UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Piirodovédecka fakulta

Katedra botaniky

Mykorhizni a endofytické houby, partnerstvi s

rostlinami
BAKALARSKA PRACE
Autor: Nela Brulikova
Studijni obor: Biologie pro vzdélavani
Typ studia: Prezenc¢ni
Vedouci prace: Mgr. Pavel Matusinsky, Ph.D.

Olomouc 2024






Prohlasuji, ze jsem zavéreCnou praci sepsala samostatné pod dohledem vedouciho
bakalaiské prace Mgr. Pavla Matusinského, Ph.D. a Ze jsem uvedla v§echnu pouzitou literaturu
na konci prace.

VOlomoucidne .........cocoeiiiiiiiiii

Jméno a Pfijmeni



Podékovani
Rada bych timto pod€kovala svému vedoucimu prace Mgr. Pavlu MatuSinskému, Ph.D. za jeho
vedeni a podporu béhem mého bakalaiského vyzkumu. Dékuji za jeho trpélivost, ochotu, rady,
pomoc a vedeni, které mi béhem této prace poskytl. Dale bych rada podékovala Mgr. Dominiku

Blesovi za pomoc s vyzkumem endofytu Serendipita indica.



Bibliograficka identifikace:

Jméno a pfijmeni autora: Nela Brulikova

Nazev prace: Mykorhizni a endofytické houby, partnerstvi s rostlinami
Typ prace: Bakalarska

Pracovisté: Katedra botaniky, Pfirodovédecka fakulta,

Univerzita Palackého v Olomouci

Vedouci prace: Mgr. Pavel Matusinsky, Ph.D.
Rok obhajoby prace: 2024
Abstrakt:

Mykorhiza je symbiotické souziti hub s kofeny vysSich rostlin. Pfi tomto procesu muze
dochéazet bud’ k pronikani houbovych vldken do kofenovych bunc¢k primérni kiry, nebo
houbova vldkna zGstavaji pouze v mezibunééném prostoru. Mykorhizni kolonizace rostlin
muze piinést znacné vyhody v podobé¢ zlepseni riistu, pfijmu zivin a v nékterych ptipadech i
vynosu. Endofytické houby Ziji uvnitt rostlinného téla a jsou spojeny piimo s jejich pletivy.
Tyto houby se vyskytuji jak v podzemnich ¢astech ¢astech rostliny, tak 1 v ¢astech nadzemnich.
Mohou byt prospésné, predevsim jako ochrana vii¢i herbivortim a patogentim.

Teoretickd Cast této prace se zamétuje na popis mykorhiznich a endofytickych hub a jejich
vyznam. Daéle je zde uvedena charakteristika organismi Microdochium bolleyi, Serendipita
indica a Brachypodium distachyon.

Cilem praktické casti bylo zalozit sklenikové experimenty s modelovou rostlinou
Brachypodium distachyon, studovat kolonizaci hostitelské rostliny a posoudit vliv endofytii na
rastové a vyvojové charakteristiky rostlin pomoci vizualniho hodnoceni, vaZeni biomasy a
vyuziti mikroskopickych a molekularnich technik, véetné qPCR. Byl zjistén vliv pouZitych
endofytt na rast a vyvoj rostlin. Endofyty byly Gspésné detekovany pomoci kvantitativni Real-
Time PCR a bylo také stanoveno relativni mnozstvi endofytu v kofenech rostlin B. distachyon.

Pritomnost endofytl byla v jednotlivych kofenech pozorovana i pomoci mikroskopu.

Kli¢ové slova: Mykorhizni houby, endofytické houby, Microdochium bolleyi,
Serendipita indica, Brachypodium distachyon
Pocet stran: 53

Jazyk: Cestina



Bibliographical identification:

Author’s first name and surname: Nela Brulikova

Title: Mycorrhizal and endophytic fungi — partnership with plants
Type of thesis: Bachelor
Department: Department of Botany, Faculty of Science,

Palacky University Olomouc, Czech Republic

Supervisor: Mgr. Pavel Matus$insky, Ph.D.
The year of presentation: 2024
Abstract:

Mycorrhiza is the symbiotic coexistence of fungi with the roots of higher plants. In this
process, either fungal filaments penetrate the root cells of the primary cortex or fungal filaments
remain only in the intercellular space. Mycorrhizal colonisation of plants can provide
significant benefits in terms of improved growth, nutrient uptake and, in some cases, yield.
Endophytic fungi live inside the plant body and are associated directly with its tissues. These
fungi are found both in the underground parts of the plant and in the above-ground parts. They
can be beneficial, especially as protection against herbicides and pathogens.

The theoretical part of this thesis focuses on the description of mycorrhizal and endophytic
fungi and their importance. Furthermore, the characteristics of Microdochium bolleyi,
Serendipita indica and Brachypodium distachyon are presented.

The aim of the practical part was to set up greenhouse experiments with the model plant
Brachypodium distachyon, to study the colonization of the host plant and to assess the effect of
endophytes on plant growth and developmental characteristics by visual assessment, biomass
weighing and the use of microscopic and molecular techniques, including qPCR. The effect of
the endophytes used on plant growth and development was determined. Endophytes were
successfully detected by quantitative Real-Time PCR and the relative amount of endophyte in
the roots of B. distachyon plants was also determined. The presence of endophytes was also

observed in individual roots using a microscope.

Keywords: Mycorrhizal fungi, endophytic fungi, Microdochium
bolleyi, Serendipita indica, Brachypodium distachyon

Number of pages: 53

Language: Czech



L UVOD oottt 1
2 CILE PRACE .....oiiiiiiiicie e 2
TEORETICKA CAST ... 3
3 Mykorhizni a endofytick€ houDY .......ccooiiiiiiiiiiii 3
3.1  Mykorhiza a mykorhizni hOuby ..........cccciiiiiiiiiiii e 3
311 DruRY MYKOFNIZ .....cooiiiiiiiiiiie e 3
3111 ENdOMYKOINIZA ..ocovieiiiiei e 3
3.1.1.2  EKIOMYKOINIZA ..o 3
3.1.1.3  Erikoidni myKoOrhiza..........ccceiiiiiiiiii e 4
3.1.1.4 Orchideoidni MyKOThIiZa..........ccooeiiiiiiiiiiiiie s 4
3.1.1.5 Arbuskuldrni myKorhiza..........cccoooiiiiiiiiic e 5

3.2 Endofytick€ ROUDY .......ooiiiiiiiiiei s 5
3.2.1  DEleni endOfytl....cooeiiiiiieiieeee s 6

3.3  Rozdily mezi mykorhiznimi a endofytickymi houbami ...........cccocivveiiiniiiiiiicnnn 9

4 Vyznam mykorhiznich a endofytickych hub ... 9
5 Charakteristika OTganiSIMTU ..........cueiviiiiieiiii e 10
51  MicrodoChium BOEYI......c.coiiiiiiii e 10
5.2 Serendipita INQICA.......ccceivviiieiie ettt sre e reeeae e 11
5.3  Brachypodium diStaChyon ............cccoiiiiiiii e 12
PRAKTICKA CAST ... 13
6 Materidl @ MEtOAY ....c.ooviiiiiiii s 13
6.1  Biologicky mMaterial .........ccoiviiiiiiiieiiice e 13
6.2  PouZité chemikalie @ SOUPTAVY .....ocveiiiiiiiiiiiiiiesieeie e 13
6.3  Seznam pouzitych pristrojil @ ZalfiZeni.........cccervverieiiiiieiieie e 13
6.4  Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci pOSTUPY ....cccverveeriiriiiieniiie e 14
6.4.1  ZaloZeni experimentu ve SKIENTKU. .........ccoueiiiiiiiiiieiiicc e 14
6.4.1.1 Piprava inOKUIA .......ccooiiiiiiiiiiiii e 14
6.4.1.2  Seti a 0db&r VZOTKU.......ocoviiiiiiiiiiiii e 14
6.4.2  Mikroskopovani KOTENM .........cceiviiiiiiiiiiiiiici e 16
6.4.3  1Z018CE DNA ...t 17
6.4.4  Kvantitativni Real-time PCR (QPCR) ......cccoviieiiiie e 18

FARR YA 43 3121 0 ) 'SR 18



0 T @ T L o 1<) 72720 ) i T 18

7.2 MIKIOSKOPOVANT ...cciiiiiiiiiiiiiie ittt e e nes 25
7.3  gPCR — Kvantifikace V NOStIteli ...........coeiveriiiiiiee e 31
DISKULZE ... e e b e e e s be e e st e e e anbeeennes 34
ZAVER ..ottt 38

10 DIDAKTICKA CAST ..ottt 39
11 SEZNAM OBRAZKU .....ooovuiiiieeieieioeieeieeeeeeeeeses s ses st assas s 47
12 SEZNAM TABULEK ... et 48

13 POUZITA LITERATURA .ooooeoeeeeeeeeeee oo e e e e es e e e er et e s e s e esetes e, 49



1 UVOD

Mykorhizni houby navazuji symbioticky vztah s kofeny vysSich rostlin. Tyto houby
neprostupuji ptimo dovnitf do rostlinnych pletiv. Houbova vlakna mykorhiznich hub mohou
pronikat bud’ do kofenovych bun€k primarni kary, nebo mohou zlstavat pouze
V mezibunécnych prostorach. Na zaklad¢ tohoto prostupovani muzeme rozliSovat dva typy
mykorhizy, a to endomykorhizu a ektomykorhizu, které budou taktéz popsany v teoretické
Casti. Symbioticky vztah mezi mykorhiznimi houbami a vy$§imi rostlinami miize pomoci
rostlindm zvySovat savou plochu kotfentl a tim 1épe ziskavat dulezité Ziviny.

Endofytické houby jsou druhy hub, které kolonizuji vnitini pletiva rostlinnych hostitelil.
Tento symbioticky vztah je nepatogenni, rostlinam nijak neSkodi. Naopak rostlinnym
hostitelim endofyty piinési fadu vyhod. Endofyty maji pro rostlinu vyznam ptedevsim pfi
ochrané vi¢i herbivoriim a patogeniim. Mohou se také podilet na vyzivé hostitele, zvySovani
biomasy kofeni vyhonkli a semen a na ochran¢ vii¢i abiotickému a biotickému stresu.
Endofytické houby miizeme fadit do Ctyft tfid, které budou popsany v teoretické ¢asti této prace.

Brachypodium distachyon je jednoleta samosprasna trava z ¢eledi Poaceae. Ma vlastnosti
typické pro modelové rostliny. Charakteristicky je jeji pomerné maly vzrist, kratky zivotni
cyklus a moznost genetické transformace pomoci bakterie rodu Agrobacterium. Patii mezi C3
rostliny, stejné jako ostatni zastupci celedi Poaceae. Stala se prvnim druhem travy z této celede¢,
jejiz genom byl pIné€ sekvenovan. Jeji genom je jednim z nejmensich mezi diploidnimi travnimi
genomy.

Microdochium bolleyi je nepatogenni endofyticka houba, ktera kolonizuje kofeny pSenice a
dalSich obilovin. Patii mezi tzv. dark septate endophytes (DSE). Tento endofyt vykazuje
surpresi ruznych rostlinnych patogenti obilovin, jakou jsou napiiklad Oculimacila yallunda a
Fusarium graminearum.

Serendipita indica je taktéz endofyticka houba kolonizujici kofeny rostlin. Tento endofyt
pomaha rostlindm rast, pfijimat Ziviny a zvySuje odolnost rostlin vii€i stresu. Muze taktéz
podporovat celkovy riist a produkci semen.

V praktické Casti bakaldiské prace bude proveden experiment, ve kterém bude pomoci
riznych metod sledovan vliv endofytd M. bolleyi a S. indica na modelovy organismus B.

distachyon.



2 CILE PRACE

Cilem teoretické Casti této bakalaifské prace bylo provést literarni reSerSi zaméfenou na
mykorhizni a endofytické houby a jejich vyznam v partnerstvi s rostlinami. Kromé toho byly
charakterizovany organismy M. bolleyi, S. indica a B. distachyon, které byly pouzity pfi
provadéni experimentu.

Cilem praktické casti bylo zalozit sklenikové experimenty s modelovou rostlinou
Brachypodium distachyon, studovat kolonizaci hostitelské rostliny a posoudit vliv endofytii na
rustové a vyvojové charakteristiky rostlin pomoci vizualniho hodnoceni, vazeni biomasy a
vyuziti mikroskopickych a molekularnich technik, véetné qPCR. Dal$im cilem bylo porovnat
u¢inky osmi kment M. bolleyi na rist a vyvoj rostlin.

Cilem didaktické ¢asti bylo vytvorit pracovni listy, které by mohly byt vyuzity pii vyuce
biologie, biologickych praktik a biologickych seminafi.



TEORETICKA CAST

3 Mykorhizni a endofytické houby

3.1 Mykorhiza a mykorhizni houby

Mykorhiza je symbiotické souziti hub s kofeny vyssich rostlin. Termin mykorhiza zavedl
Albert Bernhard Frank pro popis symbiotického spojeni kofenti rostlin a hub. Mykorhiza
doslova znamena ,,houbovy koten (Bagyaraj, 2014). Pii tomto procesu mize dochazet bud’
k pronikani houbovych vladken do kofenovych bunék primarni ktiry, pak tento proces nazyvame
endomykorhiza, nebo houbova vldkna zlstavaji pouze v mezibunééném prostoru, tento pripad

nazyvame ektomykorhiza.

