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SOUHRN

Endofytické houby, véetné Microdochium bolleyi, vyznamné ovliviiuji nékteré své rostlinné
hostitele a pro fadu z nich maji pozitivni pfinos. Mohou se podilet na zvyseni odolnosti rostlin viici
abiotickému 1 biotickému stresu a tim zajistit jejich preziti zejména v nepfiznivych podminkach. Pro
detekci endofytt se v soucasnosti ¢im dal vice uplatiiuji molekularni metody, a to hlavné rizné typy
PCR.

Teoreticka c¢ast této prace se vénuje charakterizaci organismu Microdochium bolleyi
a podrobnému popisu endofytismu, véetné vyznamu endofyti, jejich prinosu pro dané rostlinné hostitele
a také moznosti vyuziti molekularnich metod pro jejich detekci. Dale je zde uvedena charakteristika
organismu Brachypodium distachyon a interakce pSenice s endofytickymi houbami.

Cilem praktické ¢asti byla optimalizace diagnostiky endofytické houby Microdochium bolleyi
v pSenici (Triticium aestivum) a rostliné Brachypodium distachyon pomoci kvantitativni Real-time PCR
(qPCR). Pro detekci M. bolleyi byly pouzity druhové specifické primery navrzené pro amplifikaci ITS
oblasti rDNA. Pomoci kvantitativni Real-time PCR byla endofyticka houba uspésné detekovana v obou
rostlinnych hostitelich a stejné tak bylo stanoveno relativni mnozstvi endofytu v jednotlivych ¢astech
rostlin. Pfitomnost endofytu ve form¢ chlamydospor byla v jednotlivych kofenech pozorovana i pomoci
svételného mikroskopu. Piestoze houba Microdochium bolleyi patfi mezi tzv. kofenové endofyty, jeji

pfitomnost byla prokazana i v bazi 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 UvVoD

Endofyty predstavuji rozsahlou skupinu mikroorganismu, zejména hub a bakterii, vyskytujici
se po vétsinu svého zivotniho cyklu uvnitf rostlinného hostitele a zpravidla nezptsobuji zadné viditelné
priznaky onemocnéni. Jejich vyznam spociva predevs§im ve schopnosti poskytnout rostlinam ochranu
proti fad¢ patogenum, coz je obzvlast vyhodné v pripadé patogennich organismu s devastujicim
dopadem na produkci hospodarsky vyznamnych rostlin. Ukazuje se také, Ze pritomnost endofytl je
zasadni pro preziti urcitych druhd rostlin, zejména v prostiedi, kde jsou vystaveny abiotickému
a biotickému stresu. U fady endofyti byla rovnéz zaznamenana schopnost produkovat sekundarni
metabolity s pfiznivymi u¢inky na dané rostlinné hostitele.

Houba Microdochium bolleyi se tadi do specifické skupiny kofenovych endofytia oznacovanych
jako ‘dark septate endophytes’ a nachazi se hlavné v kofenech obilovin a rtiznych druhu trav. Vliv
Microdochium bolleyi na svého hostitele se 1isi predevs§im v zavislosti na rostlinném druhu. Nicméné
prospésSnymi vlastnostmi se vyznacuje zejména v souvislosti s dulezitymi zastupci obilovin, a to pSenice
a jeCmene. Potencialni uplatnéni by tato houba mohla nalézt v biologické ochrané psSenice pred
Skodlivymi organismy, jako jsou napitiklad zastupci z rodu Fusarium. Pro vyuziti M. bolleyi naptiklad
v ekologickém zemé&d€lstvi je nutna jeji spravna a presna diagnostika a vybrané metody detekce
optimalizovat. Jako nejspolehlivéjsi a zaroven pomérné€ jednoduchy a rychly zpusob detekce této houby
se jevi vyuziti molekularnich metod, a to pfedevs§im konvenéni PCR nebo kvantitativni Real-time PCR,

umoziujici nejen jeji detekei, ale také kvantifikaci.



2 CILE PRACE

Cilem teoretické casti této bakalarské prace je vypracovani literarni reSerSe se zamérenim na
charakterizaci organismu Microdochium bolleyi, podrobny popis endofyta véetné molekularnich metod
jejich detekce, dale pak na modelovy organismus Brachypodium distachyon a popis interakce psSenice
s endofytickymi houbami.

Cilem prakticke ¢asti je optimalizace diagnostiky endofytu Microdochium bolleyi pomoci metody
kvantitativni Real-time PCR v pletivech hostitele a analyza distribuce endofytu v rostliné a dynamiky

kolonizace hostitele endofytem v Case.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakterizace organismu Microdochium bolleyi

3.1.1 Zakladni charakteristika
predev§im v kofenech dan¢ho rostlinného hostitele a byla izolovana zejména z kofent ¢i baze stébla
nckterych obilovin, napftiklad pSenice a riznych druhii trav (Reinecke, 1978; Salt, 1977). Microdochium
bolleyi je obecné povazovana za nepatogenni houbu, avSak v nékterych pripadech muze vykazovat
slabou patogenitu (Kirk et Deacon, 1987). Spolecné s dal§imi zastupci z odd€leni Ascomycota (prevazné
z fada Helotiales, Xylariales a Pleosporales) (Andrade-Linares et Franken, 2013; Knapp et al., 2012;
Newsham, 2011; Addy et al., 2005; Jumpponen et Trappe, 1998) se fadi k tzv. ‘dark septate endophytes’
(DSE), vyznacujici se tmavé zbarvenymi hyfami s prepazkami, mikrosklerocii a chlamydosporami
(Rothen et al., 2018). Vliv endofyta ze skupiny DSE na své hostitele je podminén fadou faktora jako je
dostupnost Zivin, podminky zivotniho prostfedi ¢i experimentalni podminky, ale také samotné
fyziologické postaveni hostitele (Knapp et al., 2018). Zastupci této skupiny kofenovych endofytli véetné
Microdochium bolleyi mohou kolonizovat intra nebo intercelularné parenchym kofenii (Jumpponen
et Trappe, 1998) bez toho, aby zpuisobovaly pfiznaky onemocnéni u dané rostliny (Jumpponen, 2001).
Skutecnost, ze M. bolleyi se ve svém hostiteli nachazi pfevazné ve formé chlamydospor, které jsou
rezistentni a metabolicky inaktivni, a navic kolonizuje pouze buiky primarni kiry kofent a nedostava
se az do oblasti cévnich svazki, je jednou zhypotéz, pro¢ tento endofyt u mnohych rostlin
asymptomaticky kolonizuje kofeny, které¢ zustavaji zdravé (Murray et Gadd, 1981).
3.1.2 Taxonomicka Kklasifikace a morfologie

Microdochium bolleyi setadi do celedi Microdochiaceae, tadu Xylariales, tridy
Sordariomycetes, pododd€leni Pezizomycotina a oddéleni Ascomycota (Hemandez-Restrepo et al.,
2016). Celed’ Microdochiaceae zahmuje tii rody Idriella, Microdochium a Selenodriella (Hernandez-
Restrepo et al., 2016). Zastupci rodu Microdochium se vyznacuji zanofenym myceliem, septy délenymi
prepazkami a preslenovité vétvenymi konidiofory, barva hyf je hyalinni az hnéda (Hemandéz-Restrepo,
2016). Pro Microdochium bolleyi jsou typické konidie ve tvaru pulmésice (Hernandez-Restrepo et al.,
2016), in vitro tvoii hyfy tmav¢ hnéd¢ barvy, které mohou produkovat oranzovy pigment (de Hoog
et Hermanides-Nijhof, 1977). V kofenech rostlin vytvari M. bolleyi tmavé hnéd¢ chlamydospory
uspofadané do klastri (Hemandez-Restrepo et al., 2016). U danych kmenu M. bolleyi byla prokazana
slaba amylazova aktivita (Rothen er al., 2018). Pfibuzné druhy jako je Microdochium nivale
a Microdochium majus jsou na rozdil od M. bolleyi vysoce patogenni a zpuisobuji zadvazna onemocnéni
obilovin (Hernandéz-Restrepo, 2016). David et al., 2016a v roce 2016 osekvenovali genom M. bolleyi,
sestaveny genom byl velky 38,84 Mbp a skladal se z 13 177 predpovézenych gend.
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Obrazek 1: Fylogeneticky strom Microdochium spp. a dalSich druhd hub sestrojeny pomoci neighbor-
joining metody na zaklad¢ sekvenci ITS oblasti rDNA (Hong, 2008)

3.1.3 Vyznam a vztah k riznym hostiteliim

Vyznam Microdochium bolleyi a vliv na hostitele se 1isi v zavislosti na rostlinném druhu. Jako
endofyt poskytuje rostlinam odolnost vic¢i riznym patogennim organismium a hraje dulezitou roli
v jejich ochran¢ pred suchem a nepfiznivymi teplotami. Pozitivni vliv Microdochium bolleyi muze byt
pozorovan napriklad v pripad€ psenice, u které nezpuisobuje Zadné priznaky onemocnéni a chrani ji pred
sirokou §kalou houbovych patogent jako je Gaeumannomyces graminis var. tritici (Shadmani et al.,
2018) zpusobujici Cernani baze stébel a kofend, a také pred patogeny Fusarium culmorum a Bipolaris
sorokiniana (Duczek, 1997; Knudsen et al., 1995). Houba M. bolleyi by se tedy mohla potencialné
uplatnit v biologické ochrané pSenice proti G. graminis (Jadubansa et al., 1994) a nahradit n¢které
fungicidy (Shadmani et al., 2018). Hlavnim hostitelem houby Gaeumannomyces granimis var. tritici je
pSenice, ale vyskytuje se také na jemenu (Shadmani et al., 2018). M. bolleyi potlacuje Sifeni tohoto
patogenu jak u pSenice, tak u jeémene (Shadmani et al., 2018; Kirk e Deacon, 1987). Jednim z moznych
mechanismu, jakym M. bolleyi potlacuje rust patogennich organismil, je kompetice o prostor, konkrétné
kompetice o odumirajici buiiky primarni kiury kofent u obilovin (Kirk et Deacon, 1987). Timto
zpusobem zabrani ostatnim patogenum pfijimat ziviny z té¢chto pletiv (Lascaris et Deacon, 1991; Kirk
et Deacon, 1987). Mezi dalsi faktory se fadi produkce metaboliti s antifungalnimi ucinky (Zhang et al.,
2008).

Houba Microdochium bolleyi byla izolovana i z kofenu rakosu obecného (Phragmites
australis) (Damm et al., 2003). Rakos roste pifevazné na brezich vodnich ploch, a tudiz se podzemni
¢asti rostliny nachazi pod vodou. Rakos je proto velmi dobfe adaptovan na rist v podminkach bez
kysliku, dociluje tim zejména pomoci transportu kysliku aerenchymatickym pletivem (Jackson
et Armstrong, 1999). Kyslik, ktery je takto rostlinami dodavan, podporuje mikrobialni procesy, jako je

oxidace organického substratu v jinak bezkyslikatém prostiedi (Liesack et al., 2000). Bylo prokazano,



ze tento zdroj kysliku vyuzivaji ke svému ristu acrobni houby v rhizosfére (Wirsel et al., 2001), jako je
praveé Microdochium bolleyi. Houba tudiz penetruje kofeny rakosu nejen pro zisk zivin, ale hlavn€ kvuli
pfitomnému kysliku, jehoZ pfitomnost je zasadni pro acrobni metabolismus (Damm et al., 2003).
V prostiedi bez kysliku neni tato houba schopna vyuzivat saprofyticky zpusob vyzivy, prezit vSak muze
uvnitf kofene rakosu, kde pfijima organické ziviny od hostitele a chova se tedy jako biotrof (Damm
et al., 2003).

V n¢kterych pripadech mize houba Microdochium bolleyi pusobit jako slaby patogen ¢i parazit.
Jeji patogenita byla zjisténa napfiklad u druhu travy psinecek vybézkaty (Agrostis stolonifera) (Hong
et al., 2008), ktery je vyuzivan a Slechtén zejména pro travnikové ucely pro oseti golfovych hrist,
¢i n¢kterych typu travniki z duvodu jeho tolerance k nizkému koseni (Cibulka, 2013). Dale je tento druh
travy vysévan na pastvinach, jelikoz je schopny odolavat naruseni pudy dobytkem (Cibulka, 2013).
U psinecku zptsobuje M. bolleyi hnilobu bazalnich ¢asti stébel (Hong ef al., 2008), coz ma negativni
ekonomicky dopad.

Podle nékterych studii se uréity kmen M. bolleyi muze chovat jako oportunisticky kolonizator
trav rostoucich na pobfeznich pisecnych dunach, a to v dusledku relativné rychlého ristu a produkce
velkého mnozstvi spor (David et al., 2016b). V pobfeznich oblastech musi rostliny celit drsnym
podminkam jako jsou predevsim pudy s minimalni vlhkosti a nizkym obsahem Zivin, silné povétrnostni
podminky a kontakt s mofskou vodou (David et al., 2016a). Predpoklada se, Ze jsou to prave endofyticke

houby, které rostlinam umoziiuji v téchto podminkach prezit (Martin et Dombrowski, 2015).

3.1.4 Praktické vyuziti

Jelikoz endofyticka houba M. bolleyi pisobi pozitivné na fadu rostlin a pfevazné na ekonomicky
vyznamné obiloviny, mohla by byt potencialn¢ vyuzita pro biologickou ochranu rostlin. Fungicidy jsou
Casto neucinng, a predevs§im nebezpecné a nevhodné pro zivotni prostredi, proto je dilezité¢ hledat
alternativni metody (biologicky zplisob potlaceni Skidcit) ochrany rostlin pred riznymi patogeny
(Shadmani, et al., 2018). Nékterym obilovinam, jako je pSenice a jeCmen, poskytuje M. bolleyi ochranu
pred zavaznymi patogeny a celkové ma pozitivni vliv na vyvoj rostlin a podporuje jejich rist. Na druhou
stranu muze v ojedinélych pfipadech vyvolat pfiznaky onemocnéni. Proto je nutné optimalizovat
diagnostiku tohoto organismu, aby byla v pfipad¢ potfeby provedena jeho spravna identifikace a izolace

z daného rostlinného materialu.

3.2 Endofytismus

3.2.1 Piedstaveni endofytismu

Terminem endofyt se oznacuje endosymbioticky mikroorganismus, nejcastéji bakterie nebo
houba (Gouda et al., 2016), ktera kolonizuje inter a/nebo intracelularné rozliéné ¢asti rostlin (Pimentel
et al., 2011). Jedna se o vSudypfitomné organismy, které¢ jsou v pfirodé hojné¢ zastoupeny (Nair

et Padmavathy, 2014; Sieber, 1988). Pro tyto organismy je typické, Ze bud’ ¢ast nebo cely jejich Zivotni



cyklus se odehrava uvnitf svych hostitelu, aniz by je poskozovaly ¢i zpusobovaly zjevné symptomy
onemocnéni (Gouda et al., 2016). Termin endofyt poprvé pouzil némecky mykolog Anton de Bary
v roce 1866 v souvislosti s potfebou odlisit endofyty od jednotlivych epifytu zijicich na povrchu rostlin
(Arora et Ramawat, 2017). Obecné je vztah hostitel-endofyt povazovan prevazné za mutualisticky
(Arora et Ramawat, 2017), vyjimku predstavuji endofytické houby, které se mohou chovat jako latentni
patogen ¢i saprofag (Knapp et al., 2018). Typ interakce mezi endofytem a hostitelskou rostlinou se totiz
muze ménit v zavislosti na danych podminkach prostfedi, zejména v piipadé, Ze je hostitel vystaven
biotickému a abiotickému stresu (Hardoim et al., 2015). To znamena, Ze dany druh endofytu muaze byt
patogenni pro jednu hostitelskou rostlinu, zatimco na jiné nemusi mit zadny vliv (Blaszczyk et al.,
2021). Nicméné komenzalni endofyty, které nemaji viditelny vliv na své hostitele, patii mezi nejcetnéjsi
skupinu endofytl (Hardoim et al., 2015).

