, 2 Whe Mb1 (list) 4. 1, 2 

Whe Mb0 (klas) 4. 1, 2 Whe Mb1 (klas) 4. 1, 2 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Odběr vzorků 

Každý měsíc (od července do listopadu 2021) byl proveden odběr vzorků. Celkově bylo 

provedeno pět odběrů, v souhrnné tabulce (tabulka 9) jsou zaznamenané údaje o fázi růstu a naměřené 

délce kořenů a nadzemní části rostlin každého odběru. Zjištěná délka kořenů je pouze orientační, jelikož 

v důsledku přetržení při odběru neměly zachovánu svoji původní délku.  

 

Tabulka 9: Průměrné délky rostlin a převládající fáze růstu jednotlivých odběrů 

    

Rostlina 

(varianta) 

Délka (Ø)/fáze 

 

1. odběr 2. odběr 3. odběr 4. odběr 5. odběr 

Whe Mb0 

Délka prýtu 

[cm] 
37 39 39 42 45 

Délka kořene 

[cm] 
17 18 19 25 16 

Fáze růstu⁕ 5. list 6. list 10. list kvetení zralost 

Whe Mb1 

Délka prýtu 

[cm] 
37 45 42 47 49 

Délka kořene 

[cm] 
12 22 20 18 15 

Fáze růstu 1. odnož 2. odnož 3. odnož kvetení zralost 

Bd Mb0 

Délka prýtu 

[cm] 
14 26 48 66 71 

Délka kořene 

[cm] 
15 13 11 11 11 

Fáze růstu 5. odnož 6. odnož 6. odnož 
začátek 

kvetení 
zralost 

Bd Mb1 

Délka prýtu 

[cm] 
10 24 49 68 71 

Délka kořene 

[cm] 
13 12 11 13 13 

Fáze růstu 5. odnož 7. odnož 8. odnož 
konec 

kvetení 
zralost 
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 ⁕ Fáze růstu byly určeny na základě makrofenologické stupnice pro obilniny (BBCH, Enz et Dachler, 

1997). V rámci zaznamenaných vývojových fází nejsou uvedeny např. fáze sloupkování a metání, které 

však uběhly mezi jednotlivými odběry, jelikož veškeré vzorky byly odebírány v intervalu jednoho 

měsíce. 

Na základě zaznamenaných fázích růstu rostlin jednotlivých odběrů (tabulka 9) lze usoudit, že 

přítomnost endofytu Microdochium bolleyi urychluje růst a vývoj pšenice, ale i Brachypodium 

distachyon. Rostliny, jejichž semena byla při vysetí inokulována endofytem Microdochium bolleyi, se 

nacházely v pozdější fázi vývoje ve srovnání s rostlinami bez přítomnosti endofytu. Významné rozdíly 

v jednotlivých vývojových fázích lze v tabulce 9 pozorovat především mezi rostlinami pšenice 

(Whe Mb0 a WheMb1) prvních tří odběrů, navíc rostliny s endofytem měly větší nadzemní část. Stejně 

tak lze z tabulky 10, ve které je zaznamenaný průměrný počet zralých klásků na rostlinu, pozorovat, že 

rostliny Brachypodium distachyon s přítomností endofytu vytvořily více klásků než rostliny bez 

endofytu. U pšenice nebyly klásky počítány, jelikož v rámci experimentu byla použita ozimá pšenice, 

která na rozdíl od B. distachyon vyžaduje jarovizaci. V důsledku toho došlo k vymetaní a vykvetení 

pouze u některých rostlin pšenice. 