3.1.1 Druhy mykorhiz
3.1.1.1 Endomykorhiza

Pti endomykorhize, nékdy také endotrofni mykorhize, pronikaji houbova vlakna dovnitt do
kotenovych bunék rostliny. Endomykorhiza se déli do né€kolika druht, jejichZ nazvy jsou €asto
odvozovany od skupiny rostlin, vniz tento proces probihd. Nej€astéjSim druhem
endomykorhizy je arbuskuldrni mykorhiza. Arbuskuldrni mykorhiza je tvofena neseptatnimi
glomeromycetnimi houbami. Patfi do oddéleni Mucoromycota, ktery ma tii tiidy —
Glomeromycetes, Archaeosporomycetes a Paraglomeromycetes, s péti fady — Glomerales,
Diversisporales, Gigasporales, Paraglomerales a Archaeosporales, ¢trnacti ¢eledémi a 26
rody. Bézné se vyskytujici rody arbuskularné mykorhiznich hub jsou Glomus, Gigaspora,
Scutellospora, Acaulospota a Entrophospora (Bagyaraj, 2014).

3.1.1.2 Ektomykorhiza

Ektomykorhiza neni tak ¢asta, jako jiz zminénd endomykorhiza. VétSina ektomykorhiznich
hub patii mezi vieckaté ¢i stopkaté houby. Ektomykorhizy se nejcastéji vyskytuji u lesnich
dievin mirného pasma z ¢eledi Pinaceae, Salicaceae, Betulaceae, Fagaceae a Tiliaceae a také
u né€kterych zastupct Rosaceae, Leguminaceae, Myrtaceae a Juglandaceae (Bagyaraj et al.,
2014). Tyto houby kolem kotene rostliny vytvari hyfovy plast, diky kterému je zvySena sava
plocha soustavy. Vldkna téchto mykorhiznich hub vstupuji mezi buiikky primarni kiry, kde
vytvari soustavu vlaken (Hartigovu sit’). Dalsi hyfy se vétvi v ptid€, diky ¢emuz se opét zvysuje

sava plocha. Dusledkem tohoto zvySeni savé plochy kofeny s timto typem mykorhizy zakriiuje,



vidli¢naté se vétvi a tloustnou (Mohammadi et al., 2011). Tyto houby Ize kultivovat v laboratofi

na vhodnych médiich a pouzivat je k inokulaci lesnich Skolek (Bagyaraj et al., 2014).

3.1.1.3 Erikoidni mykorhiza

Erikoidni mykorhizni houby navazuji symbioticky vztah s rostlinami patficimi do celedi
Ericaceae, Empetraceae a Epacridaceae, které se Casto oznacuji jako viesovistni rostliny (napf.
azalky, rododendrony, boriivky a brusinky) (Bagyaraj et al., 2014). Rostliny, které vytvareji
erikoidni mykorhizni asociace jsou rozsifené na nepfiznivych stanovistich a diky tomuto
symbiotickému vztahu maji schopnost kolonizovat znecisténé piidy (Cairney a Meharg, 2003).
Toto symbiotické spojeni houby a rostliny umoznuje rostlinam pfijimat dusik a fosfor z pad
casto kyselych a chudych na Ziviny (Bagyaraj et al., 2014). Tyto houby jsou také schopné
pomoci rostlindm zvladat stresové podminky prostiedi a vyvinout odolnost vii¢i kontaminaci

toxickymi kovy (Cairney a Meharg, 2003).

3.1.1.4 Orchideoidni mykorhiza

Orchideje patii do ¢eledi vstavacovitych (Orchidaceae), ktera zahrnuje témét 30000 druht
(Bagyaraj et al., 2014). Jejich semena obsahuji velmi omezené zasoby ve formé Skrobu nebo
lipidii (Bagyaraj et al., 2014). V dobé¢ kli¢eni tato semena absorbuji vodu, nabobtnaji a jejich
obal praskne a odhali epidermalni chlupy, pfi¢emz se tato struktura oznacuje jako protokorm
(Bagyaraj et al., 2014). K tomu, aby se protokorm mohl vyvinout v rostlinu, musi byt infikovan
mykorhizni houbou (Bagyaraj et al., 2014). Pokud touto houbou neni infikovan, odumfe, to
znamena, ze jsou orchideje na mykorhiznich houbéch obligatné zavislé (Bagyaraj et al., 2014).
Orchideoidni mykorhiza pravdépodobné ovliviiuje az 25000 druhi rostlin (Rasmussen H. a
Rasmussen F, 2009). Histologicky se tato symbidza podoba jinym druhiim endomykorhizy,
znacné mnozstvi diikazl vSak naznacuje tomu, Ze se nejedna o obousmérny vyménny vztah, a
tedy ani o potencidlné mutualisticky vztah, jako je tomu u Siroce rozsifené¢ endomykorhizy
(Rasmussen H. a Rasmussen F, 2009). Houbové hyfy pronikaji do parenchymatickych bunék
protokormti a vytvareji zde slozité intracelularni hyfové zavity, které se nazyvaji pelotony
(Dearnaley et al., 2012). Pfedpoklada se, Ze tyto pelotony jsou mistem pienosu zivin mezi
symbionty, coz je nezbytné pro zachovani orchideji v jejich pfirozeném prostiedi (Dearnaley et
al., 2012). Tyto interakce maji dalezity vliv na zachovani genetické variability v populacich
orchideji, coz je zasadni pro udrzeni biodiverzity a ochranu ohroZenych druhti (Dearnaley et

al., 2012).



3.1.1.5 Arbuskularni mykorhiza

Arbuskularni mykorhiza je symbidza mezi rostlinami a pfisluSniky oddéleni
Mucoromycota, zlepsuje zasobovani hostitelské rostliny vodou a zZivinami, jako jsou fosfaty a
dusik (Parniske, 2008). Na oplatku je houbé pteddno az 20 % uhliku vdzaného v rostling
(Parniske, 2008). U vétSiny rostlin je tato mykorhizni asociace arbuskularniho typu bézna
(Bagyaraj et al., 2014). Vyskytuje se u vétsSiny zeméedélskych plodin, vétSiny keit, vétSiny
tropickych druhti stromti a n€kterych druhti stromti mirného pasma (Bagyaraj et al., 2014). Mezi
Celedi, které netvoii arbuskularni mykorhizu, patéi Pinaceae, Betulaceae, Orchidaceae,
Fumariaceae, Commelinaceae, Urticaceae a Ericaceae (Bagyaraj et al., 2014). Mezi eledi,
které ziidka tvoii arbuskularni mykorhizu, patii Brassicaceae, Chenopodiaceae, Polygonaceae
a Cyperaceae (Bagyaraj et al., 2014). K ptfenosu zivin dochazi prostiednictvim symbiotickych
struktur uvnitt kotfenovych bunék rostlin zndmych jako arbuskule (Parniske, 2008). Vyvoj
arbuskuldrnich mykorhiznich hub je doprovdzen vyménou signdlnich molekul mezi symbionty.
Kofeny rostlin vylucuji novou skupinu rostlinnych hormonii znamych jako strigolaktony, které
stimuluji metabolismus hub a jejich vétveni a zaroven vyvolavaji kli¢eni semen parazitickych
rostlin (Parniske, 2008). Symbioticka spojeni mezi arbuskularnimi mykorhiznimi houbami a
koteny rostlin jsou v pfirod¢ velmi rozsifend a mohou hostitelské rostling€ ptinasSet fadu vyhod.
Patii mezi n¢€ lepsi vyziva, zvySena odolnost vii¢i pidnim Skiidciim a chorobam, lepsi odolnost
vici suchu, tolerance vaci tézkym koviim a lepsi struktura pidy (Gosling et al., 2006). Mnoho
zemédé€lskych postupt vcetné pouzivani hnojiv a biocidd, obdélavani plidy, monokultur a
péstovani nemykorrhiznich plodin arbuskuldrnim mykorhiznim houbam Skodi. V dusledku
toho jsou agroekosystémy ochuzeny o arbuskuldrni mykorhizni houby a nemusi poskytovat

plny rozsah pfinosii pro plodiny (Gosling et al., 2006).

3.2 Endofytické houby

Endofytické houby jsou druhy hub, které Ziji uvnitf rostlinného t¢la (Stone, 2004). Tyto
houby jsou spojeny s rostlinnymi pletivy, nezptisobuji pfiznaky néjaké nemoci, ktera by timto
spojenim byla vyvolana, naopak tento vztah rostliny a houby mize byt vzijemné velmi
prospésny (Stone, 2004). U travnich hostiteltl (¢eled” Poaceae) se slovo endofyt pouziva pro
oznaceni zvlastniho typu systémové, nepatogenni symbidzy (Stone, 2004). Endofyty trav
poskytuji svym hostitelim fadu vyhod, jako jsou naptiklad ochrana proti herbivorim a
patogenum, které zvySuji jejich kondici (Stone, 2004). Taxonomicky jsou tyto houby predevsim

anamorfami rodu Neotophodium z ¢eledi Balansiae (Clavicitaceae), hojn¢ kolonizuji pletiva



listu, stébel a kofenti druhti chladnomilnych trav a pfenaseji se semeny svych hostitelt (Stone,
2004). Sporulace na hostiteli je zcela potlacena a hostitel a houba funguji spole¢né v podstaté
jako jeden organismus (Stone, 2004). tito bezpfiznakovi endofyté jilki (Lolium), kastfav
(Festuca) a dalsich rodd chudokvétych trav jsou mezidruhovymi hybridnimi kmeny
odvozenymi od druhti rodu Epichloé, které zpiisobuji CasteCnou nebo uplnou sterilitu hostitele
(Stone, 2004). Endofyty jsou dulezitou soucasti ekosystémt, jsou vSudypiitomné a vyskytuji se
ve vSech znamych rostlinach, vcetné Siroké Skaly hostitelt v riznych ekosystémech, a proto
hraji duleZitou roli v pfirodnim prostiedi (Sun a Guo, 2012). Odhaduje se, ze existuje vice nez
1 milion druhti endofytickych hub, pficemz se vychdzi z poméru cévnatych rostlin a druht hub
1:4 nebo 1:5 (Sun a Guo, 2012).

Endofytické houby miizeme rozttidit do tfi kategorii — obligatni endofyty, oportunistické
endofyty a fakultativni endofyty (Btaszczyk et al., 2015, Hardoim at al., 2015, Saikkonen et al.,
2010). Mezi obligatni endofyty fadime ty endofytické houby, které pro dokonceni svého
zivotniho cyklu potiebuji hostitelskou rostlinu. Takovym endofytem jsou napiiklad houby rodu
Epichloe (Btaszczyk et al., 2015). K oportunistickym endofytim fadime ty endofytické houby,
které dokazou zit pfevazn€ mimo vnitini prostfedi rostlin a jen ojedinéle je mizeme najit
v rostlinném téle (Hardoim at al., 2015). Fakultativnimi endofyty je vétSina endofytu.
Endofytické houby tak dokazou Zit nezavisle na rostling, ale mohou ¢ast svého Zivotniho cyklu

stravit uvniti hostitele (Saikkonen et al., 2010).

3.2.1 Déleni endofyti

Obecné se rozlisuji dveé hlavni skupiny endofytickych hub, které odrazeji rozdily v evolu¢ni
ptibuznosti, taxonomii, rostlinnych hostitelich a ekologickych funkci: C-endofyty
(klavicipitalni endofyty) a NC-endofyty (neklavicipitalni endofyty) (Rodriguez et al., 2008).
Druhy z ¢eledi Clavicipitaceae tvoii symbiozy témét vyhradné s travnimi hostiteli (Sieber,
2007). Travni endofyty kolonizuji své hostitele kromé& kotfenti systematicky a n¢které druhy se
prenaseji vertikalné semeny na dalsi generaci hostitelti (Sieber, 2007). Travni endofyty zvySuji
fitness hostitele produkci alkaloidfi, které inhibuji herbivorii hmyzu, a metybolitd, které
stimuluji rast rostlin (Sieber, 2007). Oproti tomu kolonizace hostitele neklavicipitalnimi
endofyty neni systematické (Sieber, 2007). Neklavicipitalni endofyty piedstavuji Sirokou Skalu
druht z n€kolika celedi tfidy Ascomycetes a pravdépodobné se vyskytuji u vSech druht rostlin
mirného pasu véetné trav (Sieber, 2007).

Tyto dvé hlavni skupiny Rodriguez et al., (2008) dale déli na ¢tyfi tiidy. Endofyty prvni
tiidy spadaji pod C-endofyty a stejné jako NC-endofyty rostou v rostlinnych pletivech bez
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priznakti ndkazy. Jejich pfenos je hlavné vertikalni, coz znamena, ze matetské rostliny pienaseji
houby na potomstvo prostiednictvim semen. Endofyty druhé, tieti a ¢tvrté tiidy patii mezi NC-
endofyty. Endofyty druhé tfidy mohou rist v pletivech nadzemnich i podzemnich ¢asti rostliny,
jsou také schopny rozsahlé kolonizace téchto tkani. Jejich diverzita je v jednotlivych hostitelich
pomeérne omezena. Endofyty tieti a ¢tvrté tfidy kolonizuji pouze nadzemni tkan¢ a kotfeny. Tyto
dvé tridy se lisi zptisobem kolonizace. Endofyty tfeti tfidy jsou v rostliné vysoce lokalizované,
naopak endofyty ctvrté tfidy jsou, stejné¢ jako endofyty druhé tfidy, schopny rozséhlé

kolonizace.