Endofytické houby se mohou fadit k tzv. obligatnim endofytam, v pripadé, ze pro dokonceni
sveho zivotniho cyklu potiebuji hostitelskou rostlinu (napt. Epichloé) (Blaszczyk et al., 2021). Naopak
uvnitf rostlinného téla, se nazyvaji oportunisti¢ti endofyty (Hardoim et al., 2015). VétSina endofyth se
vSak fadi ktzv. fakultativnim endofytim, které prestavuji jakysi prechod mezi obligatnimi
a oportunistickymi endofyty (Saikkonen et al., 2010; Rodriguez et al., 2009), to znamena, Ze mohou zit
nezavisle nebo ¢ast jejich zivotniho cyklu stravit uvnitf dan¢ho hostitele. Endofytické houby se dostavaji
do hostitelské rostliny zpudy prasklinami na kofenech ¢i prostiednictvim ran zpusobenych
mechanickym poskozenim nebo fytopatogeny (Chi et al., 2005). Mozny je také vstup kofenovymi
vlasky a prostory mezi buikami epidermis (Hardoim e al., 2015). Stejn¢ tak mohou byt ncktere
endofyty prenaSeny semeny (Berg ef Raaijmakers, 2018; Nelson, 2018).

Hostitelske rostliny poskytuji endofytim ochranu a vyzivu, zatimco endofyty zprostfedkovavaji
rostlinam pfijem Zivin a chrani je pfed abiotickym stresem a riznymi §ktidci (Arora et Ramawat, 2017).
Nartlista mnozstvi ditkazii o tom, ze endofyty interaguji s danym rostlinnym patogenem riznym
zpusobem v zavislosti na druhu rostliny (Arora ef Ramawat, 2017). V disledku toho se pozméni
endofytu a stimulovat rostlinné obranné¢ mechanismy (napf. indukovana rezistence). Dale endofyty
produkuji specifické metabolity, v pripad¢ bakterii se muze jednat o antibiotika, u hub to mohou byt
analogy fungicidu (Arora ef Ramawat, 2017).

Predpoklada se, ze pfitomnost endofyti uvnitf hostitelskych rostlin neovliviiuje pouze jejich
rast, vyvoj, fitness a diverzitu, ale také dynamiku jednotlivych populaci a fungovani ekosystému
(Hardoim et al., 2015; Saikkonen et al., 1999). Jeden druh endofytu je schopny kolonizovat mnoho
rostlinnych druhu, a naopak n¢kolik druhu endofyti miize byt pritomno ve stejném druhu rostliny (Arora
et Ramawat, 2017). Na druhou stranu si endofyty vyvinuly specifické mechanismy, které jim umoziiuji
branit se obrannym reakcim rostlin (Arora er Ramawat, 2017). Prikladem miiZe byt alterace vazebného

mista topoizomerazy u houby Fusarium solani, ¢imz je houba chranéna pfed ucinky latky
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(camptothecin) produkované rostlinou zvanou kamptoteka ostrolista (Camptotheca acuminata), ktera
by jinak vazbou na topoizomerazu zastavila bunécny cyklus houby (Kusari et al., 2011).
3.2.2 Puvod endofyta

Fosilni zaznamy ukazuji, Ze endofytické houby kolonizujici rostliny se na Zemi vyskytovaly jiz
pred vice nez 400 miliony lety (Krings et al., 2007). Béhem svého vyvoje se rostliny postupné premistily
z vodniho prostiedi (oceanu) na sous, kde musely celit mnoha prekazkam (Arora et Ramawat, 2017).
Jednalo se predevsim o Spatnou kvalitu ptidy s nizkym obsahem Zivin, teplotni fluktuace, prili§ vysoka
koncentrace oxidu uhli¢itého v atmosféfe ¢i nestala dostupnost vody (Arora et Ramawat, 2017).
Za téchto okolnosti to byly pravé endofytické houby, jez rostlinam poskytly odolnost vuéi témto
podminkam, které nebyly zdaleka optimalni a pomohly jim adaptovat se na Zivot na sousi (Bonfante
et Selosse, 2010; Selosse et Tacon, 1998). Zaroven dochazelo i k postupné adaptaci samotnych endofyti

na zivot v mikroprostfedi rostliny (Germaine et al., 2004).

3.2.3 Rozdéleni endofytickych hub

Endofytické houby byly ptivodné rozdéleny do dvou hlavnich skupin, a to na zakladé toho, do
kterého taxonu patfi, pribuznosti a dle taxonomické pfisluSnosti samotného rostlinné¢ho hostitele
(Rodriguez et al., 2009). Endofytické houby prvni skupiny se oznacuji jako C-endofyty (z angl.
Clavicipitaceous) kolonizujici n¢které druhy trav a druha skupina pak zahrnuje tzv. NC-endofyty
(z angl. Nonclavicipitaceous). NC-endofyty se mohou vyskytovat v pletivech nizSich rostlin
(kapradiny), nahosemennych a krytosemennych rostlin. Nicmén¢ skupina NC-endofyti pfestavuje
vysoce rozmanitou skupinu hub a lze ji rozd¢€lit do dalSich alespon tfi skupin, a to podle zpusobu
prenosu, kolonizace hostitele a ekologické funkce. V soucasnosti se tedy endofyty fadi do ¢tyt riznych
skupin/trid (Rodriguez et al., 2009):

Trida 1 (C-endofyty)

Patfi sem mala skupina endofytickych hub, jez jsou pribuzné s druhy z ¢eledi Clavicipitaceae
(palickovicovité) (Bischoff er White, 2005). Vyskytuji se témér vyhradng v travach, pficemz kolonizuji
zejména mladé vyhony a jsou naroéné na kultivaci in vitro (Bischoff er White, 2005). Endofytické houby
tridy 1, které asymptomaticky kolonizuji dan¢ho rostlinného hostitele (Clay ef Schardl, 2002), se prenasi
predevs§im vertikalné, tedy semeny (Saikkonen er al., 2002). Je vSak mozny i horizontalni pfenos
(Rodriguez et al., 2009). Zvysuji toleranci rostlin k suchu a produkuji fadu latek, které jsou toxickée pro
bylozrava zvirata (Clay, 1990). Nicméné to, zda endofyty této tfidy poskytnou svému hostiteli vyhody,
je svelkou pravdépodobnosti podminéno podminkami Zivotniho prostfedi, druhem a genotypem
hostitele (Faeth et al., 2006; Faeth et Sullivan, 2003; Saikkonen et al., 1999).

Trida 2

Endofytické houby tfidy 2 se mohou vyskytovat v nadzemnich a podzemnich pletivech rostlin
a stejn¢€ jako endofyty tfidy 4 jsou schopny rozsahl¢ kolonizace pletiv (Rodriguez et al., 2009). Je pro
n¢ typicky vertikalni (pfenos semennymi obaly a oddenky) i horizontalni pfenos (Rodriguez et al.,

2009). Vyznamnou vlastnosti endofyti tfidy 2 je jejich schopnost umoznit svym hostitelum Zzit ve
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stresovych podminkach (Rodriguez et al., 2008). VétSina zastupcu této tridy patfi do odd¢€leni
Ascomycota, mala Cast patii do oddéleni Basidiomycota (Rodriguez et al., 2009).
Trida 3

Zastupci tridy 3 se prevazné (nékteré druhy vyhradn€) nachazi v nadzemnich astech rostlin
a prenasi se horizontalné (Rodriguez et al., 2009). Tato skupina je oproti tfid¢ 2 vysoce diverzifikovana,
predev§im zastoupeni téchto endofytli v jednom daném hostiteli je velmi rozmanité a jednotlivé druhy
zde vytvari velké mnozstvi nezavislych mensich kolonii (Rodriguez et al., 2009). Stejn¢ jako zastupci
tridy 2 patfi vétSina endofytu tfidy 3 do odd¢€leni Ascomycota nebo Basidiomycota (Rodriguez et al.,
2009).
Trida 4

Do této skupiny se fadi tzv. ‘dark septate endofytes’ (DSE) (Rodriguez et al., 2009) a jak jiz
bylo zminéno, mezi tyto endofyty patii i Microdochium bolleyi. Zastupci skupiny °‘dark septate
endofytes” kolonizuji vyhradné kofeny rostlin, pficemz nevyvolavaji pfiznaky onemocnéni (Rodriguez
et al., 2009) a typickym morfologickym znakem jsou tmavé pigmentované (melanizované) hyfy
s prehradkami (Rodriguez et al., 2009; Jumpponen et Trappe, 1998). Stupen pigmentace se vSak muze
u jednotlivych zastupcu lisit a nékteré tyto houby vytvari pouze bezbarvé, hyalinni vlakna (Barrow,
2003). DSE zpravidla nevykazuji hostitelskou specificitu, prenasi se horizontalné¢ (Rodriguez et al.,
2009) arozmnozuji se tedy nepohlavné prostfednictvim disperze konidii a fragmentaci mycelia
(Jumpponen et Trappe, 1998). Béhem kolonizace rostlinnych hostitelt vytvari tyto endofytické houby
na povrchu kofenu sit” hyf a nasledné se hyfy mohou rozristat az mezi kortikalni bunky (O’Dell et al.,
1993). Nekteri zastupci vytvaii uvnitf kortikalnich bunék kotent shluky tlustosténnych bunck zvanych
sklerocia ¢i mikrosklerocia (Jumpponen et Trappe, 1998; Wang et Wilcox, 1985) nebo chlamydospory
(O'Dell et al., 1993), jez jsou typické pro M. bolleyi.

Endofyty této skupiny se vyskytuji po celém svéte, nejcastéji vSak kolonizuji kofeny rostlin
v aridnich a semi-aridnich oblastech (Sieber et Griining, 2013; Mandyam et Jumpponen, 2005; Kovacs
et Szigetvari, 2002). Tyto oblasti se vyznacuji nedostatkem Zivin a rostliny jsou zde vystaveny silnému
abiotickému stresu (Knapp et al., 2012). Jednou z hypotéz je, Ze zastoupeni ‘dark septate endofytes’
ajejich vyznam pro rostlinného hostitele je tim vétsi, ¢im vice jsou rostliny vystaveny abiotickému
stresu v daném prostiedi (Knapp er al., 2012). Stejn¢ tak i stupenn pigmentace souvisi s abiotickym
stresem, predevsim suchem (Bell et Wheeler, 1986), jelikoz bylo zjisténo, Ze houby, jejichz buikky mély
siln¢ melanizované bunééné stény, byly vice odolné (Pennisi, 2003; Redman et al., 2002). Z toho
vyplyva, Ze jejich pfitomnost v ekosystémech miize byt zasadni pro zivot rostlin. U nckterych druhu
bylo zjisténo, Ze maji enzymy Stépici sacharidy (Knapp et Kovacs, 2016; Caldwell et al., 2000), a to
véetné enzymiu, které degraduji bunécnou sténu rostlin ozna¢ovanych zkratkou PCWDEs (z angl. plant
cell-wall degrading enzymes) (Knapp et al., 2008). Tyto enzymy by pak endofytim umoznily rozkladat
organicky substrat a tim se vyznamné podilet na vyzivé hostitele (Knapp er al., 2018). Dale se

prepoklada, ze endofytické houby by se mohly ucastnit degradace organické hmoty v pudach chudych

8



na ziviny podobnym zptisobem jako erikoidni mykorhizni houby (Knapp et al., 2018; Smith er Read,
2008). Ne¢které druhy DSE totiz zajistuji rostlinam prijem fosforu, dusiku a uhliku, ¢imz podporuji jejich
rast (Surono ef Narisawa, 2017; Della Monica et al., 2015). Skupina ‘dark septate endofytes’ predstavuje
pocetnou a zajimavou skupinu endofytu, nicméné stale existuje malo dostupnych informaci tykajicich
se jejich taxonomie a ekologie (Rodriguez et al., 2009). Komparativni genomika konkrétnich druht, jez
patii mezi ‘dark septate endofytes’ ukazala, Zze tyto houby si vyvinuly unikatni genetické inovace
a obsahuji z vEtsi casti odlisné geny ¢i genoveé duplikace specifické pouze pro urcité druhy (Knapp ef al.,
2018). Vyuzitim pravé komparativni genomiky by mohlo dojit k pochopeni a zodpovézeni otazek
tykajicich se evoluce a biologie endofyti (Knapp et al., 2018).
3.2.4 Produkce sekundarnich metabolitu

Klic¢em ke studiu metaboliti endofytickych hub je zejména jejich spravna izolace
chemickych latek (Deka, et al., 2017). Nicmén¢ povrchova sterilizace je Casto ¢asové narocna a lisi se
u jednotlivych pletiv. Proto byla vyvinuta metoda, ktera umoznuje sterilizaci smésnych vzorka
soubézn€, avSak oddélené (Greenfield et al., 2015). Princip této metody je zaloZen na pouziti sady
perforovanych falkon, do kazdé z nich se vlozi dany vzorek a nasledn¢ se postupné kazda z falkon
ponoii do nadoby obsahujici sterilizacni latku. Pomoci této metody mohou byt sterilizovany vzorky
kofenu, stonku, listi nebo dokonce i cel€ klicni rostliny (Greenfield et al., 2015). Extrakce sekundarnich
metabolitu zahrnuje nékolik kroku. Nejprve se provadi kultivace izolatt v tekutém kultivaénim médiu
(bujonu), které musi byt po urcité dobé inkubace prefiltrovano, aby doslo k odstranéni mycelii.
Metabolity se z filtratu oddéluji pomoci organickych rozpoustédel jako je ethyl acetat ¢i dichlormethan.
Extrakce kapalinou je nejcastéjsi metoda vyuzivana k extrakci metabolitt, nasledné je rozpoustédlo
odstranéno rota¢ni vakuovou odparkou. Vysledné reziduum je predmétem testovani (Deka et al., 2017).

Sekundarni metabolity produkované endofytickymi houbami mohou zasadné ovliviiovat zdravi
rostlinného hostitele. Jejich ucinek spociva predev§im v podpore rustu rostlin, zvySeni tolerance
k biotickému (konkurence, skudci, choroby) a abiotickému stresu (teplota, zafeni) (Gouda et al., 2016)
a potlaceni rastu ¢i aktivity Skidct prostfednictvim obrannych mechanismu rostlin (Deka et al., 2017).
Endofytické houby se tudiz mohou nepfimo podilet i na zvySeni vynosu plodin, a to i ve stresovych
podminkach (Deka eral, 2017). V dasledku kolonizace rostlin endofyty dochazi k produkci
bioaktivnich metabolitu ¢i riznych mykotoxina, jez pak vedou otravam herbivoru (Roberts et Andrae,
2004; Caroll, 1988). Prikladem mohou byt endofytické houby vyskytujici se u travy kostfavy rakosovité
(Festuca arundinaceae), které produkuji velké mnozstvi latek jako jsou alkaloidy, amidy kyseliny
lysergove, ergopeptiny, které zpusobuji zavazné otravy zejmeéna hovéziho dobytka (Deka et al., 2017).
Endofyty kavovniku (Beauveria bassiana a Clonostachys rosea) chrani rostliny pred nejvétsim skadcem
kavovych rostlin, broukem Hypothenemus hampei z ¢eledi nosatcoviti (Curculionidae) (Vega et al.,

2008). Houba Beauveria bassiana, jez byla nalezena i v kli¢nich rostlinach rajcete a bavlniku, chrani



tyto rostliny pred patogennimi druhy hub jako je Rhizoctonia solani a Pythium myriotylum (Ownley
et al., 2008).

Nékteré¢ bioaktivni sloueniny mohou byt vyuzity i pro medicinské uéely. Rada latek ma totiz
kromé¢ ochranného ucinku u rostlin i Siroké vyuziti v mediciné. Jedna se pfedevsim o antibiotika a latky
s potencionaln¢ protirakovinnymi ucinky. Prikladem muze byt latka taxol (paclitaxel), ta je povazovana
za jednu z nejslibnéjsich latek v 1€¢bé rakoviny izolovanych z endofytickych hub (Jalgaonwala et al.,
2011; Visalakchi et Muthumary, 2010; Zhang et al., 2009). Taxol je po chemické strance alkaloid
produkovany endofytem Metarhizium anisopliae, jez kolonizuje kiru stromu tisu (Jalgaonwala et al.,
2011; Visalakchi et Muthumary, 2010; Zhang et al., 2009). Dal§imi izolovanymi bioaktivnimi latkami
jsou sordaricin (izolovany z Fusarium sp.) ¢i javanicin (z Chloridium sp.), které maji antimikrobialni
a antifungalni ucinky proti patogentim zpusobujici kazeni potravin (Jalgaonwala et al., 2011).