 

Tabulka 10: Průměrný počet klásků na 1 rostlin u B. distachyon varianty Mb0 a Mb1 

 

5.2 Mikroskopování 

Pomocí mikroskopu byla zhodnoceno, zda se v kořenech rostlin jednotlivých odběrů nachází 

klastry chlamydospor indikující přítomnost endofytu M. bolleyi. K mikroskopování byly použity 

kořenové segmenty odebrané v blízkosti kořenového krčku, jelikož v této oblasti byla kolonizace kořenů 

endofytem M. bolleyi nejintenzivnější. V případě kořenových segmentů odebraných na konci kořene 

nebylo možno najít téměř žádné klastry chlamydospor. Morfologie pozorovaných chlamydospor lze 

vidět na obrázcích 4 a 5 (foto provedené pomocí mikroskopu BX60 (Olympus) s CCD kamerou), 

v případě pátého odběru je vidět masivní kolonizace kortikálních buněk kořenů. Zjištěná 

přítomnost/nepřítomnost klastrů chlamydospor v kořenech pšenice a B. distachyon (varianty WheMb1 

a BdMb1) jednotlivých odběrů je zaznamenána v tabulce 11. V kořenech rostlin bez endofytu (varianty 

Whe Mb0 a BdMb0) nebyla zaznamenána přítomnost endofytu. Výsledky zjištěné pomocí mikroskopu 

(potvrzení přítomnosti endofytů v rostlinách jednotlivých odběrů, nikoli množství endofytu) byly 

následně potvrzeny provedením kvantitativní Real-time PCR, pomocí které byly získány podobné 

výsledky. 

Rostlina N (počet rostlin) Průměrný počet klásků na 

1 rostlinu 

B. distachyon 
Mb0 14 8 

Mb1 12 17 
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Tabulka 11: Mikroskopická detekce M. bolleyi v kořenech pšenice a B. distachyon 

Legenda: (1) ‒ přítomnost endofytu, (0) ‒ nepřítomnost endofytu 

Odběr 1. odběr 2. odběr 3. odběr 4. odběr 5. odběr 

Rostlina 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

Bd Mb0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Bd Mb1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Whe Mb0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Whe Mb1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 

Obrázek 5: Klastry chlamydospor M. bolleyi v kořenech rostlin B. distachyon pátého odběru, Z: 400× 

Obrázek 4: Klastry chlamydospor M. bolleyi v kořenech rostlin B. distachyon třetího odběru, Z: 400× 

50 µm 

50 µm 
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5.3 Výsledky qPCR 

5.3.1 Testování specifity primerů (MbRT_ITS a MbqPCR) 

Specifita primerů MbRT_ITS a MbqPCR pro detekci ITS oblasti Microdochium bolleyi byla 

posouzena na základě získaných amplifikačních křivek (závislost naměřené fluorescence na daném 

cyklu) a analýzy křivek tání, které demonstrují, zda jsou primery schopny detekovat i některého 

z dalších 11 houbových patogenů. Amplifikační křivka (graf 1) získaná z reakce s primery MbqPCR 

a analýza křivek tání (graf 2) dokazuje, že tento pár primerů není specifický, jelikož pozitivní odezvu 

vykazoval nejen vzorek obsahující DNA Microdochium bolleyi (Mb), ale i vzorek DNA příbuzného 

druhu Microdochium majus (Mm). Nespecifita primerů je na grafu 2 potvrzena taktéž křivkami tání jak 

pro M. bolleyi, tak pro M. majus. Hodnoty Cq jsou uvedeny v souhrnné tabulce 12 a jsou vyznačeny 

v grafu 1 a 3. Nízké Cq hodnoty (<30) pro M. bolleyi a M. majus značí pozitivní odezvu a tedy to, že 

přítomnost těchto organismů byla pomocí primerů MbqPCR detekována a potvrzují tak jejich 

nespecifitu. Použití těchto primerů pro detekci M. bolleyi v neznámém vzorku by vedlo k získání falešně 

pozitivního výsledku (přítomnost M. majus by byla vyhodnocena jako přítomnost M. bolleyi). Tudíž 

primery MbqPCR nemohly být v experimentu dále využity. Důvodem je chybné navržení těchto 

primerů, přičemž nebyl proveden alignment sekvence ITS rDNA M. bolleyi (GenBank accession no. 

MW301449.1) se sekvencí ITS rDNA M. majus. Amplifikační křivka (graf 3), jež byla získána z reakce 

s primery MbRT_ITS a analýza křivek tání (graf 4) ukazuje, že tento pár primerů je dostatečně 

specifický, proto mohl být použit pro další analýzy.  

