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Cile
Cilem této prace je piedstavit rizné mechanismy ptisobeni endofytli pii ochrané rostlin a farmacii
a uvést nekteré biologické aktivity dulezité pro lidskou populaci se zvlastnim dirazem na

endofytické houby.

Teoreticka cast

a. Zpracovani literarni reserse k danému tématu
Charakterizace endofytickych organismi

c. Popis soucasnych znalosti o vyuziti endofyt v biotechnologiich. V biologické ochrané
rostlin a ve farmakologii

Prakticka cast

d. ZaloZeni a vedeni experimentl ve skleniku, popt. fytotronu (kultivace hub, ptiprava
hostitele)

e. Izolace RNA, pfevod RNA do cDNA, méfeni exprese genti pomoci real-time PCR

f.  Vyhodnoceni a zpracovani dat



1. Uvod

Endofyté jsou organismy, které obyvaji vnitini Casti rostlin nezpusobujici jasné viditelné
symptomy infekce (Li et al., 2018) a pomahaji rostlindm ptezit v nepfiznivych podminkach, které
by mohly jejich preziti ohrozit (Fadiji & Babalola, 2020).

Endofyté vstupuji do semen, listli, stonkl nebo kotfent. V ptirod¢ spolu endofyté a rostliny
interaguji, coz mize ovlivnit rust rostliny, jeji vyvin a obrannou odpovéd’ (Fontana et al., 2021).
Endofyté mohou zlepSovat zdravi rostlin, obranyschopnost viu¢i patogentim ¢i stresovym
podminkam jako je sucho, ptitomnost téZkych kovi aj. (Fadiji & Babalola, 2020; Lata et al.,
2018).

Choroby rostlin zplsobené patogeny jsou podstatnou vyzvou pro zemeéd¢lstvi. Soucasné
metody ochrany proti chorobam spocivaji ve vyuziti genetické resistence hostitele nebo jsou
odkazany na pouziti chemickych pesticidt (Hirooka & Ishii, 2013). NaduZzivani pesticidi vsak
predstavuje zatéz pro Zzivotni prostiedi, ptinasi rizika pro konzumenty a vede Kk selekci
rezistentnich populaci patogent (Fontana et al., 2021). Proto je tieba hledat alternativni metody
ochrany rostlin (Walters et al., 2005). Vyuziti endofytd v zeméd¢€lstvi je piislibem nejen pro
ekologické zemédélské praxe, ale také pro zvySovani vynosid a sniZzovani zavislosti na
chemickych hnojivech a pesticidech v konvenc¢nich systémech hospodateni.

Endofytické houby jsou stale vice studovany kvili schopnosti napomahat zdravi rostlin.
V biologické ochrané rostlin maji pomérné vysoky potencial, zde slouzi jako aktivatory
rostlinnych obranych odpovédi (Fontana et al., 2021), a to diky jejich schopnosti produkovat fadu
bioaktivnich metabolitti a biotechnologicky vyznamnych enzymu (Fadiji & Babalola, 2020), které
mohou stimulovat rtst rostlin, posilovat imunitni systém a ptispivat k lepSimu vyuziti zivin. Diky
témto vlastnostem mohou endofyté vyznamné ptispét k udrzitelnému zemédélstvi, kde je potieba
minimalizovat negativni dopady na zivotni prostfedi a zdroven zajistit dostateCnou produkci

potravin pro rostouci svétovou populaci.

Sekundarni bioaktivni metabolity produkované endofyty by vsak nemusely pomahat pouze v
zemé&delstvi. V soucasné dobé existuje mnoho praci, které potvrzuji, ze Se mikroorganismy
vyuzité v ramci biotechnologii mohou velmi dobie uplatnit také v medicing i praimyslu (Archna
et al., 2015; Yadav et al., 2015; Singh et al., 2016; Sahay et al., 2017). Jednim z ptikladi vyuziti
endofytti v humanni medicing je objev uznavaného protirakovinného 1éku paclitaxel (Taxol™),
ktery napomohl urychlit vyzkum biologie endofyti a pfinesl prospektivni kandidaty, které by bylo
mozné vyuzit jako léky s antimikrobialnimi, imunosupresivnimi, antioxida¢nimi a anti-
neurodegenerativnimi  funkcemi (Tiwari & Bae, 2022). Endofytické houby asociované
s rostlinami pfedstavuji novy a nevyuZity zdroj pfirodnich a bioaktivnich produkt vyuzitelnych

v 1ékatstvi (Fontana et al., 2021).



Ackoliv endofytické mikroorganismy slouzi jako ,biosyntetické platformy* vyznamnych
sekundarnich metabolitil a jejich potencial v biotechnologiich je obrovsky, stale celime v ramci
jejich vyzkumu mnoha vyzvam. Dilezita je kromé vyzkumu interakci mezi endofyty a jejich
hostitelskymi rostlinami také optimalizace podminek pro jejich komeréni vyuziti a pfekonani
legislativnich a trznich bariér.

Tento uvod predstavuje zakladni kontext pro hlubsi pochopeni tématu vyuziti endofytd v
biotechnologiich se zaméfenim na zeméd¢lstvi a farmakologii, kde budeme zkoumat specifické
priklady uspésného vyuziti téchto mikroorganismil, soucasné vyzvy a budouci perspektivy v této

dynamicky se rozvijejici oblasti.

2. Soucdasny stav FeSené problematiky

2.1  Endofyt, endofytismus

Jedna z prvnich definic pro termin endofyt (endo = uvnitf, fyto = rostlina) byl vytvofen Antonem
de Bary jiz v roce 1866 pro ,,jakykoli organismus rostouci v rostlinnych pletivech* (Collinge et
al., 2022).

Rostliny a mikroorganismy v ptirod¢ ziji ve vzajemnych interakcich, které mohou ovliviiovat
rust, vyvin, a dokonce i obranné reakce rostlin na rizné formy biotického a abiotického stresu
(Nataraja et al., 2019). Vsechny vyssi rostliny jsou hostiteli jednoho nebo vice endofytickych
mikroorganismu.

Endofytické mikroorganismy mohou byt bakterie, eukaryoty a archea. Jako endofytismus je
oznacovan zpusob symbiotického souziti daného organismu v rostling, ktery trva alespon cast
zivotniho cyklu tohoto organismu a nezptisobuje viditelné priznaky napadeni rostlinnych pletiv

ani jejich modifikace. Vliv endofyta na hostitele se ohrani¢uje od mirného negativniho ptisobeni

az k mutualismu (Hyde & Soytong, 2008; Rodriguez et al., 2009; Wilson, 1995).

Endofyté pisobi jako biologické ¢initele ochrany rostlin i jako aktivatory obranné reakce
rostlin na biotické a abiotické stresy (Fontana et al., 2021), a to diky své schopnosti produkovat
mnoho bioaktivnich metabolitii a biotechnologicky vyznamnych enzyma (Khan et al., 2014;
Rajamanikyam et al., 2017).

Endofytické druhy v jedné rostliné tvoii celda spoleCenstva, v nichz nékteré¢ organismy

vvvvvv

nalezeny v mnoha druzich rostlin, naptiklad v rajcatech, ryzi, pSenici, kukufici, u jahod a mnoha
dalsich (Fadiji & Babalola, 2020).



2.2 Vztahy mezi mikroorganismy a rostlinami

ey

Veétsina mikroorganismt, zijicich ve spojeni s rostlinami, je schopna kolonizovat a pfetrvavat
pouze na povrchu rostlinnych pletiv ¢i v rhizosféfe.

Endofyty jsou mikroorganismy pochazejici z fylosféry ¢i rhizosféry (Singh etal., 2017) a jsou
schopny proniknout dovnité rostlinnych pletiv hostitele. Endofyty ziji v tzkém spojeni s
hostitelem po vétSinu svého Zivotniho cyklu (Bacon & Hinton, 2006). Kolektivni spolecenstvi
mikroorganismi asociovanych s rostlinami se oznacuji jako rostlinny mikrobiom. V tomto
kontextu lze na rostliny nahliZet jako na superorganismy, které se Castecné spoléhaji na svij
mikrobiom pro specifické funkce a vlastnosti (Mendes et al., 2013), rostlina a jeji mikrobiom

tvoii ekologickou a evoluéni jednotku (Uroz et al., 2019).

Pfiznivé interakce Ize definovat jako nékteré ptimé nebo nepiimé mechanismy, jako je pienos
zivin, ktery provadéji mykorhizni houby a rhizobia, které se spojuji s kofeny a poskytuji rostlinam
mineralni ziviny a vazany dusik; pfima stimulace rlstu prostfednictvim fytohormont,
antagonismus vici patogennim mikroorganismiim a zmiriiovani stresti. Na druhou stranu nékteré
interakce s mikroorganismy jsou pro rostliny nezaddouci, a mohou vést k poskozeni a usmrceni
rostlinnych pletiv. Rozlusténi interakci mezi rostlinami a mikroorganismy je proto zasadni
soucasti rozpoznavani pozitivnich a negativnich dopadii mikroorganismii na rostliny

(Dolatabadian, 2021).

2.3 Mechanismy pusobeni endofytu

Endofytické mikroorganismy pomahaji zvySovat kondici rostlin nékolika mechanismy (Fadiji &
Babalola, 2020). Endofyty prokazaly svou schopnost posilit obranu hostitele proti chorobam a
snizit skody zplsobené patogennimi mikroorganismy (Ganley et al., 2008; Mejia et al., 2008).
Nejcastéjsi strategii prokazani vztahl mezi mikroorganismy a rostlinami, kterou vyzkumnici
vyuzivaji, je ptfima antagonisticka reakce na desti¢kach in vitro proti patogeniim nebo porovnani
miry preziti inokulované rostliny ve srovnani s kontrolou. Ackoli n€které studie predstavily nové
mechanismy vyuzivané endofyty pfi snizovani u¢inkd patogent, soucasné znalosti o regulacich

endofytl, patogenu a rostliny stale nejsou zcela pochopeny (Ganley et al., 2008).

2.3.1 Endofytické houby

Houby hraji dillezitou roli v organické a anorganické pfeméné, kolobéhu prvkd, pfeménach
hornin a minerald, biologickém zvétravani, tvorbé mykogennich minerall, interakcich s ptidou a
kovy. Endofytické houby také ukazaly potencial pro posileni fytoremediace, tedy odstranéni
znecist'ujicich latek z prostiedi. Ve srovnani s bakteriemi vétsina hub vytvari vlakna, ktera maji
schopnost se formovat v linearni organy agregovanych hyf a jsou schopny se adaptovat na
prostfedi formou explorativni (shromazd’ovani informaci) nebo exploatacni (vyuziti metabolitt)

rustové strategie (Deng & Cao, 2017).



ey

Endofytické houby byly poprvé definovany jako organismy zijici uvnitt rostliny, at’ uz se
jednalo o asymptomatické nebo symptomatické infekce, a to v antagonistickém, nebo
symbiotickém stavu (Fontana et al., 2021), tato terminologie je vSak dnes jiz zastarald. Nov¢jsi
nazory pojimaji endofyty jako organismy, které ziji ve zdravém rostlinném pletivu, aniz by
zpusobovaly piiznaky infekce a jsou v pfirodé hojné rozsifeny (Petrini, 1991). Dlouhodoba
koexistence endofytti a hostitelskych rostlin ¢ini jejich vztah komplexni, takze endofyty mohou
produkovat stejné nebo podobné aktivni sekundarni metabolity jako rostliny (Petrini, 1991).

Ze vzajemné interakce mezi endofytem a rostlinou maji prospéch jak endofytické houby, tak
hostitelska rostlina. Na jedné stran¢ endofytické houby t€Zi z ochrany, vyzivy a ukrytu v rostling.
Na druhé stran€ endofyté také pomahaji svym hostitelskym rostlinam tim, ze stimuluji jejich rust,
vyvoj, adaptaci a toleranci vucéi stresu (Fontana et al., 2021) a napomahaji k ochrané rostlin pred
chorobami, ke které dochazi snizenim trovné infekce a také potladenim a omezenim rustu
patogent (Bacon & White, 2016). V tomto smyslu se predpoklada, Ze ptitomnost endofyti béhem
evoluéniho procesu umoznila rostlindm 1épe rtst a byt odolné&jsi vici hmyzu, bylozravcim a
patogennim organismiim. Totéz Ize usuzovat na nepfiznivé podminky prostfedi, jako je nizka

vlhkost a/nebo vysoké teploty (Fontana et al., 2021).

Endofytické houby mohou kolonizovat nadzemni ¢asti rostlin i kofeny, aniz by byly rostlinam
nebezpeéné. Endofyté osidluji predevsim pletiva pod epidermalnimi bunéénymi vrstvami (Bacon
& White, 2000, Li et al., 2018), systematicky osidluji apoplast, cévni pletiva a nékdy i buiiky
samotné (Fontana et al., 2021). Kolonizace rostlin endofyty je dana interakci mezi
mikroorganismy a rostlinou, schopnost kolonizace miize byt vysvétlena ekologickou teorii, kde
metabolickd produkce rostlin je zavisla na ekologické nice, do které je rostlina i mikroorganismus
zasazen (Strobel & Daisy, 2003). Ke kolonizaci rostlin endofyty nedochazi nahodou, ale
pravdépodobné jejich selekei a adaptaci pro rust v této nice. Protoze endofytické houby obyvaji
podobnou niku jako fytopatogeny, jsou schopny konkurence produkci antagonistickych latek

(toxinil), paratismu nebo vyvolani rezistence Ci tolerance u svého hostitele.

Piestoze jsou endofyté tizce spjati S rostlinami, musi pfi jejich kolonizaci piekonat obrannou
bariéru, kterou rostliny kladou. Pfed ispésnou kolonizaci musi mikroorganismy ptezit oxidacni
prostiedi v hostitelské rostliné (Mengistu, 2020). Jednim z piikladt obranné bariéry rostlin mohou
byt rostlinné sekundarni metabolity, takze endofytické houby musi pro uspéSnou kolonizaci
vytvaiet detoxifikaéni enzymy. Tyto detoxifika¢ni slouCeniny v8ak maji schopnost u rostlin
vyvolat tvorbu jinych sekundarnich metabolitti, které mohou slouzit jako zdroje obrany proti
patogenim (Zhang et al., 2006).

Populacni dynamika endofytickych hub miize souviset s n€kterymi vlastnostmi hostiteld, tj.

chemickym slozenim, fyziologickymi podminkami, zemépisnou polohou, stafim rostlin a



ekologickymi podminkami. Distribuce endofytickych hub je ovliviiovana ekologickymi stavy

jako teplo, vlhkost, osvétleni a lokalita (Yang et al., 2018).

Metabolity produkované rostlinou jsou vyuzivany pro tvorbu biomasy endofyta, vyuzity zdroj
energie je rostlin€ endofytem kompenzovan zlepsenim zdravi rostliny (Backman & Sikora, 2008).
Interakce mezi rostlinou a endofytem maji intenzivni chemotaktickou signalizaci, ktera naznacuje

jejich koevolu¢ni adaptaci (Schulz & Boyle, 2005).

2.3.1.1 Endofyté s potenciidlem v biologické ochrané rostlin, bioticky stres

Stres je obecné nepfiznivy stav, vyvolany plisobenim néjakého zatézujiciho podnétu, stresoru.
Stres vyvola stresovou reakci, ktera aktivuje obranné mechanismy rostliny. Tyto obranné
mechanismy, pokud ptisobi dlouhodobé nebo velmi intenzivné, jsou velmi skodlivé a mohou
zpusobit az poskozeni nebo uhynuti rostliny. Bioticky stres je stres vyvolany patogenem
houbového, virového nebo bakteridlniho ptivodu anebo $kidci. Eliminace stresu spociva v
omezeni aktivity biotickych ¢initelt (Igbal et al., 2021).

V poslednich letech nartsta zajem o pouzivani biologické ochrany rostlin s vyuZzitim
endofytickych mikroorganismii. VétSina endofyti S potencialem biologické ochrany byla
nalezena u pomérné irokého spektra plodin a je schopna potlacovat vyznamné druhy patogent
(Fontana et al., 2021). Endofyté jsou vyuzivani jako zdroje biotickych elicitorti, protoze maji
schopnost v rostlinnych buiikach stimulovat reakce na choroby. Endofyté vynikli svou schopnosti
iniciovat syntézu a akumulaci sekundarnich metabolita v pletivech svych hostitelt, které pak
mohou ovliviiovat fungovani antioxida¢nich enzymu, a tim aktivovat kaskadu obrannych reakci
a podporovat pozitivni regulaci genové exprese dilezitych enzymu pti produkci sekundarnich
metabolit (Biswas et al., 2016).

Rody hub, které se nejéastéji jako endofyté vyskytuji, jsou Trichoderma, Fusarium,
Pyriformospora, Penicillum a Aspergillus, kdy houby rodu Trichoderma se vyskytovaly u rostlin
desetkrat Castéji nez houby rodu Fusarium (Fontana et al., 2021). Piestoze se tyto rody hub
vyskytuji nejcastéji, nemizeme zanedbat ani existenci jinych rodd hub, protoze by mohly byt
ptinosné ve studované problematice.

U endofytickych hub je tieba si uvédomit, ze zatimco pro jeden rostlinny druh pusobi
endofyticky, pro jiny rostlinny druh mohou byt patogenni (Fontana et al., 2021). Naptiklad houba
Scleronitia sclerotinium je patogenem fepky se skodlivym dopadem na zdravotni stav rostlin,
naproti tomu v obilovinach je tato houba schopna indukovat rezistenci vici fuzariozam klast,
zluté rzivosti, obdobné jako u ryze, kde dokaze indukovat odolnost vii¢i chorobé zptisobené

patogenem Magnaporthe oryzae (Tian et al., 2020).



Mezi nejprostudovangjsi endofytické mikroorganismy patii nékolik druhd hub rodu
Trichoderma. Houby rodu Trichoderma jsou schopny kolonizovat Sirokou $kalu dilezitych
polnich plodin, ptikladem je soja, pSenice a kukufice. Houby rodu Trichoderma vyvolavaji
riznorodé mechanismy, znama je jeji schopnost indukovat rezistenci vii¢i chorobam (Fontana et

al., 2021).

Endofytické mikroorganismy maji schopnost produkovat velké mnozstvi sekundérnich
metabolitli (Zhang et al, 2006). Nedavno bylo odhaleno, Ze interakce endofyt-rostlina mize
kontrolovana (Kusari et al, 2012). Mezi kontrolnimi mechanismy poskytovanymi endofyty, jako
je kompetice o prostor a ziviny, mykoparazitismus, antibiéza a indukovana rezistence, existuje
vysoka pravdépodobnost, ze indukovana rezistence je jednim z nejdilezitéjSich mechanismil
pouzivanych endofyty pii kontrole chorob (Kim et al., 2007). Nékteré ze sloucenin, které rostlina
rozpoznava, jsou bézné u vSech hub, jako jsou urcité slozky bunécné stény a enzymy, jako jsou
xylanazy, celulazy a chitinazy (Kusari et al, 2012). Jiné slouceniny jsou specifi¢téjsi pro urcité
druhy, vcetné vyluCovanych proteind, specializovanych metabolitd a lipidd, hormondlnich
molekul a tékavych slouéenin (Druzhinina et al., 2011).