3.2.5 Endofyty a indukovana rezistence rostlin

Indukovana rezistence je fyziologicky stav zvySené obranyschopnosti rostliny, ktery se vytvari
vlivem pusobeni specifickych vnéjsich stimuli (Choudhary ez al., 2007). Jedna se vlastné o odolnost,
kterou dana rostlina ziskava po kontaktu s patogenem (nebo jinym typem organismu ¢i danou
chemickou latkou) a tento stav rezistence je zpravidla ucinny vuéi Sirokému spektru Skodlivych
organismu (van Loon ef al., 2000). Jedna se predevsim o viry, bakterie, houby, hlisty a dale je tento stav
ucinny vuéi abiotickym stresovym faktoram (Fontana et al., 2021). Prostfednictvim indukované
rezistence je rostlina schopna oddalit nebo predejit rozsifeni daného patogenu a nasledn¢ jeho kolonizaci
rostlinného téla. Je Zadouci, aby rostlina v dusledku indukovanych obrannych mechanismu dosahla
unikatniho fyziologického stavu zvanc¢ho ‘priming” (Conrath et al., 2006), ktery vznika v dasledku
pusobeni dancho elicitoru. Takto je rostlina v pozoru a pfipravena se branit pred potencialnimi patogeny,
ato prostiednictvim obrannych mechanismu, jeZ maji mnohem vétsi intenzitu (Mauch-Mani et al., 2017,
Conrath et al., 2006). Diky tomu, Ze endofyty obyvaji stejnou ekologickou niku jako fada fytopatogentl,
jsou schopny dané prostiedi ochranit a potlacit Skodlivy vliv patogenu prostiednictvim kompetice,
produkce specifickych latek proti patogentum, parazitismu nebo spusténim pravé indukované rezistence
(Fontana et al., 2021; Aratjo et al., 2010).

Existuji dvé formy indukované rezistence, prvni tzv. systémové ziskana rezistence (SAR)
a dale indukovana systémova rezistence (ISR) (Choudhary et al., 2007). Indukovana rezistence muze
byt rozliSena na zaklad¢ puvodu elicitoru a typu regulacni latky (kyselina jasmonova, ethylen), jez je
pro zprostiedkovani tohoto procesu nezbytna (Choudhary et al., 2007). Systémov¢ ziskana rezistence je
vét§inou zavisla na pfitomnosti kyseliny salicylové stimulujici expresi PR-proteind a je obecné ucinna
vuci biotrofnim patogentum (Fontana et al., 2021), zatimco obrann¢ mechanismy zavislé na pritomnosti
kyseliny jasmonov¢ a ethylenu chrani rostlinu pfed nekrotrofnimi organismy (napf. houbami) (Kamle
et al., 2020; Pieterse et al., 2014; Choudhary et al., 2007; Vallad et al., 2004). Predpoklada se, Ze pokud
endofyty zvysuji rezistenci rostlin vii¢i nekrotrofnim houbam, tak na druhou stranu tim mohou zptisobit

jejich zvysSenou nachylnost k biotrofnim organismum (Jung et al., 2012). K potlaceni rozvoje dan¢ho
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onemocnéni dochazi ve vétsSing pripadu prostfednictvim kyseliny jasmonové a ethylenu, coz vede
k indukované systémové rezistenci (Pascholati ef al., 2012). Na zaklad¢ toho lze odlisit, zda dany
obranny mechanismus byl spustén v dusledku napadeni rostliny patogenni houbou nebo vlivem
abiotického stresu (Fontana et al., 2021).

Endofyty se mohou podilet na spusténi indukované rezistence stimulaci rostliny k produkci
latek, které pusobi na fytopatogeny a pozménuji morfologii rostlin takovym zptsobem, aby se byly
schopny ubranit patogenim i za nepfiznivych podminek (Fontana et al., 2021). Mechanismy indukované
rezistence spusténé vlivem pusobeni endofyti zahmuji syntézu fytoalexini a PR-proteinu, zesileni
bunécné stény ukladanim ligninu a glukand ¢i tvorbu silngj$i kutikuly (Fontana et al., 2021; Neto et al.,
2002). Endofytické houby produkuji také fadu sekundarnich metabolitt, jeZz produkuji i samotné
rostliny, jako jsou napf. komponenty bunééné stény a také enzymy xylanasy, celulasy a chitinasy
(Fontana et al., 2021). Nékteré studie prisly s teorii, Ze endofyty se béhem koevoluce s hostitelskou
rostlinou prizpusobily na jeji vnitini prostedi a ziskaly ¢ast hostitelské DNA, ktera se zaclenila do
genomu endofytu, ¢imz ziskaly schopnost syntetizovat bioaktivni latky (Kour e al., 2008). Podle
n¢kterych teorii doslo i k opaénému procesu, kdy hostitelska rostlina ziskala ¢ast DNA endofytu (Pileggi
et al., 2009). Tudiz endofytické houby mohou uvnitf hostitele regulovat biochemické procesy vedouci
k produkci latek, jez jsou nasledné vyuzivany jak samotnym endofytem, tak hostitelskou rostlinou
(Strobel et al., 2004). Prikladem muze byt houba Gilmaniella sp. izolovana z rostliny Atractylodes
lancea, ktera udajn¢ produkuje metabolity s elicitorovou aktivitou, jezZ ptisobi na dan¢ho hostitele, ¢imz
se muze podstatn¢ zlepsit celkovy obsah tékavych olejnatych latek (Wang et al., 2011). Dalsim
prikladem muze byt endofyticka houba Piriformospora indica, ktera se vyznauje zajimavymi
vlastnostmi jako je zlepSeni rastu, schopnost navozeni rezistence vici fytopatogenum jako je Fusarium,
a to u jeCmene (Hordeum vulgare) (Deshmukh et al., 2006), pSenice (T. aestivum) (Serfling et al., 2007),
kukufice (Z. mays) (Kumar et al., 2009). Diky tomu by tato houba mohla najit uplatnéni zejména
v zemédélstvi (Fontana et al., 2021). Podle Liljeroth et Bryngelsson, 2002, se Microdochium bolleyi
podili na spusténi indukované systémoveé rezistence u jeCmene (Hordeum), protoze bylo zjisténo, Ze
potlacuje priznaky onemocnéni zpusobené patogenem Bipolaris sorokiniana v listech, prestoze zde
nebyla fyzicky pfitomna (Shadmani et al., 2018).

Jak jiz bylo zminéno endofyty se také podili na navozeni tolerance rostlin k abiotickému stresu,
coz ma velky vyznam v zemédé€lstvi. V posledni dobé je uroda zemédélskych plodin vyznamné
ovlivnéna klimatickymi zménami, a proto je ¢im dal vétsi poptavka po novych praktikach, které by
mohly zlepsit vynosy plodin i v pfipad¢ riistu pfi teplotnim stresu (predevs§im pfi vysokych teplotach)
(Ali et al., 2018). Pii nadmérné vysokych teplotach se zvysuje rychlost transpirace, snizuje se i¢innost
fotosyntézy a zhorsSuje se hospodareni s vodou. Bylo prokazano, ze osetfeni rostlin endofytickou houbou
Thermomyces sp. snizuje rychlost transpirace a rostliny si udrzuji vyssi obsah vody v listech (Ali et al.,
2018). Tato houba také zvySuje celkovy obsah cukri, flavonoidu, saponini, rozpustnych proteina

a antioxidanti, coz bylo pozorovano napfiklad u okurky (Cucumis). U okurky navic doslo
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i k prodlouzeni kofent, coZ je vyznamna adaptace na rust v poustnich ekosystémech a umoziuje rostling
Iépe ziskat vlhkost a Ziviny z pudy v podminkach s nedostatkem vody (Ali er al., 2018). Dale se
endofyty mohou podilet i na zvyseni tolerance vii¢i vodnimu stresu. Jedna z hypotéz je vyuziti oxidu
uhli¢itého vyprodukovaného endofyty samotnymi rostlinami (Bloemen et al., 2013). Fotosyntéza by pak
mohla nadale probihat, ¢imz by se vyrovnala ztrata oxidu uhli¢itého v dusledku uzavieni praduchu
urostlin ve stresovych podminkach (Bloemen et al., 2013). V neposledni fadé¢ endofyty umoziuji
rostlinam tolerovat vysoké koncentrace tézkych kova v pud¢, a to kupfikladu u psenice (Malik et al.,
2020). Prikladem muze byt endofyticka houba Penicillium roqueforti, jez omezuje prijem tézkych kovi

rostlinou, ktera roste v kontaminované pud¢ (Ikram et al., 2018).

3.3 Molekularni metody detekce a identifikace endofytu

Mezi ¢asto vyuzivané metody k detekci riznych houbovych organismi se fadi tzv. kultivaéni
metody. Pouziti t¢chto metod bylo popsano zejména pro diagnostiku fytopatogennich hub, nicmén¢ jsou
aplikovatelné i na endofytické houby, jejichz diagnostika je ¢im dal vice pfedmétem zajmu. Detekce by
m¢la byt predevsim efektivni a v pfipad¢ fytopatogennich hub by také meéla zajistit jejich identifikaci
v ranych stadiich infekce, ¢imz se nasledné mize predejit rozvoji zavaznych onemocnéni rostlin
(Sankaran et al., 2010). Konvenéni metody detekce jsou zalozené na identifikaci viditelnych priznaku
(tvorba konidii, mycelii, morfologické zmény rostliny) (Toér er Woods-Tér, 2017; Nezhad, 2014)
a zpravidla zahrnuji nékolik krokia. V pfipadé endofyti se jedna o ocisténi rostlinného pletiva pod
tekouci vodou, povrchova sterilizace zajistujici usmrceni veskerych mikroorganismua (epifytu) na
povrchu hostitele, izolace endofytickych hub po pfeneseni rostlinného pletiva na agarové médium
a odliseni jednotlivych endofytu na zakladé morfologickych charakteristik (Sun e Guo, 2012). Dale
zahrnuji pouziti mikroskopickych technik a biochemickych testu, které jsou v§ak v mnohych pfipadech
velmi pracné a vyzaduji znanou znalost o houbovych organismech a jejich taxonomii (McCartney
et al., 2003; Pryce et al., 2003). Tyto metody jsou tedy pfedev§im vyuzivany zkuSenymi mykology.
Rist mycelia na agarovém médiu umoziuje zhodnoceni fyziologickych charakteristik jako je barva
kolonie a intenzita rastu ¢i mikroskopickou vizualizaci pohlavné nebo nepohlavné vzniklych spor (Hyde
et Soytong, 2008). Svételna mikroskopie umoziuje posouzeni barvy, tvaru a povrchové struktury spor.
Nicméné identifikace jednotlivych hub pouze na zakladé morfologickych vlastnosti neni vzdy
dostacujici (Geiser, 2004), obzvlasté kdyz je cilem identifikovat konkrétni druh (Hughes ef al., 2013;
Lutzoni et al., 2004). Navic pouze n¢které druhy endofyti mohou byt kultivovany in vitro (Azevedo
et Araujo, 2007). Stejn¢ tak iimunochemické metody, jez se vyuzivaji k diagnostice endofytu
¢i fytopatogennich hub ¢asto vykazuji nedostatecnou afinitu a pfi jejich pouziti muze dojit k interferenci
vlivem kontaminanti (Meng et Doyle, 2002). Proto je tedy v dnesni dob¢ snaha nahradit tyto metody
metodami molekularnimi, diky kterym je mozné se témto nedostatkim vyhnout (Hariharan
et Prasannath, 2021). Molekularni metody jsou sice vice nakladné, za to jsou vSak rychlé, citlivé, presné

a mohou byt vyuzity na analyzu velkého mnozstvi vzorki (Ahmad et al., 2019). Diky tomu je mozné
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detekovat ruzné organismy i v pripadé, Ze jsou v rostling pfitomny pouze v malém mnozstvi (Rollins
etal., 2016; Luchi et al., 2013). Detekce endofyti pomoci molekularnich metod zahrnuje obecné
nckolik kroku jako je izolace genomové DNA, purifikace a kvantifikace ziskané DNA (Hariharan
et Prasannath, 2021). Pro izolaci DNA jsou v soucasnosti ¢asto vyuzivany komercni kity pro extrakci
nukleovych kyselin (Martinelli et al., 2014).

Mezi hojn€ vyuzivané molekularni metody endofytii se fadi rizna provedeni polymerazové
fetézove reakce, a to predevsim standardni PCR (Martin et Dombrowski 2015; Yoo et Eom, 2012; Doss
et al., 1998 a dalsi) a Real-time PCR (qPCR) (Chow et al., 2018; Landa et al., 2013; Cook et al., 2009).
Dale se také vyuzivaji techniky zalozené na DNA microarrays, hybridizace in situ a sekvenovani
(Hariharan et Prasannath, 2021). DNA microarrays nazyvané také jako DNA Cipy predstavuji pevné
nosice (nylonové membrany, silikonové nebo sklenéné desticky) s navazanymi hybridizacnimi sondami
(Snustad et al., 2017). Tyto sondy pak hybridizuji s danou DNA.

Ke studiu diverzity a k odliSeni jednotlivych houbovych organismi, a tedy i endofytickych hub
pomoci molekularnich metod se ¢asto vyuziva ITS oblasti houbové rDNA nebo gen kodujici 18S rRNA
(Monard et al., 2013). ITS oblast (z angl. internal transcribed spacer, vnitini transkribovany mezernik)
je slozena z dalSich dvou oblasti oznacovanych jako ITS1 a ITS2, které odd€luji geny kodujici
ribozomalni rRNA tvofici jednotlivé podjednotky ribozomu. Oblasti ITS1 a ITS2 jsou po transkripci
vystépeny (Brasileiro er al., 2004). Nejcastéji se amplifikuje sekvence zahrnujici ITS1 a ITS2, mezi
nimiz lezi gen koédujici 5.8S rRNA (Korabecna, 2007), a to napriklad pomoci tzv. univerzalniho paru
primert ITS1 alITS4, které poprvé navrhli v roce 1990 White et al. (obrazek 2). Tyto primery
amplifikuji ITS oblasti fady houbovych organismu a dobfe funguji zejména pfi analyze DNA izolované
z jednoho daného organismu, avSak v pfipadé vzorku DNA izolované z hostitelské rostliny mohou
amplifikovat i sekvence rostlinné DNA (Martin et Rygiewicz, 2005). Proto se také vyuzivaji primery
ITS1-F a ITS4-B (Gardes et Bruns, 1993), jeZ jsou specifické pro houby a rostlinnou DNA neamplifikuji
(Martin et Rygiewicz, 2005). Vyhodou ITS oblasti oproti genu kodujici 18S rRNA je jejich vysoka
variabilita u blizce pfibuznych druhti hub (Monard et al., 2013), zaroven jsou vSak tyto oblasti vysoce
konzervativni v ramci druhu. Stejné tak je vyhodné i to, Ze geny kodujici rRNA jsou v genomu pritomny
v mnoha kopiich (Glynn et al., 2007; Vilgalys et Gonzales, 1990), tudiz je mozno amplifikovat danou

DNA sekvenci, a to i presto, ze se ve vzorku nachazi v nizké koncentraci.
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Obrazek 2: Schématické znazoméni houbové rDNA s ITS1 a ITS2 oblastmi odd€lujici
geny kodujici 1885, 5.8S, 28S rRNA, upraveno dle Brasileiro et al., 2004.

Legenda: ITS5/ITS4 a ITS1/ITS4 — par univerzalnich primera (White er al., 1990) pro
amplifikaci ITS1-5.8S-ITS2 sekvence.

3.3.1 Piiklady molekularni detekce endofytickych hub

Prikladem vyuziti molekularnich metod pro diagnostiku endofytt je detekce endofytickych hub
Microdochium bolleyi a Microdochium phragmitis v rakosu obecném (Phragmites australis), kterou
provedli Ernst ef al., 2011. V tomto experimentu byla konkrétn¢ vyuzita nested-PCR (také nazyvana
jako odstupiiovana PCR (Smarda ef al., 2005)), a to s cilem identifikovat tyto endofyty a zjistit, zda jsou
schopny spolecné existence v jednom hostiteli/rostlinném organu zaroven, v tomto ptipadé v kotfenech
rakosu. Nested-PCR vyuziva dvé sady part primert a probiha ve dvou fazich, ¢imz je zajisténa vyssi
specifita a senzitivita (Hariharan et Prasannath, 2021). Varianta této PCR umoziuje v prvni fazi
amplifikace vyuzit nespecifické primery pro detekci nékolika organismu a v druhé fazi pak primery
specifické pro konkrétni druh (Bhat er Browne, 2010). Na zaklad¢ provedeni nested-PCR bylo zjisténo,
ze jak M. bolleyi, tak M. phragmitis kolonizuji preferencné koteny rakosu obecného (Ernst et al., 2011).
Nicméné M. bolleyi se vyskytuje spiSe v kofenech na susSich mistech, zatimco M. phragmitis kolonizuje
kotfeny v zaplavenych oblastech (Ernst et al., 2011).