Endofyty 1. tFidy

Endofyty prvni tfidy, nebo také C-endofyty byly poprvé zaznamenany evropskymi badateli
na konci 19. stoleti v semenech Lolium arvense, Lolium linicolum a Lolium remotum
(Rodriguez et al., 2008). Celed Clavicipitaceae zahrnuje volné Zijici a symbiotické druhy
spojené s hmyzem a houbami nebo travinami, rakosinami a ostficemi. Velké mnozstvi druhti
této celedé produkuje alkaloidy, které jsou toxické jak pro zvifata, tak i pro ¢lovéka (Khiralla
et al., 2016). Mycelium téchto endofytickych hub se nachdzi v mezibunéénych prostorech
listovych pochev, stonkli a oddenkti (White et al., 1996). Vétsina téchto endofyti zvySuje
odolnost hostitelti vii¢i hmyzu, nékteré odrazuji bylozravce (Khiralla et al., 2008). N¢ekteré
studie dokonce naznacuji, Ze tyto druhy maji antinematodni aktivitu (Khiralla et al., 2008).
V disledku ptiznivych Gc¢inki téchto endofyth nyni Slechtitelé travnikii nabizeji fadu kultivart

oznacenych jako ,,endofyty obohacené* (Rodriguez et al., 2008).

Endofyty 2. tridy

Endofyty druhé ttidy zahrnuji druhy patfici do skupiny Dikarya. Vétsina z nich patii do
oddéleni Ascomycota, mensi ¢ast pak do oddéleni Basidiomycota. (Rodriguez et al., 2008). Tyto
endofyty se od ostatnich NC-endofytii 1isi kolonizaci kotent, stonkii a listii. Jsou schopny
vytvaret rozsadhlé infekce v rostlindch — pifenaseji se prostfednictvim oballi semen, nebo
oddenkli (Rodriguez et al., 2008). Tyto endofyty pomdhaji rostlindm zit i ve stresovych
podminkach, jako jsou sucho, vysychani, horko a salinita, dale také zvySuji biomasu kofent a

vyhonkt (Rodriguez et al., 2008).

Endofyty 3. tridy
Endofyty tfeti tfidy se od ostatnich odliSuji jejich vyskytem, pfedev§im v nadzemnich

tkanich, horizontalnim pfenosem, tvorbou vysoce lokalizovanych infekci, potencialem pfinaset



vyhody hostitelim, ktefi nejsou nutné specificti pro dané stanovisté a také vysokou
biodiverzitou v rostlinach (Rodriguez et al., 2008). Tato tfida zahrnuje hyperdiverzitni houby
spojené s listy tropickych stromii, ale také houby, které nalezneme ve spojeni S nadzemnimi
pletivy bezcévnatych rostlin, bezsemennych cévnatych rostlin, jehlicnanti a dfevnatych i
bylinnych nahosemennych rostlin v biomech od tropickych lesit po boreadlni a arkticka c¢i
antarktickd spolecenstva (Rodriguez et al., 2008). Endofyty tfeti tfidy se vyskytuji také
Vv kvétech, plodech, dfeve a vnitini kiife (Rodriguez et al., 2008). Vyznacuji se zejména vysokou
diverzitou v ramci jednotlivych hostitelskych pletiv, rostlin a populaci. Napiiklad zdanlivé
zdravé listy v nizinnych tropickych lesich obsahuji spice cetné, nezavislé infekce, nez

systémovy nebo jinak rozsahly rist hyf (Rodriguez et al., 2008).

Endofyty 4. tfidy

Mezi endofyty ctvrté tiidy fadime tzv. ,,dark septate endofytes* (DSE) (Rodriguez et al.,
2008). Vyznacuji se pritomnosti tmavé melanizovanych sept a omezenim na kotfeny rostlin.
Obecné tyto endofyty fadime mezi askomycetni houby, které jsou konididlni nebo sterilni a
které tvofi melanizované struktury, jako jsou intercelularni a intraceluldrni hyfy a
microsklerocia v kotenech (Rodriguez et al., 2008). Néktefi zastupci mohou uvnitt kortikalnich
kofenl vytvaiet chlamydospory, které jsou typické pro M. bolleyi (O’dell et al., 1993). DSE
byly zaznamenany ve spojeni s pifiblizné 600 rostlinami z arktického, antarktického,
alpinského, subalpinského a mirného pasma, ale také z africkych pobfeznich plani a niZin
nékterych tropickych oblasti (Rodriguez et al., 2008). Vzhledem k tomu, ze tyto houby
kolonizuji zivé rostlinné organy bez jakychkoli negativnich t¢inkli, mizeme fici, Ze jsou
nepatogenni. (Rodriguez et al., 2008). Kolonizace DSE muze hrat roli pti potlacovani patogenii
tim, Ze minimalizuje mnoZstvi dostupného uhliku v rhizosféfe. Vysoké hladiny melaninu se
také mohou pfipadné podilet na produkci sekundarnich metabolitl toxickych pro bylozravce.
Tyto faktory déavaji rostlinam v symbioze s endofyty ctvrté tfidy konkurencéni vyhodu
(Rodriguez et al., 2008). U nékterych druhti bylo také zjisténo, Ze jsou schopny produkovat
enzymy S$tépici sacharidy, které degraduji bunécnou sténu rostlin, diky kterym by bylo
endofytim umoznéno rozkladat organicky substrat a tim se podilet na vyzive hostitele (Knapp

etal., 2018).



3.3 Rozdily mezi mykorhiznimi a endofytickymi houbami

Endofytické houby se od mykorhiznich 1isi pfedevsim absenci lokalizovaného rozhrani
specializovanych hyf, absenci synchronizovaného vyvoje rostliny a houby a absenci pfinosu
pifenosu zivin pro rostlinu (Brundrett, 2006).

Rozdily mezi endofytickymi a mykorhiznimi houbami mizeme ukézat v nékolika bodech —
umisténi houby, funkce, vyména zivin, specifikace hostitele, kontakt s rostlinou. Jak uz bylo
zminéno, endofytické houby se nachazi uvnitf rostlinnych pletiv, kdekoliv v rostlinném téle.
Funkeci tohoto spojeni rostliny s houbou spociva v tom, Ze houba rostliné poskytuje vyhody,
jako jsou odolnost vic¢i chorobam, nebo tolerance viici stresu. U vymény nutrientll zalezi na
daném typu endofytické houby. Nékteré endofyty zvysuji schopnost rostliny pfijimat ziviny
Z pudy, jiné typy rostliné pomahaji s efektivnim opetovnym vyuzitim zivin v jejim vnitinim
prostfedim (tzv. recyklace zivin). Tyto houby se mohou lisit v ramci hostitelské specifity.
N¢ekteré druhy jsou vysoce specifické ohledné¢ jejich hostiteld a jiné mayji $irsi hostitelsky okruh.
V neposledni fadé mizeme rozdily hledat pifimo v kontaktu s rostlinou, pfedevsim v druhu
vstupu houby do rostliny. Endofyty do rostliny vstupuji skrze stomata nebo rany v rostlin¢. Na
druhé strané¢ houby mykorhizni navazuji symbioticky vztah s kofeny rostlin, neprostupuji
ovSem dovnitf do jejich pletiv. Tyto houby rostliné pomahaji pfedevsim pfii ziskavani Zivin tim,
specifictéj$i ohledné¢ vybéru svych hostitel. Urcité druhy vytvafeji symbiotické vztahy
s ur¢itymi druhy rostlin. Co se vstupu do rostliny ty¢e, nedochazi k Gplnému vstupu piimo
dovnitf do rostlinnych pletiv, ale v pfipadé¢ ektomykorhizy pronikaji hyfy do mezibun&tného

prostoru kotenti rostliny a v ptipadé endomykorhizy do kotfenovych bunék rostliny.

4  Vyznam mykorhiznich a endofytickych hub

Hlavnim pfinosem mykorhiznich hub je lepsi pfijem Zivin, zeyména fosforu (St. John, 1993).
Ektomykorhizni houby v nékterych pfipadech pfimo napomaéhaji pfijmu vody a existuji urcité
dilkazy, ze tak mohou Cinit i houby arbuskularné mykorhizni (St. John, 1993). Nékteré druhy
ektomykorhiznich hub poskytuji vyznamnou ochranu pied nckterymi patogeny (St. John,
1993). V piipad¢ abiotického stresu jsou mechanismy adaptace arbuskularnich mykorhiznich
hub na tyto stresory obecné spojeny se zvySenou hydromineralni vyZivou, selektivitou iontt,
genovou regulaci, produkci osmolytil a syntézou fytohormontl a antioxidantli (Diagne et al.,
2020).

Kaya a kolegové (2003) napiiklad zjistili, Ze u Citrullus lanatus (melounu vodniho)

mykorhizni kolonizace zlepSila nejen vynos rostlin a efektivitu vyuziti vody, ale také kvalitu



plodi samotnych. Podobnych vysledkti dosahli i Bona a kolegové (2017) u rostlin rajcat, kde
se Vplodech zvysila koncentrace cukrd, organickych kyselin a vitaminu C. Dale bylo
prokazano, ze arbuskularni mykorhizni houby zlepSily vykonnost sazenic Prunus persica
(broskvon obecnd) v laboratornich podminkach a také vyznamné zvysily koncentraci K, Mg,
Fe a Zn v listech a kofenech, koncentraci Ca v listech a koncentraci Cu a Mn v kofenech (Wu
etal., 2011).

Endofytické houby tvoii nepatogenni slozky rostlinného mikrobiomu. (Bacon and White,
2016). Uvadi se, ze endofyty se fadi do jedné nebo vice ze tfi hlavnich funk¢nich skupin: 1)
zmiriiuji abioticky stres hostitelské rostliny, 2) brani hostitelské rostliny pted biotickymi
stresory a 3) podporuji hostitele z hlediska vyzivy, a to bud’ zvySenim obsahu dusiku, fosforu,
zeleza nebo vitaminti (Bacon and White, 2016). Tento funk¢éni aspekt neptagennich endofytii
zvySuje potencial pro navrh a konstrukci mikrobiomt pro plodiny s cilem zlepsit jejich
pestovani s niz§im piisunem agrochemikalii a s niz§imi naklady (Bacon and White, 2016).

Endofyty mohou vytvaret rizné sekundarni metabolity, které potencidln¢ vykazuji
biologickou aktivitu proti Skiidcim nebo patogentim (Kusari et al., 2012a). Mezi ptiklady
bioaktivnich metabolitl se fadi paklitaxel, podofylotoxin, deoxypodofylotoxin, kaptothecin a
dalsi latky (Kusari et al., 2012a). Endofyticky druh Eupenicillium parvum, ktery byl izolovan
z rostliny Azadirachta indica, vytvarel ptirodni insekticid azadirachtin, ktery se vyznacuje rust
regulujicimi vlastnostmi (Kusari et al., 2012b). Dale byl endofyt Phialocephala fortinii,
izolovany z oddenku rostliny Podophyllum peltatum, vyuzit k extrakci lignanu podofylotoxinu,
ktery ptredstavuje cenny klinicky prekurzor pro protinadorova lé€iva (Eyberger et al., 2000).
Dale byly také identifikovany nékteré dulezité prekurzory, jako je kamptothecin a 10-
hydroxycamptothecin, pro protinadorova lé¢iva, z endofytického druhu Fusarium solani
(Shweta et al., 2010).

5 Charakteristika organismii

5.1 Microdochium bolleyi
Taxonomické zatrazeni - fise: Fungi (houby), oddéleni: Ascomycota, tfida: Sordariomycetes,

rad: Xylariales (dfevnatkotvaré)

Microdochium bolleyi, diive Idriella bolleyi, je endofyticka houba, ktera kolonizuje kofeny
pSenice a dalsich obilovin. M. bolleyi patii mezi tzv. tmavé septované endofyty. Tmavé
septované endofyty (dark septate endophytes - DSE) tvoii skupina kosmopolitn¢ rozsifenych

hub, vétSinou patiicich mezi Ascomycetes zatazenych do fadu jako Helotiales, Pleosporales,
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Sordariales a Xylariales. Vyznacuji se melanizovanymi septovanymi hyfami a
mikroesklerotiemi nebo chlamydosporami, které mohou kolonizovat parenchymatické tkané
kofent, aniz by zptsobovaly ptiznaky onemocnéni na hostitelské rostlin¢ (Rothen, 2018).
Matusinsky et al. (2022) ve své praci uvadi, Ze M. bolleyi v kultufe vytvari jednobunééné
konidie pulmé&sic¢itého tvaru a tmavé hnédé hyfy. Mize téZ uvoliovat oranzovy pigment. Dale
také uvadi, ze M. bolleyi vykazuje supresi riznych rostlinnych patogenti obilovin, jako je
napiiklad Oculimacula yallunda. Bylo také dokazano, ze M. bolleyi vyrazné snizilo G¢inky

houbového rostlinného patogenu Fusarium graminearum. (Matusinsky et al., 2022)

5.2  Serendipita indica
Taxonomické zatazeni - fiSe: Fungi (houby), oddéleni: Basidiomycota, tiida:

Agaricomycetes (stopkovytrusné), fad: Sebacinales, ¢eled’: Serendipitaceae, rod: Serendipita

Serendipita indica, diive Piriformospora indica, je endofyticka houba kolonizujici kofeny
rostlin. Jakozto endofytickd houba rostlindAm pomaha rist, pfijimat ziviny a zvySuje odolnost
rostlin vici stresu. Tato houba taktéz méni sekundarni metabolity mnoha hospodatskych rostlin
a podporuje celkovy rust a produkci semen mnoha rostlin (Boorbori & Zhang, 2022).

S. indica je pravdépodobné nejznaméjsim endofytem. Byla poprvé izolovana z Prosopis
juliflora a Ziziphus nummularia v pousti Tharr, ktera se nachazi v Radzasthanu v Indii
(Boorbori & Zhang, 2022). Je fylogeneticky podobna arbuskularné mykorhiznim houbam
(AMF) a mize kolonizovat mnoho hostitelskych rostlin (Boorbori & Zhang, 2022). S. indica
neni pfimo vdzana pouze na jeden druh hostitele. Mezi jejimi hostiteli mizeme najit napiiklad
suchovzdorné kefe a stromy, letni¢ky, trvalky, nahosemenné rostliny a mechorosty. Jak ve své
praci Boorobi a Zhang (2022) uvadi, jeji hlavni vyhodou je, Ze na rozdil od arbuskularnich
mykorhiznich hub ji 1ze rychle péstovat v umélém médiu, tudiz je uzite€na téz jako biohnojivo
v zemé&délskych oblastech a zahradach.