        Tabulka 12: Cq hodnoty pro Mb a Mm získané při testování primerů MqPCR a MbRT_ITS 

 

  

 Microdochium bolleyi (Mb) Microdochium majus (Mm) 

Primery MbqPCR (Cq) 18, 84 19,76 

Primery MbRT_ITS (Cq) 18,5 N/A 

Mb 

Mm Cq 

Graf 1: Amplifikační křivka pro vzorky DNA M. bolleyi a M. majus získaná při 

testování specifity primerů MbqPCR 
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  Mb 

Mm 

Graf 2: Křivka tání pro jednotlivé PCR produkty získané při testování specifity 

primerů MbqPCR 

Cq 

Graf 3: Amplifikační křivka pro vzorek DNA M. bolleyi získaná při testování 

specifity primerů MbRT_ITS 
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5.3.2 Efektivita reakce 

 Byla provedena kvantitativní Real-time PCR s jednotlivými roztoky DNA připravené ředící 

řady DNA izolátů M. bolleyi. Na základě získané standardní křivky (graf 5) bylo zjištěno, že efektivita 

(účinnost) reakce je 98,5 %. Účinnost reakce (E) lze vypočítat s pomocí hodnoty sklonu křivky podle 

vzorce E = (‒1 + (10‒ 1/sklon) × 100 (Higuchi et al., 1993). Standardní křivka představuje závislost 

získaných Cq hodnot na logaritmu hodnot koncentrace jednotlivých roztoků ředící řady. Zjištěné 

průměrné Cq hodnoty (vypočtené z triplikátu) jsou zaznamenané v tabulce 13. Z tabulky vyplývá, že 

čím nižší je Cq hodnota, tím větší je koncentrace DNA ve vzorku, což odpovídá očekávání. Naměřené 

Cq hodnoty značí, že v rozmezí cyklů 15‒29 lze spolehlivě provést kvantifikaci M. bolleyi. Jako 

pozitivní na přítomnost endofytu byly následně považovány všechny vzorky s Cq hodnotou menší než 

30. Amplifikační křivky pro jednotlivé hodnoty ředění jsou společně s Cq hodnotami znázorněny na 

grafu 6. Stejně tak byla provedena analýza křivek tání (graf 7). 

 

        Tabulka 13: Cq hodnoty pro jednotlivé roztoky ředící řady (efektivita reakce) 

 

  

Koncentrace [ng·µl-1] Průměrná Cq hodnota 

1 15,94 

0,1 21,12 

0,01 25,13 

0,001 28,56 

0,0001 29,01 

Mb 

Graf 4: Křivka tání pro jednotlivé PCR produkty získané při testovaní specifity 

primerů MbRT_ITS 
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Graf 5: Standardní křivka pro zjištění efektivity reakce 

Cq 

Graf 6: Amplifikační křivky pro vzorky DNA izolátů M. bolleyi ředící řady 
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5.3.3 Kvantifikace v hostiteli 

5.3.3.1 Kvantifikace Microdochium bolleyi v rostlině Brachypodium distachyon (stanovení 

dynamiky) 

Pomocí kvantitativní Real-time PCR byla sledována dynamika kolonizace endofytem 

M. bolleyi, to znamená, jak se mění jeho obsah v rostlinném hostiteli postupně během pěti měsíců. 

Poprvé bylo možno detekovat endofyt v rostlinách B. distachyon třetího odběru (varianta Bd Mb1). 

Množství endofytické houby v rostlinách postupně vzrůstalo, přičemž rostliny pátého odběru se 

vyznačovaly největší mírou kolonizace (graf 8). V kontrolních rostlinách (varianta Bd Mb0) nebyl 

endofyt detekován. 