Dalsim prikladem muze byt molekularni detekce a kvantifikace endofytu Epichloé a jeho blizce
pribuznych druhtt Acremonium spp. (Clavicipitaceae, Ascomycotina) v traviné svefep vzpiimeny
(Bromus erectus) (Groppe et Boller, 1997). Pro detekci téchto endofyti byly pouZity specifické primery
amplifikujici oblast mikrosatelitového lokusu (Groppe et al., 1995). Mikrosatelitové lokusy jsou vysoce
polymorfni, tudiz jejich analyzou Ize ziskat informace o genetické diverzité danych kment hub (Groppe
et al., 1995). Jednotlivé alely mikrosatelitovych lokusii mohou byt detekovany rozdélenim vzniklych
PCR produktt pomoci elektroforézy v agarozovém gelu (Groppe et al., 1995).

Metoda PCR byla vyuzita i pro detekci endofytu Acremonium (Epichloé) coenophialum
v listovych pochvach a semenech kostravy rakosovit¢ (Festuca arundinacea) (Doss et Welty, 1995)

a pro detekci endofytl z rodu Neotyphodium vyskytujicich se také v kostravé rakosovité (Doss et al.,
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1998). V experimentu (Doss et al., 1998) byly pouzity primery pro amplifikaci sekvence intronii genu
kodujici tubulin 2 a bylo zjisténo, Ze jsou specifické pravé pro endofyty z rodu Neotyphodium. Nicméné
v n¢kterych pfipadech byly ziskany fale$né negativni vysledky, jelikoz tyto endofytické houby se
nevyskytuji rovhomérmné ve vSech pletivech. Nékteré endofyty z rodu Neotyphodium, jako je napriklad
Neotyphodium lolii se také nachazi v jilku vytrvalém (Lolium perenne) (Zhou et al., 2014). Tento
endofyt podporuje rist jilku, a to zejména v neptiznivych podminkach a pfi napadeni hmyzim Sktidcem
(Thom et al., 2012). Nicméné nékteré kmeny se podili na produkei alkaloidu zpusobujici otravy dobytka
(Thom et al., 2012; Young et al., 2009). Detekce a kvantifikace tfi vybranych kmenu endofytu
Neotyphodium lolii byla provedena pomoci kvantitativni Real-time PCR na zaklad¢ navrzenych primera
pro detekci genti zodpovédnych za produkei sekundarich metaboliti (Zhou et al., 2014). Jelikoz odlisné
kmeny Neotyphodium lolii produkuji rizné alkaloidy, bylo mozné je s pomoci téchto primert odlisit
(Zhou et al., 2014).

Pro vytvoreni PCR primert specifickych pro detekci endofytu Acremonium implicatum v travé
z rodu Brachiaria byla pouzita metoda RAPD (z angl. Random amplified polymorphic DNA technique)
(Kelemu et al., 2003). Jedna se o metodu zalozenou na PCR, ktera vyuziva jeden primer s arbitrarni
sekvenci pro nahodnou amplifikaci nespecifikovanych genomovych sekvenci s cilem ziskat sadu
amplifikovanych DNA fragmenti predstavujici geneticky profil daného organismu (Mbwana et al.,
2006). DNA polymorfismus je pomoci této metody detekovan jako pritomnost nebo absence urcitych
amplikonii mezi riznymi jedinci (Williams et al., 1990). Na zakladé¢ amplifikovanych tseki DNA
ziskanych pomoci metody RAPD a jejich osekvenovanim se Kelemu er al., 2003 podafilo vytvorit
vysoce specifické primery pro rychlou a presnou detekci Acremonium implicatum.
3.3.2 Kbvantifikace endofytii pomoci kvantitativni Real-time PCR

Detekce a zaroven kvantifikace endofytickych hub muze byt provedena pomoci tzv.
kvantitativni Real-time PCR (qPCR), jez byla vyuzita i vramci tohoto experimentu. Tudiz
prostiednictvim qPCR lze ziskat vysledky jak kvalitativni, tak kvantitativni. Pfi tomto typu PCR je
mnozstvi syntetizovanych produkti zaznamenano prubézné v realném case, automaticky po kazdém
cyklu (McCartney et al., 2003). Ke kvantifikaci se nejcastéji vyuzivaji bud” fluorescencni barviva,
napiiklad SYBR green I, ktera se nespecificky interkaluji do nové vznikajici dvouvlaknové DNA nebo
fluorescenéné znadené sondy TagMan™ (Smarda er al., 2005). Po ozafeni barviva SYBR green I
modrym svétlem o vlnové délce 480 nm dojde k emisi zelen¢ho svétla o vinové délce 520 nm
(Rodriguez-Lazaro et Hernandez, 2013). Barvivo SYBR Green I se konkrétné vaze na mensi zlabek
dsDNA, nenavazané barvivo vykazuje pouze nizkou fluorescenci, avSak navazanim na dsDNA se
intenzita fluorescence vyrazné zvysuje (Rodriguez-Lazaro et Hernandez, 2013). Signal se dale zvySuje
se vzristajicim mnozstvim PCR produktu (Smarda et al., 2005). V dusledku nespecifity fluorescenénich
barviv v§ak muze dojit k jejich vazb¢ i na artefakty (primer dimery), proto je nutné mit navrzené vysoce
specifické primery (McCartney et al., 2003). Sondy jsou na rozdil od fluorescenénich barviv specifické

pro konkrétni sekvenci cilové DNA, na kterou se béhem reakce nasledn¢ navazi (Hariharan
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et Prasannath, 2021). Fluorescencné znacené sondy se vyznacuji pritomnosti reportérového fluoroforu
na 5" konci a molekulou zhasece (angl. quencher) na 3" konci (Narayanasamy, 2011). Molekula zhasece
blokuje fluorescenci reportérové molekuly, avSak béhem elongace amplikonu dochazi k odstépeni
reportérového fluoroforu v disledku 5°'-3’exonukleazové aktivity Tag DNA polymerazy
(Narayanasamy, 2011). Vysledkem oddaleni fluoroforu od molekuly zhasece je narast fluorescence
(Narayanasamy, 2011).

V zavislosti na fluorescencni aktivité muze byt cely prubéh reakce znazomén pomoci
amplifikacni kfivky (obrazek 3), ktera vyjadiuje zavislost namérené fluorescence na daném cyklu.
(Rodriguez-Lazaro et Hermandez, 2013). Iniciacni faze zahrnuje pocatecni cykly reakce (Rodriguez-
Lazaro et Hernandez, 2013), ve kterych je fluorescencni signal prili§ nizky, odpovida hodnoté pozadi
¢ili negativni kontrole oznacovan¢ jako NTC (z angl. no template control), a tudiz jej nelze jesté zmérit
(Kralik et Ricchi, 2017). Béhem exponencialni faze dochazi k exponencialnimu narustu fluorescence,
a to do doby, nez je dosazena plateau faze (Rodriguez-Lazaro et Hernandez, 2013). V plateau fazi se jiz
intenzita fluorescence neméni. Intenzita naméfené fluorescence je tedy uméma mnozstvi
amplifikovanych produktt (amplikont). Cyklus, ve kterém je narast fluorescence takovy, zZe jej 1ze jiz
detekovat (prekroceni fluorescence nad uroven pozadi (angl. threshold)), je na amplifikaéni kfivce
oznacen jako Cq (z angl. quantification cycle) (Kralik et Ricchi, 2017). Hodnota Cq, nazyvana také jako
C: (z angl. cycle threshold) pak slouzi k vypoctu poc¢ateéniho mnozstvi cilové molekuly DNA ve vzorku
(Narayanasamy, 2011), jednotlivé hodnoty C, se ode¢itaji v exponencialni fazi. Cim vétsi je po&atedni
koncentrace cilové molekuly DNA ve vzorku, tim bude pocet cyklu k dosazeni prahové hodnoty mensi

(a tedy i hodnota C4 bude nizsi).
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Obrazek 3: Faze amplifika¢ni kfivky, upraveno dle Rodriguez-Lazaro ef Hernandez, 2013.
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Nicméné narist fluorescence muze byt také zpiisoben i artefakty (napf. jiz zminéné primer
dimery), a to predevsim v pripadé nespecifického znaéeni DNA. To znamena, ze hodnota Cqmiize byt
dosazena 1 v pripad¢, ze doslo k amplifikaci artefaktu a tim padem bude ziskan fale$né pozitivni
vysledek. Krom¢ toho bude hodnota Cq nizsi, nez by byla v pfipadé pritomnosti pouze specifickych
produkti (Ruiz-Villalba et al., 2021). Pritomnost nespecifickych produktii Ize zjistit pomoci analyzy
krivek tani (angl. Melting curve analysis) (Ririe et al., 1997), jelikoz rozdiln¢ produkty maji odlisné
teploty tani. To znamena, Zze pokud se vytvori vice nez jeden vrchol (peak) muze to znacit pritomnost
nespecifickych produkta (Ruiz-Villalba ef al., 2021).

Kvantifikace pomoci kvantitativni Real-time PCR muze byt absolutni nebo relativni (Kralik
et Ricchi, 2017). Absolutni kvantifikaci lze pfimo determinovat absolutni mnozstvi cilové DNA ve
vzorku, a to na zaklad¢ sestrojeni kalibra¢ni pfimky série standardi (fedici fada pfipravena napf.
desitkovym fedénim) o znamé koncentraci (znamém poctu kopii DNA) (Kralik ef Ricchi, 2017; Bustin
et al., 2009; Kubista et al., 2006; Yang et Rothman, 2004). Z této kfivky se pak odecita koncentrace
neznamého vzorku. Relativni kvantifikace vyuziva vnitini kontrolu (referenc¢ni vzorek) a Casto se
provadi pfi studiu exprese ur¢itého genu (Bustin ef al., 2009). Jako vnitini kontrola se vyuziva tzv.
‘house-keeping’ gen (referen¢ni gen) majici odliSnou sekvenci od cilové sekvence DNA (Kozera
et Rapacz, 2013). Referencni gen musi spliiovat urcita kritéria (Chervoneva et al., 2010). Velmi dalezité
je, aby exprese referenéniho genu nebyla ovlivnéna experimentalnimi podminkami (Kozera ef Rapacz,
2013). Intenzita exprese referenéniho genu by také neméla vykazovat variabilitu mezi jednotlivymi
tkanémi/pletivy a vyvojovymi stadii dan¢ho organismu (Kozera et Rapacz, 2013). Naopak musi
demonstrovat rozdily v expresi zpusobené nedokonalosti pouzité technologie ¢i pfipravnych postupu
aje vhodné, aby hodnota Cq referenéniho genu byla podobna jako C4 hodnota genu zajmu (Kozera
et Rapacz, 2013). Referencni gen byl mél byt také specificky pro konkrétni druh a je vhodné, aby byl
v genomu pfitomny v malém poctu kopii (Zhu et al., 2014). Relativni kvantifikace se velmi Casto
vyuziva pro stanoveni miry exprese dan¢ho genu, pri¢emz se zjist'uje mira exprese (koncentrace mRNA)
cilového genu ve srovnani s referencnim genem (Bustin et al., 2009). K tomu se vyuziva napiiklad tzv.
vypoéet delta-delta (2724°Y) (Bustin ef al., 2009). V piipadé relativni kvantifikace daného organismu
umoziuje vnitini kontrola (referencni gen) uréit do jaké miry obsahovaly testované vzorky srovnatelné
mnozstvi DNA (Matusinsky, 2021, uzitny vzor).

Vyhodou kvantitativni Real-time PCR je, Ze vzniklé produkty neni nutno separovat pomoci
elektroforézy, jelikoz amplifikace a kvantifikace probihaji zaroven v prub¢hu reakce. Stejné tak je
vyhodné ito, Ze qPCR umoziiuje jiz zminénou analyzu kiivek tani, diky niz je mozné odlisit nespecifické
produkty nebo primer dimery (Sibley et al., 2012). Na rozdil od konvencni PCR, ktera umoziiuje tzv.
end-point analyzu je Real-time PCR mnohem piesnéjsi, jelikoz informace o mnozstvi DNA ve vzorku
jsou ziskavany na zaklad¢€ jiz zminénych Cq hodnot, které se odecitaji v exponencialni fazi v prubéhu
kazdého cyklu (Manter et Vivanco, 2007). Pomoci kvantitativni Real-time PCR lze tedy detekovat

napiiklad narist ¢i pokles mnozstvi dan¢ho endofytu v rostlinném hostiteli v priitbéhu casu.
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3.4 Mikroskopické metody pouzivané ke kvantifikaci endofytu

Mezi tradi¢ni metody, jeZ umoziuji uréitym zptisobem kvantifikovat (a vizualizovat) endofyty
v rostlinnych pletivech, patfi metody mikroskopické (Ahmad et al., 2019), kterym predchazi zpravidla
barveni. Hyfy vétSiny endofytickych hub jsou bezbarvé, zatimco kofeny rostlin jsou obvykle tvofeny
n¢kolika vrstvami bunék a mohou byt na svém povrchu pigmentované, to znamena, ze detekce
kofenovych endofyti mize byt obtizna (Kaminskyj, 2008). Pro detekci pritomnosti endofytu uvnitf
hostitele je tedy nutné jej zviditelnit pomoci specifickych barviv. Vyjimku tvoii pouze zastupci endofyti
s tmav¢ pigmentovanymi hyfami (jiz zminéné ‘dark septate endofytes’), které 1ze v kofenech pozorovat
bez barveni (Jumpponen et Trappe, 1998). Mezi typicka barviva vyuzivané pro barveni endofytickych
hub patfi methylénova modf, anilinova modr ¢i bavinikova modr a laktofenolova modf (Ahmad et al.,
2019). Methylénova modrf je vhodna pro pozorovani morfologickych charakteristik (Moemen et al.,
2015), bavlnikova modf barvi protoplazmu bun¢k, avSak nikoli bunééné stény (Ahmad et al., 2019)
a anilinova modr je vhodna pro barveni mycelii (Porter et al., 1977).

Jednou z tradicnich metod kvantifikace endofytu v kofenech, jez lze provést s pouzitim
mikroskopu je tzv. prusefikova metoda (Giovannetti e Mosse, 1980). Tato metoda byla puvodné
zavedena pro kvantifikaci endomykorhiznich hub, které v kortikalnich burikach kofent vytvari tzv.
arbuskuly ¢i vezikuly. Jeji princip spoéiva v pouziti Petriho misek, které maji na spodni strané
nakreslenou mfizku (Giovannetti ef Mosse, 1980) nebo se pod spodni ¢ast Petriho misky vlozi pruhledna
folie s vyznacenou cCtvercovou miizkou (Metody stanoveni kolonizace kotrent, 2001). Pomoci této
metody se sleduji pruseciky kofenovych segmentt s mfizkou a zaznamenava se pfitomnost ¢i absence
struktur vytvofenych danou houbou (Giovanneti et Mosse, 1980). Pfi kvantifikaci priisecikovou
metodou je vhodné, aby jednotlivé kofeny byly usporadany rovnobézng s delsi stranou mikroskopického
sklicka (Kaminskyj, 2008). Zacina se v jednom rohu zorné¢ho pole, a to tak, aby priseciky mfizky byly
umistény kolmo na osu dan¢ho kotene (Kaminskyj, 2008). Je nutné prozkoumat kofen v celé své
hloubce, a to pomoci jemného zaostiovani. Poté by se sklicko mélo posunout lateralné o jedno zorné
pole a cely proces zopakovat (Kaminskyj, 2008).

Dalsi moznou metodou kvantifikace je tzv. preparatova metoda = (Giovannetti er Mosse, 1980).
Jedna se o nesystematickou metodu, ktera se provadi pfi vysokém zvétSeni. Provedeni této metody je
jednodussi nez u prisecikové metody. Obarvené kofenové segmenty o délce priblizné 1 cm se umisti na
podlozni sklicko do prislusného média (nejcastéji glycerolu) a pozoruji se pod mikroskopem pii zvétSeni
100x-400x (Metody stanoveni kolonizace kofent, 2001). U kazdého segmentu je zaznamenan vyskyt
(+) nebo absence (—) kolonizace endofytem. Tato metoda vSak miize poskytovat i tzv. nadhodnocené
vysledky (zavisi na délce pouzitych segmentt), jelikoz segment, ktery byl oznacen (+) nemusi byt
kolonizovan po celé své délce, ovSem segment (—) je bez pritomnosti endofytu (Metody stanoveni
kolonizace kofenti, 2001). Nasledné je proveden vypocet procentudlniho zastoupeni kofenovych

segmentl kolonizovanych danym endofytem. V praxi miize byt tedy mira kolonizace vypocitana jako
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pocet kofenovych segmentti (vzdy dlouhych 1 cm), jez jsou v jakékoliv mife kolonizovany danym
endofytem déleno celkovym poctem zkoumanych segmentt (Sun et Tang, 2012).