Co se morfologie tyce, Singhal a kolegové (2017) uvadi, ze S. indica ma bilé az témér
hyalinni, tenkosténné hyfy o priméru 0,7-3,5 um. Tyto hyfy jsou silné propletené provazce,
které se nepravidelné¢ vétvi. Na sténach téchto hyf lze pozorovat vné€j$i usazeniny,
polysacharidy nebo hydrofobni proteiny. S. indica ma velké vyrazné chlamydospory, které se
mohou objevovat jednotlivé, nebo ve shlucich. Tyto chlamydospory se méni v prubéhu
dozravani. Zpocatku jsou tenkosténné a hyalinni, ale v priibéhu dozravani, a predev§im v dobé

zralosti se stavaji tlustosténnymi.
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5.3 Brachypodium distachyon
Taxonomické zafazeni — tise: Plantae (rostliny), oddéleni: Magnoliophyta (krytosemenné),
tiida: Liliopsida (jednodélozné), fad: Poales (lipnicotvaré), ¢eled: Poaceae (lipnicovité), rod:

Brachypodium (valecka)

Brachypodium distachyon je jednoleta samosprasna trava s zivotnim cyklem krat§im nez 4
mésice (Draper et al., 2001). B. distachyon ma vlastnosti typické pro modelové rostliny, ma
pomérné maly vzrust (15-20 cm), 8-12 tydnt dlouhy Zivotni cyklus, jeji genom je jednim
z nejmensich mezi diploidnimi travnimi genomy (asi 300 Mbp) a lze ji geneticky transformovat
pomoci bakterie Agrobacterium (Li et al., 2012). Patii mezi C3 rostliny, vytvafri klasky, které
obvykle obsahuji kolem 10-12 semen, velikost jednoho semene je stejné jako u ostatnich
Poaceae asi 8x2 mm. Na jejich hladkém povrchu mizeme najit ryhy (tenké prohlubn¢) (Hong
et al., 2011). Ruzné ekotypy vykazuji fadu adaptaci na prostiedi, jako jsou naptiklad rozdily
v dobé kveteni, pozadavcich na jarovizaci a odolnost vic¢i chorobam (Li et al., 2012).
Charakteristickym rysem druht podéeledi Pooideae je jejich adaptace na podminky mirného
pasma, to se odrazi v celosvétovém rozsifeni trav z ¢eledi Poaceae (Li et al., 2012).

B. distachyon se stal prvni druhem travy zceledi Poaceae, jehoz genom byl plné
sekvenovan. Rod Brachypodium je fylogeneticky sesterskou skupinou k celedi Triticeae
(obiloviny) a Poeae, které poskytly divody pro sekvenovani genomu B. distachyon za G¢elem
vytvofeni modelu vhodnéjsiho pro travy mirného pasu nez naptiklad Oryza sativa (ryze) (Li et
al., 2012). Studie na B. distachyon pftinesly novy pohled na strukturu a fyziologii rostlinnych
bunéénych stén, vyvoji a chemické slozeni endospermu a geneticky zaklad odolnosti viici
chladu (Kellogg, 2015). Krom¢ oblasti, ve kterych se v soucasnosti pouziva, je B. distachyon
jedinecné vhodny pro studium vyvoje kvétd, zilnatiny, kontroly trvalého a jednoletého habitatu

a organizace genomu (Kellogg, 2015).
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PRAKTICKA CAST

6 Material a metody

6.1 Biologicky material
Osivo Brachypodium distachyon linie Bd21 z Joint Genome Institute (https://jgi.doe.gov/)
8 izolata Microdochium bolleyi (Mb267, Mb295, Mb18-301, Mb263, Mb215, Mb123,
Mb93, Mb101) pracovni sbirka katedry botaniky, izolaty ziskané z kofenti pSenice na tizemich
CR v letech 2018, 2019
Izolat Serendipita indica ze sbirky the CBS Collection of yeasts and filamentous fungi,
Westerdijik Fungal Biodiversity Institute (WI-KNAW), the Netherlands
Vysevni substrat KLASSMAN Seedlingsubstrat (Modular Seed Substrate)
6.2 Pouzité chemikalie a soupravy
Pouzité chemikalie
e (PCR 2x SYBR Master Mix (Top Bio)
e Primery MbRT _ITS (Eastport)
e Primery BAFIM (Eastport)
e Deionizovana nuclease free PCR voda
e 70% ethanol
Pouzité soupravy
e DNeasy mericon Food Kit (50) (Quiagen, kat. ¢. 69514)
6.3 Seznam pouZitych pristroji a zarizeni
e Cycler Real-Time PCR CFX Connect (BIO-RAD)
e Spektrofotometr Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)
e Vortex 1 shaker
e Stolni centrifuga 541D (Eppendorf)
e ThermoCell heating block 202 (BIOER)
e Mikroskop BX60 (Olympus) s CDD kamerou DP73-1-51 WD
e Laboratorni autoklav VX-55 (Systec)
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6.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
6.4.1 ZaloZeni experimentu ve skleniku
6.4.1.1 Priprava inokula

Inokula 8 izolatu M. bolleyi a 1 izolat S. indica byla kultivovana na semenech prosa ve tmé
po dobu tii tydnu pfi teploté 20 °C. Pred kultivaci bylo do kazdého plastového sacku vlozeno
200 g semen prosa a 50 ml destilované vody. Nasledné byl tento obsah dvakrat sterilizovan
parou pii 120 °C po dobu 20 minut. Kazdy z izolatd byl kultivovan zvIast'. Kontrolni varianta

byla kultivovana bez piidaného kmene hub.

o

Obrdzek 1: Ukdzka pripravy inokula
6.4.1.2 Seti a odbér vzorki

Dne 9. 3. 2023 byl zalozen experiment ve skleniku. Nejdfive se provedl vysev B. distachyon.
Pii vysevu byla provedena inokulace endofyty M. bolleyi a S. indica. B. distachyon bylo vyseto
po 10 obilkach do celkem 100 kvétinaci. Kazdéa varianta inokula (2,5 g na kvétinac) byla
aplikovana do 10 kvétinaca (8x M. bolleyi — Mb267, Mb295, Mb18-301, Mb263, Mb215,
Mb123, Mb93, Mb101, 1x S. indica - SI) a zbylych 10 kvétinacu bylo pouzito jako kontrolni
vzorek bez endofytu (K). Do téchto kontrolnich kvétinadch bylo ptidano pouze sterilni proso.
Dne 23. 3. 2023 byly vzeslé rostliny protrhany, aby v kvétinad€ich nedoslo k utlatovani a
vSechny rostliny mély stejné podminky. Po protrhéni v kazdém kvétinaci zistaly 4 rostliny.
Naésledné se rostliny nechaly nartist a kazdy mésic byl odebiran vzorek.

Kazdy odbér probihal tak, Ze se ze sady odebralo deset kvétinact (jeden z kazdé varianty).

Rostliny byly vyjmuty z kvétinaca a kofeny byly umyty pod tekouci vodou. Nasledné bylo
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zaznamenano, v jaké fazi rastu byly rostliny odebrany (faze riistu byly urceny podle Hong et
al., 2011) a byla zméfena délka nadzemni Casti rostliny a délka jejich kofenti. Dvéma rostlindim
z kazdé varianty byly zkraceny kofeny a nasledné byly vlozeny do epruvety se 70% ethanolem.
Kofeny ulozené do epruvet s ethanolem byly vyuzity pro mikroskopovani. Zbylé dvé rostliny
byly ponechany na ususeni. Z téchto rostlin se pozd¢ji izolovala DNA. Vzorky byly takto
odebirany po dobu péti méesicti.

Nakonec zbylo 5 kvétinadct od kazdé varianty, tj. 20 rostlin kazdé varianty. Ty byly sklizeny
a umistény po 4 rostlinach do papirovych sackii. Vzorky byly suSeny pti 50 °C 8 hodin, aby
doslo k vyrovnani vlhkosti u vSech variant a poté byla zvdzena zvla$t hmotnost celkové
nadzemni biomasy a semen. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci testi ANOVA a
TUKEY vypracovanych diky softwaru Statistica.

Obrazek 3: Ukdazka méreni (vievo — 1. odbér, varianta Mb267) a suSeni (vpravo — 2. odbér, kontrolni
varianta) rostlin Brachypodium distachyon
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Obrazek 4: Koreny Brachypodium distachyon v 70% ethanolu, 3. odbér

6.4.2 Mikroskopovani kofeni

Kofeny B. distachyon, které byly odebrany a nalozeny do ethanolu, byly mikroskopovany
za ucelem stanovit uspé$nost kolonizace endofyty M. bolleyi a S. indica. Za pomoci svételného
mikroskopu byla vizudlné¢ ohodnocena ptitomnost hub v jednotlivych kofenech na zékladé
preparatové metody (Giovanetti et Mosse, 1980) upravené podle Masarykovy univerzity —
Metoda stanoveni kolonizace kotenil, 2001. Tento proces je zaloZen na zaznamenavani klastri
chlamydospor vytvofenych endofyty M. bolleyi a S. indica v kortikalnich buiikach kofent B.
distachyon. Jelikoz M. bolleyi patii mezi dark septate endofytes, které vytvaieji chlamydospory
tmavé hnédé barvy, bylo mozné kofeny pozorovat i bez obarveni houbovych hyf. U
mikroskopovani S. indica byly kofeny nejdiive zpruhlednény 2,5% hydroxidem draselnym
(KOH), poté byly okyseleny 1% kyselinou chlorovodikovou (HCI) a nakonec byly obarveny
0,05% trypanovou modfi v laktoglycerolu (Blesa et al., 2021). Pro ucely pozorovani byly
kofeny nastiihany na segmenty o délce cca 1 cm. U kazdé rostliny naloZené v ethanolu bylo
Z jednoho kotene mikroskopovano alespoil patnact segmentd, které byly nasledné paraleln¢ za
sebou polozeny na podlozni sklicko. Pouzité byly segmenty ustiizené v blizkosti kofenového
kréku. K nastfihanym segmentim bylo piidano par kapek destilované vody. Nasledné byl
preparat prekryt krycim sklickem. Segmenty byly dale pozorovany mikroskopem pfti zvétSeni
200x. Pfi mikroskopovani byla zaznamenavana pfitomnost ¢i nepfitomnost klastrii
chlamydospor v kofenech v pozorovanych kofenovych segmentech. Jednotlivé nalezy klastra
chlamydospor byly foceny pomoci mikroskopu BX60 (Olympus) s CDD kamerou. Ze
zapsanych vysledki bylo stanoveno procentualni zastoupeni kolonizovanych kotent a vysledky

byly nasledné porovnany se zjisténou pritomnosti endofytli pomoci kvantitativni Real-time
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PCR. Vsechny zjisténé hodnoty byly analyzovany ANOVA a TUKEY testy vypracovanych

diky softwaru Statistica.

6.4.3 lzolace DNA

DNA byla izolovana z usuSenych kofenti rostlin B. distachyon. Pro tcely izolace DNA byla
odebréna stejna ¢ast kotent jako pro mikroskopovani. Z kazdé varianty v kazdém odbéru byla
izolovana DNA ze 2 rostlin soucasné. 1zolace DNA byla provedena pomoci DNeasy mericon
Food Kit (50) podle pokynu protokolu: Standard Protocol (200 mg).

Vzorek byl umistén do vychlazené a sterilizované tfeci misky a poté byl homogenizovan
pomoci tloucku a tekutého dusiku na jemny prasek. Tento jemny prasek byl poté pienesen do
1,5 ml mikrozkumavky.

Do rozdrceného vzorku bylo doddno 1000 pl food lysic pufru a 2,5 pl proteindzy K. Po
ptidani latek byl vzorek vortexovan. Poté byl vzorek inkubovan po dobu 30-50 minut na
ThermoCell heating bloku pii 60 °C. Béhem toho byl vzorek kazdych 5 minut vortexovan.
Vzorky byly dale schlazeny v namrazené desticce na pokojovou teplotu. Lyzat byl
centrifugovan po dobu 5 minut pfi 2500 otackach. Do prazdné mikrozkumavky (typ Ependorf)
bylo napipetovano 500 pl chloroformu. Po centrifugaci byly vzorky opatrné vytazeny
Z centrifugy a ze supernatantu bylo 700 ul ptepipetovano do chloroformu tak, aby nedoslo
k porusenim srazenin. Roztok byl poté 15 sekund vortexovan a nasledné byl centrifugovan pti
maximalnich otackach (14000 x g) po dobu 15 minut. Do dal$i prazdné mikrozkumavky bylo
napipetovano 350 pl PB pufru (Binding buffer). Po centrifugaci z pfedchoziho kroku bylo
ptepipetovano 350 pl horni vodné vrstvy do mikrozkumavky s PB pufrem. Tento roztok byl
promichdn opétovnym nasdvanim a vypousténim pomoci pipety a nasledné byl cely roztok
piepipetovan do QIAqick Spin kolony umisténé do 2 ml sbérné zkumavky. Roztok v koloné
byl centrifugovan pii maximalnich otdckéach po dobu 1 minuty. Po centrifugaci byl odstranéno
to, co proteklo skrze membranu v kolong€. Do kolony bylo napipetovano 500 ul AW?2 pufru a
roztok byl opét centrifugovan pii maximalnich otd¢kach po dobu 1 minuty. Po centrifugaci byl
opét odstranéno to, co proteklo skrze membranu v koloné. Poté byla kolona opét centrifugovana
pfi maximalnich otackéach po dobu 1 minuty, aby se membrana v koloné vysusila. Kolona byla
pienesena do 1,5 ml mikrozkumavky. Na membranu bylo pfipipetovano 150 pul EB pufru
(Elution buffer) a prob¢hla inkubace pti pokojové teploté (15-25 °C) po dobu 1 minuty. Poté
byla provedena centrifugace pfi maximdlnich otackach po dobu 1 minuty, pii které doslo
k uvolnéni DNA. Koncentrace DNA byla zméfena pomoci spektrofotometru Nanodrop a byla

dale fedéna na koncentraci 5 ng - nl ™.
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Obrdzek 5: DNeasy mericon Food Kit (50)
6.4.4 Kvantitativni Real-time PCR (qPCR)

Béhem piipravy reakéni smési pro vSechny qPCR byla smichana jednotlivda chemicka
¢inidla (reagencie) — Nukledz-prosta voda pro PCR, SYBR Green Master Mix, Primer F a
Primer R. Koncentrace DNA vzorkd pro kazdou reakci byla peclivé stanovena pomoci
spektrofotometru Nanodrop a nasledné byly vzorky ziedény na pozadovanou koncentraci (5
ng - ult). Pipravena smés pro gPCR byla diikladné promichana ve vortexu, poté centrifugovana
a nasledné rozpipetovana do mikrozkumavek ve stripu, které byly umistény do chladiciho
stojanku. Do kazdé mikrozkumavky byly poté ptidany 2 pl ziedéného vzorku DNA (tj. 10
ng - nl"Y) Soucasti kazdé qPCR reakce byla také negativni kontrola, kterd obsahovala vodu misto
DNA. Diky tomu bylo ovéteno, ze zadné z reaktiv nebyly kontaminovany templatovou DNA.