Dalsi vyznamnou skupinou endofytii z fad hub jsou nepatogenni kmeny ptivodné rostlinnych
patogend. Naptiklad Fusarium oxysporum muze u rostlin zpisobovat odumirani kofend a vadnuti,
ale nékteré avirulentni kmeny mohou s rostlinou interagovat, kolonizovat ji a pasobit protektivné
(De Lamo & Takken, 2020). Endofyt v piimé interakcei s rostlinou miize konkurovat s patogeny
rostlin o ziviny a/nebo metabolity z prostiedi kofenové niky, coz ma za nasledek potlaceni aktivity

patogent (Constantin et al., 2019; Fadiji & Babalola, 2020).

Nekteré studie prokazaly potencial netoxigennich kment Aspergillus v obilovinach (Sarrocco
& Vannacci, 2018). Prunik nepatogennich kmenid houby Aspergillus flavus do hostitelskych
pletiv obilniny mtlize zabranit tvorbé aflatoxinii u obilnin v predskliziiové fazi, a to diky
schopnosti Aspergillus flavus potlacit toxigenni kmeny (Sarrocco & Vannacci, 2018).

Dals§im ptikladem vhodné houby s biologickym potencialem ochrany je houba
Purpureollicium lilacinum. P. lilacinum je bézné izolovana z pudy, kofenti rostlin, had’atek a
hmyzu a ptilezitostné mize infikovat lidi. Tato houba vyuziva flexibilni Zivotni styl, vyskytuje se
ve form¢ pldnich saprobi, rostlinnych endofyti a patogent hlistic. Oportunni infekce houby
nastava v okamziku, kdy se vajicka had’atek setkaji s P. lilacinum. Po té, co pidni saprofyt P.
lilacinum kolonizoval kofeny rostlin jako endofyt se po infekci rostlinnym had’atkem stava
parazitem had’atka a narusuje vyvoj vajicek had’atek (Khan & Tanaka, 2023).

V dtsledku studované problematiky vyvstdva otdzka, jak muZzeme izolovat a vybrat

potencidlni houbové endofyty vhodné pro ochranu rostlin. Potencialni odpovédi mize byt praveé



interakce mikroorganismu a hostitelské rostliny. Bylo prokazano, ze mikroby asociované s

rostlinami jsou €inné pii jejich ochrané vici vétsing patogenam (Fontana et al., 2021).

2.3.1.2 Endofyté a tolerance k abiotickému stresu

Abioticky stres je takovy, ktery pfimo nesouvisi se Zivymi organismy. Jedna se napiiklad o stres
zpisobeny vodnim deficitem/nadbytkem, zasolenim, nerovnovdhou zivin anebo extrémnimi
teplotami. V soucasnosti se nejvice potykame piedevsim s globalnimi zménami souvisejicimi s
narlstem teplot a zvySovanim ploch ohrozenych suchem (Ali et al., 2018).

Potieba hledat nové zeméde€lské postupy, které by maximalizovaly efektivitu péstovani plodin
navzdory probihajicim klimatickym zménam, je velmi vysoka. Nevhodné klimatické podminky,
ve kterych jsou rostliny péstovany, jsou limitujicim faktorem pro tvorbu vynosu i kvality
produkce. Také zvysené hladiny kontaminantt (tj. kovit) v pudé€ je pro vétsinu rostlin toxické,
kontaminanty narusuji metabolismus a rust rostlin, protoze jejich potencial pro fytoextrakci kovu
je velmi omezeny. Vyuziti endofytickych mikroorganismil ke snizeni toxicity kovil pro rostliny
za uCelem zlepSeni G¢innosti fytoremediace bylo predmétem vyzkumu mnoha praci (Deng & Cao,
2017).

Schopnost endofytii zvySovat toleranci rostlin k teplu byla pozorovana mimo jiné u rostlin,
jako jsou Helianthus annuus a Glycine max (Ismail et al., 2020), nebo Cucumis sativus (Ali et al.,
2018). Osetteni termofilnimi endofytickymi houbami Thermomyces spp. eliminovalo nepfiznivé
ucinky tepelného stresu na rostliny okurek pfi soucasném zachovani maximalni kvantové
ucinnosti fotosystému PSII, rychlosti fotosyntézy i ucinnosti vyuziti vody. Po oSetieni rostlin a
jejich vystaveni vysokym teplotim byla vyznamné zvySena akumulace celkovych cukri,
flavonoidd, saponinu, rozpustnych bilkovin Vv pletivech rostlin a byla zvySena aktivita
antioxida¢niho enzymu ve srovnani s neoSetfenymi rostlinami okurek v podminkach tepelného
stresu (Ali et al.,, 2018). Rostliny okurek oSetfené Thermomyces spp. také vykazovaly
vV podminkach tepelného stresu zvySeni délky kofenli oproti neoSetfenym rostlinam. Tato
fenologicka odpovéd je v ekosystémech zatizenych tepelnym stresem zasadnim projevem
adaptace, umoziuje rostling, diky del§imu a mohutnéjsimu kofenovému systému, 1épe pronikat
do pudy a ziskavat z ni vlhkost a ziviny i v podminkach omezeného mnozstvi vody (Ali et al.,

2018).

Béznou reakci rostlin na tepelny stres je zvySena stomatalni aktivita a vysoka mira transpirace.
Rostliny v takovych podminkach po oSetfeni endofytickymi houbami zpomaluji a omezuji
otevirani stomat a vykazuji niz$i miru transpirace (Ali et al., 2018). Bylo prokazano, ze nasledkem
inokulace houbami rodu Thermomyces spp. doslo ke zlepSeni udrZzovani optimalniho mnozstvi
vody V listech, zvySovala se efektivita vyuziti vody (Water Use Efficiency) a diky optimalizaci
procesu uzavirani stomat doslo k omezeni nadmérnych ztrat vody (Ali et al., 2018). Byla také

zvysena tvorba a akumulace primarnich a sekundarnich metabolitd, cukrd a flavonoidu, které
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v rostlinnych pletivech slouZi k fixaci reaktivnich forem kysliku (ROS) anebo slouzi jako signalni
molekuly, diky nimz jsou rostliny tolerantni vi¢i riznym formam stresu (Abdelrahman et al.,
2015).

Problémem miize byt také nadmérné zamokieni péstebnich ploch. Uloha endofyti pfi
zajistovani tolerance k vodnimu stresu prostfednictvim regulace genti indukovatelnych stresem
byla popsana u C. sativus (Wagas et al., 2012), Zea mays (Guler et al., 2016; Hosseyni
Moghaddam et al., 2021), Oryza sativa (Pandey et al., 2016), Solanum lycopersicum (Valli &
Muthukumar, 2018), Triticum aestivum (Ripa et al., 2019) a Citrus reticulata (Sadeghi et al.,
2020). Zmirnéni vodniho stresu v dasledku pusobeni endofyti mize byt disledkem zvyseni
produkce antioxidanich enzymi, bioaktivnich latek, obsahu chlorofylu, karotenoidi a
optimalizace miry fluorescence chlorofylu. Kromé zmény vSech téchto parametr u rostlin Citrus
reticulata byl po aplikaci endofytd Penicillium citrinum, Aureobasidium pullulans a
Dothideomycetes spp. také podpofen rust rostlin (Sadeghi et al., 2020). Endofyticky
zprostiedkované mechanismy usnadnuji adaptaci rostlin prostfednictvim tvorby fytohormond,
ROS, exopolysacharidi, deaminds a tékavych latek; diky t€émto metabolitiim jsou pozorovany
pozitivni zmény vV morfologii kofenu; biosyntéza protistresovych metabolitli a pozitivni regulace
genu pomahaji rostlinam 1épe reagovat na stres (Abdelrahman et al., 2015). Jedna z hypotéz
tolerance k vodnimu stresu zprosttedkovana ¢innosti endofytd je vyuziti oxidu uhli¢itého, ktery
endofyté v rostliné uvoliuji. Nedostatek oxidu uhli¢itého ve stresovanych rostlinach pii uzavieni
stomat byl zmirnén diky aktivité endofyta Populus deltoides. Bylo zjisténo, ze ¢ast oxidu
uhli¢itého, vyprodukovaného aktivitou endofyta, bylo spotiebovano rostlinou na fotosyntézu
(Bloemen et al., 2013).

Uloha endofytli pii zajistovani tolerance vigi stresim zptisobenym tézkymi kovy byla
pozorovana mimo jiné u rostlinnych kultur, jako je T. aestivum (Ikram et al., 2018; Malik et al.,
2020), Lycopersicon esculentum (Zhu et al., 2018) a G. max (Bilal et al., 2020). Endofyticka
houba Penicillium roqueforti indukovala toleranci u rostlin T. aestivum péstovanych v padé
kontaminované tézkymi kovy, protoze omezila prenos tézkych kovii z ptidy do rostlin, a to diky
produkci kyseliny indoloctové. Kromé toho tyto rostliny pSenice inokulované endofytickou
houbou a zalévané kontaminovanou zbytkovou vodou vykazovaly vyssi rist, absorpci zivin a
niz§i koncentrace té€Zkych kovii ve stéblech i kofenech. Naproti tomu rostliny pSenice
neinokulované po vystaveni stresu t€zkymi kovy vykazovaly zpomaleny rlst s pfiznaky chlordz.
Po inokulaci houbou P. roqueforti s hostitelskymi rostlinami byl vytvofen symbioticky vztah,
ktery umoznil hostitelskym rostlinam prosperovat v pudé€, ktera byla silné kontaminovana
tézkymi kovy (Ikram et al., 2018), pfimo prostiednictvim zvySené mobilizace té€Zkych kovi, ¢imz
byla zmirnéna uroven toxicity kovi v rostlinach (Babu & Reddy, 2011), i neptimo zlepSenim

rustu a tolerance rostlin vuci stresu (Ikram et al., 2018). Endofytické houby tedy kromé& bunééné



detoxikace enzymatickou aktivitou zvySovaly také schopnost hostitelské rostliny akumulovat
tézké kovy, pusobily tedy na zvySeni tolerance pfimymi i nepfimymi mechanismy.

Endofyty mohou hostitelské rostliné prospét tim, ze zvySuji jeji schopnost pfijimat zdkladni
ziviny z kontaminované pudy. Exogenni pfisun fytohormond S pomoci endofyti muiize pfinést
pozitivni fyziologické zmény v hostitelské rostling, aby odolala stresovym podminkam. Kromé
fytohormonti mize biofertilizaéni schopnost endofytickych hub zvysit dostupnost zivin pro
hostitelskou rostlinu v pidé kontaminované tézkymi kovy prostiednictvim solubilizace (Khan et
al., 2010). Dale mohou tyto houby rozkladat znecist'ujici latky pfitomné v kontaminované pid¢ a
prevadét je do netoxické formy (Fontana et al., 2021).

Problematika vyuziti endofytickych mikroorganismi pfi zajiStovani tolerance vici solnému
stresu byla pozorovana u rostlinnych kultur, jako jsou Z. mays (Gul Jan et al., 2019), Solanum
lycopersicum (Abdelaziz et al., 2019), O. sativa (Jogawat et al., 2013), T. aestivum (Zhang et al.,
2016), C. sativus (Wagas et al., 2012) a G. max (Radhakrishnan et al., 2013, 2015). Napiiklad
endofyticka houba Piriformospora indica zvysila rust a vynos S. lycopersicum v podminkach
solného stresu tim, Ze vyvolala fadu morfologickych a biochemickych dé&ji, které spolecné
piispély ke zmirnéni dopadu solného stresu. Tento endofyt podpofil zvyseni obsahu chlorofylu a
kyseliny indoloctové, enzymt, jako je katalaza a superoxiddismutaza, zvysil navétveni kotentl,
hmotnost ¢erstvé a suché biomasy rostlin a produkci ploda pod vlivem solného stresu. Rostliny
rajcat kolonizované endofyty navic snizily hladinu kyseliny abscisové (ABA) a prolinu ve
srovnani s nekolonizovanymi rostlinami (Abdelaziz et al., 2019). Zda se, Ze enzymy sekvestrujici
ROS vyznamné pfispély ke zlepSeni tolerance vici solnému stresu (Hosseini et al., 2017).

Rostliny vyuzivaji nékolik mechanismil k pteziti v extrémnich podminkach, jako je sucho,
zasoleni anebo chlad. Mezi rychle pozorované¢ biochemické a morfologické zmeény patii
hypersenzitivni reakce, bunéna nekréza a produkce fytoalexinu. Abiotické stresy, vcetné
oxida¢niho stresu, sucha, zaplav, zasoleni a tepelného stresu, jsou vzajemné propojeny, coz vede
k syntéze reaktivnich forem kysliku (ROS), které pii del$im ptsobeni zptsobuji pos§kozeni bunék
(Wagas et al., 2012), mohou zptisobit oxida¢ni degradaci RNA a DNA (Mittler, 2002), peroxidaci
lipidti a oxidaéni stres a nasledné bunéénou smrt (Wagas et al., 2012). Existuje hypotéza, ze
endofyty také zpocatku vylucuji malé mnozstvi ROS, naptiklad peroxid vodiku, ktery spousti
antioxida¢ni enzymy infikovaného hostitele (White & Torres, 2010). Trvalé uvoliovani ROS v
malém mnozstvi zabranuje precitlivélosti bunék na ROS, zlepsuje vstiebavani zivin (vapniku,
drasliku, hoi¢iku a fosforu) rostlinami a zvySuje dal$i endosymbiotické interakce hostitele
(Overmyer et al., 2003). Pravdépodobné mechanismy, kterymi mize dochazet k hypersenzitivnim
reakcim a ziskané systémové rezistenci hostitelli, zahrnuji vzajemné ovlivilovani mezi endofyty
a hostitelskymi rostlinami, jakoz i tvorbu ROS a antioxidanti (Tanaka et al., 2006). Zatimco

nékteré houbové endofyty produkuji ROS, aby ziskavaly Ziviny z hostitelskych bunck a udrzovaly



své mutualistické interakce s rostlinami, jiné houbové endofyty snizuji koncentrace ROS, aby

zmirnily u¢inek abiotickych strest na své hostitele (Rodriguez & Redman, 2008).

2.3.2 Rostlinna obrana

V dlouhodobé evoluci jsou nespecificka (obecnd) rezistence a specificka rezistence piiklady
vrozené rezistence vyvinuté pro odolnost vi¢i patogenum (Kiraly et al., 2007). Rostliny, které
maji specifickou rezistenci, mohou odolavat infekci vyvolanou jednim nebo nékolika malo
patogeny, zatimco V piipad¢ nespecificka rezistence je imunitni systém aktivni proti mnoha
patogentim.

Imunitni systém rostlin je zaloZzen na konstitutivni a indukované obrané, kterou lze zvysit
biotickymi a/nebo abiotickymi podnéty, ¢imz se zvySuje obranyschopnost proti patogeniim a
Skiidctim. Tento jev lze povazovat za moznou obranu rostlin proti chorobam (De Kesel et al.,
2021). Rostliny v§ak nemaji mobilni obranné buiiky a somaticky adaptivni imunitni systém jako
savci. Misto toho se spoléhaji na geneticky danou imunitu kazdé bunky a na systémové signaly
ptichazejici z mist infekce (Ausubel, 2005; Dangl & Jones, 2001; Chisholm et al., 2006).

Indukovana rezistence ma nékolik vyhod, mize byt G¢inna proti virim, bakteriim, houbam,
had’atkam a abiotickym stresiim. Kromeé toho vykazuje stabilitu diky tomu, Ze rizné mechanismy
rezistence pusobi spole¢né, coz mimo jiné zduraziuje nespecificnost, systémovost a perzistenci
(Fontana et al., 2021). Nejzadangj$im vysledkem indukované rezistence je stav "primingu", kdy
se rostliny vystavenému stresovym faktorim dostavaji do "stavu pohotovosti" a mechanismy
rezistence se s pfichodem stresoru projevuji intenzivnéji. Tento stav nevede k energetickému

vydeji vzhledem k latentnimu stavu mechanismu, které #idi odolnost (Fontana et al., 2021).

Rostliny maji geneticky danou schopnost identifikovat potencialni invazni mikroorganismy a
aktivovat obranné reakce (Pandey et al., 2017). Naopak vnimani prospé$nych mikroorganismui a
navazani symbiotického vztahu s nimi si rostliny osvojuji podobn¢, avSak pomoci odlisnych
receptorti na povrchu buné¢k (Zipfel & Oldroyd, 2017).

V soucasnosti jsou rozliSovany dva mechanismy rostlinného imunitniho systému. Jeden
vyuziva transmembranové receptory rozpoznavani vzori (PRR), které reaguji na pomalu se
vyvijejici molekularni vzory spojené s mikroorganismy (MAMPS) nebo patogeny (PAMPs),
ptikladem elicitord PRR jsou flagellin (flg22) (Zipfel & Felix, 2005) anebo houbovy chitin
(Bigeard et al., 2015). Proces rozpoznavani vzoru spousti prvni linii imunitni obrany, nazvanou
Limunita spousténa vzory* (PTI) (Bigeard et al., 2015).

Molekularni vzory hraji zasadni roli v prvni linii imunitni obrany. Prvni popsany receptor,
ktery rozpoznava flagellin (flg22) z rhizobakteriemi podporujicimi rist rostlin (PGPB) je
FLAGELLIN-SENSING 2 (FLS2) (Trda et al., 2014). Bakterialni flagellin je archetypicky
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elicitor PTI (Gomez-Gomez & Boller, 2002). Iniciace signalizace PTI je zaji$téna tak, Ze FLS2 a
jeho ko-receptory flagellin rozpoznaji a iniciuji tak signalizaci PTI (Zipfel & Oldroyd, 2017). Pii
chladovém Soku jsou aktivovany podobné obranné reakce, jako u flg22, aktivace ale nastava u
patogent bakterialnich proteint MAMPs (Felix & Boller, 2003; Kunze et al., 2004; Zipfel et al.,
2006). Aktivita flagellinu je u riznych kmenu rhizobakterii rozdilna, flagellin Xanthomonas
campestris je rizné G¢inny pii spousténi PTI zprostiedkované FLS2 v Arabidopsis, flagellin z
Agrobacterium tumefaciens nebo Sinorhizobium meliloti je mén¢ aktivni nez flagelin z P.
syringae (Felix et al., 1999).