Preparatova metoda je vSak pfilis pracna a ma mnoho uskali, kter¢ v kone¢ném dusledku vedou
k nepfesnym vysledkim. Nicméné nékterym znich lze predejit. Tyka se to predevS§im vybéru
kofenovych segmentu, kdy je dulezit¢, aby segmenty pro kvantifikaci byly odebrany tésné pod
kotfenovym krckem. V téchto mistech je totiz zastoupeni klastrii chlamydospor nejvétsi. Nicméné, jak
uz bylo naznaceno, mikroskopické zhodnoceni kolonizace endofyty je velmi subjektivni, protoze

vysledky zjisténé ruiznymi osobami se mohou lisit.

3.5 Charakterizace organismu Brachypodium distachyon a popis soucasnych znalosti o vyuziti
B. distachyon ve vyzkumu obecné

3.5.1 Zakladni charakteristika

Brachypodium distachyon je prvni druh travy z podceledi Pooideae ¢eledi Poaceae, jehoz genom
byl kompletné osekvenovan (The International Brachypodium Initiative, Nature 463, 2010). Rod
Brachypodium je v ramci fylogenetického stromu sesterska skupina Triticeae a Poeae, to znamena, ze
je pribuzny s fadou obilovin (pSenice (Triticum), Zito (Secale), je¢men (Hordeum)), a tudiz slouzi jako
vhodny jednodélozny modelovy systém ve vyzkumu zemédélsky vyznamnych rostlin (Li ef al., 2012).
B. distachyon patii mezi plané rostouci travy pfedevs§im v oblastech mimého a subtropického pasma
(Hasterok et al., 2006) (oblasti Stfedomofi a Stfedniho vychodu) na prevazné chladngjSich a vlhkych
mistech (Li et al., 2012). Jedna se o C; rostlinu, ktera vytvari klasky s 10 az 12 semeny (S-Y Hong et al.,
2011). B. distachyon se obecné vyznacuje vlastnostmi, které jsou typické pro modelové rostliny, patfi
mezi n¢ predevsim relativn€ maly vzrast (15-30 cm), kratky Zivotni cyklus (8-12 tydni), snadna
kultivace v laboratofi a jeho genom patfi mezi nejmensi v porovnani s ostatnimi diploidnimi travami
(asi 300 Mbp) (Li et al., 2012; The International Brachypodium Initiative, Nature 463, 2010).
V neposledni fadé muze byt také transformovan bakterii Agrobacterium (Vogel et Hill, 2008).
3.5.2 Vyuziti a vyznam

Brachypodium distachyon se vyuziva v zakladnim vyzkumu vyvoje rostlin, ve vyzkumu
interakce rostlin s mikroorganismy, ve vyzkumu vlivu abiotického stresu, evolucéni a systémové biologie
(Scholthof et al., 2018). B. distachyon dale nachazi uplatnéni ve vyvoji novych prostfedkii namifenych
ke zlepsSeni vlastnosti ostatnich Cs rostlin z mirného podnebného pasu, jako je psSenice (Triticum
aestivum) a jeémen (Hordeum vulgare), jez se tadi mezi celosvétové vyznamngé plodiny (Scholthof
et al., 2018). JelikoZ se bunééna sténa B. distachyon na bunééné urovni podoba bunécné sténé ostatnich
trav, slouzi B. distachyon také jako idealni modelovy organismus pfi studiu biosyntézy bunééné stény
(Bouvier et al., 2012). Mimoto ma B. distachyon podobnou anatomickou stavbu cévnich svazku jako C;
travy, tudiz je vhodnym modelem ke studiu slozeni cévnich svazku a jejich vyvoje v souvislosti

s narustajici produkci biomasy a biopaliva z trav vyuzivanych pro krmné ucely (Matos et al., 2013).
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Vyznam B. distachyon se také uplatiiuje pii studiu mechanismu tolerance rostlin k abiotickému
stresu, coz ma velky vyznam predev§im pro zemédélstvi, jelikoz to umoziuje vyvinout plodiny se
schopnosti odolavat zméné klimatu a extrémnim podminkam Zivotniho prostfedi (Scholthof et al.,
2018). B. distachyon totiz reaguje na abioticky stres podobnym zpiisobem jako psenice, Zito a jeCmen
v disledku podobné adaptace na podnebi mirmého pasu a Cs; fotosyntéze (Des Marais et Juenger, 2016).
Rostlina B. distachyon byla také pouzita pfi studiu vlivu velmi nizkych teplot na obiloviny, které rostou
v mimém podnebném pasu (Colton-Gagnon et al., 2014). Colton-Gagnon et al., 2014 prokazali, Ze
B. distachyon se na chladné aZz mrazivé podnebi aklimatizuje podobnym zptisobem jako ozimé obiloviny
a ze tzv. ,,zimni* genotypy B. distachyon (Bd1-1, Bd18-1, and Bd29-1) jsou schopné tolerovat mraz
prostrednictvim akumulace osmoticky aktivnich latek jako je prolin a sacharidy a dale pomoci aktivace
tzv. ‘cold-responsive’ genu kodujicich ‘cold-regulated proteins’ (COR).

V neposledni fadé se Brachypodium distachyon vyuziva jako modelovy organismus ve
vyzkumu interakce hostitel-patogen, jelikoz u obilovin (pSenice, jeCmen) je v dusledku jejich velkého
genomu a neudinné transformace vyzkum obtizny (Zhong et al., 2015). B. distachyon muze byt
hostitelem fady houbovych patogent (Garvin et al., 2008) jako je napt. Magnaporthe grisea, jez napada
ryzi (Draper et al., 2001), dale Fusarium graminearum a Fusarium culmorum, které¢ zptisobuji zavazna
onemocnéni psenice (Zhong et al., 2015). Dale je také hostitelem hub zptsobujici rzivost obilovin jako
je Puccinia brachypodii (Fitzgerald et al., 2015), v pripad¢ rzi (Uredinales) vsak B. distachyon vykazuje
tzv. nehostitelskou rezistenci, jeZ je zaloZena na nespecifické obranné reakci (Ayliffe er al., 2013).
Infikovanim B. distachyon danym houbovym patogenem lze zkoumat podstatu interakce s hostitelskou
rostlinou, v tomto pripad¢, jak dany houbovy patogen reaguje se zemédélsky vyznamnymi obilovinami
(Zhong et al., 2015). Prikladem vyuziti B. distachyon jako modelovy systém muze byt jeho interakce
s Cochliobolus sativus, ktery napada velké mnozstvi hostitelii véetné pSenice, jeCmene a jinych trav
(Zhong et al., 2015). Ukazuje se, ze rostlina Brachypodium distachyon by také mohla byt vhodnym
genetickym modelem pro zkoumani interakce a vlivu patogennich hub pravé zrodu Fusarium
zpusobujici fuzaridzy obilovin (Peraldi et al., 2011). Doposud pouZzivana modelova rostlina Arabidopsis
thaliana neni totiz pro vyzkum obilovin vhodna (Peraldi er al., 2011). Navic pfiznaky vyvolané
patogeny z rodu Fusarium u Brachypodium distachyon maji velmi podobny projev jako u pSenice

(Peraldi et al., 2011).

3.6 Charakterizace pSenice z hlediska interakci s endofytickymi houbami

Na utvareni rostlinného mikrobiomu (tedy i zastoupeni endofyti) se zvelké casti podili
interakce mezi genotypem hostitele a lokalitou riistu (environmentalni faktory) (Azarbad et al., 2020;
Rojas et al., 2020b; Fitzpatrick et al., 2018). Nicmén¢ vliv lokality riistu na zastoupeni endofytickych
hub u psSenice se miize ménit v zavislosti na odli§nych abiotickych a biotickych faktorech, které na
rostliny na jednotlivych mistech ptsobi (Schlatter et al., 2020; Sapkota et al., 2015). Hlavnim zdrojem
mikrobialniho inokula u psSenice je puda, vzduch (spory pfenasené vzduchem, tj. horizontalni prenos)

a semena (Zarraonaindia et al., 2015; Hodgson et al., 2014; Maignien et al., 2014). Nicmén¢ zdroj
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inokula se lisi pro jednotliva rostlinna pletiva a organy. Na molekularni urovni se na vytvareni a regulaci
symbiotického vztahu mezi endofytem a pSenici mohou podilet epigenetické mechanismy (DNA
metylace, posttranslac¢ni modifikace histonu, aktivita malych RNA molekul (snRNA) a long noncoding
RNA (IncRNA)), které pozménuji strukturu chromatinu (Martienssen et Colot, 2001). Tyto epigenetické
regulace mohou byt indukovany vlivem plisobeni fady faktort v daném prostiedi a mohou se podilet na
fizeni exprese tzv. ‘stress-response’ genul u rostlin, jeZ jsou vystaveny urCité form¢ stresu (Varga
et Soulsbury, 2019; Ichida et al., 2007; Martienssen et Colot, 2001). Samotna pfitomnost endofyti muze
dokonce ovliviiovat DNA metylaci probihajici v rostlinném hostiteli (Varga et Soulsbury, 2019).
Navzdory dalezitému vyznamu epigenetické regulace v interakci mezi endofyty a pSenici je vSak stale
malo dostupnych informaci o této problematice (Blaszczyk et al., 2021).

Latz et al., 2020 zjistovali, jak moc je mikrobiom pSenice utvaren Zivotnim prostfedim, jez se
li$i na jednotlivych mistech a do jaké miry rostlinny genotyp (kultivar) prispiva k variabilité houbového
spolecenstva. K tomu, aby se zjistilo, zda typ rostlinn¢ho pletiva, lokalita rustu a genotyp hostitelské
rostliny ma vliv na spolecenstva endofytickych hub u psenice, byly pouzity blizce pfibuzné ozimé
kultivary pSenice. Tyto rostliny byly péstovany na dvou ruznych lokalitach. Ob¢ lokality se vyznacovaly
stejnym slozenim mikrobiomu v pudé, ve vzduchu a v semenech, avsak pusobily zde odlisné abiotické
faktory. Co se tycCe typu rostlinného pletiva/organu, nejvEétsi diverzitu houbovych organismu
vykazovaly kofeny, mén¢ pak semena a nejméné diverzifikované bylo zastoupeni organismii v listech.
Vysoka diverzita hub v kofenech odrazi vysokou rozmanitost pudnich organismu. Z toho vyplyva, ze
typ rostlinného pletiva ma nejvétsi vliv na spolecenstva endofytickych hub u pSenice. Rozdily v lokalité
rustu mély vliv pfedev§im na mikrobiom listi a v men$i mife na mikrobiom kotfent. Navic byly
pozorovany rozdily v zastoupeni nékterych druhi organismii v nadzemnich ¢astech rostlin. To se tykalo
predevsim rostlin, které¢ byly péstovany venku na rozdil od rostlin péstovanych ve vnitinich prostorech
(ve skleniku), u kterych se zastoupeni druhii nezmeénilo. U organismu, které se nachazely v kofenech,
tento vliv nebyl pozorovan. Tudiz odlisn¢ klimatické podminky venku a ve vnitinich prostorech se vice
odrazily na zastoupeni endofytickych organismu v nadzemnich ¢astech rostlin. Nejmén¢ vyznamny byl
vliv kultivaru. V neposledni fadé bylo zjisténo, Ze i mnozstvi patogennich organismu se lisi v zavislosti
na odli§ném prostfedi. Zastoupeni jednotlivych druhti endofyti pSenice je tedy ovlivnéno mnoha faktory
(Latz et al., 2020).

3.6.1 Endofyty v semenech pSenice

Jednim z pozorovanych vlivii endofyti u pSenice je jejich schopnost zlepsit kliceni semen pfi
teplotnim stresu a suchu. Semena maji funkci generativnich organu a hraji vyznamnou roli v roz§ireni
rostlin na nova stanovist¢ (Baskin et Baskin, 2004), zatimco endofytické houby mohou potencialné
ovlivnit, které¢ semeno vykli¢i jak v pfirodnich, tak urCitym zpusobem narusenych nebo znecisténych
habitatech (Hubbard et al., 2012). Proto je velmi dulezité, aby byla semena endofyty kolonizovana.
Kliceni semen je nezbytny proces pro preziti rostlin a jejich rozmnozovani jak v optimalnich, tak ve

stresovych podminkach (Hubbard et al., 2012). Tudiz vyvinuti urcité metody, ktera by mohla zlepsit
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a predpovédet aspeésnost vykliceni v pripadé nedostatku vody a pfi nadmérné vysokych teplotach ma
velky vyznam (Hubbard et al., 2012). Endofyty pfebyvajici v semenech a jez se prenasi osivem (angl.
seed-borne and seed-transmitted endophytes), mohou prodlouzit dormanci semen, a tudiz zajistit, aby
semeno vykli¢ilo az v pfiznivych podminkach (Kuzniar er al., 2020). Mikrobiom semen dale
predstavuje vychozi bod pro utvareni mikrobiomu novych semenact (Shahzad et al., 2018; Shade et al.,
2017).

3.6.2 Vyznam endofyti pro udrzitelné&jSi produkci pSenice

Schopnost endofytickych hub navodit zvySenou toleranci pSenice predevsim k abiotickému
stresu (zvySena koncentrace soli a tézkych kova v pudé, vysoka teplota) a biotickému stresu (Ahlawat
et al., 2021) a porozuméni komplexnimu vztahu endofyt-hostitel (pSenice), by mohlo pfispét k rozvoji
udrzitelnéj§iho zemédélstvi (Blaszezyk et al., 2021). Doposud jiz byly identifikovany endofytické
houby, které¢ by mohly byt vyuzity kupfikladu v biologické ochrané pSenice proti patogenu Fusarium
graminearum (Comby et al., 2007). Prikladem takovych endofyti je pravé M. bolleyi, ale také
Clonostachys rosea ¢i Penicillium olsonii (Rojas et al., 2020a). Princip biologické ochrany ps$enice proti
F. graminearum spociva v potlaceni populace patogenu prostiednictvim kolonizace pSenice témito
endofytickymi houbami (Gdanetz et Trail, 2017). Blaszczyk et al., 2021 popsali, ze zavaznost
onemocnéni zpusobené F. graminearum byla mnohem mens$i a mnozstvi patogenu uvnitt pseni¢nych
klast bylo sniZeno v pfipad¢, ze byla psenice inokulovana endofytickymi houbami alespori dva dny
predtim, n¢z byla pSenice vystavena kontaktu s patogenem.