Pomoci primert MbRT ITSF/R pro amplifikaci oblasti ITS rDNA (Matusinsky et al., 2024)
byla provedena kvantifikace endofytu M. bolleyi v rostlinach B. distachyon. Daéle byly vyuzity
primery BAFIM pro amplifikaci referen¢niho genu BAFIM — B. distachyon fimbrin-like protein
gene (Zhu et al., 2014). V reakci byly pouzity DNA vzorky izolované z rostlin B. distachyon
ze vSech péti odbért, za ucelem sledovani mnoZzstvi endofytu béhem péti mésict. Jako standard
byl vyuzit vzorek z ptedchozi analyzy vyuzité ve studii MatuSinsky et al., 2024 (koten B.

distachyon s kolonizaci 23,4 % ovétenou mikroskopem).

7 VYSLEDKY

7.1 Odbér vzorku

Kazdy mésic (pocinaje 6. 4. 2023) po dobu péti mésict byl provadén odbér vzorkl. Pfi
kazdém odbéru bylo zaznamenéno, v jaké fazi riistu byly rostliny odebrany a byla zméfena
délka nadzemni casti rostliny a délka jejich kofent. V souhrnné tabulce (tabulka 1) mizeme
vidét zaznamenané hodnoty. Vzhledem k moznému pietrzeni kotfenu je jejich zjiSténa délka

pouze orientacni.
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Tabulka 1: Primerné délky rostlin a previddajici faze rustu jednotlivych odbéri, vidy vyuZity 4 rostliny kazdé varianty

Varianta DRozméry/faze 1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér 5. odbér
Vyska rostliny [cm] 10,00 22,25 33,50 47,00 45,00
Smeérodatna chyba 0,00 0,75 1,85 1,08 0,71
CL-95% 10,00 24,64 39,38 50,44 47,25
CL +95 % 10,00 19,86 27,62 43,56 42,75
Kontrola Délka kofene [cm] 9,50 16,25 19,00 14,75 11,25
Smérodatna chyba 0,29 0,63 0,41 1,11 0,25
CL-95% 10,42 18,25 20,30 18,28 12,05
CL +95 % 8,58 14,25 17,70 11,22 10,45
Féze riistu 22 35 71 87 93
odnozovani  prodluzovani vyvoj ploda zrani starnuti
Vyska rostliny [cm] 9,75 24,75 36,50 39,00 47,50
Smérodatna chyba 0,25 0,48 3,23 3,11 0,87
CL-95% 10,55 26,27 46,77 48,89 50,26
CL +95 % 8,95 23,23 26,23 29,11 44,47
S| Délka kotene [cm] 9,00 16,75 19,25 18,00 17,50
Smérodatna chyba 0,00 0,85 1,31 1,47 1,55
CL-95% 9,00 19,47 23,43 22,68 22,45
CL +95 % 9,00 14,03 15,07 13,32 12,55
Féze riist 22 35 73 85 93
odnozovani  prodluzovani  vyvoj plodi zrani starnuti
Vyska rostliny [cm] 8,25 23,25 31,75 37,25 52,75
Smérodatna chyba 0,75 0,25 0,48 3,82 0,63
CL -95 % 10,64 24,05 33,27 49,39 54,75
CL +95 % 5,86 22,45 30,23 2511 50,75
Mb295 Délka kotene [cm] 8,50 13,25 18,00 14,75 16,00
Smérodatna chyba 0,29 0,48 1,08 4,99 1,29
CL-95% 9,42 14,77 21,44 30,63 20,11
CL +95 % 7,58 11,73 14,56 -1,13 11,89
Faze riistu 21 34 53 77 89
odnozovani  prodluzovani metani vyvoj plodi zrani
Vyska rostliny [cm] 10,50 22,25 38,25 44,75 49,50
Smérodatna chyba 0,65 0,63 0,63 0,85 1,26
CL -95 % 12,55 24,25 40,25 47,47 53,50
CL +95 % 8,45 20,25 36,25 42,03 45,50
Mb267 Délka kotene [cm] 9,25 13,75 18,25 17,50 11,50
Smérodatna chyba 0,48 0,63 1,38 2,72 2,02
CL -95 % 10,77 15,75 22,63 26,17 17,93
CL +95 % 7,73 11,75 13,87 8,83 5,07
Faze riisty 22 34 71 77 Mrtyé
odnozovani  prodluzovani vyvoj plodid  vyvoj plodi rostlina
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Vyska rostliny [cm] 9,25 20,75 33,25 45,75 47,75
Standardni chyba 0,25 0,63 2,39 1,65 2,46
CL-95% 10,05 22,75 40,87 51,01 55,59
CL +95 % 8,45 18,75 25,63 40,49 39,91
Mb18-301 Délka kofene [cm] 9,50 13,25 19,50 17,00 12,50
Standardni chyba 0,65 0,85 1,04 1,58 2,25
CL-95% 11,55 15,97 22,81 6,61 19,68
CL +95 % 7,45 10,53 16,19 11,97 5,32
Féze riistu 22 35 69 89 89
odnozovani  prodluzovani kveteni zrani zrani
Vyska rostliny [cm] 10,50 21,50 39,50 42,50 43,25
Standardni chyba 0,29 0,87 1,94 1,32 2,84
CL -95 % 11,42 24,26 45,66 46,71 52,29
CL +95 % 9,58 18,74 33,34 38,29 34,21
Mb215 Délka kotene [cm] 9,25 15,75 18,00 17,25 13,50
Standardni chyba 0,63 1,11 1,78 1,31 1,32
CL-95% 11,25 19,28 23,66 21,43 17,71
CL +95 % 7,25 12,22 12,34 13,07 9,29
Féze ristu 22 35 69 77 93
odnozovani  prodluzovani kveteni vyvoj ploda starnuti
Vyska rostliny [cm] 9,50 22,50 33,75 38,50 45,75
Standardni chyba 0,50 0,50 1,65 0,96 0,25
CL -95 % 11,09 24,09 39,01 41,55 46,55
CL +95 % 7,91 20,91 28,49 35,45 44,95
Mb263 Délka kotene [cm] 8,75 17,00 16,00 14,25 12,50
Standardni chyba 0,48 1,47 0,41 1,80 3,84
CL -95 % 10,27 21,68 17,30 19,97 24,72
CL +95 % 7,23 12,32 14,70 8,53 0,28
Fize riistu 21 35 57 87 Mrtva
odnozovani  prodluzovani metani zrani rostlina
Vyska rostliny [cm] 9,25 21,50 33,50 44,50 49,25
Standardni chyba 0,48 0,65 0,65 1,04 0,48
CL -95 % 10,77 23,55 35,55 47,81 50,77
CL +95 % 7,73 19,45 31,45 41,19 47,73
Mb123 Délka kotene [cm] 9,75 21,00 17,50 17,25 11,75
Standardni chyba 0,48 1,96 1,19 1,11 0,85
CL -95 % 11,27 27,23 21,29 20,78 14,47
CL +95 % 8,23 14,77 13,71 13,72 9,03
Faze risty 21 35 71 77 89
odnozovani  prodluzovani vyvoj plodi  vyvoj plodi zrani
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Vyska rostliny [cm] 10,25 21,25 31,25 47,75 47,00
Standardni chyba 0,25 0,48 0,95 2,43 2,61
CL-95% 11,05 22,77 34,26 55,48 55,32
CL +95 % 9,45 19,73 28,24 40,02 38,68
Mb93 Délka kofene [cm] 8,75 15,00 17,25 15,25 10,25
Standardni chyba 0,25 0,91 0,48 1,03 0,63
CL-95% 9,55 17,91 18,77 18,53 12,25
CL +95 % 7,95 12,09 15,73 11,97 8,25
L 21 34 57 77 93

Faze rustu . . L ;o o . .

odnozovani  prodluzovani metani vyvoj ploda starnuti
Vyska rostliny [cm] 10,25 22,00 35,50 44,50 41,50
Standardni chyba 0,25 0,91 0,87 0,87 2,18
CL-95% 11,05 24,91 38,26 47,26 48,44
CL +95 % 9,45 19,09 32,74 41,74 34,56
Mb101 Délka kotene [cm] 8,75 13,00 15,25 17,00 11,50
Standardni chyba 0,25 0,71 0,85 1,08 1,44
CL-95% 9,55 15,25 17,97 20,44 16,09
CL +95 % 7,95 10,75 12,53 13,56 6,91

L 21 35 57 77 89

Faze rustu i s > o . o
odnozovani  prodluzovani metani vyvoj plodt zrani

Legenda: (SI) — Serendipita indica, (Mb295, Mb267, Mb18-301, Mb215, Mb263, Mb123,
Mb93, Mb101) — kmeny Microdochium bolleyi, (CL -95 %, CL +95 %) - konfiden¢ni limity

Faze rlstu urceny dle (Hong et al., 2011).

Ze zaznamenanych riistovych fazi u jednotlivych odbéri miiZeme pozorovat, Ze pii prvnim
a druhém odbéru se faze nijak zv1ast’ nelisily. Pii prvnim odbéru byly vSechny rostliny ve fazi
odnozovani a pti druhém odbéru byly vSechny rostliny ve fazi prodluzovani. Pfi tfetim odbéru
muizZeme pozorovat jisté odchylky. U kontrolnich vzorkl (vzorky bez endofytu), u rostlin, ke
kterym byl pfidan endofyt S. indica a u rostlin, kterym byly pfidany endofyty M. bolleyi,
konkrétné varianty Mb123 a Mb267, miiZeme pozorovat fazi vyvoje plodl (tzn. Ze tyto rostliny
byly pfi tomto odbéru zatim v nejvyssi dosazené fazi ristu). Naopak rostliny, ke kterym byly
pfidany varianty Mb101, Mb263, Mb295 a Mb93, se nachazely v nejnizsi ristové fazi daného
odbéru, a to ve fazi metani. Pfi ¢tvrtém odbéru svou rhstovou fazi vycnivaly rostliny
s variantami Mb18-301, Mb263, rostliny, ke kterym byla pfidana S. indica a kontrolni vzorky.
Vsechny tyto rostliny se nachazely ve fazi zrani. Zbytek vzorki se nachazel ve fazi vyvoje
ploda. Déle také miizeme pozorovat, Ze pii patém a poslednim odbéru byly kontrolni vzorky,
rostliny, ke kterym byla pfidana S. indica a rostliny, ke kterym bylo pfidano M. bolleyi (varianty
Mb215 a Mb93) ve fazi starnuti. Rostliny, ke kterym byly ptfidany varianty Mb263 a Mb267
byly jiz mrtvé. Zbytek rostlin byl ve fazi zrani.
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Co se vysky nadzemni casti rostliny tyCe (Jjak mizeme vidét na obrazku 6) rozdily u

jednotlivych rostlin nebyly nijak vyrazné.

Srovnani vysky nadzemnich ¢asti rostlin
Brachypodium distachyon

60
50

Odbér 1 Odbér 2 Odbér 3 Odbér 4 Odbér 5

4

o

3

o

2

o

1

o

Vyska nadzemni ¢asti [cm]

mK msl Mb101 Mb123 Mb18-301
mMb215 ®mMb263 EWMb267 MMb295 W Mb93

Obrézek 6: Srovndni vysky nadzemnich casti rostlin (Brachypodium distachyon)

Zbylych 200 rostliny (20 rostlin kazdé varianty) bylo vyuzito pro suSeni a nasledné zvazeni
hmotnosti celkové nadzemni biomasy a hmotnosti semen. Jak miizeme pozorovat v tabulce 2,
nejvetsi hmotnost celkové nadzemni biomasy méla kontrola (varianta bez endofyti), zatimco
nejmensi hmotnost mé¢la varianta Mb263. Varianta, ke které byla ptidana S. indica méla tieti
nejmensi hmotnost celkové nadzemni biomasy. Co se hmotnosti semen tyce, nejvyssi hmotnost
semen méla opét kontrola a nejmensi opét varianta Mb263. Varianta s pfidanou S. indica méla
opét tfeti nejmensi hmotnost. Tyto vysledky mizeme pozorovat v tabulce 3.