Patogeny vSak mohou prvni linii imunitni obrany pfekonat potlacenim signalizace PTI nebo
vyhnutim se rozpoznani PRR vyluc¢ovanim efektorti virulence (Guo et al., 2009). Druha linie
obrany rostlin probiha pievazné uvnitt buniky (Glazebrook, 2005) a je nazyvana efektorem
spousténa imunita (ETI). Vyvinula se tak, ze rozpoznava efektory patogent (Jones & Dangl,
2006) prostiednictvim polymorfnich proteinovych produkti NB-LRR, kédované vétsinou gent
(Glazebrook, 2005), coz vede k hypersenzitivni reakci (HR), ktera omezuje $ifeni patogenu (Jones
& Dangl, 2006). Polymorfni proteinové produkty jsou pojmenovany podle svych
charakteristickych domén bohatych na nukleotidy (NB) a leucinovych repetic (LRR). Patogenni
efektory z riiznych fisi jsou rozpoznavany pomoci proteini NB-LRR a aktivuji podobné obranné
reakce. Odolnost vii¢i chorobam zprostiedkovand NB-LRR je u¢inna proti patogentim, které
mohou rist pouze na zivém rostlinném pletivu (biotrofni organismy), neni uéinna proti
patogeniim, které pletiva hostitele usmrcuji (nekrotrofni organismy) (Glazebrook, 2005).
Signalizace zavislda na NB-LRR a signalizace zprostiedkovana MAMPS/PAMPs vyzaduji
¢astecné odlisné komponenty. Molekuly, které jsou schopny indukovat PTI, a mikroorganismy,
které je mohou exprimovat, ale ne plné eliminovat.

Samotna imunitni reakce probihd ve 4 fazich. Ve fazi 1 jsou PAMPs (nebo MAMPS)
rozpoznavany PRR, coz vede k imunité¢ spoustené PAMPs (PTI), kterda muze zastavit dalsi
kolonizaci. Ve fazi 2 uspéSné patogeny nasazuji efektory, které pfispivaji k virulenci patogenu.
Efektory mohou zasahovat do PTI. Vysledkem je citlivost vyvolana efektory (ETS). Ve fazi 3 je
dany efektor "specificky rozpoznan" jednim z proteint NB-LRR, coz vede k imunité vyvolané
efektory (ETI). ETI je zrychlenad a zesilena odpoved’ PTI, ktera vede k odolnosti viici chorobé a
obvykle k hypersenzitivni reakci bunééné smrti (HR) v misté infekce. Ve fazi 4 vede ptirozeny
vybér patogeny k tomu, aby se vyhnuly ETI bud’ vyfazenim nebo diverzifikaci rozpoznaného
efektorového genu, pripadné ziskanim dal$ich efektort, které potlacuji ETI. Vysledkem
ptirozeného vybéru jsou nové geny rezistence (R) specifity, takze ETT miize byt opét spusténa.
Za bazalni obranu rostlin lze tedy povazovat i proces, kdy je aktivita "PTI je v soucinnosti se
slabou reakci ETI, bez ETS" (Jones & Dangl, 2006)
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Béhem PTI a ETI mohou byt patogeni potlacovani, ale do jaké miry se podileji mechanismy

ETI a PTI je stale nezodpovézenou otazkou.

Vétsina rostlin odolava infekci proti vét§in€é patogenl; a je oznaCovdna za rostliny
"nehostitelské". Tato nehostitelska odolnost mize byt zprostfedkovana nejméné dvéma
mechanismy. Za prvé, efektory patogenu by mohly byt neicinné na potencialnim novém, ale
evolucéné odlisném hostiteli, coz by vedlo k malému nebo zadnému potlaceni PTI a netispésnému
rustu patogenu. Alternativné by mohl byt jeden nebo vice efektori budouciho patogena rozpoznan
repertoarem NB-LRR jinych rostlin, neZ je jeho spoluadaptovany hostitel, coz by vedlo k ETI
(Jones & Dangl, 2006).

Aktivita efektord je rtiznd, v zavislost na typu ptvodce. Bakterialni efektory pfispivaji k
virulenci patogent Casto tak, Zze napodobuji nebo inhibuji eukaryotické bunécné funkce
(Abramovitch et al., 2006; Mudgett, 2005; Grant et al., 2006). Efektory hub a oomycet mohou
pusobit bud’ v extracelularni matrixu, nebo uvniti hostitelské bunky. Jiné houbové a oomycetové
efektory pravdépodobné plisobi uvnitt hostitelské bunky; jsou rozpoznavany proteiny NB-LRR
(Jones & Dangl, 2006). Nékteré kmeny hub P. syringae vytvateji koronatin, napodobeninu
kyseliny jasmonové, kterd potlacuje obranu proti biotrofnim patogentim zprosttedkovanou
kyselinou salicylovou (Zhao et al., 2003), coz vyvolava otevieni stomat a napomaha patogennim
bakteriim ziskat ptistup do apoplastu (Brooks et al., 2005).

Neméné dulezity je proces vnimani prospéSnych organismti rostlinami. U vnimani
prospésnych mikroorganismt rostliny rozpoznavaji bé&zné mikrobidlni slouceniny, které
organismy produkuji, jako jsou bic¢ik, lipopolysacharidy (LPS), exopolysacharidy, a chitinové
oligosacharidy, jako jsou ligandy (Yu et al., 2022). Vazbou s ligandy se rostlinné receptor
proteiny rekrutuji na ko-receptory a vytvareji komplexy, které fosforyluji nasledné substraty, coz
vede k signalni kaskadé zahrnujici oxida¢ni vzplanuti, influx Ca?*, aktivaci MAPK, a aktivaci
hormonalni signalizace (Bazin et al., 2020). N-koncova ¢ast flagellinu, v¢etné epitopu flg22 o 22
aminokyselinach, je vysoce zachovana u celé fady eubakterii (Felix et al., 1999). Hostitelské
rostliny jsou schopny rozeznat bi¢ik z prospésnych mikroorganismd, jako jsou napiiklad Bacillus
subtilis a Burkholderia phytofirmans (Deng et al., 2019; Felix et al., 1999).

2.3.2.1 Indukovana rezistence

Dvé nejcastéji definované formy indukované rezistence jsou SAR (systémova ziskana rezistence)
a ISR (indukovana systémova rezistence), které lze rozliSit na zakladé povahy elicitoru a
zapojenych regulacénich cest (Yan et al.,, 2002). SAR, ktera je vyvolana infekcemi, je
zprosttedkovana kyselinou salicylovou a souvisi s tvorbou PR proteina (Tripathi et al., 2008).
Tyto PR proteiny poméhaji pii piimé lyze napadenych buné¢k a posilovani hranic bunécné stény,
a zajistuji vybudovani odolnosti proti infekci a bunééné smrti (Gao et al., 2010). Indukovana

systémova rezistence je stav zvySené obranyschopnosti, kterd se u rostliny vytvori po vhodné
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stimulaci (van Loon et al.,, 1998). ISR, ktera je indukovana nékterymi nepatogennimi
rhizobakteriemi, je mirnéna etylenem nebo kyselinou jasmonovou, nelze ji spojovat s tvorbou PR
proteintt souvisejicich s patogenezi (Jones & Dangl, 2006). Drahy vyvolané salicylatem a
jasmondtem se vyznacuji produkci kaskddy PR proteind, které zahrnuji antifungalni (chitinazy,
glukandzy a thaumatiny) a oxidacni enzymy (peroxidazy, polyfenoloxiddzy a lipoxygenazy).
Mohou se také hromadit nizkomolekularni slouceniny s antimikrobidlnimi vlastnostmi

(fytoalexiny) (Choudhary et al., 2007).

2.3.2.2 SAR —systémova ziskana rezistence

SAR byla poprvé objevena v roce 1961 a identifikovana jako obrana rostlin zavisla na kyseliné
salicylové (SA), vyznacujici se akumulaci SA a aktivaci exprese geni souvisejicich s patogenem
(PR) (van Loon, 1985). V roce 1996 Picterse et al. poprvé uvedli, Ze systémova rezistence
vyvolana rhizobakteriemi podporujicimi rast rostlin (PGPR) je u Arabidopsis thaliana nezavisla
na SA a PR proteinech, ale zavisi na draze kyseliny jasmonové (JA) a etylenu (ET) (Knoester et
al., 1999; Pieterse & van Loon, 1999). Dosud se ukazalo, ze rizné prospé$né mikroorganismy
maji potencial vyvolat systémovou rezistenci. UZite¢né bakterie, jako jsou Bacillus spp. a
Pseudomonas spp., mohou stimulovat obranné reakce a pomahat rostlinam ziskat Sirokospektralni
odolnost vi¢i chorobam (Ongena et al., 2005; Yu et al., 2022). Uzite¢né houby, jako jsou
Trichoderma spp. a arbuskularni mykorhizni houby (AMF), jsou povazovany za $iroce roz§ifené
potencialni Cinitele ochrany rostlin (Cordier et al., 1998; Yu et al., 2022).

SAR, ktera je vyvolana infekcemi od patogenu, které zptsobuji nekrézu pletiv, a to bud’ jako
soucast hypersenzitivni reakce (HR) (Ross, 1961), nebo jako ptiznak onemocnéni (Kuc, 1977), je
zprostiedkovana kyselinou salicylovou a souvisi s tvorbou PR proteind (Tripathi et al., 2008).
Tyto PR proteiny maji mnoho enzymd, naptiklad 1, 3-glukanazy a chitindzy, které pomahaji pfi
ptimé lyze napadenych bunék a posilovani bunéénych stén, aby se vybudovala odolnost proti

infekci a bunééné smrti (Gao et al., 2010).

Jednou z charakteristik SAR je rozvoj zvySené odolnosti v distalnich, neinokulovanych
organech rostliny (Durrant & Dong, 2004; Kuc, 1977; Ross, 1961; Ryals et al., 1996; Sticher et
al.,, 1997). Dalsim charakteristickym znakem SAR je jeji aktivita proti Sirokému a
charakteristickému spektru patogenu, které zahrnuje viry, bakterie, oomycety a houby (Kuc,
1977; Ryals et al., 1996). SAR navic poskytuje dlouhodobou ochranu, kterd muze trvat tydny az
meésice a nékdy i celou sezonu (Kuc, 1977). Ziskana rezistence je nazornym piikladem pro
existenci urcité formy "rostlinné paméti".

Studie také odhalily, ze systémovy signal indukuje SAR ve vzdaleném pletivu druhoveé
nespecifickym zptisobem (Dean & Ku¢, 1986; Jenns, 1979). Nekteré experimenty naznacily, Ze
jako prenaseny signal slouzi SA (Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990; Molders et al., 1996;
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Shulaev et al., 1995), ale jiné zdroje tuto roli SA vyvratily (Rasmussen et al., 1991; Smith-Becker
etal., 1998; Vernooij et al., 1994).

Zjisténi dalSich praci naznacuji, Ze k indukci SAR by mohla pfispivat lipidova signalizace.
Nedavna prace s mutantem Arabidopsis s defektem v indukované rezistenci (dirl) naznacila, ze
dirl by mohl hrat roli pfi vytvareni a/nebo prenosu mobilniho signalu pro SAR, pravdépodobné
interakci s molekulou odvozenou od lipidi (Maldonado et al., 2002). Také u mutantt Arabidopsis
se zvySenou nachylnosti k chorobam (edsl) a s nedostatkem fytoalexinu (pad4), které jsou
defektni v lipazach (Falk et al., 1999; Jirage et al., 1999), nebylo mozné SAR aktivovat (Durrant
& Dong, 2004).

Piedpoklada se také, ze v indukci SAR hraje signaliza¢ni roli peroxid vodiku (Alvarez et al.,
1998). Po oxida¢nim vzplanuti H,O, nasledoval vyskyt nizsich hladin H>O, v malych skupinach
bunek u neinokulovanych listd. Po systémovych "mikrovzplanuti" néasledovala ve vzdaleném
pletivu tvorba tzv. mikro-HR 1ézi. Jak poc¢atecni, tak sekundarni HO; vzplanuti byly pro aktivaci
SAR nezbytné (Alvarez et al., 1998). Nedavno bylo také prokazano, Ze plynny methyl salicylat,
hlavni t€kava latka produkovana v listech tabaku inokulovanych virem tabakové mozaiky, ptisobil
jako signal, ktery aktivoval odolnost vici chorobé jak v infikovanych, tak v neinfikovanych
pletivech napadené rostliny a také v sousednich rostlinach (Seskar et al., 1998; Shulaev et al.,
1997). Podobné pokusy s transgenni linii tabaku necitlivou na etylen ukazaly, ze pravé etylen byl
signalem pro indukci SAR (Verberne et al., 2003). Po infekci patogenem dochazelo k aktivaci

bunécnych obrannych reakci v napadenych bunkach rostlin.

V indukované rezistenci hraji dulezitou roli také obranné geny. OSetfeni petrzele
benzothiodiazolem (BTH) a dichloro-isonikotinovou kyselinou vedlo k tvorbé kyseliny
salicylové, coz se projevilo silnou aktivaci riznych bunéénych obrannych reakci jiz pti nizkych
davkach elicitori (Katz et al., 1998; Kauss et al., 1992, 1993; Kauss & Jeblick, 1995; Thulke &
Conrath, 1998). V podrobnéjsich studiich s bunéénou kulturou petrzele bylo zjisténo, ze ¢inek
induktord SAR na aktivaci obrannych gent silné zavisi na sledovaném genu (Katz et al., 1998;
Thulke & Conrath, 1998). Bylo prokazano, Ze jedna tiida obrannych gend piimo reaguje na
relativné nizké koncentrace SA nebo BTH (Katz et al., 1998; Thulke & Conrath, 1998). Druha
tfida gend souvisejicich s obrannou reakci u petrzele reagovala na oSeteni nékterym ze dvou
testovanych aktivatort SAR jen mirné. Presto jiz pii nizkych koncentracich SA nebo BTH tyto
geny vykazovaly na aktivatoru zavislé zesileni své exprese, ale pouze po oSetieni nizkou davkou
elicitoru (Katz et al., 1998; Thulke & Conrath, 1998). K aktivaci obranného genu fenylalanin
amonium-lyasy (PAL) pomoci SA byly zapotiebi koncentrace SA 500 uM a vyssi, zatimco jiz 10
uM SA vyrazné zesililo naslednou expresi PAL vyvolanou elicitorem (Katz et al., 1998). Silna
korelace mezi SAR a pfitomnosti primingu potvrdila predpoklad, ze priming je kliCovym

mechanismem v reakci rostlin na SAR. Vzhledem k tomu, Ze rdzné obranné geny se v
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primovanych burikach a rostlinach aktivuji rychleji a/nebo silnéji nez v neprimovanych, vénuje
se v posledni dobé pfi objasiovani primingu a SAR zvySena pozornost chromatinové struktuie
gent souvisejicich s obranou. Promotory obrannych gent se totiz mohou nachézet ve vice stavech
nez jen "zapnuto" nebo "vypnuto " a rizné podnéty, které spole¢né zpiisobuji aktivaci promotort,
na sebe Casto navazuji se znaénym ¢asovym odstupem (Cosma, 2002).

V poslednim desetileti byla identifikovana fada mutanti s naruSenou aktivaci SAR.
Arabidopsis mutant (nprl) je pravdépodobné nejvyznamnéj$im z téchto mutantd. Nprl
akumuluje hladiny SA divokého typu v reakci na infekci avirulentnimi patogeny, ale neni schopen
aktivovat geny PR (Cao et al., 1994; Delaney et al., 1995; Shah et al., 1997), ani nastolit stav
primingu (Kohler et al., 2002) nebo vyvinout biologicky ¢i chemicky indukovanou SAR (Cao et
al., 1994; Delaney et al., 1995; Shah et al., 1997). NPR1 je tedy pravdépodobné kli¢ovym
regulatorem SAR a primingu. Tento pfedpoklad byl dale podpofen dvéma studiemi, které
prokazaly, ze konstitutivni nadmérna exprese NPR1 v transgennich rostlinach nevedla ke zvySeni
hladiny SA ani ke konstitutivni expresi genit PR. Naopak, tyto rostliny vykazovaly silnéjsi expresi
gentl PR po infekci patogeny a projevovala se u nich také vyrazné zvySend odolnost vuci
chorobam (Cao et al., 1998; Friedrich et al., 2001). Mnohé prace ukazaly, ze konstitutivni indukce
odolnosti vi¢i chorobam u rostlin souvisela s aplikaci aktivatorit SAR. Ve vétSing téchto studii
byly obranné reakce aktivovany oSetfenim rostlin vysokymi davkami aktivatori SAR,
transformaci pomoci enzymi biosyntézy SA nebo indukci mutaci pro ziskani rezistence u
Arabidopsis. V pripadé, Ze byly pro testovani vyuzity rostliny pSenice a oSetieny BTH, pfi
péstovani v podminkach bez patogenti a za omezeného ptisunu dusiku, vykazovaly tyto rostliny
snizeny rist a zhorSenou tvorbu semen (Heil et al., 2000). Kromé toho transgenni rostliny
Arabidopsis konstitutivné akumulujici vysoké hladiny SA v disledku exprese SA syntazy
vykazuji zakrsly fenotyp a produkuji malo semen (Mauch et al., 2001). U mutanti Arabidopsis
(cprl), (cpr5) a (cpr6), které obsahuji konstitutivné vysoké hladiny SA a permanentni expresi
gent PR (Bowling et al., 1994, 1997), bylo pozorovano zakrnéni, které bylo navic spojeno se

snizenou kondici rostlin (Durrant & Dong, 2004).

2.3.2.3 ISR - indukovana systémova rezistence

U rostlin se mize indukovana rezistence vyvinout v ddsledku infekce patogenem, v reakci na
herbivorni hmyz, pfi kolonizaci kofent specifickymi uziteénymi mikroorganismy nebo po
osetfeni specifickymi chemickymi latkami. Termin indukovana rezistence je obecny termin pro
stav indukované rezistence u rostlin vyvolany biologickymi nebo chemickymi induktory, které
chrani neexponované ¢asti rostlin pted budoucim napadenim patogennimi mikroby a bylozravym
hmyzem (Kuc, 1982). Indukovany stav rezistence je charakterizovan aktivaci latentnich

obrannych mechanismii, které se projevi pii nasledné vyzvé ze strany patogenu nebo hmyziho
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herbivora. Indukovana rezistence se projevuje nejen lokalné v misté indukce, ale také systémovée
v castech rostliny, které jsou prostorové oddéleny od induktoru, z tohoto divodu je pouZzivan
termin indukovana rezistence. ISR obecné poskytuje zvySenou tirovenn ochrany proti Sirokému
spektru patogent (Walters et al., 2013). Indukovana rezistence je regulovana siti vzajemné
propojenych signalnich drah, v nichz hraji hlavni regula¢ni roli rostlinné hormony (Pieterse et al.,
2012). Signalni drahy, které¢ reguluji indukovanou rezistenci vyvolanou uZite¢nymi
mikroorganismy, patogeny a hmyzem, maji spole¢né signalni komponenty.