Je nutn¢ vSak podotknout, Ze endofytick¢ houby mohou byt vyuzity v biologické ochrané
pSenice pouze tehdy, pokud spliuji uréité pozadavky. Nesmi byt Skodlivé pro ostatni rostliny
a zivoc¢ichy, musi byt efektivni v odstrariovani ¢i potlaCovani ristu dan¢ho patogenu a stejné tak musi
byt schopny pfezit v riznych podminkach prostfedi a byt kompatibilni s dalsimi bioaktivnimi latkami,
které se vyuzivaji pfi péstovani pSenice (Blaszczyk er al., 2021). Navic cely proces zahrnujici izolaci
endofytickych hub, posouzeni jejich efektivnosti v biologické ochrang in vitro, ve skleniku a na polich,
dale pak zajisténi masové produkce daného biologického agens je velmi komplikovany (Blaszczyk
et al., 2021). Tudiz vyuziti biologické ochrany u pSenice je zna¢n¢ narocné na provedeni (Blaszczyk

etal.,2021).
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4 MATERIAL A METODY

4.1

4.2

@)

Biologicky material

Osivo ozimé pSenice (Triticum aestivum, odrida Bohemia)

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

6 izolata Microdochium bolleyi puvodem z kofenti pSenice (UPOC-FUN-253-258) ze sbirky

fytopatogennich mikroorganismiit UPOC (Collection of Phytopathogenic Microorganisms
UPOC Czech Republic)

Vzorky DNA patogennich 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 ziskany terénnim sbérem a kultivaci na Petriho
miskach, dale z Geskych sbirek mikroorganismi CPPF (Sbirka fytopatogennich hub, VURV
Praha Ruzyné, CZ) a CCM (Ceska sbirka mikroorganismi Masarykova Univerzita,
Prirodovédecka fakulta, CZ) (MatuSinsky, 2021, uzitny vzor CZ 34829 U1)

Profi vysevni substrat FLORCOM SV (BB Com, 885)

Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

@)

@)

@)

@)

@)

@)

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

Primery MbgPCR (Eastport)

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

70% ethanol

Pouzité roztoky

@)

@)

@)

@)

2,5% KOH

1% HCl

0,05% anilinova modf v laktoglycerolu: smichat stejny objem vody, glycerolu a kyseliny
mlééné

1% NaOCl (SAVO)

Pouzité soupravy

4.3

@)

@)

@)

@)

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

Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Cycler Real-Time PCR CFX Connect (BIO-RAD)
Spektrofotometr Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)
Mikrocentrifuga MiniStar Silverline (VWR)
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o Vortex 1 Shaker IKA™)

o Stolni chlazena centrifuga 5415D (Eppendorf)

o ThermoCell heating block 202 (BIOER)

o Homogenizator MM301 (Retsch)

o Mikroskop CX31 (Olympus)

o Mikroskop BX60 (Olympus) s CDD kamerou DP73-1-51 WD
o Laboratorni autoklav VX-55 (Systec)

o Analytické vahy AE 24 Q (Mettler)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
4.4.1 Zalozeni experimentu ve skleniku
44.1.1 Priprava inokula

Jako inokulum bylo pouZito 6 izolatu Microdochium bolleyi kultivovanych na semenech prosa
(Panicum) ve tm¢ po dobu 3 tydnu pii 20 °C. Pred kultivaci bylo 200 g semen prosa vlozenych do
plastové sacku s 50 ml destilované vody dvakrat sterilizovano tlakovou parou (v autoklavu) pii 120 °C
po dobu 20 min. Kazdy z 6 izolati M. bolleyi (UPOC-FUN-253-258) byl kultivovan zvlast’ a nasledn¢
pred samotnou aplikaci inokula byla ve stejném poméru smichana vsechna inokula (inokulovana semena
prosa) dohromady.
4.4.1.2 Seti a odbér vzorku

V Cervnu 2021 byl zalozen pokus ve skleniku. V prvni fadé byl proveden vysev psSenice
a Brachypodium distachyon, v obou pripadech do dvaceti kvétina¢h. Pri vysevu byla provedena
inokulace endofytem M. bolleyi aplikaci inokula (2,5 g na kvétinac) pfimo na vysévané obilky v deseti
kvétinacich s pSenici a v deseti kvétinacich s Brachypodium distachyon (kvétinace byly oznaéeny jako
Whe Mb1 a Bd Mb1). Do zbylych dvaceti kvétinaca bylo pridano pouze autoklavované (neinokulovan¢)
proso, tyto kvétinace slouzily jako negativni kontrola (oznaceny jako Whe Mb0O a Bd Mb0). Nasledn¢
se nechaly rostliny nartst a kazdy mésic byl odebiran vzorek psenice a B. distachyon.

Kazdy odbér byl provadén tak, ze se odebralo vzdy Sest rostlin z kazd¢ varianty (varianty Whe
Mb0, Whe Mb1, Bd Mb0 a Bd Mbl). Kofeny rostlin byly umyty pod tekouci vodou a nasledné se
zaznamenalo, v jaké fazi rustu byly rostliny odebrany a byla zméfena délka kofenti a nadzemni casti.
Trem rostlinam z kazd¢ varianty se ustfihly kofeny a vlozily se do falkony se 70% ethanolem. Takto
pfipravené¢ kofeny byly nasledn¢ pouzity pro mikroskopovani. Zbylé tii rostliny byly povrchové
dezinfikovany 3 min v 1% NaOCl (SAVO) a dukladné promyty ve sterilni destilované vodé, poté se
nechaly ususit a nasledn¢ se z usuSenych kofenti izolovala DNA. Takto se ziskaly vzorky ve tfech
biologickych opakovanich. V ramci ¢tvrtého odbéru byly rostlinam krom¢ kotfent odebrany také listy,

baze stébla a klasy pro naslednou analyzu distribuce endofytu M. bolleyi v rostlinném hostiteli.
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44.2 Mikroskopovani koienti

Cast odebranych kofent psenice a Brachypodium distachyon byla mikroskopovana s cilem
stanovit uspésnost kolonizace kofenti endofytem M. bolleyi. Pomoci svételného mikroskopu byla
vizualn¢ zhodnocena pritomnost endofytu v jednotlivych kofenech na zakladé tzv. preparatové metody
(Giovannetti er Mosse, 1980) modifikované dle Masarykovy univerzity (Metody stanoveni kolonizace
kotenti, 2001). Cely proces byl zaloZen na zaznamenavani piitomnosti klastrii chlamydospor
vytvofenych endofytickou houbou M. bolleyi v kortikalnich burikach kofentli pSenice a B. distachyon.
Pred mikroskopovanim byly kofeny nejprve obarveny barvivem anilinova modf. Samotnému barveni
predchazelo zesvétleni a zprahlednéni kofent za pomoci 2,5% hydroxidu draselného po dobu 3 dni,
poté byla do roztoku s kofeny pridana 1% kyselina chlorovodikova, ¢imz se zajistilo okyseleni, jez bylo
dalezité pro nasledné barveni. Po okyseleni byly rostliny umistény do laktoglycerolu. Tésné pred
mikroskopovanim byly kofeny obarveny jiz zminénou anilinovou modfi (0,05% roztok anilinové modfi
v laktoglycerolu) pfidanim nékolika kapek do roztoku s kofeny. Nicmén¢ ne vSechny mikroskopované
kofenové segmenty byly obarveny, jelikoz M. bolleyi patii mezi ‘dark septate endofytes’ vytvarejici
chlamydospory tmavé hnéd¢é barvy, které Slo pozorovat i bez obarveni houbovych hyf. Nasledovalo
nastiihani kofend na malé¢ segmenty o délce pfiblizné 1 cm. Z kotene rostlin kazdého odbéru bylo
mikroskopovano alespon patnact segmentt, které byly usporadany paralelné za sebou na podloznim
sklicku (byly pouzity prevazné segmenty ustfihnuté v blizkosti kofenového krcku). Na takto pripraveny
preparat bylo pfidano nékolik kapek vody a poté prilozeno kryci sklicko. Jednotlivé segmenty byly
postupné mikroskopovany pii zvétSeni 200x a 400x. V prubchu mikroskopovani se zaznamenavala
pritomnost (1) ¢i nepfitomnost (0) klastri chlamydospor v pozorovanych kofenovych segmentech.
Zjistény vysledek byl nasledné srovnan se zjisténou pfitomnosti endofyti pomoci kvantitativni Real-
time PCR.

44.3 Izolace DNA

DNA byla izolovana z usuSenych kofenu pSenice a Brachypodium distachyon. Pred kazdou
izolaci byly kofeny zvazeny. Izolace DNA byla provedena za pouziti DNeasy mericon Food Kit (50)
podle modifikovanych pokynu protokolu: Standard Protocol (200 mg), jeZ je urcen pro izolaci celkove
DNA z malé¢ho mnozstvi vzorku (200 mg).

Vzorek (50-100 mg) byl umistén do vychlazené a vysterilizované tfeci misky a nasledn€ po
pridani tekutého dusiku byl homogenizovan pomoci tloucku na jemny prasek. Homogenat, ulpény na
stén¢ misky, byl za pomoci Spachtle setfen a nasledné prenesen za pridavku mensiho mnozstvi tekutého
dusiku do 1,5ml mikrozkumavky. Né&které vzorky byly homogenizovany jinym zpusobem, a to
v homogenizatoru MM301 (Retsch). K homogenatu bylo pfidano 1000 pl lyzaéniho pufru (Food lysis
buffer) a 2,5 ul roztoku proteinazy K, po pridani byl vzorek vortexovan. Vzorek byl inkubovan
minimaln¢ po dobu 30 min na ThermoCell heating bloku pfi 60 °C, pfi¢emz byl pravidelné vortexovan.
Po inkubaci byl vzorek chlazen na ledu, tak aby dosahl pokojové teploty (cca 5 min). Lyzat byl
centrifugovan po dobu 5 min pfi 2500 g. Do prazdné 1,5ml mikrozkumavky bylo napipetovano 500 pl
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chloroformu. Ze ziskan¢ho supermatantu po centrifugaci bylo piepipetovano 700 ul do mikrozkumavky
s chloroformem, tak aby nedoslo k poruseni peletu. Vznikly roztok byl dikladné vortexovan (15 s)
a poté centrifugovan pii maximalnich otackach (13 200 rpm/16 110 g) po dobu 15 min. Do dalsi 1,5ml
mikrozkumavky bylo napipetovano 350 pl pufru PB. Z predchoziho kroku po centrifugaci bylo
prepipetovano 350 pl horni vodné vrstvy do mikrozkumavky s pufrem PB. Takto vznikly roztok byl
dikladn¢ promichan opétovnym nasatim a vypusténim pomoci pipety anasledné¢ byl cely objem
prepipetovan do 50 QIAquick Spin kolony umisténé do 2ml sbémé zkumavky. Roztok v koloné byl
centrifugovan pii maximalnich otackach po dobu 3 min. Do kolony bylo napipetovano 500 pl pufru
AW?2 a roztok v kolon¢ byl nasledné¢ centrifugovan pii maximalnich otackach po dobu 3 min. Kolona
byla centrifugovana pii maximalnich otackach 3 min, aby se membrana v kolon¢ vysusila. Kolona byla
prenesena do nové 1,5ml mikrozkumavky. Na prostfedek membrany v kolon¢ bylo poté pridano 150 ul
pufru EB (Elution buffer) a nasledné¢ probéhla inkubace pfi pokojové teploté 3 min. Poté byla provedena
centrifugace 3 min pii 10 000 g, pfi které doslo k uvolnéni DNA. Koncentrace DNA byla zmérena
pomoci spektrofotometru Nanodrop. Izolovana DNA byla nasledné uchovavana pii — 20 °C. Pro zjisténi

distribuce endofytu v rostling se stejnym zpusobem izolovala DNA i z baze stébla, listi a klasu.

4.4.4 Kvantitativni Real-time PCR (qPCR)

V ramci optimalizace diagnostiky endofytické houby Microdochium bolleyi pomoci
kvantitativni Real-time PCR byly nejdfive otestovany dva typy part primerd a nasledné byla urcena
efektivita reakce. Poté byla provedena kvantifikace a zjisténa distribuce endofytu v rostlinném hostiteli.
Pfi pripravé reakcni smési pro provedeni veskerych qPCR se postupovalo stejnym zpusobem. V prvni
fad¢ byly smichany jednotlivé reagencie dle tabulky 1 (krom¢ templatové DNA, ktera byla pridana az
po rozpipetovani reakéni smési). V tabulce 1 jsou uvedeny objemy jednotlivych chemikalii na jednu
reakci a pouzité pary primera se nachazi v tabulce 3, 4, 6. Koncentrace vzorkiit DNA pro danou reakci
byla vzdy zméfena na spektrofotometru Nanodrop a nasledné byl vzorek DNA nafedén na vyslednou
koncentraci 2.5 ng-ul™'. Pfipravena qPCR reakéni smés byla zvortexovana a centrifugovana a nasledné
rozpipetovana po 13 pl do 0,2ml PCR mikrozkumavek ve stripu po 8 kusech, umisténych do
vychlazeného stojanku. Do kazdé¢ mikrozkumavky bylo pfidano 2 ul nafedéného vzorku DNA.
Mikrozkumavky byly sto¢eny na mikrocentrifuze a vlozeny do cykléru, kde probchla reakce s teplotnim
profilem nasledovana analyzou krivek tani dle tabulky 2. Soucasti kazdé qPCR reakce byla i negativni
kontrola (NTC), ktera obsahovala misto DNA vodu. Tim se nasledné potvrdilo, Ze dan¢é reagencie
nebyly kontaminovany templatovou DNA. Kazdy vzorek byl do reakce pipetovan v triplikatech a reakce

byla vzdy provedena ve dvou opakovanich.

26



Tabulka 1: SloZeni reakéni smési pro gPCR

Chemikalie Konecna koncentrace Objem pro 1 test [ul]
Nukleaz-prosta voda pro PCR - 5,1
SYBR Green Master Mix (2x) 1x 7,5
Primer F 0,2 pmol-1™! 0,2
Primer R 0,2 pmol-1™! 0,2
Templatova DNA 2.5 ng-ul™! 2
Celkem 15

Tabulka 2: Teplotni program qPCR reakce a analyzy kfivek tani

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykla

Pocatecni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 95 10s

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

Analyza kfivek tani 65 0,05 s 3
95 05s

#v tomto kroku snimani fluorescence

4.4.4.1 Testovani specifity primerau (MbRT_ITS a MbqPCR)

Pro kvantitativni Real-time PCR byly kdispozici dva typy pard primerd (MbRT_ITS
a MbgPCR) (tabulka 3) pro detekci ITS oblasti Microdochium bolleyi, jejichz specifita byla testovana
na 11 houbovych 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 bézné¢ vyskytuji v pSenici. Primery MbgqPCR a MbRT_ITS byly navrzeny
v programu primer3plus (https://www.primer3plus.com/). Pro vytvoreni primerd MbgPCR byl nejprve
proveden alignment sekvence ITS oblasti tDNA (ITS1-5.8S-1TS2-28S) Microdochium bolleyi
(GenBank accession no. MW301449.1) a ptibuzného druhu Microdochium nivale (GenBank accession
no. MG891798.1) v programu T-Coffee multiple sequence alignment
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/). Na zakladé¢ proveden¢ho alignmentu bylo mozné zjistit
jednonukleotidové zamény a nasledné navrhnout par primeru specificky pro detekci ITS oblasti
M. bolleyi. Primery MbRT_ITS (navrzené vedoucim prace; Matusinsky 2021, uzitny vzor) jsou urceny
pro amplifikaci ITS1 oblasti genu pro rRNA (ribosomal RNA gene internal transcribed spacer 1).
Celkem bylo pouzito 12 vzorkli DNA véetné vzorku DNA Microdochium bolleyi. Nasledovalo vlastni
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provedeni kvantitativni Real-time PCR. Pro testovani primeri byly pfipraveny dvé reakéni smési, kdy

jedna z nich obsahovala par primera MbgPCR a druha par primera MbRT ITS.

Tabulka 3: Testované primery pro detekcei I'TS oblasti IDNA M. bolleyi

Primer Sekvence (5-3") Velikost PCR Literatura
produktu [bp]
MbqPCR (F) ATCGAATCTTTGAACGCACA - Primery navrzené
MbqPCR (R) GGCTTGCAGAAGCGAGATAA autorkou této prace
MbRT_ITS (F) CGGTGCTGGAAACAGTGCTGCCA 14 Matuginsky, 2021
MbRT_ITS (R) CGATGCCAGAACCAAGAGATCC (uzitny vzor)

4.4.4.2 Efektivita reakce

Pro zjisténi efektivity reakce byla pripravena fedici fada templatové DNA (vzorky DNA izolatu
M. bolleyi UPOC-FUN-253). Redici fada spogivala v piipravé péti roztokt (desitkovym fedénim)
o koncentracich 1 ng-ul™', 0,1 ng-ul”!, 0,01 ng-pl™, 0,001 ng-ul! a 0,0001 ng-ul"'. Koncentrace vzorku
DNA kazdého izolatu byla zmérena na spektrofotometru Nanodrop a nasledné nafedéna na koncentraci
1 ng-ul'!. Poté se do &tyf 1,5ml mikrozkumavek pro kazdy izolat napipetovalo 18 ul vody. Do prvni
mikrozkumavky s vodou byly pfidany 2 ul z roztoku DNA daného izolatu o koncentraci 1 ng-ul™', takto
byl ziskan roztok DNA o koncentraci 0,1 ng-pl'. Ztakto pfipraveného roztoku byly nasledné
prepipetovany 2 ul do druhé mikrozkumavky a stejnym zpusobem se pokracovalo, dokud nebyly
pfipraveny vSechny roztoky fedici fady. Vznikl¢ roztoky DNA byly nasledné kratce zvortexovany
a zcentrifugovany. Nasledovala pfiprava qPCR reakéni smési. V ramci testovani efektivity reakce byly

pouzity jiz pouze primery MbRT_ITS.