Z naméfenych zdznamt byly vSechny hodnoty nasledné analyzovany pomoci testt ANOVA
a TUKEY. Pomoci ANOVA testu jsme zjiStovali, zda existuje statisticky vyznamny rozdil
V hmotnosti celkové nadzemni biomasy a hmotnosti semen mezi riznymi variantami. Diky
tomu, ze u obou variant testi byly p-hodnoty mensi, nez ndmi zvolena hladina vyznamnosti
(0,05), mizeme fict, ze existuje statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi variantami.
Vysledky testu ANOVA miizeme vidét v tabulkdch 4 a 6. Jelikoz ANOVA test odhalil
vyznamny rozdil, bylo nutné provést také TUKEY test, ktery ndm pomohl ur¢it, které varianty
se od sebe statisticky liSily. Vysledky tohoto testu miizeme pozorovat v tabulkach 5 a 7.
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Tabulka 2: Hmotnost celkové nadzemni biomasy rostlin Brachypodium distachyon, N=20

Hmotnost
Varianta celkové Smérodatnd Standardni Cl +95% Cl -95%
) odchylka chyba
biomasy [g]
Kontrola 4,82 0,76 0,34 3,87 5,77
Sl 3,99 0,72 0,32 3,09 4,89
Mb295 4,69 0,47 0,21 4,11 5,27
Mb267 4,33 0,41 0,18 3,82 4,84
Mb18-301 4,53 0,76 0,34 3,59 5,46
Mb215 3,75 1,09 0,49 2,39 511
Mb263 3,01 0,61 0,27 2,26 3,77
Mb123 4,31 0,62 0,28 3,54 5,09
Mb93 4,71 0,53 0,24 4,05 5,37
Mb101 4,42 0,67 0,30 3,59 5,25
Tabulka 3: Hmotnost semen rostlin Brachypodium distachyon, N=20
Varianta Hmotnost Smérodatna Standardni Cl +95% Cl -95%
semen [g] odchylka chyba
Kontrola 1,43 0,23 0,10 1,15 1,72
Sl 1,12 0,32 0,14 0,73 1,52
Mb295 1,38 0,13 0,06 1,22 1,55
Mb267 1,38 0,06 0,03 1,31 1,45
Mb18-301 1,13 0,20 0,09 0,88 1,38
Mb215 1,04 0,54 0,24 0,37 1,71
Mb263 0,72 0,39 0,17 0,24 1,14
Mb123 1,30 0,25 0,11 0,99 1,60
Mb93 1,31 0,36 0,16 0,87 1,76
Mb101 1,34 0,24 0,11 1,04 1,65

Legenda: (SI) — Serendipita indica, (Mb295, Mb267, Mb18-301, Mb215, Mb263, Mb123,
Mb93, Mb101) — kmeny Microdochium bolleyi, (N) — poéet vazenych rostlin kazdé varianty
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Tabulka 4: Vysledné hodnoty testu ANOVA provedeného na namérenych hodnotich hmotnosti celkové nadzemni biomasy
u jednotlivych variant Brachypodium distachyon

Soucet Stupné Primérny F o
Ctvercu volnosti Ctverec
Vzorek 13,4661 9 1,4962 3,047 0,008186
Opakovani 1,3476 4 0,3369 0,686 0,606344
Chyba 17,6805 36 0,4911

Tabulka 5: Vysledné hodnoty testu TUKEY provedeného na namérenych hodnotdich hmotnosti celkové nadzemni biomasy
20 ks rostlin u jednotlivych variant, a=0,05,

Varianta Celkova biomasa [g]
K 4,820 a
Mb93 4,708 a
Mb295 4,688 a
Mb18-301 4,526 a
Mb101 4,420 a b
Mb267 4,330 a b
Mb123 4,314 a b
Sl 3,986 a b
Mb215 3,746 a b
Mb263 3,014 b

Tabulka 6: Vysledné hodnoty testu ANOVA provedeného na naméienych hodnotich hmotnosti semen u jednotlivych
variant Brachypodium distachyon

Soucet Stupné Primérny F 0
Ctvercl volnosti Ctverec
Vzorek 2,11300 9 0,23478 2,4515 0,027165
Opakovani 0,16357 4 0,04089 0,4270 0,788133
Chyba 3,44775 36 0,09577
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Tabulka 7: Vysledné hodnoty testu TUKEY provedeného na namérenych hodnotach hmotnosti semen 20 ks rostlin u
Jednotlivych variant, a=0,05

Varianta Celkova biomasa [g]

K 1,434 a

Mb295 1,384 a
Mb267 1,376 a b
Mb101 1,344 a b
Mb93 1,312 a b
Mb123 1,298 a b
Mb18-301 1,132 a b
Sl 1,122 a b
Mb215 1,040 a b
Mb263 0,724 b

7.2 Mikroskopovani

Pomoci mikroskopovani bylo zjistovano, zda se v kofenech rostlin B. distachyon
jednotlivych sbérti nachazeji shluky chlamydospor, coz naznacuje pritomnost endofytd M.
bolleyi a S. indica. Pro mikroskopické pozorovani byly pouzity segmenty odebrané pobliz
kofenového krcku, nebot v této oblasti byla kolonizace endofyty kofend nejvyrazngjsi.
Morfologii pozorovanych chlamydospor 1ze pozorovat na obrazcich 7, 8 a 9. Porovnani vSech
vysledkd v prubéhu péti méteni miizeme pozorovat na obrazku 10. Pti patém odbéru miizeme
pozorovat masivni kolonizaci bun&€k kotenll. ZjiSt€na ptfitomnost ¢i nepfitomnost klastrl
chlamydospor v kofenech B. distachyon jednotlivych odbéri miZzeme vidét zaznamenany
v tabulce 8. U patého odbéru si miizeme v§imnout kolonizace u kontrolnich vzorkt (vzorkd bez
endofyti).

Z naméfenych zaznamil byly opét vSechny hodnoty néasledné analyzovany pomoci testil
ANOVA a TUKEY, kde jsme zjistovali, zda existuje statisticky vyznamny rozdil
V procentudlnim zastoupeni kolonizovanych kofenti mezi riznymi variantami. Diky tomu, Ze
p-hodnota (0,000000) byla mensi, neZ nami zvolena hladina vyznamnosti (0,05), miZeme fict,
ze existuje statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi variantami. Vysledky testu ANOVA
muizeme vidét v tabulkach 9 a 12. JelikoZ ANOVA test odhalil vyznamny rozdil, bylo nutné
provést také TUKEY test, ktery nam pomohl ur¢it, které varianty se od sebe statisticky liSily.
Vysledky tohoto testu mtizeme pozorovat v tabulkach 10, 11, 13 a 14.
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Obrazek 7: Klastry chlamydospor Microdochium bollyei v korenech Brachypodium distachyon patého odbéru, varianta
Mb263, Z: 200x

Obrazek 8: Klastry chlamydospor Microdochium bolleyi v kofenech Brachypodium distachyon patého odbéru, varianta
Mb215, Z: 200x
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Obrazek 9: Spory Serendipita indica v korenech Brachypodium distachyon, 5. odbér, Z: 400x, foto: Mgr. Dominik Blesa

Procentualni zastoupeni endofytl v kofenech
Brachypodium distachyon

Odbér 1 Odbér 2 Odbér 3 Odbér 4 Odbér 5

U O N
o O o o

=N W
o O o

Procentuadlni zastoupeni
B
o

o

EHK ®mS| mMb101 mMb123 = Mb18-301 mMb215 mMb263 mMb267 B Mb295 m Mb93

Obrazek 10: Procentudlni zastoupeni 8 kmenii Microdochium bolleyi a 1 kmene Serendipita indica v korenech
Brachypodium distachyon, zjistovano mikroskopicky
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Tabulka 8: Kolonizace korenii Brachypodium distachyon endofytickymi houbami Microdochium bolleyi a Serendipita

indica
Procentualni Procentuélrrli Procentualni  Procentudlni  Procentualni
Varianta Odbér zastoupeni zastmipem zastoupeni zastoupeni zastoupeni
primer O;thzrlka stnd.chyba  CL-95%  CL +95%
1. odbér 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2. odbér 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kontrola 3. odbér 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4. odbér 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5. odbér 8,73 3,63 2,10 -0,30 17,75
1. odbér 4,04 3,51 2,02 -4,67 12,76
2. odbér 3,25 2,82 1,63 -3,75 10,26
Sl 3. odbér 5,90 0,35 0,20 5,03 6,76
4. odbér 13,00 2,18 1,26 7,58 18,41
5. odbér 8,09 3,18 1,84 0,18 16,00
1. odbér 10,00 10,00 5,77 -14,84 34,84
2. odbér 12,73 6,30 3,64 -2,92 28,37
Mb295 3. odbér 15,82 4,60 2,65 4,41 27,23
4. odbér 51,18 19,10 11,02 3,75 98,61
5. odbér 47,60 14,65 8,46 11,20 84,00
1. odbér 30,74 8,91 5,15 8,60 52,88
2. odbér 11,20 1,25 0,72 8,10 14,32
Mb267 3. odbér 2,78 4,81 2,78 -9,17 14,73
4. odbér 27,88 3,77 2,18 18,52 37,24
5. odbér 43,87 10,27 5,93 18,37 69,38
1. odbér 12,22 10,72 6,19 -14,40 38,84
2. odbér 10,32 9,01 5,20 -12,07 32,71
Mb18-301 3. odbér 20,61 2,23 1,29 15,08 26,14
4. odbér 34,17 8,04 4,64 14,20 54,13
5. odbér 59,63 19,11 11,03 12,15 107,10
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1. odbér 14,07 7,06 4,07 -3,46 31,60
2. odbér 16,93 10,08 5,82 -8,11 41,97
Mb215 3. odbér 22,02 8,44 4,87 1,06 42,99
4. odbér 59,83 6,66 3,85 43,28 76,39
5. odbér 37,48 13,13 7,58 4,87 70,08
1. odbér 18,84 4,09 2,36 8,67 29,01
2. odbér 15,08 14,35 8,29 -20,57 50,73
Mb263 3. odbér 36,40 14,66 8,47 -0,03 72,83
4. odbér 59,00 15,77 9,10 19,82 98,16
5. odbér 70,27 3,19 1,84 62,35 78,20
1. odbér 12,73 11,06 6,39 -14,75 40,20
2. odbér 4,17 7,22 4,17 -13,76 22,09
Mb123 3. odbér 15,34 8,83 5,10 -6,59 37,27
4. odbér 39,44 18,28 10,56 -5,97 84,86
5. odbér 33,29 13,80 7,97 -0,99 67,57
1. odbér 12,04 0,80 0,46 10,05 14,038
2. odbér 5,00 4,41 2,55 -5,95 15,95
Mb93 3. odbér 19,93 1,15 0,67 17,07 22,80
4. odbér 27,22 11,82 6,83 -2,15 56,60
5. odbér 50,40 28,88 16,67 -21,33 122,13
1. odbér 18,70 7,03 4,06 1,23 36,18
2. odbér 16,67 3,33 1,92 8,39 24,95
Mb101 3. odbér 34,44 5,09 2,94 21,80 47,09
4. odbér 4,76 8,25 4,76 -15,73 25,25
5. odbér 50,08 18,30 10,57 4,62 95,54

Legenda: (SI) — Serendipita indica, (Mb295, Mb267, Mb18-301, Mb215, Mb263, Mb123,
Mb93, Mb101) — kmeny Microdochium bolleyi, (CL -95 %, CL +95 %) - konfidenc¢ni limity
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Tabulka 9: Vysledné hodnoty testu ANOVA provedeného na procentudlnich hodnotdch kolonizace korenii Brachypodium
distachyon riznymi kmeny Microdochium bolleyi

Soucet Stupné Primérny F b
Ctverct volnosti Ctverec
Odbér 22399,54 4 5599,89 30,5177 0,000000
Opakovani 191,88 2 95,94 0,5228 0,594174
Varianta 12294,47 8 1536,81 8,3751 0,000000
Chyba 22019,59 120 183,50

Tabulka 10: Vysledné hodnoty testu TUKEY provedeného na procentudlnich hodnotdch kolonizace korenii Brachypodium
distachyon endofytem Microdochium bolleyi — procentudini zastoupeni u jednotlivych kmenu, a=0,05

Varianta Procentuélr,li
zastoupenl
K 1,746 a
Mb123 20,993 b
Mb93 22,919 b
Mb267 23,295 b
Mb101 24,931 b c
Mb18-301 27,389 b c
Mb295 27,465 b c
Mb215 30,068 b c
Mb263 39,916 c

Tabulka 11: Vysledné hodnoty testu TUKEY provedeného na procentudlnich hodnotdch kolonizace korenii Brachypodium
distachyon endofytem Microdochium bolleyi — procentudlni zastoupeni u jednotlivych odbéri, a=0,05

Procentualni
Odbér ,
zastoupeni

10,232
14,371

18,594

33,720 b

44,594 c

(Ox0 IR VR N ol S
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Tabulka 12: Vysledné hodnoty testu ANOVA provedeného na procentudlnich hodnotdach kolonizace korenii Brachypodium
distachyon endofytem Serendipita indica

Soucet Stupné Primérny . 0
¢tvercl volnosti Ctverec
Odbeér 91,5789 4 22,8947 3,41774 0,025616
Opakovani 14,7363 2 7,3682 1,09992 0,350518
Varianta 352,5533 1 352,5533 52,62931 0,000000
Chyba 147,3736 22 6,6988