ISR je podporovana rhizobakteriemi podporujicimi rust rostlin (PGPR), které nezpisobuji
viditelné poskozeni kofenového systému rostlin (van Loon & Glick, 2004). Na rozdil od SAR
nezahrnuje ISR akumulaci proteinit souvisejicich s patogenezi nebo kyseliny salicylové, ale
spoléha se na drahy regulované jasmonatem a etylenem (Pieterse et al., 2001; Yan et al., 2002).
ISR produkovana endofyty mize byt také propojena s posilenim gent, které jsou exprimovany v
patogenezi. V kofenech rajcat se nachazeji vyznamné endofyty Fusarium solani, které vyvolavaji
ISR proti Septoria lycopersici, Septoriové skvrnitosti rajéete, a aktivuji v kofenech geny PR, PR7
a PR5 (Kavroulakis et al., 2007).

2.3.3 Biologicka ochrana rostlin

Patogenni organismy rostlin ohrozuji svétovou potravinovou bezpecnost (Tian et al., 2020).
Aktualni metody v oblasti ochrany rostlin nejsou dostate¢nym nastrojem ke regulaci a potlaceni
chorob a minimalizaci $kod zpisobovanych témito patogeny.

Puvodce plisné bramborové (Phytospora infestans (Mont.) de Bary 1863), (Fontana et al.,
2021) dodnes piedstavuje zavazny problém (Kamoun et al., 2015). Dal§im ptikladem mohou byt
paraziticka had’atka. Kofenové had’atko (Meloidogyne incognita) je jednim z nejrozsifenéjsich
Skidct. Navzdory rozdilim mezi patogeny a parazity, oba maji stale nekteré spolecné rysy
z perspektivy obrany rostlin vii¢i nim. Siroké spektrum hostitelii a nartist virulentnich populaci
spole¢né zptisobuji problémy ve vyuzivani rezistentnich odriid. Pesticidni primysl se sice stale
snazi vyrabét inovativni molekuly pesticidd, jejich pouzivani vSak nemusi byt vzdy efektivni a
dlouhodobé udrzitelné (Mhlongo et al., 2018). Tyto faktory vedly k hledani G¢innych a
ekologicky Setrnych mozZnosti ochrany rostlin pfed Skodlivymi organismy s vyuZzitim biopesticidi
(Fontana et al., 2021).

Biologicka ochrana je definovana jako snizeni mnozstvi inokula patogenu nebo determinantu
choroby organismem (Fontana et al., 2021). Je také oznaCovana jako pokus o obnoveni
ptirozeného obranného mechanismu rostlin v zeméd¢lskych systémech s vyuzitim zavedenych a
pfirozenych vztahit mezi rostlinami a mikroorganismy (Mathre et al., 1999). Vétsina ptivodct
biologické ochrany prokazala schopnost ur¢itym zptisobem interagovat a kolonizovat rostlinu, na

urovni komplexni biochemické komunikace mezi mikroorganismy a rostlinou (Rosier et al.,
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2016; Venturi & Keel, 2016). Nékteré rostliny maji schopnost hostit mikrobidlni komunitu
v rhizosféfe, nékdy schopnost rekrutovat nékteré mikroorganismy v nepiiznivych podminkach
(Tena, 2018). Biologicka ochrana je Siroka a zarovei i obecna kategorie, ktera zahrnuje piibuzné
a fylogeneticky vzdalené i potlacujici patogeny. Mezi Cinitele biologické ochrany je zafazeno
nékolik bezobratlych, hub, bakterii a vird. Ne vSechny z nich jsou vSak vhodné jako biopesticidy,
protoze musi spliovat nékolik pozadavkd, z nichz nejdilezitéjsi jsou (Fontana et al., 2021):

o Nejsou skodlivé pro rostliny, lidi a zvitata

e Jsou ucinné proti Skodlivému Ciniteli

e Piezivaji v riznych podminkach a v nepfitomnosti Skodlivého Cinitele

e Jsou ekonomicky Zivotaschopné, mohou byt vyrabény ve velkém méfitku

e Maji dlouhou dobu skladovatelnosti

o Jsou kompatibilni s produkty vyuzivanymi v zemédé&lstvi (pesticidy, hnojiva...)

S ohledem na tyto pozadavky jsou nejvyznamnéjS$imi a nejvice slibnymi biologickymi Ciniteli

houby a bakterie, protoze jsou bohatym zdrojem rtznych ptfirodnich metabolitii, které maji

potencial regulovat choroby rostlin na riiznych urovnich (Ayaz et al., 2023).

Jejich schopnost potlacovat patogeny je dana prostiednictvim paratismu (n€¢kdy oznac¢ovano
jako hyperparatismus) (Parratt & Laine, 2016), a sekrece sekundarnich metaboliti (Raaijmakers
etal., 1995).

TentyZz endofyticky Cinitel ¢asto vyuziva vice jak jeden mechanismus proti jednomu patogenu,
nebo vice patogenim. Naptiklad, Trichoderma harzianum parazituje houbu Sclerotinia
sclerotium, kde T. harzianum degraduje jeji hyfy (Inbar et al., 1996). T. harzianum je ale také
schopna S. sclerotium inhibovat tvorbou antibiotickych latek a pomoci kompetice (Abdullah et
al., 2008). Dalsi prikladem je houba Purupureocillum liliacinum, ktera dokaze pomoci antibiozy
antagonizovat S. sclerotium (Elsherbiny et al., 2019), ale soucasné dokaze infikovat a parazitovat
vaji¢ka a samicky kofenovych had’atek (Silva et al., 2017).

I kdyz jsou biopesticidy v souc¢asnosti celosvétoveé komercializované, vyvoj a nasledné kroky
nejsou snadno proveditelné. Mezi hlavni problémy jsou casto uvadény nesrovnalosti ve
vysledcich ziskanych v kontrolovanych a polnich podminkach (Spadaro & Gullino, 2005), které

mohou vést k zavade€jicim zavéram (Laur et al., 2018).

Nebezpec€i spojena s pouzivanim syntetickych pesticidl si vyzadala potiebu alternativniho
a udrzitelné. Biopesticidy mohou pochézet z mikrobid (napt. metabolitll), rostlin (napft. z jejich
exsudatil, esencialniho oleje a extraktl z kiiry, kofene a listil) a nanocastic biologického ptvodu.
Na rozdil od syntetickych pesticidi maji mikrobidlni pesticidy specifické ptisobeni, 1ze je snadno
ziskat bez potieby drahych chemikalii a jsou ekologicky udrzitelné bez rezidualnich ucinku.

Fytopesticidy maji nesCetné mnozstvi fytochemickych sloucenin, diky nimz vykazuji rizné
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mechanismy ucinku, rovnéz nejsou spojeny s uvoliovanim sklenikovych plynti a predstavuji
mensi riziko pro lidské zdravi ve srovnani s dostupnymi syntetickymi pesticidy. Nanobiopesticidy
maji vys$§i pesticidni aktivitu, cilené nebo ftizené uvoliiovani se S$pickovou biologickou

kompatibilitou a biologickou rozlozitelnosti.

2.3.3.1 Konkurence s patogeny

Konkurence je silnym mechanismem, ktery endofyty vyuzivaji k zabranéni kolonizace hostitelské
pletiva rostlin patogeny (Martinuz et al., 2012). Endofyté maji schopnost systémove nebo lokalné
kolonizovat mnoho rostlinnych pletiv (Latz et al., 2018). Pusobi naptiklad kolonizaci,
vyckavanim na dostupné ziviny a obsazovanim pozic, které jsou k dispozici pro ¢innost patogenti
(Rodriguez et al., 2009). Suryanarayanan et al., 2009 zjistili, ze zni¢eni endofyti v listech manga
aplikaci fungicidi pfi jeho oSetfeni, umoznuje osidleni niky jinymi houbami, zejména
patogennimi.

Mechanismus vyuzivany ke konkurenci vétSiny endofytd obvykle probiha v kombinaci s
jinymi mechanismy, misto aby puisobil samostatné. Zptsob ochrany rostlin vii¢i patogentim, ktery
endofyty pouzivaji, je Casto lokalni. Napiiklad kolonizace kofene fepky olejky endofytem
Heteroconium chaetospira nemohla uspé$né zabranit symptomtm poskozeni kyjatkou (Lahlali et
al., 2014). Tento fakt naznaCuje urcitd omezeni, kterd mize vyuziti konkuren¢ni schopnosti
endofyti, jako metody biologické ochrany rostlin, nabidnout.

Konkurence endofytickych mikroorganismt byla napiiklad prokazana v praci, kde symptomy
Phytophthora spp. byly tGspésné redukovany pii oSetieni smési endofyti listd kakaovniku
Theobroma cacao (Arnold et al., 2003). Tento vysledek potvrzuje konkurenéni pisobeni endofytt
jako jeden z mechanismi potlaceni choroby v rostlin€. U nékterych kment vSak byla pozorovéna

i produkce aktivnich metaboliti. (Arnold et al., 2003).

2.3.3.2 Antibakterialni a antifungalni aktivita endofyti

U vétSiny endofyta se uvadi, Ze produkuji n€které sekundarni metabolity a nékteré z nich vykazuji
antibakteridlni a antifungalni vlastnosti, které pomahaji inhibovat rist fytopatogennich
mikroorganismti (Gunatilaka, 2006). Mnoho typt vyzkumu stale probihd ve snaze identifikovat
metabolity endofytl pro mozné komer¢ni vyuziti. Rlizné bioaktivni slouceniny byly studovany
pro jejich schopnost inhibovat mnoho fytopatogenti (Suryanarayanan, 2013; Daguerre et al.,
2016). U endofytl bylo také objeveno mnoho metabolitil s antimikrobialnimi vlastnostmi, né€které
nedavno recenzované publikace uvadéji, ze se jedna o flavonoidy, peptidy, chinony, alkaloidy,
fenoly, steroidy, terpenoidy a polyketidy (Lugtenberg et al., 2016; Mousa & Raizada, 2013).
Pokud je v jedné rostliné pfitomno mnoho mikrobialnich druhti, jejich asociace urychluje
vyluovani metabolitl endofyty nebo hostitelem, aby byla zajisténa inhibice Skodlivych

mikroorganismu (Kusari et al., 2012).
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Silva et al (2006) se vénovali studiu endofytickych vlastnosti houby Phomopsis cassiae
izolované zrostliny Cassia spectabilis. Surovy extrakt z P. cassiae vykazoval mirnou
antifungalni aktivitu proti Cladosporium sphaerospermum a Cladosporium cladosporioides.
Biotestem fizena frakcionace tohoto extraktu poskytla pét novych seskviterpent (1-5),
podobnych 3,11,12-trihydroxykadalenu, u vSech s antifungalni aktivitou (Silva et al., 2006).

V dalsich pracich bylo popséano, ze také alkaloidy maji silny potencial v inhibici proliferace
mikroorganismu, napiiklad altersetin, alkaloid, ktery byl izolovan z endofytu Alternaria spp.,
vykazoval silny antibakterialni ucinek proti mnoha grampozitivnim bakteriim, které jsou
patogenni (Hellwig et al., 2002). Dal§im metabolitem, ktery vykazoval antibidzu, byl tékavy ole;j.
Endofyticka houba z tropickych stromi znama jako Muscodor albus produkovala mnoho
t€kavych organickych sloucenin, véetné acifylenu, 2-butanonu a 2-methylfuranu, o kterych se
uvadi, ze maji antibiotické vlastnosti (Atmosukarto et al., 2005). Také houbové endofyty
izolované in vitro z Artemisia annua mohou potlacit rist vétsiny fytopatogennich organismii

produkcei antifungalnich sloucenin, jako je n-butanol a ethylacetat (Liu et al., 2001).

2.3.3.3 Hyperparaziti a predace

Hyperparazitismus je dal§im mechanismem, ktery endofyty vyuzivaji k ochrané svého hostitele.
Pii tomto mechanismu endofyty piimo napadaji patogeny nebo jejich propagule (Tripathi et al.,
2008). Endofytické houby zachycuji patogeny tim, Ze pronikaji jejich hyfami a produkuji lyazu,
ktera ni¢i bunéénou sténu patogenu. Napiiklad Trichoderma spp. byla schopna zachytit a
proniknout hyfami Rhizoctonia solani, znamého rostlinného patogenu (Grosch et al., 2006).
Dal$im mechanismem je mikrobialni predace; ta zahrnuje obecny zpusob redukce patogenti
rostlin. VétSina endofytl vykazuje své predatorské vlastnosti v podminkach s nedostatkem zivin.
Jako priklad 1ze uvést rizné enzymy napadajici pfimo bunéénou sténu houbovych patogent, které

produkuje Trichoderma spp. (Gao et al., 2010).

2.3.4 DalSi mozZnosti vyuziti endofyta

2.3.4.1 Podpora riistu rostlin

Endofyty nékdy podporuji obranny mechanismus hostitelské rostliny proti rostlinnym
patogennim mikroorganismtim tim, ze ovliviiuji fyziologii rostliny (Gimenez et al., 2007). S
rustem rostliny se zvySuje jeji vitalita a odolnost vici riznym abiotickym i biotickym strestim,
co7 je povazovano za jednu ze strategii, které rostlina vyuziva k obrané proti patogentim (Kuldau
& Bacon, 2008). N¢kolik studii ukazalo, ze u rostlin inokulovanych endofyty bylo zaznamenano
zvyseni ristu, odolnosti vii¢i suchu (Gao et al., 2010) a tolerance k typu pudy (Malinowski et al.,
2004). Rust rostlin mtze byt podpoien nékolika slouceninami. Endofyt Colletotrichum spp.

izolovany z Artemisia annua produkuje latku zvanou kyselina indoloctova (IAA), ktera pomaha
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regulovat fyziologii rostlin (Lu et al., 2000). Extrakty z Fusarium spp. E5 produkuji auxin a tim
podporuji rust rostlin (Dai et al., 2008). Lze fici, Ze dal$im mechanismem, ktery si endofyty

osvojily, je uvoliiovani fytohormont (Dai et al., 2008).

2.3.4.2 Sekundarni metabolity
Sekundarni metabolity rostlin jsou slouceniny, které maji omezenou funkci v zivotnim cyklu
rostliny, ale maji velky vyznam pro jeji adaptaci na rizna prostiedi (Bourgaud et al., 2001).

Pozoruhodnym sekundarnim metabolitem je antimikrobialni molekula s nizkou molekulovou
hmotnosti zvana fytoalexin (Gao et al., 2010). Vysledky studii ukazaly, ze fytoalexiny mohou byt
nyni produkovany prostiednictvim nékterych abiotickych stresovych faktord, jako jsou ionty
tézkych kovu, solny stres a UV zafeni (Gao et al., 2010). Nékter¢ studie se sousttedily na produkei
fytoalexint pti reakci rostliny vyvolané ptitomnosti patogent (Pedras et al., 2008). Produkce
sekundarniho metabolismu rostlin realizovanad endofyty je stile dulezitou oblasti vyzkumu.
Zjisténi ukazala, Ze elicitory Fusarium spp. E5 mohou pohanét produkci triterpenti a diterpenti v
buné¢nych suspenzich Euphorbia pekinensis. Li & Tao, (2009) ve své praci uvedli podobny
vysledek u suspenzi kultur Taxus cuspidate, u nichz supernatanty kultur endofyti vedly ke
zvySené produkci paklitaxelu ve srovnani s kontrolou. Pfedpoklada se, Ze spolecna kultivace s
endofyty pak vede ke zvySeni produkce sekundarnich metabolitt rostlin a zvySeni odolnosti
rostlin.

Nekteré elicitory, jako jsou glykoproteiny, polysacharidy a lipopolysacharidy, spoustéji
obranné mechanismy rostlin a zvysuji sekreci sekundarnich metabolitii. Existuje vSak jen malo
informaci, pokud jde o zpisob, jakym endofyty prezivaji v hostitelské rostliné pti produkci

velkého mnozstvi sekundarnich metaboliti (Gao et al., 2010).

2.3.4.3 Sekrece lytickych enzymu

Mnoho mikroorganismi produkuje a uvoliiuje lytické enzymy, které mohou hydrolyzovat §irokou
Skalu polymerovych sloucenin, véetné chitinu, proteinti, celulozy, hemicelul6zy a DNA (Tripathi
et al., 2008). V okamziku, kdy endofyté kolonizuji povrch rostliny, produkuji enzymy potiebné k
hydrolyze bunécénych stén rostlin. V disledku toho tyto enzymy nepiimo redukuji fytopatogeny,
protoze maji také schopnost degradovat bunécné stény hub a oomycet.

Existuje mnoho typd enzymt, z nichz nékteré jsou chitinazy, celuldzy, hemicelulazy a 1,3-
glukanazy. Mutageneze genu 1,3-glukanaza v kmeni Lysobacter enzymogenes vykazovala
omezenou biologickou aktivitu proti puvodci skvrnitosti kostfavy vysoké z rodu Bipolaris a
padani kli¢nich rostlin cukrové fepy zpiusobené ptvodcem rodu Pythium (Gao et al., 2010).
Bakterie rodu Streptomyces, které produkuji lytické enzymy in vitro, maji dodate¢nou roli v

antagonismu Kk pavodci choroby zptisobujici Carovéniky u kakaovniku (Macagnan et al., 2008).
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ptispivat k antagonistické aktivité prostfednictvim kombinace mechanismii.

Enzymy pektindza a celulaza jsou vyuzivany patogeny béhem infekce rostlin. Ve své praci
Babalola, (2007) ovétoval hypotézu, zda by mohlo pridani exogennich enzymt degradujicich
bunécnou sténu zvysit miru napadeni rostlin. Pfidanim pektinazy nebo celulazy do myceliarni
suspenze kmene Colletotrichum coccodes urc¢eného k ochrané Abutilon theophrasti nedoslo ke
zvySeni rozsahu hostiteld hub divokého typu. U rostlin oSetfenych propagulemi C. coccodes
s pridanim pektinazy anebo celulazy byl rozvoj choroby u A. theophrasti mnohem rychlejsi a
silngjsi. Vysledky potvrdily pozitivni vliv nadprodukce enzymd u endofytl pouzivanych k

ochrané rostlin.

2.3.4.4 Vyuziti enzymu 1-aminocyklopropan-1-karboxylat deaminaza (ACCD)

Etylen je z obecného pohledu nezbytnym metabolitem pro normalni rtst a vyvoj rostlin (Khalid
etal., 2006). Tento dilezity hormon je vylu¢ovan téméf vSemi rostlinami a je ovliviiovan riznymi
abiotickymi a biotickymi aktivitami v ptdé, které zlepsuji fyziologické zmény u vétSiny rostlin.
Vyskyt extrémnich podminek, jako je patogenita, sucho, zasoleni a t€zké kovy, zvysuji hladinu
etylenu, ktery ma vedlej$i G¢inky na rdst rostliny a miZze mit za nasledek zménu bunéénych
procest a defoliaci, ktera ovliviiuje vynos plodiny (Bhattacharyya & Jha, 2012).