4.4.4.3 Kvantifikace v hostiteli

Kvantifikace Microdochium bolleyi v rostliné Brachypodium distachyon (stanoveni dynamiky)
Kvantifikace endofytu Microdochium bolleyi v rostlingé Brachypodium distachyon byla

provedena s pouzitim paru primert MbRT_ITS pro amplifikaci ITS oblasti rDNA (tabulka 4). Dale byly

pouzity primery BAFIM pro amplifikaci referenéniho genu BAFIM (B. distachyon fimbrin-like protein

gene) (tabulka 4), jenZ je specificky pro B. distachyon a v genomu se nachazi v malém poctu kopii (Zhu

et al., 2014). V reakci byly pouzity vzorky DNA izolované z rostlin B. distachyon ze vSech péti odbéru

s cilem zjistit, jak moc nartista mnozstvi endofytu postupné béhem péti mésicu (tabulka 5).
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Tabulka 4: Primery pro kvantifikaci M. bolleyi v rostliné B. distachyon

Pri Sek (5 3) Velikost PCR
rimer ekvence (5— ;
produktu [bp] Literatura
MbRT_ITS (F) CGGTGCTGGAAACAGTGCTGCCA 14 Matuginsky, 2021
MbRT_ITS (R) CGATGCCAGAACCAAGAGATCC (uzitny vzor)
BdFIM (F) CCTCACACGGATTTCGAGAGA
231 Zhu et al., 2014
BdFIM (R) GGACAACCCATTTCTGCGA

Tabulka 5: Pouzité¢ vzorky DNA izolované z kofenu B. distachyon pro kvantifikaci M. bolleyi

Vzorek Odbér Opakovani Vzorek Odbér Opakovani
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

Kvantifikace Microdochium bolleyi v pSenici (stanoveni dynamiky)

Kvantifikace Microdochium bolleyi v pSenici byla provedena s pomoci pard primert
MDbRT_ITS pro amplifikaci ITS oblasti rDNA a primery WPAL pro amplifikaci referenéniho genu PAL
(gen kodujici fenylalanin-amoniaklyazu) (tabulka 6). V reakci byly pouzity vzorky DNA izolované
z rostlin pSenice opét ze vSech péti odbéru (tabulka 7). Postup pro pfipravu reakce byl dale stejny jako

pri kvantifikaci M. bolleyi v rostling B. distachyon.

Tabulka 6: Primery pro kvantifikaci M. bolleyi v pSenici

Pri Sek (5-3) Velikost PCR
rimer eKvence - .

produktu [bp] Literatura
MDbRT_ITS (F) CGGTGCTGGAAACAGTGCTGCCA i T
MbRT_ITS (R) CGATGCCAGAACCAAGAGATCC (uzitny vzor)

WPAL (F) CGTTCTTGGTCGCGTTGTG

WPAL (R)  ACTCTTGACAGCATTCTTGACATTCT Walsh et al., 2005
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Tabulka 7: Pouzité vzorky DNA izolované z kofenu pSenice pro kvantifikaci M. bolleyi

Vzorek Odbér Opakovani Vzorek Odbér Opakovani
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

4.4.4.4 Distribuce v rostliné

Distribuce endofytu M. bolleyi v rostlinach pSenice a B. distachyon byla zjiStovana pomoci
kvantitativni Real-time PCR. V reakci byly pouzity vzorky DNA izolované z ¢asti rostlin B. distachyon
a pSenice (kofeny, baze stébla, listy, klasy) inokulovanych a neinokulovanych rostlin (varianty Whe
Mb0, Whe Mbl1, Bd Mb0, Bd Mbl1), které jsou uvedeny v tabulce 8. V reakci byly pouzity stejné
primery jako v pfedchozich reakcich (tabulka 4 a 6). Konkrétné byly pouzity vzorky ze ¢tvrtého odbéru,

jelikoz v této fazi jiz mély rostliny vytvofené klasy.

Tabulka 8: Pouzité vzorky DNA izolované z riznych ¢asti rostlin pro stanoveni distribuce M. bolleyi

Vzorek Odbér Opakovani Vzorek Odbér Opakovani

Bd Mb0 (koien) 4. 1,2 Bd Mb1 (koien) 4. 1,2
Bd Mb0 (baze) 4. 1,2 Bd Mb1 (baze) 4. 1,2
Bd Mb0 (list) 4. 1,2 Bd Mbl1 (list) 4. 1,2
Bd Mb0 (klas) 4. 1,2 Bd Mbl1 (klas) 4. 1,2
Whe Mb0 (koien) 4, 1,2 Whe Mbl1 (ko¥en) 4. 1,2
Whe Mb0 (baze) 4. 1,2 Whe Mbl1 (baze) 4. 1,2
Whe MbO (list) 4, 1,2 Whe Mb1 (list) 4. 1,2
Whe Mb0 (klas) 4, 1,2 Whe Mb1 (klas) 4. 1,2

30



5 VYSLEDKY

5.1 Odbér vzorki

Kazdy meésic (od Cervence do listopadu 2021) byl proveden odbér vzorka. Celkové bylo
provedeno pét odbéru, v souhrnné tabulce (tabulka 9) jsou zaznamenané udaje o fazi ristu a namérené
délce kofenl a nadzemni ¢asti rostlin kazdého odbéru. Zjisténa délka kofenil je pouze orientacéni, jelikoz

v disledku pretrzeni pfi odbéru nemély zachovanu svoji ptivodni délku.

Tabulka 9: Primémé délky rostlin a prevladajici faze rustu jednotlivych odbéru

Rostlina  Délka (@)/faze 1.odbér  2.odbér 3.odbér 4.odbér 5. odbér

(varianta)
Délka prytu
pryt 37 39 39 42 45
[cm]
Délka korene
Whe Mb0 17 18 19 25 16
[cm]
Faze rustu* 5. list 6. list 10. list kveteni zralost
Délka prytu
pryt 37 45 42 47 49
[cm]
Délka korfene
Whe Mbl 12 22 20 18 15
[cm]
Faze rustu 1. odnoz 2. odnoz 3. odnoz kveteni zralost
Délka prytu
pryt 14 26 48 66 71
[cm]
Délka korene
Bd Mb0 15 13 11 11 11
[cm]
zacatek
Faze rustu 5. odnoz 6. odnoz 6. odnoz zralost
kveteni
Délka prytu
pryt 10 24 49 68 71
[cm]
Délka korene
Bd Mbl1 13 12 11 13 13
[cm]
konec
Faze rustu 5. odnoz 7. odnoz 8. odnoz zralost
kveteni
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* Faze rustu byly ureny na zaklad¢ makrofenologické stupnice pro obilniny (BBCH, Enz er Dachler,
1997). V ramci zaznamenanych vyvojovych fazi nejsou uvedeny napft. faze sloupkovani a metani, které
vSak ub¢hly mezi jednotlivymi odbéry, jelikoz veskeré vzorky byly odebirany v intervalu jednoho
meésice.

Na zakladé zaznamenanych fazich rustu rostlin jednotlivych odbéru (tabulka 9) 1ze usoudit, ze
pritomnost endofytu Microdochium bolleyi urychluje rast a vyvoj pSenice, ale i Brachypodium
distachyon. Rostliny, jejichZz semena byla pfi vyseti inokulovana endofytem Microdochium bolleyi, se
nachazely v pozd¢jsi fazi vyvoje ve srovnani s rostlinami bez pfitomnosti endofytu. Vyznamné rozdily
v jednotlivych vyvojovych fazich lze v tabulce 9 pozorovat predev§im mezi rostlinami pSenice
(Whe Mb0 a WheMb1) prvnich tfi odbéra, navic rostliny s endofytem mély vétsi nadzemni ¢ast. Stejné
tak lze z tabulky 10, ve které je zaznamenany pramérny pocet zralych klaski na rostlinu, pozorovat, ze
rostliny Brachypodium distachyon s piitomnosti endofytu vytvofily vice klaskti nez rostliny bez
endofytu. U pSenice nebyly klasky pocitany, jelikoz v ramci experimentu byla pouzita ozima psSenice,
ktera na rozdil od B. distachyon vyzaduje jarovizaci. V disledku toho doslo k vymetani a vykveteni

pouze u n¢kterych rostlin pSenice.

Tabulka 10: Prumé&rny pocet klasku na 1 rostlin u B. distachyon varianty Mb0 a Mb1

Rostlina N (pocet rostlin) Priamérny pocet klaskii na
1 rostlinu
Mb0 14 8

B. distachyon
Mbl 12 17

5.2 Mikroskopovani

Pomoci mikroskopu byla zhodnoceno, zda se v kotenech rostlin jednotlivych odbérii nachazi
klastry chlamydospor indikujici pfitomnost endofytu M. bolleyi. K mikroskopovani byly pouzity
kofenové segmenty odebrang v blizkosti kofenového krcku, jelikoZ v této oblasti byla kolonizace kofent
endofytem M. bolleyi nejintenzivnéjsi. V pripad¢ kofenovych segmenti odebranych na konci kotene
nebylo mozno najit t€émér zadné klastry chlamydospor. Morfologie pozorovanych chlamydospor 1ze
vidét na obrazcich 4 a 5 (foto provedené pomoci mikroskopu BX60 (Olympus) s CCD kamerou),
v pfipad¢ pat¢ho odbéru je vidét masivni kolonizace kortikalnich bunék kofenl. Zjisténa
pritomnost/nepritomnost klastri chlamydospor v kofenech psenice a B. distachyon (varianty WheMb1
a BdMbl) jednotlivych odbéri je zaznamenana v tabulce 11. V kofenech rostlin bez endofytu (varianty
Whe Mb0 a BAMDb0) nebyla zaznamenana pritomnost endofytu. Vysledky zjisténé pomoci mikroskopu
(potvrzeni pfitomnosti endofyta v rostlinach jednotlivych odbéra, nikoli mnozstvi endofytu) byly
nasledné potvrzeny provedenim kvantitativni Real-time PCR, pomoci které¢ byly ziskany podobné

vysledky.
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Tabulka 11: Mikroskopicka detekce M. bolleyi v kotenech pSenice a B. distachyon

Odbér 1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér 5. odbér
Rostlina 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Bd Mb0 0 0 O 0 0 0 0 0 o o0 o o o0 0 o0
Bd Mb1 0 0 O 0 0 0 1 1 1 11 1 1 1 1

WheMb0 0 0 O 0 0 0 0 0 o o0 o o o0 0 o0
WheMbl 0 0 O 1 0 1 1 1 0 11 1 1 1 1

Legenda: (1) — pfitomnost endofytu, (0) — nepfitomnost endofytu

Obrazek 5: Klastry chlamydospor M. bolleyi v kotenech rostlin B. distachyon patého odbéru, Z: 400x
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5.3 Vysledky qPCR
5.3.1 Testovani specifity primera (MbRT_ITS a MbqPCR)

Specifita primert MbRT_ITS a MbqPCR pro detekci ITS oblasti Microdochium bolleyi byla
posouzena na zaklad¢ ziskanych amplifikacnich kiivek (zavislost naméfené fluorescence na daném
cyklu) a analyzy kiivek tani, kter¢ demonstruji, zda jsou primery schopny detekovat i n¢kterého
z dalSich 11 houbovych patogenti. Amplifikacni kiivka (graf 1) ziskana z reakce s primery MbgPCR
a analyza kiivek tani (graf 2) dokazuje, Ze tento par primerii neni specificky, jelikoZ pozitivni odezvu
vykazoval nejen vzorek obsahujici DNA Microdochium bolleyi (Mb), ale i vzorek DNA pfibuzného
druhu Microdochium majus (Mm). Nespecifita primeru je na grafu 2 potvrzena taktéz kiivkami tani jak
pro M. bolleyi, tak pro M. majus. Hodnoty Cq jsou uvedeny v souhrnng tabulce 12 a jsou vyznaceny
v grafu 1 a 3. Nizké C4 hodnoty (<30) pro M. bolleyi a M. majus znaci pozitivni odezvu a tedy to, Ze
pritomnost téchto organismu byla pomoci primeri MbqPCR deteckovana a potvrzuji tak jejich
nespecifitu. Pouziti t€chto primert pro detekci M. bolleyi v neznamém vzorku by vedlo k ziskani falesn¢
pozitivniho vysledku (pfitomnost M. majus by byla vyhodnocena jako pfitomnost M. bolleyi). Tudiz
primery MbqPCR nemohly byt v experimentu dale vyuzity. Divodem je chybné navrzeni téchto
primerti, pficemz nebyl proveden alignment sekvence ITS rDNA M. bolleyi (GenBank accession no.
MW301449.1) se sekvenci ITS iDNA M. majus. Amplifikacni kfivka (graf 3), jez byla ziskana z reakce
s primery MbRT_ITS a analyza kfivek tani (graf 4) ukazuje, ze tento par primeru je dostatené

specificky, proto mohl byt pouzit pro dalsi analyzy.

Tabulka 12: C, hodnoty pro Mb a Mm ziskané pfi testovani primerdi MqPCR a MbRT _ITS

Microdochium bolleyi (Mb) Microdochium majus (Mm)
Primery MbqPCR (C,) 18, 84 19,76
Primery MbRT_ITS (C,) 18,5 N/A
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Graf 1: Amplifikacni kfivka pro vzorky DNA M. bolleyi a M. majus ziskana pti

testovani specifity primera MbqPCR y
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Graf 2: Kiivka tani pro jednotlivé PCR produkty ziskané prti testovani specifity
primera MbgqPCR
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Graf 3: Amplifikacni kiivka pro vzorek DNA M. bolleyi ziskana pfi testovani
specifity primerat MbRT ITS
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Graf 4: Kiivka tani pro jednotlivé PCR produkty ziskané pfi testovani specifity
primeru MbRT ITS

5.3.2 [Efektivita reakce

Byla provedena kvantitativni Real-time PCR s jednotlivymi roztoky DNA pfipravené fedici
fady DNA izolati M. bolleyi. Na zaklad¢ ziskan¢ standardni kiivky (graf 5) bylo zjisténo, ze efektivita
(0éinnost) reakce je 98,5 %. Uginnost reakce (E) lze vypoéitat s pomoci hodnoty sklonu kfivky podle
vzorce B = (=1 + (10~ "¥°m) x 100 (Higuchi et al., 1993). Standardni kiivka piedstavuje zavislost
ziskanych C4 hodnot na logaritmu hodnot koncentrace jednotlivych roztoku fedici fady. Zjisténé
pramémé Cq hodnoty (vypoctené z triplikatu) jsou zaznamenané v tabulce 13. Z tabulky vyplyva, Ze
¢im nizsi je Cq hodnota, tim vétsi je koncentrace DNA ve vzorku, coZz odpovida ocekavani. Naméfené
Cq hodnoty znaci, ze vrozmezi cykli 15-29 lze spolehlivé provést kvantifikaci M. bolleyi. Jako
pozitivni na pfitomnost endofytu byly nasledn¢ povazovany vsechny vzorky s Cq hodnotou mensi nez
30. Amplifikacni kfivky pro jednotlivé hodnoty fedéni jsou spoleéné s Cq hodnotami znazornény na

grafu 6. Stejn¢ tak byla provedena analyza kiivek tani (graf 7).

Tabulka 13: C4hodnoty pro jednotlivé roztoky fedici fady (efektivita reakce)

Koncentrace [ng-ul?!] Primérna C, hodnota
1 15,94
0,1 21,12
0,01 25,13
0,001 28,56
0,0001 29,01
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Graf 6: Amplifikacni kiivky pro vzorky DNA izolatii M. bolleyi fedici fady
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Graf 7: Krivky tani pro jednotlivé PCR produkty ziskané pfi zjiStovani efektivity reakce

5.3.3 Kbvantifikace v hostiteli

5.3.3.1 Kvantifikace Microdochium bolleyi v rostliné Brachypodium distachyon (stanoveni
dynamiky)

Pomoci kvantitativni Real-time PCR byla sledovana dynamika kolonizace endofytem

M. bolleyi, to znamena, jak se méni jeho obsah v rostlinném hostiteli postupné béhem péti mésica.

Poprvé bylo mozno detekovat endofyt v rostlinach B. distachyon tietiho odbéru (varianta Bd Mbl).