Graf 7: Křivky tání pro jednotlivé PCR produkty získané při zjišťování efektivity reakce 

Graf 8: Relativní množství DNA M. bolleyi v rostlinách B. distachyon (varianty Bd Mb0, Bd Mb1) 

jednotlivých odběrů 
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5.3.3.2 Kvantifikace Microdochium bolleyi v rostlinách pšenice (stanovení dynamiky) 

V případě pšenice byl endofyt M. bolleyi poprvé detekován již v rostlinách druhého odběru 

(varianta Whe Mb1), což lze pozorovat na grafu 9. Největší množství endofytu se stejně jako 

v rostlinách B. distachyon nacházelo v rostlinách pátého odběru. Nicméně rostliny třetího odběru 

vykazovaly vyšší míru kolonizace než rostliny čtvrtého odběru, tudíž nárůst endofytu nebyl postupný 

jako tomu bylo v rostlinách B. distachyon. To bylo pravděpodobně způsobeno v důsledku použití 

malého počtu vzorků. V kontrolních rostlinách (varianta Whe Mb0) nebyl endofyt detekován. 

 

 

5.3.4 Distribuce v rostlině 

Endofytická houba Microdochium bolleyi se primárně vyskytuje v kořenech daného rostlinného 

hostitele, nicméně v některých případech byl tento endofyt izolován i z báze stébla (Reinecke, 1978; 

Salt, 1977). Distribuce endofytu v rostlinném hostiteli byla stanovena na základě provedení kvantitativní 

Real-time PCR se vzorky DNA izolované z kořenů, báze stébla, listů a klasů rostlin B. distachyon 

a pšenice čtvrtého odběru. Ze získaného grafu 10 a 11 lze pozorovat, že endofyt M. bolleyi byl detekován 

nejen v kořenech, ale i v bázi stébla obou druhů. V případě B. distachyon bylo dokonce zjištěno větší 

množství endofytu v bázi stébla než v kořenech. Z grafů 10 a 11 lze pozorovat, že se endofyt 

nevyskytuje v listech a v klasech. Vzhledem k tomu, že v klasech nebyla detekována přítomnost 

endofytu, lze usoudit, že se tento endofyt nepřenáší osivem, tedy vertikálně. To odpovídá očekávání, 

jelikož Microdochium bolleyi se řadí do čtvrté třídy endofytů (Rodriguez et al., 2009), jak již bylo 

zmíněno v kapitole 3.2.3. U této skupiny endofytů se předpokládá, že se přenáší pouze horizontálně. 

 

 

Graf 9: Relativní množství DNA M. bolleyi v rostlinách pšenice (varianty Whe Mb0, Mb1) jednotlivých 

odběrů 
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KOŘEN 

KOŘEN 

Graf 10: Distribuce endofytu M. bolleyi v rostlinách B. distachyon (varianty Bd Mb0, Mb1; 4. odběr) 

KOŘEN 

KOŘEN 

Graf 11: Distribuce endofytu M. bolleyi v rostlinách pšenice (varianty Whe Mb0, Mb1; 4. odběr) 
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6 DISKUZE 

Endofytické houby se zpravidla po delší část svého života vyskytují uvnitř rostlin (Gouda et al., 

2016; Hardoim et al., 2015). Jejich přítomnost je velmi často detekována pomocí kultivačních metod 

(Sun et al., 2011; Guo et al., 2000) nebo mikroskopicky (Bleša et al., 2021; He et al., 2019; Kaminskyj, 

2008). Do popředí se však čím dál více dostávají molekulární metody umožňující mnohem snadnější 

a přesnější detekci jednotlivých endofytických organismů (Ernst et al., 2011; Kelemu et al., 2003; 

Groppe et Boller, 1997). Experimentální část této bakalářské práce je zaměřena na diagnostiku 

endofytické houby Microdochium bolleyi pomocí kvantitativní Real-time PCR. Přítomnost endofytu 

v rostlinném hostiteli byla také zhodnocena mikroskopicky. 