Enzym 1-aminocyklopropan-1-karboxylat deaminaza (ACCD) snizuje hladinu etylenu
§tépenim ACC, prekurzoru syntézy etylenu, na amoniak a a-ketobutyrat (Hall et al., 1996). Velké
mnozstvi endofytickych druhti bakterii, je schopno produkovat enzym ACCD, a to v rodech jako
Achromobacter, Agrobacterium, Acinetobacter, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia,
Ralstonia, Rhizobium, Alcaligenes, Burkholderia atd. (Kang et al., 2012). VétSina bakterialnich
endofytl zachycuje etylenovy prekurzor ACC v rostlinach a méni jej na amoniak a 2-oxobutanoat

(Arshad et al., 2007).

Je uvadéno, ze nekteré stresy, jako je radiace, kontaminace tézkymi kovy, vysoka intenzita
svétla, poranéni, vysoka koncentrace soli aj. mohou byt ptekonany bakterialnimi endofyty, které

dokazi produkovat ACC deaminazu (Lugtenberg & Kamilova, 2009).

2.34.5 Produkce fytohormoni

Nékteré endofyty produkuji fytohormony, které podporuji rist rostlin a méni morfologii a
strukturu rostliny (Sturz et al., 2000). Mechanismus, ktery si endofyty osvojily pti produkci
fytohormonti v hostitelské rostling, je pfibuzny mechanismu, ktery pouzivaji rhizobakterie pfi
podpofe ristu rostlin. Pomahaji rostlinam vylu¢ovanim kyseliny giberelové (Khan et al., 2014),
auxint (Dutta et al., 2014), kyseliny indoloctové (Khan et al., 2014; Patel & Patel, 2014) a etylenu
(Babalola, 2010; Kang et al., 2012).
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Kyselina indoloctova (IAA) spousti déleni, diferenciaci a prodluzovani rostlinnych bunék,
stimuluje kli¢eni semen a hliz, zvySuje rychlost vyvoje kofen a xylému, posiluje lateralni
iniciaci, fidi rychlost vegetativniho riistu a tvorbu adventivnich kotend, ale také tvorbu pigmentt
a biosyntézu metabolitl, ovliviluje reakce na gravitaci, svétlo a vyslednou fluorescenci, ovliviluje
fotosyntézu a odolnost viéi extrémnim podminkam (Gao et al., 2010). IAA vyluCovana
bakteriemi podporujicimi rist rostlin nékdy zpomaluje vySe uvedené fyziologické procesy tim,
ze ovliviiuje troven sekrece auxinu rostlinou. IAA produkovana endofytickymi bakteriemi ma
také schopnost zvétsovat délku a plochu kofentl, ¢imz umoziuje rostling zlepsit pfistup k zivinam
v pudé. Produkce TAA navic rozsifuje bunééné stény bakterii a zvysuje sekreci exudati, spolu se
schopnosti poskytovat vice zivin pro zlepSeni ristu dalSich uzite¢nych bakterii ptitomnych v
rhizosféfe. IAA produkovana endofytickymi bakteriemi je z tohoto diivodu povazovana za hlavni
molekulu zajistujici fytostimulaci, patogenezi a interakci mezi rostlinou a mikroorganismem
(Gao & Tao, 2012). Nekolik studii prokazalo, ze endofytické aktinomycety také produkuji
slouceniny podporujici rast rostlin, obdobné jako IAA, o kterych bylo prokazano, ze zvysuji
tvorbu a prodluzovani adventivnich kofentd v rostliné (Fialho de Oliveira et al., 2010; Shimizu,
2011).

2.3.4.6  Solubilizace fosforu

Fosfor (P) je jednim ze zékladnich prvkd, které jsou nezbytné pro vyvoj a riist rostlin; tvoii asi
0,2 % suché hmotnosti rostliny. Primérné je v pudé obsah fosforu kolem 0,05 % (w/w); avSak
pouze 0,1 % tohoto fosforu je k dispozici pro rostlinné vyuziti (Zhu et al., 2011). Problém
nedostatku ptidniho fosforu se tradi¢né fesi aplikaci fosforecnych hnojiv. VétSina aplikovaného
fosforu v hnojivech vSak neni pro rostliny dostupna a ptfidavani anorganickych hnojiv v ptebytku
mnozstvi, které se bézné pouziva k ptekonani tohoto efektu, muze vést k problémtim v oblasti
zivotniho prosttedi, jako je kontaminace podzemnich vod a eutrofizace vod (Kang et al., 2011).

Ptdni mikroorganismy zvysuji pfijem zivin rostlinami. Podileji se na celé fad¢ biologickych
procesu véetné ptemény nerozpustnych padnich Zivin (Babalola a Glick, 2012a). Vétsina ptidnich
mikroorganismtl je schopna solubilizovat nerozpustné formy fosforu a zvysit tak produkci
dostupného fosforu, ¢imz jej zptistupni pro vyuziti rostlinami (Alori et al., 2017).

V ptirozeném prostiedi jsou Cetné mikroorganismy v pid¢ a rhizosféte ¢inné pii uvoliiovani
fosforu z celkového ptidniho fosforu prostednictvim solubilizace a mineralizace (Bhattacharyya
aJha, 2012). Tato skupina mikroorganismi se oznacuje jako mikroorganismy solubilizujici fosfor
(PSM). Mnoho druhii pidnich hub a bakterii je schopno solubilizovat fosfor in vitro a nékteré z
nich mohou mobilizovat fosfor v rostlinach (Zhu et al., 2011). PSM zvySuje biologickou
dostupnost fosforu nerozpustného v pudé pro rostlinné vyuziti (Zhu et al., 2011), solubilizuji
nerozpustny anorganicky (mineralni) fosfor a mineralizuji nerozpustny organicky fosfor (Sharma

et al., 2013). Nejcastéji pouzivanym mechanismem je rozpousSténi mineralnich sloucenin, jako
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jsou organické kyseliny, siderofory, oxid uhli¢ity (COz) a hydroxylové ionty (Olanrewaju et al.,
2017).

Endofyté zijici v rostlinach vnaseji do pudy organické kyseliny pomoci vezikul, které
napomahaji rozpoustét fosfatové komplexy a menit je na ortofosfaty pro absorpci a vyuziti
rostlinami. Velké mnozstvi mikrobidlnich organismti véetné bakterii, hub, aktinomycet a fas
vykazuje P solubiliza¢ni a mineralizacni schopnost. Pidni bakterie, u kterych bylo prokazano, ze
mobilizuji $patn¢ dostupny fosfor prostiednictvim solubilizace a mineralizace, zahrnuji rody
Pseudomonas spp., Agrobacterium spp. a druh Bacillus circulans (Babalola a Glick, 2012). Mezi
dalsi bakterie solubilizujici a mineralizujici fosfor patii rizné kmeny Azotobacter (Kumar et al.,
2014), Bacillus (Jahan et al., 2013; David et al., 2014), Burkholderia (Mamta et al., 2010; Zhao
et al. , 2014; Istina et al., 2015), Enterobacter, Erwinia (Chakraborty et al., 2009), Kushneria
(Zhu et al., 2011), Paenibacillus (Bidondo et al., 2011), Ralstonia (Taji et al., 2012),
Rhodococcus, Serratia, Bradyrhizobium, Salmonella, Sinomonas a Thiobacillus (Postma et al.,
2010; David et al., 2014).

Pidni mikroorganismy tolerantni viici solim nebo halofilni pidni mikroorganismy, které také
vykazuji schopnost solubilizovat nerozpustny fosfor, usnadnuji rozvoj zemédélstvi zaloZzeného na
solnych a alkalickych pidach (Zhu et al., 2011).

Inokulace ptuidy nebo plodiny mikroorganismy solubilizujicimi/mineralizujicimi nerozpustny
anorganicky anebo organicky fosfor je proto slibnou strategii pro zlepseni vstiebavani fosforu
rostlinami a tim snizeni pouzivani chemickych hnojiv, kterd maji negativni dopad na zivotni

prostiedi (Alori et al., 2012).

2.3.4.7 Siderofory

Siderofory jsou malé molekularni slou¢eniny schopné chelatovat zelezo, které mohou produkovat
endofyty a zptistupniovat zelezo pro vyuziti rostlinami (Yadav et al., 2018). Nékteré ze siderofort,
o nichZ je znamo, ze jsou endofyty produkovany, mohou poskytovat biologicky ochranné aktivity,
jako jsou hydroxymatové, fenolatové a/nebo katecholatové typy (Rajkumar et al., 2010). Také
rostlindm s nedostatkem zeleza pomahaji siderofory pfi fixaci dusiku, protoze diazotrofni
organismy potfebuji Fe?* a Mo* faktory pro fungovani a syntézu nitrogenazy (Kraepiel et al.,
2009).

V piipadé bakterii podporujicich riist rostlin je Fe?* v bakteridlni membrané oxidovano na
komplex Fe**-siderofor, ktery je pozdé&ji endofyty vnasen do buiiky pomoci mechanismu brany
(Gao et al., 2010). Koncentrace rozpustnych kovi se zvysuje, kdyz se siderofory vazou na povrch
kovu (Rajkumar et al., 2010). Jakmile je hladina kontaminantd tézkych kovl odstranéna,
vyuzivaji rostliny k pfijmu Zeleza z bakteridlnich sideroforti riizné mechanismy, naptiklad chelaty
Zeleza napomahaji piimé absorpci komplexi sideroforu a Fe nebo ligandové vyméné (Schmidt,
1999). Bylo zjisténo, ze nékteré endofytické aktinomycety, napiiklad Streptomyces spp. a
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Nocardia spp. Jsou schopné produkovat siderofory (R. Singh & Dubey, 2015). Jako vynikajici

producent sideroforu popséana také S. acidiscabies E13 (Sessitsch et al., 2013).

2.3.5 Vyuziti endofyti ve farmakologii

2.3.5.1 Endofytické bakterie a houby jako producenti bioaktivnich latek

Nekolik védeckych praci uvadi, ze bioaktivni metabolity vylu€ované endofyty jsou zdrojem léciv
pro lé¢bu riznych typti onemocnéni v humanni mediciné. Obdobn€ nelze podceiiovat
potencialnich moznosti vyuziti metabolitdh v potravinaistvi, zemé&dé€lstvi, a kosmetickém
prumyslu (Godstime et al., 2014; Shukla et al., 2014). Jak jiz bylo feeno Vv
kapitolach souvisejicich s biologickou ochranou rostlin, metabolity vyluc¢ované endofyty se déli
do ruznych funkénich skupina. Piikladem jsou alkaloidy, terpenoidy, flavonoidy, benzopyranony,
tiisloviny, fenolové kyseliny, chinony, steroidy, aj. (Godstime et al., 2014; Joseph & Priya, 2011).
Uvadi se, Ze zplsob ziskani metabolitl z endofyti ovliviiuje mnoho faktord, mezi nékteré z nich
patii zemépisna poloha (Shukla et al., 2014). S nedavnym rozvojem syntetickych procesi se
extrakce metabolitll z pfirodniho zdroje stava efektivni a perspektivni (Hussain et al., 2012). Je
spojena s vyvojem mikroorganismut, které mohou mit integrovanou genetickou informaci z
vyssich rostlin, ¢imz je zajisténa jejich lepsi adaptace na hostitele a mohou plnit n¢které funkce,
jako je ochrana pied hmyzem, patogeny a zivo¢ichy (Gouda et al., 2016).

Infekéni a parazitarni nemoci jsou zodpovédné za téméf polovinu umrti na celém svété (Gouda
et al., 2016). Endofyty jsou uvadény jako zdroj mnoha bioaktivnich slou¢enin a nékolika
sekundarnich metaboliti, které jsou dnes komeréné dostupné (Singh & Dubey, 2015).
Endofytické mikroorganismy jsou zdsobarnou novych metabolitl, které¢ Ize vyuzit jako
antimikrobialni, antiartritick, protinadorova, imunosupresivni a insekticidni 1é¢iva (Godstime et
al., 2014; Jalgaonwala et al., 2011). V soucasné dobé byla studovana rozmanitost endofyti a jejich
schopnost produkovat bioaktivni sekundarni metabolity jen u n€kolika malo rostlin. Nedavné
studie uvad€ji, Ze nové bioaktivni slouCeniny produkované vétSinou endofytickych
mikroorganismu jsou dtlezité pii piekonavani problému rezistence patogennich mikroorganismu
viiéi antibiotikim (Godstime et al., 2014). Cetné bioaktivni sloueniny, jako je vinblastin,
amptothecin, hypericin, podofylotoxin, camptothecin a dalsi, produkované endofyty, jiz byly
komeréné vyuzity a ukazaly se jako uzite¢né v zeme&dé€lstvi a farmakologii (Joseph & Priya, 2011;
Zhao et al., 2011).

2.3.5.2 Protinadorova aktivita a slouceniny

Rakovina je onemocnéni, které se projevuje nekontrolovanym mnozenim abnormalnich bunék a
které ma u cloveka za nasledek smrt, pokud neni potlaceno. Celosvetove se uvadi, ze v roce 2018

se vyskyt rakoviny zvysil na 9,6 milionu umrti a 18,1 milionu pfipadi (Toghueo, 2020). Na celém

24



svéte se pocet téch, ktefi preziji nadorové onemocnéni do 5 let od jeho zjisténi, odhaduje na 43,8
milionu (Toghueo & Boyom, 2019). Léky pouzivané pii 16€bé rakoviny vykazuji nespecifickou
toxicitu pro mnozici se normalni butiky, maji v§ak mnoho vedlej$ich ti€inkii a mnohé z nich stale
nejsou v 1é¢bé nékterych forem rakoviny ucinné (Pasut & Veronese, 2009). Bylo zjisténo, Ze
endofyté maji schopnost produkovat takové metabolity, které mohou slouzit jako protinadorové

latky (Rajamanikyam et al., 2017).

2.3.5.3 Antioxida¢ni aktivita

Hlavni vyznam antioxida¢nich sloucenin spociva v tom, Ze jsou velmi aktivni pii 1écbé
onemocnéni spojenych s pfitomnosti volnych radikalti a ROS, které mohou byt zodpovédné za
degeneraci bun€k, poskozeni DNA a karcinogenezi (Singh, 2014). Antioxidanty jsou v
soucasnosti povazovany za slibnou alternativu v 1é¢b¢ a prevenci onemocnéni spojenych s ROS,
jako je diabetes mellitus, rakovina, hypertenze, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba aj.
antimutagenni G¢inky (Singh, 2014; Hood & Shew, 1996). Bylo prokazano, ze Aspergillus
fumigatus SG-17 vylu€uje slouéeninu zvanou (Z)-N-(4-hydroxystyryl) formamid (NFA),
ekvivalent kumarinu, ktera ma vyznamné antioxida¢ni Gi¢inky jak in vitro tak in vivo podminkach.
Nasledna analyza pomoci metod hmotnostni spektrometrie (MS) a nuklearni magnetické
rezonance (NMR) toto tvrzeni dale potvrdila (Qin et al., 2019).

2.3.5.4 Antidiabeticka ¢innost

Pfiroda nam dala mnoho ptirodnich zdroju, které 1ze vyuzit k 1é¢ebnym uceliim. Byly zkoumany
hypolipidemické a antidiabetické vlastnosti extraktd z endofytickych hub Salvadora oleoides u
potkanti Wistar albino s indukovanym diabetem pfi zatizeni gluk6zou a aloxanem (Dhankhar et
al., 2013). Glukoézovy toleranéni test ukazal, ze extrakty z endofytickych hub jako Phoma spp. a
Aspergillus spp. uspésné snizuji hladinu glukozy v krvi potkani. Akshatha et al., 2014 ve své
praci hodnotili antidiabetické vlastnosti endofytnich extrakti z pletiv Rauwolfia densiflora a
Leucas ciliate, dvou nejvyznamnéjsich 1é¢ivych rostlin pouzivanych pti 1é¢bé diabetu. Vysledek
prokézal, Ze inhibitor a-amylazy zpomaluje vstfebavani glukozy z komplexnich sacharida v
potravé a zpomaluje rychlost vstiebavani glukézy. Také Kaur et al., 2018 provedli screening
endofytickych hub a ovéfovali jejich schopnost pisobit jako inhibitory alfa-glukosidazy. Ve
vysledcich vyzkumu uvadi, ze extrakty z Fusarium spp. a Alternaria spp. ptsobi jako inhibitory
alfa-glukosidazy, tato studie stanovila endofytické houby jako zdroje farmaceuticky vyznamnych

molekul pro 1é¢bu diabetu.
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2.3.5.,5 Imunosupresivni ¢innost

V soucasné dobé probihaji studie zaméfené na nalezeni ucinné latky pro potlaceni
imunologickych poruch, zejména autoimunitnich onemocnéni a rejekce $t€pu (Rajamanikyam et
al., 2017). Bylo zjisténo, ze endofyticka houba Fusarium subglutinans vylucuje subglutinol A a
B, které pusobi jako imunosupresivni latka. Léky z nich vyrobené se pouzivaji k odvraceni
problému odmitnuti tkdn¢ u pacientl, ktefi podstoupi transplantaci, a je slibny pii 1écbé
autoimunitnich onemocnéni, jako je naptiklad diabetes zavisly na inzulinu a revmatoidni artritida

(Padhi et al., 2013).

Antimykotické peptidové slouceniny nazyvané pseudomyciny, produkované houbami
Streptomyces spp., jsou u¢inné proti lidskému patogenu Candida albicans, obsahuji specialni
aminokyseliny, jako jsou L-chlorothreonin, Kkyselina L-diaminomaselna a kyselina L-
hydroxylasparagova (Castillo et al., 2003). Rovnéz kyselina ambuova, cyklohexenon ze skupiny
pseudomycinti produkovany mikrosporami Pestalotiopsis, je u¢inna proti lidskym patogentim.
Bioaktivni latka z druhu Streptomyces, identifikovana rovnéz jako kyselina ambuova byla ¢inna
proti gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim (Suryanarayanan, 2023). Surové extrakty
endofytické houby Penicillium spp. ZJ-SY2 vykazovaly silnou imunosupresivni aktivitu (Liu et
al., 2016). Bylo zjisténo, Ze derivaty xanthonu, véetné latek obsahujicich siru jako ptirodni
produkty: sydoxanthonu A (1) a sydoxanthonu B (2) a 13-Oacetylsydowininu B (3), které
vylucuje endofyticka houba Aspergillus sydowii maji mirnou imunosupresivni aktivitu (Song et
al., 2013). Chloroformové (CEEI) a metanolové extrakty produkované Entrophospora infrequens
vykazuji reakce pfecitlivélosti opozdéného typu (DTH) (Pur et al., 2007). Bylo zjisténo, Ze
slouéeniny izolované z Pestalotiopsis leucothés jsou ucinné na T a B buniky a monocyty (Kumar
et al., 2005). Madagundi et al., 2013 izolovali endofytické houby z Ocimum sanctum a hodnotili
jejich extrakty in vitro z hlediska imunomodula¢nich vlastnosti na lidské polymorfonuklearni
(PMN) butiky, jako je fagocytdéza. O imunosupresivnim testu kurtachalasinu vylu¢ovaného
endofytickou houbou Xylaria cf. curta proti bunééné proliferaci T lymfocytu indukované
konkanavalinem A (ConA) a proliferaci B lymfocyti indukované lipopolysacharidem (LPS)
referovali také Wang et al. (2019). Surové extrakty endofytické aktinobakterie Brevibacterium
spp. YXT131 modulovaly imunitni odpovéd’ sniZzenim prozanétlivych cytokint interleukinu (IL)-

12/IL-23 p40 v séru mysi (Wei et al., 2018).