Mnozstvi endofytické houby v rostlinach postupné vzrustalo, pficemz rostliny patého odbéru se

vyznacovaly nejvEtsi mirou kolonizace (graf 8). V kontrolnich rostlinach (varianta Bd Mb0) nebyl

endofyt detekovan.
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Graf 8: Relativni mnozstvi DNA M. bolleyi v rostlinach B. distachyon (varianty Bd Mb0, Bd Mb1)
jednotlivych odbéra
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5.3.3.2 Kvantifikace Microdochium bolleyi v rostlinach pSenice (stanoveni dynamiky)

V pripad¢ psSenice byl endofyt M. bolleyi poprvé detekovan jiz v rostlinach druhého odbéru
(varianta Whe Mbl), coz lze pozorovat na grafu 9. Nejvét§i mnozstvi endofytu se stejné jako
v rostlinach B. distachyon nachazelo v rostlinach patého odbéru. Nicméné rostliny tfetiho odbéru
vykazovaly vyss§i miru kolonizace nez rostliny ctvrtého odbéru, tudiz narist endofytu nebyl postupny
jako tomu bylo v rostlinach B. distachyon. To bylo pravdépodobné zpusobeno v dusledku pouziti

malého poctu vzorkd. V kontrolnich rostlinach (varianta Whe Mb0) nebyl endofyt detekovan.
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Graf 9: Relativni mnozstvi DNA M. bolleyi v rostlinach psenice (varianty Whe Mb0, Mb1) jednotlivych
odbéru

5.3.4 Distribuce v rostliné

Endofyticka houba Microdochium bolleyi se primamg¢ vyskytuje v kofenech dan¢ho rostlinného
hostitele, nicméné v nékterych pripadech byl tento endofyt izolovan i z baze stébla (Reinecke, 1978;
Salt, 1977). Distribuce endofytu v rostlinném hostiteli byla stanovena na zaklad¢ provedeni kvantitativni
Real-time PCR se vzorky DNA izolované z kofentl, baze stébla, listi a klast rostlin B. distachyon
a pSenice Ctvrtého odbéru. Ze ziskanc¢ho grafu 10 a 11 1ze pozorovat, ze endofyt M. bolleyi byl detekovan
nejen v kofenech, ale i v bazi stébla obou druhii. V pfipad¢ B. distachyon bylo dokonce zji§téno vétsi
mnozstvi endofytu v bazi stébla nez v kofenech. Z grafi 10 a 11 lze pozorovat, ze se endofyt
nevyskytuje v listech a v klasech. Vzhledem k tomu, Ze v klasech nebyla detekovana pritomnost
endofytu, lze usoudit, Ze se tento endofyt neprenasi osivem, tedy vertikalné. To odpovida ocekavani,
jelikoz Microdochium bolleyi se tadi do ¢tvrté tiidy endofyti (Rodriguez et al., 2009), jak jiz bylo

zminéno v kapitole 3.2.3. U této skupiny endofyti se predpoklada, Ze se prenasi pouze horizontaln¢.
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Graf 10: Distribuce endofytu M. bolleyi v rostlinach B. distachyon (varianty Bd Mb0, Mb1; 4. odbér)
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Graf 11: Distribuce endofytu M. bolleyi v rostlinach pSenice (varianty Whe Mb0, Mb1; 4. odbér)
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6 DISKUZE

Endofytické houby se zpravidla po delsi ¢ast svého zivota vyskytuji uvnitf rostlin (Gouda et al.,
2016; Hardoim et al., 2015). Jejich pritomnost je velmi Casto detekovana pomoci kultivaénich metod
(Sun et al., 2011; Guo et al., 2000) nebo mikroskopicky (Blesa et al., 2021; He et al., 2019; Kaminskyj,
2008). Do popredi se vSak ¢im dal vice dostavaji molekularni metody umoznujici mnohem snadngéjsi
a presncjsi detekei jednotlivych endofytickych organismii (Emst er al., 2011; Kelemu et al., 2003;
Groppe et Boller, 1997). Experimentalni cast této bakalarské prace je zaméfena na diagnostiku
endofytické houby Microdochium bolleyi pomoci kvantitativni Real-time PCR. Pfitomnost endofytu
v rostlinném hostiteli byla také zhodnocena mikroskopicky.

Pro detekci endofytu v kofenech B. distachyon a pSenice byl pouzit par oligonukleotidovych
primerd MbRT ITS (Matusinsky, 2021, uzitny vzor) navrZzeny pro amplifikaci ITS1 oblasti genu pro
rRNA M. bolleyi. Tyto primery jsou dostatecné specifické pro endofytickou houbu M. bolleyi, jelikoz
jsou schopny odlisit tento druh od ostatnich druhti hub véetné zastupci ze stejného rodu jako je M. nivale
¢ M. majus. Stejn¢ tak neamplifikuji DNA rostlinného hostitele, coz muze byt problém v pripadé
univerzalnich primera ITS1 a ITS4 (White et al., 1990) umoziujici detckovat houbové organismy
pomoci standardni PCR, coz popsali napfiklad Martin et Rygiewicz, 2005. Velmi podobné sekvence
primerii jako maji primery MbRT ITS pouzili Emst et al., 2011 pro odliSeni M. bolleyi od
Microdochium phragmitis v rakosu obecném (Phragmites australis) pomoci nested-PCR. Rada
endofyti jiz byla detekovana pomoci molekulamich metod, tedy hlavné pomoci standardni PCR, avsak
ve vet§ing piipadu s vyuzitim jiz zminénych univerzalnich pari primert ITS1/ITS4, ITS4/ITS5 (White
et al., 1990) a ITS1-F/ITS4-B (Gardes ef Bruns, 1993) amplifikujici ITS oblast (ITS1-5,8S-ITS2)
rDNA, coz provedli naptiklad Martin et Dombrowski, 2015; Yoo et Eom, 2012, Hong et al., 2008; Guo
et al., 2000. Nicmén¢ v piipad¢ pouZiti univerzalnich primert amplifikujici ITS oblast houbové rDNA
je zpravidla nutné vysledné PCR produkty oseckvenovat a nasledné porovnat se sekvencemi kuptikladu
v nukleotidové databazi GenBank NCBI pomoci BLAST algoritmu, aby bylo mozné jednotlivé druhy
identifikovat. Prikladem pouzitych druhové specifickych primera jsou primery amplifikujici oblast
intronu genu koédujici tubulin 2. Ty byly vyuzity pro detekci endofytu rodu Neotyphodium v kostrave
rakosovité (Festuca arundinacea) (Doss et al., 1998) a také v jilku mnohokvétém (Lolium multiforum)
a jilku vytrvalém (Lolium perenne) (Dombrowski et al., 2006).

Pomoci kvantitativni Real-time PCR byla provedena relativni kvantifikace endofytické houby
M. bolleyi s cilem stanovit dynamiku kolonizace hostitele timto endofytem postupné béhem péti mésica.
Z nejvetsi miry byly kolonizovany koteny rostlin jak psSenice, tak B. distachyon odebrané pét mésicu od
zaseti (a inokulace), z toho vyplyva, ze mnozstvi endofytu M. bolleyi se v rostlinach v prab&éhu ¢asu
zvySuje. Poprvé byl endofyt detekovan v rostlinach pSenice po dvou mésicich od zaseti a v rostlinach
B. distachyon po tfech mésicich. Nasledné byla stanovena distribuce endofytu v ramci celé rostliny.
Zjisténa pritomnost endofytu neodpovidala zcela oekavani, jelikoz kromé v kofenech byla pfitomnost

této houby potvrzenai v bazi stébla. M. bolleyi se primarn¢ vyskytuje v kofenech, coz je obecné typicke
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pro ctvrtou tfidu endofytt, do které tento endofyt patfi (Rodriguez et al., 2009). Nicméné nékteré studie
(Reinecke, 1978; Salt, 1977) uvadi, ze M. bolleyi byla izolovana iz baze stébel. Latz er al., 2020
zjistovali, které z ¢asti rostlin pSenice jsou nejvice kolonizovany endofytickymi houbami, a to pomoci
metody metabarcoding. Endofyty byly identifikovany na zaklad¢ ITS oblasti, ktera byla amplifikovana
s vyuzitim n¢kolika typu primeri, vysledné PCR produkty byly osekvenovany, pficemz bylo zjisténo,
Ze nejvice rozmanité je spolecenstvo endofytickych hub v kotenech. Tao ez al., 2008 zkoumali distribuci
endofytickych hub v ramci orchideje Bletilla ochracea, a to pomoci PCR amplifikace ITS oblasti,
metody DGGE (Denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza) a tzv. ‘random’ klonovani PCR
produktd. Ve srovnani s pomémeé bézn¢ vyuzivanou konvenéni PCR v detekci endofyti se kvantitativni
Real-time PCR v této oblasti zatim tak casto nevyuziva. Cook et al., 2009 vyuzili gPCR pro stanoveni
mnozstvi endofytu Undifilum oxytropis podilejici se na produkei toxického alkaloidu (swainsonine)
v rostlinach zrodu Vlnice (Oxytropis) a Kozinec (Astragalus). Nicmén¢ na rozdil od relativni
kvantifikace, jez byla pouzita v piipadé M. bolleyi, Cook et al., 2009, stanovili absolutni obsah endofytu
U. oxytropis vyjadreny jako mnozstvi v pg z celkové izolované DNA na zakladé sestaveni kalibra¢ni
kfivky roztokit DNA o znamé koncentraci. Landa et al., 2013 pouzili kvantitativni Real-time PCR
a nested-PCR v kombinaci s konfokalni laserovou mikroskopii pro detekci a monitorovani kolonizace
maku seté¢ho (Papaver somniferum) endofytem Beauveria bassiana s vyuzitim univerzalnich primeru
a nasledné druhové specifickych primeri. Chow et al., 2018 zjistovali pomoci qPCR vliv endofyti
(Diaporthe phaseolorum, Trichoderma asperellum a Penicilium citrinum) na patogen Gb (Ganoderma
boninense), ktery napada palmu olejnou (Elaeis guineensis). Analyza prokazala, ze v pripadé, kdy byly
rostliny inokulovany soucasn¢ endofyty a patogenem Gb, doslo k potlaceni kolonizace patogenem
endofytickymi houbami prostfednictvim kompetice, coz se projevilo vys§im obsahem DNA endofyti
v porovnani s obsahem DNA patogenu. Nicméné doposud nebyla vyvinuta molekularni metoda
umoziujici spolehlivé kvantifikovat endofyt Microdochium bolleyi v rostlinném hostiteli a zadny z vyse
uvedenych autorti nepouzil relativni zpusob kvantifikace k vyjadfeni mnozstvi endofytu.

Pritomnost endofyti v kofenech psenice a B. distachyon byla také posouzena pomoci svételného
mikroskopu. Jako pozitivni na vyskyt endofytu byly oznaceny kofeny, ve kterych byly detekovany
tmavé hnéd¢ zbarvené klastry chlamydospor. Zjisténé vysledky tykajici se pfitomnosti/nepfitomnosti
endofytu z mikroskopovani odpovidaji vysledkiim z kvantitativni Real-time PCR (kapitoly 5.2 a 5.3).
Mikroskopické metody pro stanoveni pritomnosti endofyti jsou sice vyuzivany, ale v mnohych
piipadech v kombinaci s molekulamimi ¢i jinymi metodami (He et al., 2019; Shadmani et al., 2018;
Tellenbach et al., 2010). Nicméné v porovnani s molekularnimi metodami je cely proces casoveé
narocny, a ne zcela presny. Identifikace jednotlivych organismi pomoci mikroskopu vyzaduje zna¢nou
zku$enost, jelikoZz timto zpusobem lze jednotlivé druhy odliSit pouze na zakladé morfologickych znaku.
Navic jednotlivé kofeny nejsou vétSinou kolonizovany rovnomémé po celé délce, proto je
k mikroskopovani nutné vybrat pouze urcitou ¢ast korent a pokud jsou kofeny pfilis tlusté, je obtizné

preparat proostiit ve vSech jeho ¢astech. V pripadé€ této prace byly mikroskopovany zejména segmenty
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kotfenti odebrané v blizkosti kofenového krcku. Tyto ¢asti se totiz vyznacovaly nejvEétsim mnoZstvim
chlamydospor. Z toho 1ze usoudit, Ze je vhodné pouzit mikroskopickou detekci pouze jako doprovodny
nastroj v kombinaci se spolehlivéjsi a presnéjsi molekularni metodou, nikoli v§ak jako samostatnou
metodu pro diagnostiku endofyt.

Na zaklad¢ zaznamenanych udaju o vyvojovych fazich rostlin jednotlivych odbéri Ize fict, Ze
M. bolleyi urychluje vyvoj a podporuje rist pSenice a B. distachyon, jelikoz rostliny s pritomnosti
endofytu se nachazely v pozdéjsi fazi vyvoje ve srovnani s rostlinami bez endofytu. Nicméng je nutné
podotknout, Ze tyto vysledky jsou spise orientacni, protoze tato schopnost M. bolleyi byla usuzovana
pouze na zakladé uréeni faze rastu a zmeéteni velikosti rostlin. Shadmani et al., 2018 v§ak zaznamenali
tuto vlastnost M. bolleyi pii zkoumani vlivu M. bolleyi na potlaceni patogenu Gaeumannomyces
graminis var. tritici u jeCmene. V pripad¢ experimentu, ktery provedli Shadmani et al. 2018 byla
schopnost M. bolleyi podporovat rust je¢mene prokazana na zaklad¢ srovnani hmotnosti Cerstvych
a usuSenych rostlin s endofytem a bez endofytu.

Pomoci kvantitativni Real-time PCR s pouzitim primeri MbRT ITS byla uspésné detekovana
pritomnost endofytu M. bolleyi v rostlinach B. distachyon a pSenice a nasledn¢ jeji distribuce v ramci
celé rostliny. Dale bylo zjisténo, jak se postupné méni relativni obsah této endofytické houby
v kortikalnich burikach kofene béhem péti mésicu ristu jednotlivych rostlin. Jedinou nevyhodou je, Ze
ziskané vysledky jsou relativni, tudiz neni znamo skute¢né mnozstvi DNA v daném rostlinném pletivu.
Nicméné tato metoda by mohla byt dale vyuzita pro posouzeni vlivu endofytu M. bolleyi na patogeny

(napf. z rodu Fusarium) zpusobujici zavazné choroby pSenice.
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7 ZAVER

V ramci této bakalarské prace byla provedena optimalizace diagnostiky endofytické houby
Microdochium bolleyi v rostlinném hostiteli pomoci kvantitativni Real-time PCR. Samotn¢ detekci této
houby predchazelo zalozeni pokusu ve skleniku a inokulace osiva rostliny Brachypodium distachyon
a pSenice (Triticum aestivum). Inokulace byla uspésné provedena, jelikoz pritomnost endofytu v obou
rostlinnych hostitelich byla nasledné potvrzena molekulami metodou (qPCR) i1 mikroskopicky. Pro
detekci sledovaného endofytu pomoci qPCR byly testovany dva typy paru primeru (MbgPCR
a MbRT ITS) pro amplifikaci ITS oblasti IDNA. Primery MbqPCR navrzené v ramci této praci musely
byt z experimentu vytazeny, nebot” nebyly specifické pro M. bolleyi a detekovaly i pfibuzny druh
M. majus. V experimentu byly dale pouzity pouze primery MbRT ITS (MatuSinsky 2021, uzity vzor),
jez byly specifické a uspésné amplifikovaly ITS oblast M. bolleyi ve vzorcich DNA izolované z pSenice
1 B. distachyon.

Analyza dynamiky kolonizace kofeni endofytem pomoci kvantitativni Real-time PCR
prokazala, Ze obsah endofytu v rostlinach se v prub&hu Casu postupné zvysuje, pfi¢emz nejintenzivnéji
byly kolonizovany kotfeny rostlin posledniho odbéru (po péti mésicich od zaseti a inokulace). Zjisténé
mnozstvi DNA endofytu M. bolleyi metodou qPCR, ktera byla provedena v této praci, je vSak relativni.
Pomoci této metody byla také stanovena distribuce endofytu uvnitf jednotlivych rostlin. M. bolleyi je
zejména kofenovy endofyt, nicmén¢ jeho pritomnost byla prokazana i1 v bazi stébla pSenice
a B. distachyon. Pomoci svételného mikroskopu byl prokazan vyskyt endofytu v kofenech v podobé
vytvorenych klastri chlamydospor. Na zaklad¢ zjisténych vyvojovych fazi rostlin jednotlivych odbéru
bylo zaznamenano, ze endofyt M. bolleyi urychluje vyvoj svého hostitele. Pro iplné potvrzeni tohoto
vlivu by v§ak bylo nutné provést dalsi analyzu. V neposledni fadé 1ze usoudit, Ze endofyt M. bolleyi se

neprenasi osivem (vertikalng), jelikoz v semenech inokulovanych rostlin nebyl tento endofyt detekovan.
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