Pro detekci endofytu v kořenech B. distachyon a pšenice byl použit pár oligonukleotidových 

primerů MbRT_ITS (Matušinsky, 2021, užitný vzor) navržený pro amplifikaci ITS1 oblasti genu pro 

rRNA M. bolleyi. Tyto primery jsou dostatečně specifické pro endofytickou houbu M. bolleyi, jelikož 

jsou schopny odlišit tento druh od ostatních druhů hub včetně zástupců ze stejného rodu jako je M. nivale 

či M. majus. Stejně tak neamplifikují DNA rostlinného hostitele, což může být problém v případě 

univerzálních primerů ITS1 a ITS4 (White et al., 1990) umožňující detekovat houbové organismy 

pomocí standardní PCR, což popsali například Martin et Rygiewicz, 2005. Velmi podobné sekvence 

primerů jako mají primery MbRT_ITS použili Ernst et al., 2011 pro odlišení M. bolleyi od 

Microdochium phragmitis v rákosu obecném (Phragmites australis) pomocí nested-PCR. Řada 

endofytů již byla detekována pomocí molekulárních metod, tedy hlavně pomocí standardní PCR, avšak 

ve většině případů s využitím již zmíněných univerzálních párů primerů ITS1/ITS4, ITS4/ITS5 (White 

et al., 1990) a ITS1-F/ITS4-B (Gardes et Bruns, 1993) amplifikující ITS oblast (ITS1‒5,8S‒ITS2) 

rDNA, což provedli například Martin et Dombrowski, 2015; Yoo et Eom, 2012, Hong et al., 2008; Guo 

et al., 2000. Nicméně v případě použití univerzálních primerů amplifikující ITS oblast houbové rDNA 

je zpravidla nutné výsledné PCR produkty osekvenovat a následně porovnat se sekvencemi kupříkladu 

v nukleotidové databázi GenBank NCBI pomocí BLAST algoritmu, aby bylo možné jednotlivé druhy 

identifikovat. Příkladem použitých druhově specifických primerů jsou primery amplifikující oblast 

intronu genu kódující tubulin 2. Ty byly využity pro detekci endofytů rodu Neotyphodium v kostřavě 

rákosovité (Festuca arundinacea) (Doss et al., 1998) a také v jílku mnohokvětém (Lolium multiforum) 

a jílku vytrvalém (Lolium perenne) (Dombrowski et al., 2006).  

Pomocí kvantitativní Real-time PCR byla provedena relativní kvantifikace endofytické houby 

M. bolleyi s cílem stanovit dynamiku kolonizace hostitele tímto endofytem postupně během pěti měsíců. 

Z největší míry byly kolonizovány kořeny rostlin jak pšenice, tak B. distachyon odebrané pět měsíců od 

zasetí (a inokulace), z toho vyplývá, že množství endofytu M. bolleyi se v rostlinách v průběhu času 

zvyšuje. Poprvé byl endofyt detekován v rostlinách pšenice po dvou měsících od zasetí a v rostlinách 

B. distachyon po třech měsících. Následně byla stanovena distribuce endofytu v rámci celé rostliny. 

Zjištěná přítomnost endofytu neodpovídala zcela očekávání, jelikož kromě v kořenech byla přítomnost 

této houby potvrzena i v bázi stébla. M. bolleyi se primárně vyskytuje v kořenech, což je obecně typické 
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pro čtvrtou třídu endofytů, do které tento endofyt patří (Rodriguez et al., 2009). Nicméně některé studie 

(Reinecke, 1978; Salt, 1977) uvádí, že M. bolleyi byla izolována i z báze stébel. Latz et al., 2020 

zjišťovali, které z částí rostlin pšenice jsou nejvíce kolonizovány endofytickými houbami, a to pomocí 

metody metabarcoding. Endofyty byly identifikovány na základě ITS oblasti, která byla amplifikována 

s využitím několika typů primerů, výsledné PCR produkty byly osekvenovány, přičemž bylo zjištěno, 

že nejvíce rozmanité je společenstvo endofytických hub v kořenech. Tao et al., 2008 zkoumali distribuci 

endofytických hub v rámci orchideje Bletilla ochracea, a to pomocí PCR amplifikace ITS oblasti, 

metody DGGE (Denaturační gradientová gelová elektroforéza) a tzv. ‘random’ klonování PCR 

produktů. Ve srovnání s poměrně běžně využívanou konvenční PCR v detekci endofytů se kvantitativní 