2.3.5.6 Antivirova ¢innost

Objev slibnych antivirovych slou¢enin je u endofytickych organismu stale novy. Poc¢et sloucenin,
které byly pfisouzeny endofytim, je stile omezeny. Limitujicim faktorem pti produkci
antivirovych sloucenin endofyty je skutecnost, Ze neexistuji zadné antivirové screeningové
systémy. Je znamo, Ze vétSina antibiotickych produkt z endofytickych hub silné inhibuje rust

virt. Objasnéni pomoci metod hmotnostni spektrometrie a nukleotické magnetické rezonance
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ukazalo, Ze dva inhibitory protedzy cytomegaloviru v lidské a cytonové kyseliné A a B jsou
uéinné proti rastu vira (Harper et al., 2001). Nékteré metabolity vylucované endofyty z poustnich
rostlin slouzi jako slibny zdroj pfi identifikaci ti¢innych inhibitort pti replikaci viru HIV-1
(Wellensiek, 2013). Bylo zjisténo, ze Alternaria tenuissima QUE1Se produkuje antivirovou
slouéeninu zvanou altertoxin, ktera se ukazala byt uc¢inna proti viru HIV-1 (Bashyal et al., 2014).
Extrakty z endofytickych druhti hub Aspergillus, Pestalotiopsis, Fusicoccum, Phomopsis,
Guignardia, Penicillium a Muscodor byly také hodnoceny z hlediska jejich antivirové aktivity
proti viru Herpes simplex typu 1, mnoho druhti hub vykazovalo slabou az stfedni antivirovou
aktivitu (Phongpaichit et al., 2007). Také surové extrakty z 81 endofytickych hub izolovanych z

mnoha 1éCivych rostlin vykazovaly antivirovou aktivitu (Rajamanikyam et al., 2017).

2.3.5.7 Antimalaricka ¢innost

Malarie je stale jednou z hlavnich pfi€¢in imrtnosti a nemocnosti na svété, pti¢emz vice nez 3,3
miliardy lidi zije s trvalym rizikem pienosu infekce (Ateba et al., 2018). Vzhledem k nedavnému
rozsifeni parazitli malarie rezistentnich vici 1éktim je hledani alternativnich a novych 1é¢iv pro
1é¢bu malarie naléhavé (D’Alessandro, 2009). Munumbiciny E-4 a E-5 produkované
endofytickymi houbami vykazovaly antimalarickou aktivitu, u niz byl zjistén dvojnasobny ti¢inek
chlorochinu (Suryanarayanan, 2023). Bylo zjisténo, Zze endofyt Diaporthe miriciae produkuje
sekundarni metabolit zvany epoxycytochalasin H, ktery se projevuje silnou antimalarickou
inhibici vaéi kmeni Plasmodium falciparum, ktery je rezistentni vici chlorochinu (Ferreira et al.,
2017). Endofytni druhy Paecilomyces lilcinus a Penicillium janthinellum jsou zasobarnou novych

metabolitt, které jsou slibné pii 1é¢bé malarie (Ateba et al., 2018).

2.3.5.8 Protituberkulozni ¢innost

Tuberkuldza (TBC) je celosvétoveé zavazné infekéni onemocnéni, jehoz etiologickym ptivodcem
je Mycobacterium tuberculosis a které ¢asto postihuje plice. Pocet umrti v disledku infekce TBC
se celosvétové odhaduje na dvé miliardy a kazdy rok se objevi téméf devét miliond novych
ptipadu (Tsara et al., 2009). Tuberkuléza ma na svédomi vice umrti jinak zdravych lidi nez
infekéni nemoci, jako je malarie a AIDS (Corbett et al., 2003). Problémem tuberkulézy je, Ze na
tuto nemoc neexistuje Uc¢inna 1é¢ebnd metoda. S pifichodem kment M. tuberculosis s
multirezistenci se toto onemocnéni etablovalo jako hlavni zdroj obav pro ¢lovéka (Khunjamayum,
2017).

Endofyty jsou schopny vylucovat nckteré bioaktivni slouCeniny, které mohou uspésné
inhibovat vyskyt tuberkulozy zpisobené M. tuberculosis. Druhy endofytickych hub Fusarium
solani a Colletotrichum gleosporoides izolované z Glykorhizza glabra, vykazovaly silnou inhibici

kmene M. tuberculosis (Shah et al., 2017). Bylo zjisténo, ze surové extrakty endofytickych

27



bakterii Streptomyces spp. a Bulkholderia fungorum vykazuji silnou inhibici proti patogennimu

kmeni M. tuberculosis (Khunjamayum et al., 2017).

3. Popis organismii
3.1 Popis organismu Serendipita indica

Serendipita indica (synonymum Piriformospora indica) je houbovy druh fadu Sebacinales, jde o
endofyticky druh kolonizujici kofeny. Houba S. indica mize vytvaret endofytické interakce
s velkym mnozstvim rostlinnych druhd. S.indica byla pozorovana poprvé v rhizosféfe rostlin
Prosopis juliflora (naditce jehnédového) a Zizyphus nummularia (cicimku) (Verma et al., 1998).
Béhem mnoha testovani bylo prokazano, Ze houba nezptsobovala pozorovatelné symptomy
infekci, a naopak po kolonizaci hostitele indukovala jeho rist a zaroven zvysovala odolnost proti
patogenim (Varma et al., 1999) a vykazovala obdobné efekty na rostliny jako houby arbuskularni
mykorhizy (Unnikumar et al., 2013) a navic midZze byt pouzit i pro kolonizaci typicky
nemykorhiznich rostlin, napt. huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Inokulace endofyty, jako
je S. indica mohou minimalizovat pouzivani chemickych hnojiv a také poskytuji rostlinam
zvySenou odolnost proti biotickému ¢i abiotickému stresu (Unnikumar et al. 2013). Panuje
presvédceni, Ze S. indica ma potencial pro zvyseni produkce a tolerance plodin zvlasté v ménicich
se klimatickych podminkach. Efektivita symbiozy zavisi na komplexni interakci mezi hostiteli,
symbionty a prostiedi, v némz koexistuji. Mechanismus vedouci k vy$e zminénym benefitim,
tedy k mutualistické symbidze, byl popsan na vztahu A. thaliana, popt. Hordeum vulgare s
S. indica (Qiang et al. 2011), 1ze vsak piedpokladat, ze obdobny mechanismus funguje i u dalSich
mutualistickych interakci. Znalost endofytickych interakci poskytuje moznost vytvoreni
vhodnych produktt pro zvyseni produkce v zeméd¢lstvi a dalSich odvétvich (Lugtenberg et al.,
2016).

3.2 Popis organisma Fusarium culmorum, Microdochium bollei, Ceratobasidium cereale

Microdochium bolleyi je houba, ktera se bézné vyskytuje v kofenech rostlin, zejména trav
(Mandyam & Jumpponen, 2015). M. bolleyi bézné kolonizuje kofeny psenice a dalsich plodin. Je
povaZovana za slaby patogenni nebo dokonce nepatogenni druh houby, o kterém se uvazuje také
jako o potencidlnim prostfedku biologické ochrany proti agresivnim pudnim patogenim v
obilovinach (Kirk & Deacon, 1987).

Fusarium culmorum je vSudypfitomna ptidni houba, ktera je pivodcem mnoha chorob. Patii
mezi fakultativni patogeny, které nejCastéji napadaji oslabené rostliny. F. culmorum je vyznamny
patogen pSenice zpusobujici fuzariové vadnuti u vzchazejicich rostlin, obecnou krc¢kovou a

kotfenovou hnilobu obilnin a rizovéni klast obilnin (Fusarium head blight, FHB) anebo mize

zpusobit poskozeni listll. Patogen je dominantni v chladnéjSich oblastech, jako je severni, stfedni

28



a zapadni Evropa. Houba se rozmnoZuje nepohlavné pomoci konidii, které jsou hlavnim zdrojem
Skodlivosti F. culmorum v produkci pSenice souvisi nejen s chorobami bazi stébel, listt a klast,
ale i kontaminaci zrna mykotoxiny pii sklizni infikovanych klast. K infekci klast dochazi
predevsim béhem kveteni obilnin, pfiznivé ptsobi vlhké pocasi nebo vysoka vzdusna vihkost a
vysoké teploty. Hlavnimi mykotoxiny produkovanymi F. culmorum jsou deoxynivalenol,
nivalenol a zearalenon, které predstavuji potencialni zdravotni riziko pro lidi i zvifata (Wagacha
& Muthomi, 2007). Choroby zptisobené patogenem F. culmorum zplsobuji zna¢né ztraty na
vynosu a kvalité (Scherm et al., 2013).

Ceratobasidium cereale (anamorpha Rhizoctonia cerealis) je ptivodcem lemované stébelné
skvrnitosti pSenice (kofenomorky). Zptisobuje tmaveé hnédé, ostie ohranicené 1éze s tmavymi
okraji, nejcastéji v bazalnich ¢astech stébel. Ve stéblech pod 1ézemi muze byt pfitomno bilé
houbovité mycelium se svétle hnédymi plodnicemi. Silna infekce mtize vést k odumirani slabsich
stébel, poléhani a béloklasosti. Rostliny pSenice se nakonec mohou v infikovanych ¢astech stébel

lamat. Ptiznaky lze pozorovat od stadia prodluzovani stonku az po dozravani (Marshall, 2019).

3.3 Popis rostliny Triticum aestivum a jeji vyuZiti

PSenice seta (Triticum aestivum L.) je po ryzi druhou nejpéstovanéjsi obilovinou na svété a v
mnoha zemich se konzumuje jako zakladni potravina (Ahmed et al., 2014). PSenice setd ma
hexaploidni uspotadani genomu (Sest kopii kazdého chromozomu) (Clark et al., 2019). Mize byt
0zima nebo jarni forma. Na dutych tenkosténnych stéblech se nachazeji carkovité listy, které jsou
ploché, drsné a s prodlouzenym jazyckem a dlouhymi pytitymi ousky. Kvétenstvim je lichoklas
s nelamavym vietenem. Klasy jsou jednotlivé na uzlinach vietene a jsou zplostélé. Plodem je naha
objemnd obilka. Jeji zrno se vyuziva na pekarenské, skrobarenské, lihovarnické a krmné ucely

(Cibulka, 2010). Zpracovavaji se i stébla (slama) a otruby (semenné slupky).
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4. Materialy a metody

4.1 Materialy

Psenice seta (Triticum aestivum), cv. Bohemia. Endofytické houby Serindipita indica a

Microdochium bolleyi a houbové patogeny Fusarium culmorum a Ceratobasidium cereale.

4.2  Pristrojové vybaveni

e Mikrocentrifuga Micro Star 17R

e Homogenizator — FastPrep - 24

e Inkubator BIOER

e Qubit

e Cykler — Eppendorf vapoprotect mastercycler
e Bio-Rad CFX Connect

e NanoDrop 2000 Thermoscientific

e Vortex od IKA

e Minicentrifugy — VWR Mini Star silverline

e Automatické pipety

4.3  Metody

4.3.1 Vysevsemen T. aestivum a inokulace houbovymi organismy

Bylo piipraveno 5 kvétinac¢u pro kazdou variantu inokulace, spodni ¢ast kvétinaca byla do
poloviny naplnéna vysevnim substratem. Horni vrstvu tvofil perlit. 5 kust obilek T. aestivum bylo
zaseto do perlitu. Po vzejiti rostlin byl celkovy pocet v kvétinacich sjednocen na 4 rostliny na 1
kvétina¢. Rostliny byly kultivovany ve fytotronu (teplota 21°C/18°C; fotoperioda 16 hod svétlo/8
hod tma). Po 11 dnech byl perlit v kvétinacich vyménén za inokulum. Jako inokulum byla pouzita
sterilni ryze kolonizovana myceliem hub S. indica, M. bolleyi, F. culmorum a C. cereale.
Inokulum bylo kultivovalo dva tydny pfi teploté 20°C ve tmé. V kontrolni varianté byla pouzita

pouze sterilni ryze.

Obr. 1 — Triticum aestivum v den inokulace
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4.3.2 Odbér lista T. aestivum pro izolaci RNA

Pro analyzu transkripce byl odebiran druhy list pSenice ozimé (cca 100 mg), odbér probihal 1., 2.
a 3. den po inokulaci (dpi). U kazdé varianty byl odbér proveden a ve tfech opakovanich.
Rostlinny materidl v mikrozkumavkach byl umistén do tekutého dusiku a poté do hluboko

mraziciho boxu (-80 °C).

4.3.3 lzolace RNA

Izolace byla provedena pomoci RNeasy plant mini kitu od Qiagen. Do kazdého ze vzorku bylo
ptidano 450 ul mixu RLT pufru a B-merkaptoethanolu a vzorek byl homogenizovan po dobu 2
minut. Poté byl vzorek inkubovan po dobu 2 minut pti 56 °C. Cely objem vzorku byl pfenesen
do membranovych fialovych kolonek a centrifugovan pii 13 300 rpm po dobu 2 minut.
Supernatant byl odebran do nové zkumavky, kam bylo ptidano 0,5x 96% EtOH a po té pfenesen
do membranovych rizovych kolonek. Nasledna centrifugace byla provadéna pti 13 000 rpm po
dobu 1 minuty. Cast s membranou byla pfenesena na novou zkumavku, poté bylo piidano 350 pl
RW1, nasledné byla provedena centrifugace pii 13 000 rpm po dobu 1 minuty. Poté bylo pfidano
80 ul DNasy (140 ul RDD a 20 pl DNasy) a vzorek byl inkubovan po dobu 15 minut pfi 25 °C.
Po inkubaci bylo ptidano 350 ul RW1. Dalsi centrifugace byla provedena pti 13 000 rpm po dobu
1 minuty. Poté byla kolonka pfenesena a bylo ptidano 500 ul RPE, nasledné centrifugovano pii
13 000 rpm po dobu 1 minuty. Znovu byl vzorek pfenesen na novou zkumavku a bylo pfidano
500 ul RPE a centrifugovano 13 000 rpm po dobu 2 minut. Nasledné byl vzorek pfenesen ha
novou zkumavku a centrifugovan pii 13 300 rpm po dobu 1 minuty za sucha. Na zavér byl vzorek
ptenesen na novou zkumavku, ptidan 60 pl RNase free water a centrifugace probihala pfi 10 000

rpm po dobu 1 minuty. Vysledky byly zkontrolovany na nanodropu.

4.3.4 Prevod RNA do cDNA

Pomoci Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit od Roche byl proveden pfevod. Reverzni
transkriptaza s nukleotidy byla pfipipetovana kizolované RNA a byl proveden piepis

v thermocycleru obdobné¢ jako u analyzy PCR.

435 Real-time PCR

Nejprve byla provedena piiprava SYBRgreen master mix pro g°PCR. Bylo smichano 561 pl vody
a 825 ul SYBR. Do zkumavky pro gen, ktery mél byt amplifikovan (PR1 nebo B2H2) bylo
ptidano 680 pl mixu, 11 pl forward primerua 11 pl reverse primeru. Do $esti sloupcti na desticku
bylo rozpipetovano po 13 pl vytvoreného mixu. Obdobné byl proveden postup s referencnim
genem TaACT (Tab. 1).
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Do kazdé zkumavky bylo pfidano 2 pl (10ng) cDNA. U vsech vzorktu byla provedeny 3
technické replikaty u genu PR1, u genu B2H2 byly provedeny dva technické replikaty. Poté
probihala qPCR v pfistroji CFX Real Time PCR Bio-Rad. Primery jsou uvedeny v tabulce 1.
Denaturace probihala pti 95 °C po dobu 20 sekund, pfipojovani primerti probihalo p#i 60 °C po
dobu 30 sekund a polymerazova reakce probihala pti 72 °C po dobu 20 sekund. Cyklus byl

opakovan 39x.

Tabulka 1 — Seznam primert pouzitych v této studii

Nazev genu  Forward primer Reverse primer Zdroj

Kong et al.,
TaB2H2 TCTATCGAAACGCCATTGTTACA  AGAGGCCGTTCGCATAGTCA 2005

Molina et al.,
TaPR1 CTGGAGCACGAAGCTGCAG CGAGTGCTGGAGCTTGCAGT 1999

Wei et al,
TaACT GGAGAAGCTCGCTTACGTG GGGCACCTGAACCTTTCTGA 2015

4.3.6 Vizualni hodnoceni rostlin T. aestivum
U kontroly a rostlin inokulovanych riznymi druhy hub bylo provedeno hodnoceni vlivu

inokulantu na habitus rostlin. Hodnoceni bylo provedeno 34 dnti po inokulaci (dpi) v rlstové fazi
pSenice druhého az tietiho kolénka psenice (BBCH 32/33). U rostlin byla hodnocena vyska, mira

nekrotizace listd a zahnédnuti bazi. Hodnoceni bylo u kazdé varianty provedeno u 20-ti rostlin.

4.3.6.1 Vyska rostlin
Vyska byla méfena u rostlin inokulovanych riznymi druhy hub a na neosetfené kontrole. Vyska

rostlin byla méfena od baze rostliny po vrchol nejmladsiho listu.

4.3.6.2 Nekrotizace listi
Hodnoceni miry nekrotizace listi (%) bylo provedeno u kontroly a vsech inokulovanych variant.

Byl hodnocen pocet listil s projevy nekroéz a mira nekrotizace listd (%).

4.3.6.3 Zahnédnuti bazi
Hodnoceni zahnédnuti bazi bylo hodnoceno na kontrole a vSech inokulovanych variantach. Pti
hodnoceni byla potvrzena nebo vyvracena piitomnost zahnédlych bazi (zahnédnuti se

vyskytovalo/zahnédnuti se nevyskytovalo).
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4.3.7 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni vysky rostlin, nekrotizace listl, exprese genu PR1 a B2H2 bylo
provedeno pomoci ANOVA test a Tukey test. Exprese gend byla vypoétena pomoci aplikace
Maestro Bio-Rad.