Tabulka 13: Vysledné hodnoty testu TUKEY provedeného na procentudlnich hodnotdch kolonizace korenii Brachypodium
distachyon endofytem Serendipita indica — procentudlni zastoupeni u jednotlivych variant, a=0,05

Varianta Procentualni zastoupeni
K 0,000 a
Sl 6,856 b

Tabulka 14: Vysledné hodnoty testu TUKEY provedeného na procentudlnich hodnotdch kolonizace korenii Brachypodium
distachyon endofytem Serendipita indica — procentudlni zastoupeni u jednotlivych odbéri, a=0,05

Odbér Procentuélni zastoupeni
2 3,25 a
1 4,04 a
3 5,89 a
5 8,09 a b
4 12,99 b

7.3 gPCR - Kvantifikace v hostiteli

Dynamika kolonizace endofytem M. bolleyi byla sledovana pomoci Real-time PCR,
coz umoznilo zhodnoceni zmén obsahu tohoto endofytu v rostlinném hostiteli
Vv pétiméesi¢nim obdobi a pozorovani jednotlivych kment. Vysledky jsou zaznamenany
na obrazku 11. Miizeme pozorovat, ze v prvnim odbéru nejvetsi mira kolonizace probéhla
u variant Mb18-301 a MB267, ve druhém rozdily v mnozstvi kolonizace nebyly tak
patrné, ve tfetim odbéru opét prevysovala varianta Mb18-301 a Mb267, k nim se ovsem
pridala i varianta Mb215. Ve Ctvrtém a patém odbéru byly miry kolonizace markantnéjsi,
ve ¢tvrtém odbéru byla nejvyssi mira kolonizace u varianty Mb123 a u patého odbéru

byla mira kolonizace nejvyssi u variant Mb101, Mb215 a Mb263. Po provedeni
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kvantitativni Real-time PCR jsme dosahli podobnych vysledka jako ptfi mikroskopovani.
Timto byly pivodni vysledky z mikroskopu potvrzeny. Pfi vyzkumu korelace mezi
hodnotami ziskanymi mikroskopovanim a hodnotami ziskanymi qPCR analyzou jsme
zjistili, ze celkova korelace neni té€sna korelace, zatimco korelace mezi procentualnim
zastoupenim kolonizace kotent zjisténym pomoci mikroskopovani a vysledky z qPCR u
jednotlivych odbérii je velmi tésna korelace. To jsme zjistili pomoci velikosti korelacniho
koeficientu (celkova korelace r=0,4226, korelace jednotlivych odbéri r=0,8805). Tyto

korelace jsou znazornény na obrazcich 12 a 13.

Relativni mnozstvi DNA (qPCR)

1,8
1,6
1,4

1,2

1
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0 I_ N N m - -I lII [ | [ [ ]

Odbér 1 Odbér 2 Odbér 3 Odbér 4 Odbér 5

HK ®mMb101 W Mb123 = Mb18-301 m Mb215 W Mb263 B Mb267 B Mb295 m Mb93

Obrazek 11: Relativni mnozstvi DNA Microdochium bolleyi v rostlinach Brachypodium distachyon jednotlivych odberii

N Procentualni zastoupeni vs gPCR

70 y =18,216x + 21,908 *
R?=0,1786, r=0,4226

O T T T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8

Obrazek 12: Celkova korelace mezi procentudlnim zastoupenim kolonizace korenit a vysledky gPCR
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Procentualni zastoupeni vs gPCR u
jednotlivych odbért

0,7

06 y=0,014x - 0,0851 .
’ R? =0,7754, r=0,8805

0,5

0,4

0,3

0,2 6/./ *
0,1
/

O T T T T 1
0,00000 10,00000 20,00000 30,00000 40,00000 50,00000

Obrazek 13:Korelace mezi procentudlnim zastoupenim kolonizace korenit a vysledky gPCR u jednotlivych odbérii
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8 DISKUZE

Mykorhiza je symbiotické souziti hub s kofeny vyssich rostlin. Termin mykorhiza zavedl
Albert Bernhard Frank pro popis symbiotického spojeni kofenti rostlin a hub (Bagyaraj, 2014).
Pfi tomto procesu mize dochédzet bud’ k pronikani houbovych vldken do kofenovych bunék
primarni kary, pak tento proces nazyvame endomykorhiza, nebo houbova vlakna zlstavaji
pouze vV mezibunééném prostoru, tento piipad nazyvame ektomykorhiza (Chilvers et al., 1987).
Mykorhizni kolonizace rostlin miize pfinést znacné vyhody z hlediska rastu, pfijmu zivin a
v nékterych ptipadech i vynosu (Gosling et al., 2006). Endofytické houby ziji uvnitf rostlinného
téla a jsou spojeny piimo s jejich pletivy (Stone, 2004). Tyto houby se vyskytuji jak
V podzemnich ¢astech castech rostliny (kolonizace kotentl), tak i v ¢astech nadzemnich (Fierer
and Jackson, 2006). Bylo prokazano, ze endofytické houby nezptisobuji v rostlinném téle
pfiznaky nemoci, naopak mohou byt rostlindm prospésné, piedevsim jako ochrana vici
herbivoriim a patogenim (Stone, 2004).

Vyznam jak mykorhiznich, tak endofytickych hub byl prokdzan hned v nckolika
vyzkumech. Pokud jde o endofytické houby, Bacon a White (2016) prokazali, Ze tyto houby
poskytuji svému hostiteli zvySenou odolnost viici hmyzu a Skidciim. Freeman a Rodriguez
(1993) predpokladaji, ze endofyty obyvajici rostliny ovliviuji rostlinné patogeny, a tim méni
zavaznost onemocnéni. Studie Kaya a kolegti (2003) a Bona a kolegti (2017) naptiklad ukazuji,
ze mykorhizni kolonizace u melounu vodniho a rajcat zlepSuje vynos rostliny, efektivitu vyuziti
vody a kvalitu plodt. Dale bylo také prokazano, ze arbuskuldrni mykorhizni houby zlepsuji
vykonnost broskvonovych sazenic a zvysuji koncentrace dulezitych mineralt v listech a
kotenech (Wu et al., 2011). Jak zjistil Kusari a kolegové (2012a, 2012b) endofyty jsou schopny
produkovat rizné sekundarni metabolity, které mohou vykazovat biologickou aktivitu proti
Sktidcim nebo patogeniim. Krom toho ale také Eyberger a kolegové (2006) a Shweta se svym
tymem (2010) zjistili, ze diky endofytim miizeme nalézt rtizné prekurzory pro protinddorova
1é¢iva.

V této praci jsem se zabyvala zkoumanim endofytickych hub M. bolleyi a S. indica a jejich
partnerstvi s rostlinami Brachypodium distachyon. Byly zahajeny sklenikové experimenty,
studovéna kolonizace hostitelské rostliny a byl posouzen vliv endofytl na rstové a vyvojové
charakteristiky rostlin pomoci vizualniho hodnoceni, véazeni biomasy a vyuziti
mikroskopickych a molekuldrnich technik, v€etné qPCR. Dale byly porovnany ucinky osmi
kment M. bolleyi na rist a vyvoj rostlin. Podobné experimenty uz provadé€li napiiklad Radkova

(2023), Matusinsky a kolegové (2024), Starostikova (2022) a Polnické (2022).
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Pomoci metody mikroskopovani se podafilo zachytit kolonizaci kofenti rostlin B.
distachyon endofyty M. bolleyi a S. indica. Kolonizace s kazdym ub&hlym mésicem mezi
jednotlivymi odbéry v rostlinach nartstala. Nejvyssi mira kolonizace byla nalezena v kotfenech
patého odbéru. Tato data byla poté potvrzena i pomoci qPCR analyzy, pii které doslo
k obdobnym vysledktm.

U mikroskopického pozorovani doslo k jednomu problému, a to ptesné v nalezeni klastri
chlamydospor uvnitt kofenti kontrolnich vzorkt patého odbéru. K témto rostlindm nebyl pfidan
zadny endofyt, tudiz by nemélo dojit k zadné kolonizaci. Tuto skute¢nost ovSem potvrdila i
praveé jiz zminovand qPCR analyza. Domnivame se, Ze doSlo ke kiiZové kontaminaci vzorkl
v disledku zalévani rostlin pii sklenikové ¢asti mého experimentu. Z pocatku experimentu byly
rostliny opatrné zalévané konvi s kropitkem tak, aby se neponicily tehdy malé rostliny. Proto
také u prvnich ¢tyfech odbérii nemizeme u rostlin kontrolni varianty pozorovat kolonizaci. Po
ctvrtém odbéru byly jiz ale rostliny zalévany méné opatrné hadici a mohlo tak diky odrdzeni
kapek vody od substratu dojit ke kfizové kontaminaci, a proto mizeme v patém odbéru
pozorovat kolonizaci v kontrolnim vzorku. Dal§im moznym didvodem by mohla byt také
nedostatecnd velikost samotnych kvétinaci, ve kterych byly rostliny vysazeny. Kvétinace byly
pomérné malé, coZ ovSem z po¢atku experimentu nedé€lalo nijak velky problém. Po ¢tvrtém
odbéru uz ale rostliny byly pomémé velké a t€zké a to zpusobilo, Ze se nékteré rostliny
ptevracely a padaly. Tak opét mohlo dojit ke kiiZové kontaminaci, nebot’ rostliny byly blizko
u sebe a Cast substratu z jednoho kvétind¢e mohl dopadnout do jiného. V piipadé provadéni
budouciho podobného experimentu by se musela provést opatieni, aby se nestalo to stejné.

M. bolleyi je jednim z endofytickych druhii hub. Kolonizuje kofeny pSenice a dalSich
obilovin (Rothen, 2018). Patii mezi takzvané Dark sepapte endophytes (DSE) — tmavé
septované endofyty (Rothen, 2018). Muze kolonizovat parenchymatické tkané kotfent, aniz by
zpiisobovala pfiznaky onemocnén i na hostitelské rostlin€ (Rothen, 2018). Tato houba vykazuje
supresi ruznych rostlinnych patogent obilovin, jako je naptiklad Oculimacula yallunda
(Matusinsky et al., 2022). V této praci bylo pozorovano partnerstvi B. distachyon s 8 kmeny M.
bolleyi — Mb123, Mb18-301, Mb215, Mb263, Mb267, Mb295 a Mb93. Jak dokazalo
mikroskopické pozorovani a naslednd qPCR analyza, kolonizace kotenli modelové rostliny B.
distachyon témito 8 kmeny M. bolleyi bylo uspésné. Kolonizace se objevila jiz ve vzorcich
prvniho odbéru. Ve vzorcich patého odbéru jsme jiz mohli pozorovat masivni kolonizaci
kotent. Pti sklenikovych experimentech jsme pozorovali vliv 8 kment tohoto endofytu na rist
modelovych rostlin. Byla méfena délka kofent, vySka nadzemni ¢asti rostlin a byla zjistovana

rastova faze, ve které se rostliny zrovna nachéazely. Déle bylo také provedeno vazeni celkové
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nadzemni biomasy a vazeni semen. Potvrdili jsme, Ze endofyt M. bolleyi (alespon 8 vybranych
kmentl) nijak neznehodnocoval rist a vyvoj jednotlivych rostlin. Na rostlindich nebyly
pozorovany zadné nekrozy v dusledku kolonizace endofytem. Z pocatku rostliny si bez
piidaného endofytu rostly podobnou rychlosti a nebyly ziejmé zddné vétsi rozdily ve vyskach
nadzemnich ¢asti. Ve tfetim odb&ru jsme mohli pozorovat jemné odchylky, a to pfesné u kmenti
Mb215 a Mb267, u kterych vyska nadzemni ¢ésti prevySovala nad ostatnimi. I ve ¢tvrtém a
patém odbéru jsme mohli pozorovat urcité rozdily ve vysce nadzemnich castech rostlin.
Veskeré naméiené rozdily mezi naméfenymi hodnotami se pohybovaly v rozmezi od 1 do 10
cm. Pfi pozorovani ristovych fazi si miizeme povSimnout, ze v prvnich dvou odbérech byla u
vSech variant stejna prevladajici rustova faze. Ve tretim, ¢tvrtém a patém odbéru uz mizeme
pozorovat rozdily mezi jednotlivymi ristovymi fazemi, ovSem nemizeme fict, Ze by se rostliny
s pfidanym M. bolleyi vyrazné odliSovaly od kontrolni varianty. Pti patém odbéru si miizeme
povSimnout, Ze u variant Mb263 a Mb267 pievladaly rostliny mrtvé. Co se ty¢e hmotnosti
celkové nadzemni biomasy a hmotnosti semen, nemtizeme fict, ze by pfidanim endofytu M.
bolleyi byla zvySena hmotnost. Nejvétsi vypozorované hmotnosti totiz dosahovala samotna
kontrolni varianta, tedy samotna rostlina bez pfidanych endofytli. Oproti mym vysledkiim stoji
napiiklad Radkova (2023), ktera pozorovala, ze ptitomnost endofytu M. bolleyi v kotenovych
pletivech B. distachyon urychluje jeho rist a celkovy vyvoj. Rostliny s pfidanym endofytem se
nachazely v pozdéjsi ristoveé fazi a mély delsi jak nadzemni, tak podzemni Casti nez rostliny
bez endofytu. Také StaroStikova (2022) pozorovala, ze piitomnost endofytu M. bollyei
urychluje rust a vyvoj jak pSenice, tak i B. distachyon. Shadmani a kolegové (2018) taktéz
vypozorovali, Zze M. bolleyi G¢inné podpotilo délku nadzemni ¢asti o 7,21 % a hmotnost susiny
nadzemni casti 0 38,60 % u rostlin jeCmene.