Real-time PCR v této oblasti zatím tak často nevyužívá. Cook et al., 2009 využili qPCR pro stanovení 

množství endofytu Undifilum oxytropis podílející se na produkci toxického alkaloidu (swainsonine) 

v rostlinách z rodu Vlnice (Oxytropis) a Kozinec (Astragalus). Nicméně na rozdíl od relativní 

kvantifikace, jež byla použita v případě M. bolleyi, Cook et al., 2009, stanovili absolutní obsah endofytu 

U. oxytropis vyjádřený jako množství v pg z celkové izolované DNA na základě sestavení kalibrační 

křivky roztoků DNA o známé koncentraci. Landa et al., 2013 použili kvantitativní Real-time PCR 

a nested-PCR v kombinaci s konfokální laserovou mikroskopií pro detekci a monitorování kolonizace 

máku setého (Papaver somniferum) endofytem Beauveria bassiana s využitím univerzálních primerů 

a následně druhově specifických primerů. Chow et al., 2018 zjišťovali pomocí qPCR vliv endofytů 

(Diaporthe phaseolorum, Trichoderma asperellum a Penicilium citrinum) na patogen Gb (Ganoderma 

boninense), který napadá palmu olejnou (Elaeis guineensis). Analýza prokázala, že v případě, kdy byly 

rostliny inokulovány současně endofyty a patogenem Gb, došlo k potlačení kolonizace patogenem 

endofytickými houbami prostřednictvím kompetice, což se projevilo vyšším obsahem DNA endofytů 

v porovnání s obsahem DNA patogenu. Nicméně doposud nebyla vyvinuta molekulární metoda 

umožňující spolehlivě kvantifikovat endofyt Microdochium bolleyi v rostlinném hostiteli a žádný z výše 

uvedených autorů nepoužil relativní způsob kvantifikace k vyjádření množství endofytu. 

Přítomnost endofytů v kořenech pšenice a B. distachyon byla také posouzena pomocí světelného 

mikroskopu. Jako pozitivní na výskyt endofytu byly označeny kořeny, ve kterých byly detekovány 

tmavě hnědě zbarvené klastry chlamydospor. Zjištěné výsledky týkající se přítomnosti/nepřítomnosti 

endofytu z mikroskopování odpovídají výsledkům z kvantitativní Real-time PCR (kapitoly 5.2 a 5.3). 

Mikroskopické metody pro stanovení přítomnosti endofytů jsou sice využívány, ale v mnohých 

případech v kombinaci s molekulárními či jinými metodami (He et al., 2019; Shadmani et al., 2018; 

Tellenbach et al., 2010). Nicméně v porovnání s molekulárními metodami je celý proces časově 

náročný, a ne zcela přesný. Identifikace jednotlivých organismů pomocí mikroskopu vyžaduje značnou 

zkušenost, jelikož tímto způsobem lze jednotlivé druhy odlišit pouze na základě morfologických znaků. 

Navíc jednotlivé kořeny nejsou většinou kolonizovány rovnoměrně po celé délce, proto je 

k mikroskopování nutné vybrat pouze určitou část kořenů a pokud jsou kořeny příliš tlusté, je obtížné 

preparát proostřit ve všech jeho částech. V případě této práce byly mikroskopovány zejména segmenty 
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kořenů odebrané v blízkosti kořenového krčku. Tyto části se totiž vyznačovaly největším množstvím 

chlamydospor. Z toho lze usoudit, že je vhodné použít mikroskopickou detekci pouze jako doprovodný 

nástroj v kombinaci se spolehlivější a přesnější molekulární metodou, nikoli však jako samostatnou 

metodu pro diagnostiku endofytů. 