Hodnoty byly zpracovany v excelu. Primérny stupen napadeni (P) byl vypocitan podle vzorce
Towsenda a Heubergera:

p= Z(nv)-loo’
N
kde n je pocet vzorkil v jednotlivych stupnich napadeni, v je hodnota piislusného stupné

napadeni, a N je pocet hodnocenych rostlin (Ktdela, 1989).

5. Vysledky

5.1  Vizualni hodnoceni rostlin T. aestivum
5.1.1 Vyska rostlin

Primérna vyska rostlin na neosetfené kontrole dosahla 30,58 cm. Houba S. indica pozitivné
ovlivnila rlst rostlin, zvysila vysku 0 4 cm ve srovnani s neosetifenou kontrolou. Nicméné rozdil
mezi kontrolou a S. indica nebyl statisticky prikazny. Rostliny inokulované houbou S. indica
mély prikazné vyssi rust nez rostliny inokulované houbou M. bolleyi a obéma patogeny. U rostlin
inokulovanych houbou S. indica bylo pozorovano vybéleni podél Zilnatiny listd (Obr. 2). Houba
M. bolleyi se chovala spiSe jako slaby patogen a snizila rust rostliny o 9 cm ve srovnani
s neosetienou kontrolou, obdobné jako houba C. cereale. Ani v jednom z uvedenych ptipadi vSak
nebyly rozdily statisticky prukazné. Houba F. culmorum omezila rust rostliny nejvice, a to 0 12
cm ve srovnani s neoSetienou kontrolou. Rozdily mezi kontrolou a variantou F. culmorum byly

statisticky vyznamné (Obr. 3, Tab. 3). V tabulce 2 je uvedena analyza rozptylu (ANOVA).

Obr. 2 —listy T. aestivum; inokulované houbou
S. indica (A) a na neinokulované kontrole (B)
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Obr. 3 — Pramérna vyska rostlin (n=20 u kazdého; P < 0,05; ANOVA
a Tukey HSD; chybové usecky vyjadiuji stfedni chybu priméru SE,
pismena urcuji homogenitu skupin), K — Kontrola, Si — Serendipita indica,
Mb — Microdochium bolleyi, Cc — Ceratobasidium cereale, Fc — Fusarium
culmorum

Tabulka 2 — Test ANOVA: primérna vyska rostlin

SS Stupent MS F P
volnosti
Varianta 4040,55 4 1010,14 6,3775 0,000179
Opakovani 299,69 4 74,92 0,473 0,755374
Chyba 11879,25 75 158,39

Tabulka 3 — Tukey test: pramérné vysky rostlin

Varianta Pramérna vyska [cm] Tukey test
Kontrola 30,58 b c
Serendipita indica 34,80 c
Microdochium bolleyi 21,65 a b
Ceratobasidium cereale 21,28 a b
Fusarium culmorum 17,93 a
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5.1.2 Mira nekrotizace listi
Dalsim sledovanym parametrem byla mira nekrotizace list (%) kontroly a inokulovanych rostlin

(Obr. 4). Rostliny inokulované houbou S. indica mély nejmensi zastoupeni nekrotickych lista,
celkem se jednalo 4% list z celkového poctu 20 rostlin. U kontroly byla nekrotizace na urovni
20% listt. Nejvyssi mira nekrotickych listl byla zjisténa u hub M. bolleyi a C. cereale. Houba M.
bolleyi se opét chovala vuéi rostling jako patogen, obdobné vysledky byly vyhodnoceny i po
inokulaci houbou C. cereale. Po inokulaci houbou M. bolleyi odumielo 41% listt, po inokulaci
houbou C. cereale bylo zjisténo 43% odumielych listd. F. culmorum zpisobila niz§i miru
nekrotizace listi nez C. cereale a M. bolleyi, primérné 27% listii. Rozdily mezi kontrolou a
inokulovanymi variantami byly statisticky vyznamné V pfipadé rozdili mezi inokulovanymi
variantami, nejvice mezi kontrolou, S. indica a C. cereale. Statisticky prukazny rozdil byl zjistén
u kontroly a M. bolleyi a u kontroly a S. indica. Primérna nekrotizace listi inokulovanych houbou
F. culmorum byla statisticky prukazné odlisna ve srovnani s nekrotizaci listi u variant
inokulovanych houbami S. indica a C. cereale (Tab. 5). V tabulce 4 je uvedena analyza rozptylu
(ANOVA).
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Obr. 4 — Nekrotizace listi v % (n=20 ;; ANOVA a Tukey HSD P <0,05; chybové
usecky jsou SE), K — Kontrola, Si — Serendipita indica, Mb — Microdochium bolleyi,
Cc — Ceratobasidium cereale, Fc — Fusarium culmorum
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Tabulka 4 — Test ANOVA: nekrotizace listt rostlin

SS Stupen volnosti MS F P
Varianta 21229,03 4 5307,26 18,8498 0,000000
Opakovani 1894,19 4 473,55 1,6819 0,163065
Chyba 21116,61 75 281,55

Tabulka 5 — Tukey test: nekrotizace list [%]

Varianta Primérna nekrotizace list Tukey test
Kontrola 19,72 b
Serendipita indica 3,94 a
Microdochium bolleyi 41,81 c d
Ceratobasidium cereale 43,06 d
Fusarium culmorum 27,01 b c

5.1.3 Zahnédnuti bazi

U rostlin bylo hodnoceno také zahnédnuti bazi (zahnédnuti se vyskytovalo/zahnédnuti se
nevyskytovalo). U kontroly ani u rostlin inokulovanych houbou S. indica nebyly zjistény Zadné
zahnédlé baze. Po inokulaci rostlin houbou M. bolleyi se vyskytovaly zahnédlé baze u 40% rostlin,
nejvyssi podil zahnédlych bazi (90%) byl vyhodnocen u rostlin inokulovanych houbou C. cereale.
Po inokulaci houbou F. culmorum bylo zjisténo 20% zahnédlych bazi, Vzhledem k tomu, ze ¢ast
rostlin po inokulaci F. culmorum odumfelo, bylo hodnoceni provedeno pouze u snizeného poétu

vzorkl zivych rostlin.

5.2 Exprese PR1

TaPR1 je gen patfici rodiny genli spojenou s patogenezi. Prvni den sledovani byla hodnota
relativni exprese genu PR1 po inokulaci houbou S. indica 0,46 (p= 0,65238) nizsi ve srovnani
s kontrolou. Druhy den se rozdil v expresi (Fold diference - FD) oproti kontrole zvysil, naméfena
hodnota byla 2,24x vyssi (p= 0,36589), tieti den byla nameétena hodnota FD oproti kontrole 1,48x
vyssi (p= 0,45230). Ani v jednom piipadé vSak rozdily v expresi nebyly statisticky prukazné.
Primérna hodnota FD byla u varianty inokulované houbou S. indica 1,12x vyssi ve srovnani
s prumérnou hodnotou FD u kontroly (p= 0,62303), soucasné $lo o nejnizsi expresi ze vSech
inokulovanych variant.

Po inokulaci rostlin houbou M. bolleyi se lisily hodnoty exprese genu PRI jiz prvni den po

inokulaci, kdy hodnota FD byla 1,28x vys$$i (p=0,23103) ve srovnani s kontrolou. Také druhy a
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tteti den byly hodnoty exprese vyss$i nez u kontroly. Druhy den byla hodnota FD 1,42x (p=
0,52319) vyssi nez u kontroly. Tteti den po inokulaci byla naméfena hodnota FD 2,06x (p=
0,09562) vyssi nez u kontroly. Primérna hodnota FD bylo po inokulaci houbou M. bolleyi 1,36x
vyssi (p= 0,21354) ve srovnani s primérnou hodnotou FD u kontroly a byla druhou nejnizsi

expresi ze vSech inokulovanych variant.

Pfi inokulaci rostliny C. cereale byla hodnota exprese prvni den po inokulaci 0,41x nizsi (p=
inokulovanou houbou S. indica. Druhy den byla hodnota FD 0,42x niZs$i (p: 0,13843) nez u
kontroly. Tteti den po inokulaci byla hodnota FD 4,52x vyssi (p= 0,18456) ve srovnani
s kontrolou, soucasné se jednalo o nejvyssi namétenou hodnotu FD. Primérna hodnota FD u C.
cereale byla 1,57x vyssi (p= 0,62109) ve srovnani s kontrolou. Po inokulaci rostlin Fusarium
culmorum byla hodnota exprese 0,75x nizsi ve srovnani s kontrolou (p= 0,36258). Druhy den byla
Tteti den po inokulaci byla hodnota FD 3,98x vyss§i ve srovnani s kontrolou. (p= 0,08512).
Vysledky FD nebyly statisticky vyznamné rozdilné u Zadné z inokulovanych variant (Obr. 5, Tab.
6)
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Obr. 5 — Relativni genova exprese PR1 (n=3, p < 0,05; chybové tisecky SE), D1
= den 1; D2 = den 2, D3 = den 3; K — Kontrola, Si — Serendipita indica, Mb —
Microdochium bolleyi, Cc — Ceratobasidium cereale, Fc — Fusarium culmorum
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Tabulka 6 - Fold diference (FD) a p u exprese PR1 genu Triticum aestivum po inokulaci, Si —
Serendipita indica, Mb — Microdochium bolleyi, Cc — Ceratobasidium cereale, Fc —
Fusarium culmorum

Prvni den po Druhy den po Tieti den po Primérna
inokulaci inokulaci inokulaci hodnota
TaPR1
FD P FD P FD P FD P

.Sri; fcr;d'p'ta 046 065238 224 036589 148 045230 112 062303
Qﬁ'ﬁg‘;?"c‘"“m 128 023103 142 052319 206 009562 136 0,21354
Cceergﬁeb%d'“m 041 062350 042 013843 452 018456 157 0,62109
Fusarium 0,75 036258 025 061033 398 008512 1,56 038913
culmorum

5.3  Exprese TaB2H2
TaB2H2 je gen kodujici enzym chitindzu. U inokulace rostliny houbou S. indica byla hodnota FD

prvni den 0,53x nizs§i nez u kontroly (p= 0,5034), druhy den byla hodnota FD 2,52x vyssi
(p=0,58267) a také treti den byla hodnota FD 1,75x vyssi (p= 0,68913). Primérna hodnota FD
byla 1,53x vyssi nez u kontroly (p = 0,10690).

Po inokulaci houbou M. bolleyi byla hodnota FD 1,56x vyssi ve srovnani s kontrolou (p=
0,57353), soucasn¢ se jednalo nejvyssi hodnotu FD ze vSech sledovanych variant inokulace
V prvnim dnu hodnoceni. Druhy den byla hodnota 2,91x vyssi (p= 0,61007) a tfeti den byla
hodnota FD 2,52x vyssi (p= 0,76036). Primérna hodnota FD u M. bolleyi byla 2,25x vyssi nez u
kontroly (p = 0,12465).

Po inokulaci rostliny houbou C. cereale byla hodnota FD v prvnim dnu 0,42x nizsi (p=
0,44662) ve srovnani s kontrolou. Druhy den po inokulaci byla hodnota FD 21,27x vyssi (p=
0,00198). Tteti den byla hodnota FD hodnota 5,51x vyssi (p= 0,69062). Primérna hodnota FD po
inokulaci houbou C. cereale byla 3,83x vyssi (p= 0,11321) ve srovnani s kontrolou.

Po inokulaci houbou F. culmorum byla prvni den hodnota FD 0,77x nizsi (p= 0,60681) nez u
kontroly. Druhy den po inokulaci byla hodnota FD 21,55x vyssi (p= 0,00102), tfeti den po
inokulaci byla hodnota FD 1,43x vyssi (p= 0,71583). Primérna hodnota FD byla u rostlin
inokulovanych houbou F. culmorum 2,98x vyssi (p= 0,08406) ve srovnani s kontrolou (Obr. 6,
Tab. 7).
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Obr. 6 — Relativni exprese genu chitinazy (B2H2) (dvé biologicka opakovani a tfi
technicka p < 0,05; chybové tsecky SE), D1 =den 1; D2 =den 2, D3 = den 3; K — Kontrola,
Si — Serendipita indica, Mb — Microdochium bolleyi, Cc — Ceratobasidium cereale, Fc —
Fusarium culmorum. Hvézdicka (*) oznacuje statisticky vyznamné hodnoty (P < 0,01)
hodnoceno pomoci ANOVA testu.

Tabulka 7 - Fold diference (FD) a p u exprese B2H2 gent Triticum aestivum po inokulaci, Si

— Serendipita indica, Mb — Microdochium bolleyi, Cc — Ceratobasidium cereale, Fc —

Fusarium culmorum

Prvni den po Druhy den po Tteti den po Primérna
inokulaci inokulaci inokulaci hodnota
TaB2H2

FD p FD p FD p FD p
isrfgfcgd'p”a 0,53 05903 252 05827 175 06891 153  0,1069
g’(')'ﬁ;‘;?o‘:h'“m 1,56 05735 291 06101 252 07604 225  0,1246
Ceratobasdium , ;. 04466 2127 00020 551 06906 383  0,1132
cereale
Fusarium 0,77 06068 21,55 0,010 143 07158 298  0,0841
culmorum
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6. Diskuze

ey

Endofyté jsou organismy, které ziji uvnité ¢asti rostlin, ale nezpisobuji viditelné symptomy
infekce (Li et al., 2023; Petrini, 1991) a jsou schopné rostlinam pomoci ptekonat stres (Fadiji &
Babalola, 2020) a zprostiedkovat toleranci viéi stresu (Kamran et al., 2022). Jednou ze skupin
endofytickych organismti jsou endofytické houby. Tyto houby jsou bohatym zdrojem
bioaktivnich latek, jako hormony (napf. auxin), hydrolytické enzymy (napf. chitindza) a
antimikrobialni latky, které jsou dulezité pro pieziti hostitelské rostliny (Eid et al., 2019), tyto
metabolity maji také potencial vyuziti v biotechnologiich (Rana et al., 2019; Rustamova et al.,
2020).

Prestoze endofyté dokazi syntetizovat stejné nebo podobné sekundarni metabolity, neni jasné
jak a pro¢ se tyto metabolity tvofi. Nekteré studie naznacuji, ze tvorba sekundarnich metabolitt
mohla vzniknout koevoluci endofytt s rostlinnymi hostiteli (Naik et al., 2019; Tan & Zou, 2001).

Jednim z témat, kterd jsou v soucasnosti predmétem vyzkumu, jsou moznosti ochrany rostlin
pfed chorobami bez potieby vyuziti chemickych pesticidd. Naptiklad v roce 2019 doslo
v dusledku poskozeni rostlin patogeny a skudci celosvétové ke ztratdm na produkci pSenice
21.5% (Savary et al., 2019). Piestoze vyuZiti pesticidi je moznosti, jak negativni vliv patogent
a skudct snizit anebo eliminovat, miZze jejich pouzivani negativné ptsobit na zdravi farmara
(Damalas & Koutroubas, 2016) a zivotni prostiedi kontaminaci ptidy a povrchové vody (Aktar et
al., 2009). Jednou z moznosti, jak se témto rizikim vyhnout, by mohla byt biologicka ochrana s
vyuzitim endofytickych mikroorganismu (De Silva et al., 2019). Dalsi moznosti vyuziti endofytt
je naptiklad ve farmaceutickém pramyslu. Rostliny mohou byt povazovany za bioproducenty
z dtivodu tvorby sloucenin, které maji terapeutickou hodnotu (Baker & Satish, 2012). Ptirodni
produkty, které disponuji antimikrobidlni aktivitou, Ize vyuzit pfimo anebo nepiimo, vyvolanim
rezistence rostlin, coz povede ke sniZeni vyuziti pesticidii pii ochrané rostlin proti chorobam
(Stangarlin et al., 2011). Fytopatogeny jsou omezovany pouzivanim rostlinnych extraktu, které
jsou ziskavany hlavné z rostlin, jako kafr, febfi¢ek, zazvor a jiné (Stangarlin et al., 2011). Nékteré
studie uvadéji produkci antimykotickych, antibiotickych, imunosupresivnich sloucenin a
inhibitorh topoizomerdz nalezenych v endofytech, avSak houbové endofyty jsou méné
studovanou skupinou (Verma et al., 2008). Lécivé rostliny jsou povazovany i za zasobarnu
endofytt, které mohou syntetizovat farmaceuticky vyznamné sekundarni metabolity (Elgorban et
al., 2019) Jeden z piiklada je Taxol, coz je protinadorova latka (Sze et al., 2008). Tyto zjisténé
vlastnosti by mohly byt vyuzity ve farmaceutickém odvétvi biotechnologie. Tyto objevy se vSak
zatim nepromitly do prumyslovych bioprocesi pro komeréni vyrobu (Kusari et al., 2014).

V této praci byl sledovan vliv endofytickych mikroorganisma S. indica a M. bolleyi a patogenti
C. cereale a F. culmorum na rust rostlin, miru nekrotizace lista a dale na expresi genu PR1 a

expresi chitinazy (B2H2) u pSenice T. aestivum.
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Po inokulaci pSenice endofytickym mikroorgasmem S. indica byl u pSenice pozorovano
zlepSeni ristu, ve srovnani skontrolou 1 rostlinami inokulovanymi endofytickym
mikroorganismem M. bolleyi a patogeny F. culmorum a C. cereale. Bylo prokazano, ze houba S.
indica je jednim z endofytickych mikroorganismu, které pozitivné ovliviuji rast rostlin (Mensah
et al., 2020; Varma et al., 2012) a to napiiklad u zeli (Saleem et al., 2021), salatu (Abdelaziz et
al., 2019), rajéete (Wang et al., 2015). Bylo také zjisténo, ze S. indica pomaha zvySovat toleranci
rostlin k abiotickému a biotickému stresu (Kaval et al., 2023). Také v této praci bylo prokazano,
souviset se schopnosti S. indica zlepSovat metabolismus ROS (Nath et al., 2016). U
inokulovanych rostlin nebylo zjisténo zahnédnuti bazi rostlin, pfestoze u ostatnich inokulovanych
variant byly projevy zahnédnuti prokazany. Rostliny pSenice reagovaly na inokulaci endofytickou
houbou S. indica vyblednutim Zilnatiny, u ostatnich inokulovanych variant k vyblednuti zilnatiny
nedoslo.