S. indica je pravdépodobné nejznaméjsi endofyticka houba kolonizujici kofeny rostlin
(Boorbori & Zhang, 2022). Rostlinam pomaha piijimat ziviny, zvySuje rostlinnou odolnost vici
stresu a méni sekundarni metabolity mnoha hospodafskych rostlin a podporuje celkovy rist a
produkci semen (Boorbori & Zhang, 2022). Mezi jejimi hostiteli mizeme najit naptiklad
suchovzdorné kefe a stromy, letnicky, trvalky, nahosemenné rostliny a mechorosty (Boorbori
& Zhang, 2022). V této praci bylo pozorovano partnerstvi B. distachyon s 1 kmenem S. indica.
Pomoci mikroskopického pozorovani byla prokazana uspésna kolonizace kotent B. distachyon
timto endofytem. Pti sklenikovych experimentech byl, stejné jako pifi praci s M. bolleyi,
pozorovan vliv S. indica na rist a vyvoj modelovych rostlin. Potvrdili jsme, Ze S. indica nijak
neznehodnocovala rlst a vyvoj jednotlivych rostlin, na rostlindch nebyly pozorovany zadné

nekrozy. Pti zkoumani ristovych fazi B. distachyon v prubéhu 5 mésict bylo zjisténo, Ze S.
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indica pravdépodobné neméla zadny urychlujici vliv na vyvoj rostlin. V kazdém odbéru byly
rostliny oSetfené S. indica ve stejné ristové fazi jako rostliny kontrolni, které nebyly nijak
oSetfené. Muzeme tedy fict, ze S. indica neurychlila vyvoj rostlin B. distachyon, ale zaroven jej
taky nijak nezpomalovala nebo dokonce neznemoznovala. Pii méfeni vysky nadzemni Césti
rostlin bylo zji$téno, Ze rostliny oSetfené endofytem S. indica maji, az na 4. odbér, vétsi délku
nadzemni ¢asti nez kontrolni rostliny. Co se vazeni celkové nadzemni biomasy a semen tyce,
tak rostliny s pfidanym endofytem S. indica mély mensi hmotnost celkové nadzemni biomasy
(3,99 g) nez rostliny kontrolni (4,82 g). U vazeni semen doslo k velmi podobnému vysledku.
Rostliny se S. indica mély mensi hmotnost semen (1,12 g) nez rostliny kontrolni (1,43 g).
Muzeme tedy fict, Ze v mém piipadé nemélo piidani endofytu vliv na zvyseni hmotnosti
celkové nadzemni biomasy a semen. Saleem a kolegové (2023), stejné tak i Sherameti a
kolegové (2005) ziskaly obdobné vysledky na odliSnych rostlindch jako mnou provedeny
experiment na B. distachyon. Saleem a kolegové (2023) provadéli experiment na rostlinach
salatu a zjistili, Ze oSetfeni rostlin salatu endofytem S. indica zvysilo vysku rostlin v porovnani
s kontrolou v substratu. Pokud jde o pocet listd, oSetfeni S. indica vykazovalo zlep$eni poctu
listd, ale ne vyznamné. Sherameti a kolegové (2005) uvadi, ze S. indica zlepSuje rist semenacku
Arabidopsis a tabaku. Liu a kolegové (2019) prokazali, ze u semenacku Lolium multiflorum
inokulovanych S. indica byl pozorovan silny narust kofenovych vlaskd, ktery vedl ke

kfovinatému fenotypu.
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9 ZAVER

V literarnim piehledu byly popsany charakteristiky mykorhiznich a endofytickych hub.
Dale byl popsan vztah mezi houbami a rostlinami a jejich pfipadné praktické vyuziti.
V experimentalni ¢asti byl hodnocen vliv dvou druhti endofytickych hub S. indica a M. bolleyi.

Zjistili jsme, Ze S. indica ma vliv na rastové charakteristiky rostlin. VySka rostlin B.
distachyon byla ovlivnéna inokulaci S. indica a to tak, Ze oSetfené rostliny dosahovaly vétsi
vySky nadzemni ¢asti nez rostliny bez endofytu. Rustové faze rostlin nebyly nijak ovlivnény
pfidanym endofytem. Pfi zkoumani hmotnosti celkové nadzemni biomasy a hmotnosti semen
bylo prokéazéano, ze rostliny bez pfidané¢ho endofytu mély vyssi hmotnost celkové nadzemni
biomasy a semen, nez rostliny oSetfené S. indica.

U zkoumani vlivu 8 kmentt M. bolleyi jsme zjistili, ze M. bolleyi ma vliv na rtstové
charakteristiky rostlin. Rostliny, které byly oSetfené kmeny Mb263 a Mb267, odumfely drive,
nez ostatni rostliny (at’ uz kontrolni, nebo oSetfené jinymi kmeny M. bolleyi). Vyska rostlin B.
distachyon byla ovlivnéna osetfenim M. bolleyi a to tak, Ze rostliny osetfené kmenem Mb295
dosahovaly nejvyssi namétené vysky ze vSech vzorkll. Pfi zkoumani hmotnosti celkové
nadzemni biomasy a hmotnosti semen bylo prokazano, Ze rostliny bez pfidaného endofytu mély
vy$8i hmotnost celkové nadzemni biomasy a semen, nez rostliny oSetfené M. bolleyi. Kmeny
Mb215 a Mb263 vyrazné snizily hmotnost celkové nadzemni biomasy 1 hmotnost semen.

Mikroskopovani prokazalo Gspésnou kolonizaci kotenti rostlin B. distachyon obéma druhy

endofytd, jak M. bolleyi, tak S. indica. To bylo nasledné potvrzeno i pomoci gPCR analyzy.
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10 DIDAKTICKA CAST

V didaktické ¢asti této prace jsem se zaméfila na tvorbu vyukovych pracovnich listii na
témata prace v laboratofi, mykorhizni a endofytické houby a na praci s chybou pii tvorbé
experimentu. Tyto pracovni listy byly vytvofeny sohledem na tfi vcékové kategorie
zékl/studentti — 6.-7. ro¢nik 2. stupné zékladni Skoly, 1.-2. ro¢nik ¢tyfletého gymnazia a 3.-4.
rocnik Ctyfletého gymnazia. Jednotlivé pracovni listy byly zaméfeny na postupy a znalosti, se
kterymi se budou zaci ¢i studenti v pribéhu studijnich let seznamovat.

Prvni pracovni list — Prace v laboratofi — byl vytvoien s myslenkou vytvofit jednoduchy
pracovni list, ve kterém by si zaci 6.-7. tfid druhého stupné zakladni Skoly procvicili své znalosti
o0 tom, jak se chovat/nechovat v laboratoftich, co je v téchto laboratofich bezpe¢né a co naopak
neni a také s jakymi typy pomucek by se mohli v laboratofich setkat. Tento pracovni list byl
koncipovan spise pro vyuku ptirodovédnych praktik nez pro vyuku jednotlivych samostatnych
ptirodovédnych ptredméti. Jednotlivé ukoly jsou podany spise hravou formou, pravé s ohledem
na vek zaku, ktefi jej budou vypliiovat. Pracovni list by mél uciteli poskytnout nahlédnuti
k tomu, zda zaci rozumi pravidlim pro bezpe¢nost v laboratofi, a proto bych navrhovala jeho

Druhy pracovni list — Mykorhizni a endofytické houby — byl vytvofen pro 1.-2. ro¢niky
Ctyfletého gymnazia. Tento pracovni list je spiSe koncipovany jako opakovani jiz probraného
uciva, nebo jako dopln€k k nové probirané latky. V druhém ptipadé bych doporucila, aby zaci
pracovni list vypliiovali s pomoci ucebnic, zapisti nebo internetu.

Posledni pracovni list — Prace s chybou (nejen) v experimentu — byl vytvoten pro 3.-4.
ro¢niky ctyfletého gymnazia. V téchto rocnicich se studenti ti€astni vybérovych seminafi, ve
kterych piSou rlizné seminarni prace, pfi kterych musi vytvafet experimenty. Pfi téchto
experimentech miZe dojit k chybam a miiZze to tak ovlivnit jimi ziskané vysledky. Tento
pracovni list by mél studentliim poskytnout navod na to, jak pfistoupit k tomu, kdyZz se né¢jaka

takova chyba v experimentu vyskytne.
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PRACE V LABORATORI

1) Najdi, zakrouzkuj a vypis§ 10 véci, které jsou na obrazku laboratofe Spatné.
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MYKORHIZNI A ENDOFYTICKE HOUBY
1) Dopln chybéjici pojmy
MYKORHIZNI HOUBY

Mykorhiza je symbiotické souziti hub s kofeny rostlin. Pfi tomto procesu muze

dochazet bud’ k pronikani houbovych vldken do kofenovych bunck primarni kiry, pak tento

proces nazyvame , nebo houbova vlakna ziistdvaji pouze v mezibunééném

prostoru, tento ptipad nazyvame . Endomykorhiza se d¢€li do nékolika druht,

jejichz nazvy jsou cCasto odvozovany od skupiny rostlin, v niz tento proces probiha.

Nejcastejsim druhem endomykorhizy je mykorhiza. Ektomykorhiza neni tak

Casta, jako jiz zminéna endomykorhiza. Vétsina ektomykorhiznich hub patii mezi ¢i

stopkaté houby.

ENDOFYTICKE HOUBY

oy

Endofytické houby jsou druhy hub, které ziji

spojeny s . Tento vztah rostliny a houby mtize byt vzajemné velmi prospésny.

endofyty

Endofytické houby miiZeme roztfidit do tii kategorii —

a endofyty. Mezi obligatni endofyty fadime ty endofytické houby, které pro

dokonéeni svého zivotniho cyklu . Koo endofytim

fadime ty endofytické houby, které dokazou Zit pfevazné mimo vnitini prostiedi rostlin a jen

ojedinéle je miZeme najit v rostlinném téle. Fakultativnimi endofyty je endofytu.

2) Roztiid’ jednotlivé nazvy hub mezi houby mykorhizni a endofytické, pokud to dokazes,

ptepis jejich latinské ndzvy na nazvy Ceské

Epichloé, Amanita citrina, Microdochium bolleyi, Boletus badius, Tricholoma sulphureum,

Serendipita indica, Russula integra, Phialocephala fortinii

Mykorhizni houby Endofytické houby
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PRACE S CHYBOU (NEJEN) V EXPERIMENTU

CHYBA OBECNE

Co je to chyba?

- Chyba je ptirozenou soucasti u¢ebniho procesu.

Proc jsou chyby v nasem uceni dulezité?

- Diky tomu, ze udélame chybu, miizeme zlepsit své rozpoznavaci schopnosti, pomaha ndm

rust a zlepSovat se.

Na chybu nesmime nahliZet jako na Spatnou véc. Naopak, pokud zjistime, Ze jsme ud¢lali chybu
a odhalime ji, jsme schopni si ji Iépe zapamatovat nez spravné feseni a diky tomu miizeme 1épe

porozumét problému a piedejit stejnym nebo podobnym chybam v budoucnu.

CHYBA 'V EXPERIMENTU
Jak spravné postupovat v piipad¢€, Ze nalezneme chybu v experimentu?
1) Musime zjistit, jaka chyba kde nastala — potfebujeme urcit, co je vlastné Spatné
2) Zjistime, jakym zptisobem k chybé doslo
3) Navrhneme, jak by se dalo chybu opravit a opravime ji
4) Vse zdokumentujeme — dokumentace chyby muze zabranit jejimu opakovani

v budoucnu

CVICEN{

Vytvoril jsi experiment, abys mohl sledovat, jak endofytické houby ovlivituji rist rostlin. Ne
vSechny rostliny, které jsi ve skleniku nechal rist byly oSetfeny pouzitymi endofyty, jedna
skupina rostlin byla vyuzita jako kontrola. Po tom, co rostliny ur¢itou dobu rostly jsi odebral
vzorky kotfent pro ucely mikroskopovani. Pii mikroskopickém pozorovani kotfent rostlin jsi

ale nasSel kolonizaci 1 na kontrolnich rostlinach. Jak budes postupovat pii nalezeni této chyby?
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PRACE V LABORATORI - RESENI

3) Najdi, zakrouzkuj a vypi$ 10 véci, které jsou na obrazku laboratoie $patné.

ZAPALENY ) .
o ROZBITE OKNO NEPORADEK/KYTARA
NESTREZENY KAHAN
JIDLOV o o VCELA/ZVIRE V
y POZITI CHEMIKALI{ }
LABORATORI LABORATORI
- NEPORADEK/ROZBITA KOCKA/ZVIRE V
NEPORADEK/BATOH ) )
KADINKA LABORATORI
JIDLO NA PRACOVNI
PLOSE
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4) V osmismérce najdi slova z napovédy

G

s A

A

W

A R A

P

g 4 =

T

Népovéda:

MIKROSKOP NUZKY PETRIHO MISKA

KADINKA

N

PREPARAT

PIPETA

PINZETA

ZILETKA

ZKUMAVKA

SKALPEL

RUKAVICE

45



MYKORHIZNI A ENDOFYTICKE HOUBY - RESENI
1) Dopln chybéjici pojmy
MYKORHIZNI HOUBY

houby.

ENDOFYTICKE HOUBY

cey

2) Roztiid’ jednotlivé nazvy hub mezi houby mykorhizni a endofytické, pokud to dokazes,

ptepis jejich latinské ndzvy na nazvy ceské

Epichloé, Lactarius rufus, Microdochium bolleyi, Boletus badius, Amanita citrina,
Serendipita indica, Russula integra, Phialocephala fortinii

Mykorhizni houby Endofytické houby
Lactarius rufus (ryzec rysavy) Epichloé
Boletus badius (htib hnédy) Microdochium bolleyi
Amanita citrina (muchomirka citronova) Serendipita indica
Russula integra (holubinka celokrajnd) Phialocephala fortinii
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