Na základě zaznamenaných údajů o vývojových fázích rostlin jednotlivých odběrů lze říct, že 

M. bolleyi urychluje vývoj a podporuje růst pšenice a B. distachyon, jelikož rostliny s přítomností 

endofytu se nacházely v pozdější fázi vývoje ve srovnání s rostlinami bez endofytu. Nicméně je nutné 

podotknout, že tyto výsledky jsou spíše orientační, protože tato schopnost M. bolleyi byla usuzována 

pouze na základě určení fáze růstu a změření velikosti rostlin. Shadmani et al., 2018 však zaznamenali 

tuto vlastnost M. bolleyi při zkoumání vlivu M. bolleyi na potlačení patogenu Gaeumannomyces 

graminis var. tritici u ječmene. V případě experimentu, který provedli Shadmani et al. 2018 byla 

schopnost M. bolleyi podporovat růst ječmene prokázána na základě srovnání hmotnosti čerstvých 

a usušených rostlin s endofytem a bez endofytu.  

Pomocí kvantitativní Real-time PCR s použitím primerů MbRT_ITS byla úspěšně detekována 

přítomnost endofytu M. bolleyi v rostlinách B. distachyon a pšenice a následně její distribuce v rámci 

celé rostliny. Dále bylo zjištěno, jak se postupně mění relativní obsah této endofytické houby 

v kortikálních buňkách kořene během pěti měsíců růstu jednotlivých rostlin. Jedinou nevýhodou je, že 

získané výsledky jsou relativní, tudíž není známo skutečné množství DNA v daném rostlinném pletivu. 

Nicméně tato metoda by mohla být dále využita pro posouzení vlivu endofytu M. bolleyi na patogeny 

(např. z rodu Fusarium) způsobující závažné choroby pšenice. 
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7 ZÁVĚR 

V rámci této bakalářské práce byla provedena optimalizace diagnostiky endofytické houby 

Microdochium bolleyi v rostlinném hostiteli pomocí kvantitativní Real-time PCR. Samotné detekci této 

houby předcházelo založení pokusu ve skleníku a inokulace osiva rostliny Brachypodium distachyon 

a pšenice (Triticum aestivum). Inokulace byla úspěšně provedena, jelikož přítomnost endofytu v obou 

rostlinných hostitelích byla následně potvrzena molekulární metodou (qPCR) i mikroskopicky. Pro 

detekci sledovaného endofytu pomocí qPCR byly testovány dva typy párů primerů (MbqPCR 

a MbRT_ITS) pro amplifikaci ITS oblasti rDNA. Primery MbqPCR navržené v rámci této práci musely 

být z experimentu vyřazeny, neboť nebyly specifické pro M. bolleyi a detekovaly i příbuzný druh 

M. majus. V experimentu byly dále použity pouze primery MbRT_ITS (Matušinsky 2021, užitý vzor), 

jež byly specifické a úspěšně amplifikovaly ITS oblast M. bolleyi ve vzorcích DNA izolované z pšenice 

i B. distachyon.  

Analýza dynamiky kolonizace kořenů endofytem pomocí kvantitativní Real-time PCR 

prokázala, že obsah endofytu v rostlinách se v průběhu času postupně zvyšuje, přičemž nejintenzivněji 

byly kolonizovány kořeny rostlin posledního odběru (po pěti měsících od zasetí a inokulace). Zjištěné 

množství DNA endofytu M. bolleyi metodou qPCR, která byla provedena v této práci, je však relativní. 

Pomocí této metody byla také stanovena distribuce endofytu uvnitř jednotlivých rostlin. M. bolleyi je 

zejména kořenový endofyt, nicméně jeho přítomnost byla prokázána i v bázi stébla pšenice 

a B. distachyon. Pomocí světelného mikroskopu byl prokázán výskyt endofytu v kořenech v podobě 

vytvořených klastrů chlamydospor. Na základě zjištěných vývojových fází rostlin jednotlivých odběrů 

bylo zaznamenáno, že endofyt M. bolleyi urychluje vývoj svého hostitele. Pro úplné potvrzení tohoto 

vlivu by však bylo nutné provést další analýzu. V neposlední řadě lze usoudit, že endofyt M. bolleyi se 

nepřenáší osivem (vertikálně), jelikož v semenech inokulovaných rostlin nebyl tento endofyt detekován. 
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