Po inokulaci p$enice endofytickym mikroorganismem M. bolleyi, bylo patrné, Ze reakce rostlin
byla obdobna jako po inokulaci patogenem a C. cereale, ptestoze u obilnin je na zakladé
védeckych studii ptedpokladan endofyticky vztah, ktery byl potvrzen u jeémene (Murray & Gadd,
1981), pSenice (Reinecke & Fokkema, 1981) nebo Brachypodium distachyon (Matusinsky et al.,
2022). Vysledky naseho testovani vSak prokazaly, Ze za uréitych podminek se mize endofyticky
mikroorganismus M. bolleyi chovat spiSe jako slaby patogen (Reinecke & Fokkema, 1981), coz
bylo prokazano i u Inu setého a psine¢ku (Hong et al., 2008). Po inokulaci pSenice endofytickym
mikroorganismem M. bolleyi doslo ke snizeni ristu rostlin, a to v mife velmi podobné po
inokulaci patogenem C. cereale. Béhem hodnoceni byla také prokazana vy$si mira nekrotizace
listd u pSenice. V praci Shadmani et al., 2018 zjistili, ze M. bolleyi zlepSuje rist je¢mene.
Nekrotizace listil byla zjisténa u Microdochium paspalum v Paspalum vaginatum v Cing (Unal,
2024). Pii studovani patogenity M. bolleyi bylo zjisténo ze z 31 izolatt bylo 13 patogennich, tyto
patogenni izolaty zptisobovaly nekrozu hypokotyld u trav (Unal, 2024). Soucasné byly také
poskozeny baze rostlin, doslo k jejich zahnédnuti. Mira zahnédnuti byla u testovanych rostlin
vys$8i nez u rostlin inokulovanych patogenem F. culmorum, ale niz$i neZ po inokulaci patogenem

C. cereale.

Patogen rostlin C. cereale je u nékterych druhi obilnin ptivodcem choroby lemovana stébelna
skvrnitosti pSenice (kofenomorka), kterd se projevuje poskozenim bazi stébel a snizenim
kofenové hmoty, coz nase vysledky potvrdily. Po inokulaci patogenem C. cereale doslo ke
sniZzeni rdstu rostlin a byla pozorovana zvySena mira nekrotizace listd, a dale také nejvyssi
procento zahnédlych bazi. C. cereale zpusobuje ztratu na vynosech (Hamada et al., 2011;
Lemanczyk & Kwasna, 2013) u pSenice a ShiZuje jeji rtst (Lemanczyk & Kwasna, 2013), coz

bylo pozorovano u kofent i stébel (Mazzola et al., 1997).
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U patogena F. culmorum jsme piedpokladali, ze pujde o nejagresivnéjsiho patogena s
nejvys$sim negativnim dopadem na rust pSenice. Na zakladé ziskanych a vyhodnocenych vysledkt
vSak mira nekrotizace listii nebyla nejvyssi, je vSak tfeba zdlraznit, Ze mezi nekrotizované listy
nebyly zapocitavany listy mrtvych rostlin. Navic u rostlin inokulovanych patogenem F. culmorum
bylo méné listli nez u kontrolni varianty nebo varianty inokulované jinymi houbami. Pfestoze
jsme u rodu Fusarium spp. o¢ekavali vysoky podil zahnédlych bazi, protoze se jedna o jednoho
z hlavnich pivodcti zahnédnuti a chorob bazi rostlin (Alananbeh et al., 2023), zjistén4d mira
zahnédnuti byla po inokulaci F. culmorum nizsi nez u rostlin inokulovanych C. cereale.

Exprese genu PR1 u rostlin inokulovanych S. indica byla prvni den po inokulaci nizsi nez u
kontroly a rostlin inokulovanych houbou M. bolleyi. Pokud by nebylo pti hodnoceni vysky rostlin
zjisténo, ze rostliny maji po inokulaci M. bolleyi nizsi rust, pak by mohla byt divodem nizsi
exprese domnénka, Ze efekt akumulace kyseliny salicylové (SA) je rychlejsi u M. bolleyi, nez u
S. indica, a F. culmorum. Béhem testovani byla prokazana u rostlin inokulovanych M. bolleyi
vyssi exprese PR1 nez po inokulaci C. cereale, ktera poukazuje na schopnost houby C. cereale
potlacit imunitni reakci rostliny. Druhy den byla u rostlin inokulovanych houbou S. indica exprese
genu PR1 vyssi, coz poukazuje na zvysenou akumulaci kyseliny salicylové (SA), jelikoz PR geny
jsou indukovany SA a mohou tedy byt povazovany za biomarkery systémové ziskané resistence
(Ali etal., 2018), ktera je SA indukovana (Tripathi et al., 2008). Také v ¢lanku autord Saleem et
al., 2022, bylo popsano, Ze S. indica zvysuje expresi WRKY genu, které jsou zapojené v obrannych
drahach rostlin. Zvysena koncentrace kyseliny salicylové mize rostlindm pomoci v rastu (Li et
al., 2022) a obran¢ vuci patogenum (Benjamin et al., 2022; War et al., 2011), ale na druhé strané
dlouhodobé zvysena neregulovana koncentrace SA muze zpusobit hypersenzitivni reakci
povaZovat akumulaci SA za prospé$nou pro rostliny, protoze hodnoceni potvrdilo zlepseni jejich
ristu. Exprese PR1 po inokulaci S. indica ve srovnani s expresi po inokulaci rostlin M. bolleyi
byla vyssi, z ¢ehoz vyplyva, ze M. bolleyi mohla zagit indukovat tvorbu latek potlacujicich
imunitni reakci rostlin. V ¢lanku Matusinsky et al. 2022 sledovali expresi TaPR1.1 u B.
distachyon zpusobenou M. bolleyi, kde jejich relativni exprese vykazuje stejny prubéh, jako
v nasich vysledcich.

Exprese PR1 geni u rostlin inokulovanych C. cereale byla nizsi nez u kontroly a u rostlin
inokulovanych houbami S. indica a M. bolleyi, ale vy$si nez u F. culmorum. Rostliny inokulované
houbou F. culmorum vykazovaly nejnizsi expresi PR1 gend. Toto zjisténi vSak muizeme
vyhodnotit tak, ze rostliny inokulované C. cereale a F. culmorum se zamétovaly primarné na
expresi chitinazy (B2H2).

Tteti den po inokulaci rostliny inokulované houbou S. indica stale vykazovaly vyS$si expresi

PR1 gend, ale ve srovnani s expresi ve druhém dnu po inokulaci byla hodnoty exprese niZsi.
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Inokulace houbou S. indica vedla ke zvySeni exprese PR genti a chitinaz pod abiotickym stresem
(Wan et al., 2024) a pti biotickém stresu oproti kontrole trochu zvysily expresi, ale kdyz byly
spole¢né inokulované s patogenem Bipolaris sorokiniana tak expresi PR gend snizily (Sarkar et
al., 2019). Rostliny inokulované M. bolleyi vykazovaly tieti den po inokulaci vyssi expresi PR1
gentt nez druhy den, podobné jako Vv praci u Matusinsky et al. (2022) a také v této praci
vykazovaly vyssi expresi nez u rostlin inokulovanych S. indica. Ve srovnani s expresi genti po
inokulaci C. cereale a F. culmorum byla hodnota exprese po inokulaci M. bolleyi nizsi. U rostlin
inokulovanych C. cereale se tfeti den hodnota exprese zvysila a pievySovala doposud vSechny
namétené hodnoty. Podobny efekt byl pozorovan také u rostlin inokulovanych F. culmorum, tato
houba ale vyvolala u rostlin nizsi hodnoty expresy PR1 gend, nez bylo zjisténo po inokulaci C.
cereale. U ¢esneku inokulace houbou F. culmorum vyvolala vyssi expresi PR1 genti uz v prvni
den nez oproti kontrole (Anisimova et al., 2021), ale tieti den vyvolala jesté vys§i expresi
(Anisimova et al., 2021). Exprese PR gent u rostlin inokulovanych R. cerealis u citlivé odrady
pSenice byla druhy den sniZena, ale ¢tvrty den byla zvySena. U odolné odridy pSenice byla také
druhy den exprese genu sniZzena (Geng et al., 2022). ZvySena exprese Pr5 genu vedla ke zvysené

resistenci proti R. cerealis (Datta et al., 1999).

Exprese B2H2 u rostliny inokulované S. indica byla v prvni den niZ$i nez u kontroly, druhy a
treti den byly hodnoty exprese genu B2H2 vyssi nez u kontroly, bylo zjisténo ze chitinaza z S.
indica snizuje tvorbu konidii Magnaporthe oryzae. Tzv. ,housekeeping‘ chitinazy u hub
kontinualné reguluji pfestavbu bunééné stény. Exogenni chitinazy jsou soucasti bunééného déleni
nebo autolyzy u hub (Langner & Gohre, 2016). Chitinazy také mohou byt vyuzivany houbou jako
obrana proti konkurencnim houbam (Langner & Gohre, 2016). ZvySena exprese chitinazy
rostlinou po inokulaci S. indica muze byt zptsobena regulaci endofyta rostlinou nebo spolupraci
rostliny s endofytem na piestavbé bunééné stény pro zvysSenou vyménu latek. Jak bylo vyse
zminéno, houba M. bolleyi se chovala na zakladé hodnot exprese PR1 gent a vysledkti hodnoceni
rustu a miry nekrotizace listd spiSe jako slaby patogen, oproti kontrole vyvolala ve v§ech dnech
po inokulaci vys§8i expresi genu pro chitindzu a to i ve srovnani exprese rostliny nainokulované
houbou S. indica. Oproti inokulaci houbou C. cereale nebyla u rostlin vyvolana dostate¢na
exprese genu B2H2, to naznacuje, Ze rostliny bud’ vyuzivaly jiny typ imunitni reakce na houbu
M. bolleyi nebo pro né houba nebyla infekénim rizikem, rist rostlin pak mohl byt ovlivnén faktory
prostiedi nebo genotypem rostliny a mikroorganismu (Brader et al., 2017). Inokulace rostlin C.
cereale v prvni den vyvolala niz§i hodnoty exprese chitinazy nez u kontroly, podobné jako pfi
expresi genu PR1. Podobny efekt nizsi exprese byla vyvolana také po inokulaci F. culmorum, jak
u PR1 tak i u chitinazy, ale v obou piipadech inokulace houbou C. cereale vyvolala u rostlin
mensi hodnoty exprese. Druhy den C. cereale vyvolala expresi B2H2, tedy ve stejny den, kdy
expresi chitinazy, a to nepatrné vys$si hodnotu nez po inokulaci houbou C. cereale. Exprese PR1

43



genu byla v druhy den nizsi, poukazujici, Ze rostlina zaGala exprimovat vice chitindzy na svou
imunitni obranu. To pravdépodobné poukazuje na to, ze piestoze se houba M. bolleyi chovala
jako slaby patogen, coz potvrdilo také hodnoceni ristu a nekroz listl, tak nebyla tak patogennti,
jako C. cereale a F. culmorum. V ¢lanku Matusinsky et al. (2022) pii del$i expozici (8 dni po
inokulaci) M. bolleyi se exprese PR1 genu zvysila, ale exprese chitinazy byla stale nizka. Treti
den byla exprese chitinazy u rostlin inokulovanych houbou C. cereale sniZzena oproti druhému
dnu, ale ve srovnani s kontrolou byla hodnota exprese stale vyssi. Houba C. cereale mohla zapojit
obranné mechanismy vu¢i imunitni odpovédi rostliny, pfipadn€ byla rostlina oslabend. Na
zéakladé sledovani vzristu rostlin bylo vyhodnoceno, Ze $lo spise o oslabené rostliny. Houbové
patogeny vylucuji LysM efektory, které odstraiiuji chitinové oligomery a tim zabranuji
rozpozndvani chitinu hostitelem (Sanchez-Vallet et al., 2020). U pSeniéného patogenu
Zymoseptoria tritica se zjistilo, ze jedna LysM doména obsahuje efektor MglLysM, ktery se
podili na tvorbé dvou typi dimert: dimeru zavislého na chitinu a homodimeru nezavislého na
chitinu. Timto zplUsobem ziskdva schopnost vytvaret supramolekularni strukturu chitinem
indukovanou oligomerizaci chitin-nezavislych homodimerd MglLysM, coz je vlastnost, ktera
poskytuje ochranu bunéénym sténam hub proti chitinazam hostitele (Sanchez-Vallet et al., 2020).
Po inokulaci rostlin houbou F. culmorum byla zjisténa nizsi exprese chitinazy, jeji hodnota ale
byla stale vyssi nez u kontroly. Imunitni reakce byla nejpravdépodobnéji potlacena patogenem.
Pii inokulaci melounu Fusarium oxysporum a nasledném sledovani exprese chitinaz pod
abiotickymi stimuly byla nejbliZ nasim vysledkim CIChi20 a v publikaci je uvedeno, ze exprese
byly zvysené vétsinou po 24 nebo 48 hodinach po inokulaci (Xuan et al., 2024). U F. oxysporum
byl nalezen efektor Avrl, ktery miize vyvolavat rezistenci vii¢i chorob¢ zptsobené F. oxysporum
(De Lamo & Takken, 2020), ptipadné doslo ke zvySené expresi PR2 genu, ktery koduje glukanazy
(Anisimova et al., 2021), tento gen jsme v nasi praci nesledovali. Wrobel-Kwiatkowska et al.
(2004) zjistili, ze pii zvySeni exprese glukandz maji rostliny Inu setého vys$$i rezistenci viaci
houbam rodu Fusarium. Také bylo zji§téno, ze chitinazy a glukanazy jsou v synergii, pii obrané
vaci patogenum (Gkizi et al., 2021; Mauch et al., 2001).

Produkce potravin v Evropé je zavisla na pouzivani chemickych pesticidd pro udrzovani
vynosti plodin. Choroby jsou tradicné potlatovany pomoci genetické resistence a pomoci
chemickych pesticidd, které maji ve vétsiné piipadi dobrou ucinnost (Hirooka & Ishii, 2013).
Pouzivani pesticidl se vSak v pribéhu let potykalo s obtizemi kvili jeho nadmérnému pouzivani,
které vedlo k selekci populaci rezistentnich patogent (Lucas et al., 2015). V disledku tohoto se
v poslednich letech zvysil zajem o studium alternativnich opatieni. Jednim z nastroji, kterym
byla vénovéna pozornost, byla biologickd ochrana (O’Brien, 2017) a indukované rezistence
(Hammerschmidt, 1999; Walters et al., 2013).

Rozsahlé pouzivani chemickych pesticidii ma negativni vliv na zivotni prostiedi a zpuisobuje
kontaminaci vody, ptidy a ovzdusi, negativné ovliviiuje biodiverzitu a vede k tvorbé rezistentnich
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populaci §kidci. Vystaveni chemickym pesticidiim zpisobuje u lidi chronicka onemocnéni, jako
jsou napiiklad rakovina, srde¢ni, neurologicka a respiraéni onemocnéni (European Environment
Agency, 2023). 1 kdyz je expozice jednotlivym pesticidum kratka a nizka, smési pesticidi a
dalSich chemickych latek mohou zpusobit nezadouci uéinky (Rizzati et al., 2016). Nékteré
pesticidni u¢inné latky jsou schopné narusit endokrinni systém (systém zlaz s vnitini sekreci) a
mohou mit nezadouci vliv na zdravi uz pii nizkych davkach (Leemans et al., 2019). Neékteré
potencialni toxikologické ucinky pesticidli spojené s expozici uc¢innym latkdm nemusi byt
stavajicimi testovacimi metodami detekovany a mohou zptsobovat choroby, jako napiiklad
diabetes, Parkinsonova choroba, détska leukémie, imunotoxicita, duSevni choroby a dalsi
neuropsychologické ucinky (European Commission. Directorate General for Research and
Innovation. & European Commission’s Group of Chief Scientific Advisors, 2018).

Vzhledem k vySe zminénych rizikim spojenym s pouzivanim pesticidii a neustalé hrozbé
negativniho vlivu patogenti na zdravi rostlin by mohlo byt pouZziti mikroorganismi pro

biologickou ochranu rostlin slibnym feSenim.

7. Zavér

V teoretické Casti byla vypracovana reserSe na aktualni stav endofytd, popis imunitniho systému
rostlin a popis rostliny T. aestivum, houbovych endofyta S. indica a M. bolleyi, houbovych
patogent C. cereale a F. culmorum. Také bylo pojednano o vyznamu endofytickych organismu

Vv biotechnologiich a farmacii.

V experimentalni ¢asti byla péstovana pSenice seta (T. aestivum), ktera pak byla inokulovana
endofyty S. indica a M. bolleyi nebo patogeny F. culmorum a C. cereale. Byl hodnocen stav
rostlin mésic po seti, kde S. indica méla nejlepsi G¢inek na rust a snizila nekrotizaci listl, M.
bolleyi se chovala spise jako patogen, C. cereale vyvolala nejvyssi nekrotizaci listti a F. culmorum
nékteré rostliny usmrtila.

Pomoci qPCR byla zméfena genova exprese dvou geni PR1 a B2H2, které se podili na
imunitni reakci rostlin a hodnocen vliv endofyta nebo patogena. Houba S. indica vyvolala nejnizsi
expresi u obou gent. Houba M. bolleyi vyvolala vyssi expresi PR1 genu, ale nevyvolala tak
vysokou expresi B2H2. Houby C. cereale a F. culmorum vyvolaly vyssi expresi PR1 az tieti den
po inokulaci. Statisticky vyznamna byla exprese genu B2H2 u hub C. cereale a F. culmorum,
ktera byla 20X vyssi.

Ziskané vysledky potvrdily, ze endofyti S. indica a M. bolleyi vyvolavaji nizsi imunitni reakci
rostlin T. aestivum nez patogeny C. cereale a F. culmorum. Nase vysledky by mohly pomaoci

s pochopenim interakce rostlin s endofyty a pochopenim imunitni reakce rostlin.
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9. Zkratky

ROS
ABA
SAR
ISR
MAMPs
PAMPs
PRR
PTI

ETI
PSII
HR

SA

JA

ET

PR
AMF
LPS
BIK1
FLS2
PGPR
MAPK
BRI1
BKK1
INA
BTH
PAL
NB-LRR
IAA
PSM
ACCD
ANOVA

reaktivni formy kysliku

kyselina abscisova

systémova ziskana rezistence
indukovana systémova rezistence
molekularni vzory spojené s mikroby
molekularni vzory spojené s patogeny
transmembranové receptory pro rozpoznavani vzort
imunita spousténa vzory

efektorem spousténa imunita
fotosystém II

hypersensitivni reakce

kyselina salicylova

kyselina jasmonova

etylen

geny souvisejicich s patogenem
arbuskularni mykorhizni houby
lipopolysacharidy
Botrytis-indukovana kinaza 1 gen
Flagellin sensing 2 gen

bakterie podporujici rtst rostlin
mitogen aktivovana proteinova kinaza
Brasinosteroid insensitive 1 gen
proteinova kindza podobna receptoru dependentni na brasinosteroid
dichloroisonikotinova kyselina
benzothiodiazol

fenylalanin amonium-lyasa
polymorfni proteinové kinazy
kyselina indoloctova

mikroorganismy solubilizujici fosfor
1-aminocyklopropan-1-karboxylat deaminaza
analyza rozptylu
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