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1 UvoD

Ve védé vSeobecné plati, ze nejlepsi metodou vyzkumu uréitého organismu je vyuziti jeho
samotného. Vlastnosti nékterych rostlin (velikost, rozsahly genom, dlouha generaéni
doba) tomu ale brani. Vzhledem Kk vlastnostem hospodarsky vyznamnych obilnin,
pro vyzkum nevhodnym, a k obrovskym ztratdm, jez na jejich vynosech kazdorocné
zpUsobuiji rozlicna onemocnéni, bylo tfeba nalézt vhodny modelovy organismus, ktery by
umoznil posun ve vyzkumu mozné obrany proti t€mto chorobam.

Brachypodium distachyon, jednodélozna rostlina z Celedi Poaceae, je pro své
unikatni vlastnosti v poslednich letech vyuzivana pravé jako modelovy organismus
jednodéloznych rostlin. Zastupci této Celedi se vyznaluji svym slozitym genomem,
B. distachyon se v$ak radi ke druhim s nejmensim mezi travami zjisténym genomem,
navic jiz i osekvenovanym a velmi kompaktnim. Rostlinu dale charakterizuje maly vzrist,
kratky zivotni cyklus, samosprasnost a mnoho dalSich prednosti. PfedevSim je vsSak
B. distachyon evoluéné blizké nejvyznamnéjS§im obilovindm, tedy pSenici, zitu nebo
jeémeni, také pak nachylné k nakaze mnohymi patogeny predstavujicimi problém i
pfi napadeni téchto rostlin. To z néj ¢ini vhodny modelovy organismus pro studium
biologie obilovin.

Rod Fusarium je rlznorodou skupinou houbovych organism0, jejiz zastupci se
bézné vykytuji po celém svété. Tyto organismy dokazou zplUsobovat rozlicna onemocnéni
vétsiny rodud kulturnich rostlin, véetné véech ¢lend celedi Poeaceae. Fusarium spp. se fadi
v obilovinach. Néktefi zastupci tohoto rodu navic produkuji mykotoxiny, jimiz infikovana
zrna se stavaji nevhodna ani ke konzumaci ¢lovékem, ale ani jako krmivo. Rod Fusarium
je zastoupen mnoha zastupci, v praci bylo vyuzivané F. culmorum.

V préci bylo vyuzito také endofytického druhu Microdochium bolleyi. Endofyty jsou
v pfirodé vSudypfitomné. Tyto endosymbiotické mikroorganismy inter- Ci intracelularné
kolonizuji rostlinu, avSak nezpusobuji ji zadnou ujmu. Naopak, podporuji jeji rast a jsou
schopny zvysovat i jeji odolnost v{i¢i onemocnénim ¢&i jinym formam stresu. M. bolleyi bylo
v praci vyuzito, nebot velmi casto osidluje rostliny Celedi Poaceae, na pSenic¢nych
kofenech je nejcastéji se vyskytujicim endofytem.

Rostliny maji proti mikroorganismim propracovany systém vrozené imunitni odezvy.
Vétsinou vlivu patogenu odolaji diky fyzickym bariéram, pokud jsou v§ak prekonany, je
treba, aby se rostlina branila napadeni jinak. Ktomu vyuziva specifické molekularni
mechanismy, pfi interakci mezi patogenem a rostlinou dochazi také k expresi rozliénych
s obranou sprazenych genu. Mezi takové geny patfi i geny PR7, u nichz jsem zmény
exprese pozorovala.

Vhled do obrannych procesu rostliny je mozny napfiklad analyzou transkriptomu,

kterd umozni geny reagujici na infekci identifikovat. Studium s obranou souvisejicich genu
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se jevi jako jedna ze strategii rozvoje novych metod obrany proti rostlinnym

onemocnénim.
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2 CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti moji prace bylo charakterizovat jednoletou rostlinu B. distachyon a
vysvétlit dvody, pro¢ je vhodnym modelovym organismem pro vyzkum jednodéloznych
rostlin. Tato ¢ast charakterizovala také houbové organismy vyuzivané v praci. Popsana
byla skupina houbovych organism( Fusarium spp., dale onemocnéni, ktera jeji zastupci
zpUsobuiji a také F. culmorum, v praci vyuzité. Dal$i odstavce si kladly za cil vénovat se
endofytismu a pouzitému endofytu, M. bolleyi Také se pak zaméfit na obranné
mechanismy rostlin a zmény, které probihaji pfi napadeni patogenem v rostliné
na molekulari urovni. Teoreticka ¢ast byla vénovana i s obranou sprazenym gen(im
rostliny, jejichz exprese se vlivem infekce méni, konkrétné genu PR1-5.

Cilem praktické casti prace bylo prokazat, zda endofytické houbové organismy maji
schopnost eliminovat patogeni u€inky fusariovych chorob, konkrétné pak, zda pfitomnost
M. bolleyi u testovanych rostlin ovliviuje rozvoj infekce F. culmorum. Cilem bylo posoudit
vlivy F. culmorum a M. bolleyi pfi interakci obou téchto organismu na jedné rostling, ¢i pfi
pusobeni kazdého z téchto organism( na rostlinu zvlast. Testovanymi rostlinami byly
rostliny modelového organismu jednodéloznych rostlin B. distachyon. Pozornost byla
vénovana také posouzeni vlivu endofytu a patogenu na expresi markerového genu PR1-5

zapojeného do obrannych procesu rostlin.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakterizace organismu Brachypodium distachyon

Brachypodium distachyon (L.) P.Beauv. (ValeCka dvourada) je jednodélozna rostlina
patfici do Celedi lipnicovitych (Poaceae). V nasich podminkach bychom tuto rostlinu fadici
se mezi travy nenasli. Je rozsifena v Jizni Evropé a Stfedomofi (Grau et al., 1998), které
je také i jejim plvodnim stanovistém (Catalan et al., 2016a). Prestoze je B. distachyon
relativné teplomilna rostlina, patii ke druhim méné adaptovanym na sucho nez ostatni
druhy rodu Brachypodium (Manzaneda et al., 2015). Typickym prostfedim této rostliny
jsou oblasti s teplymi, suchymi léty a mirnymi, vihkymi zimami (Garvin et al., 2008).
B.distachyon ma velmi dobré adaptaéni schopnosti na rozdilné nadmorské vysky, nebot
jeho populace bézné osidluji nejen pobfezni oblasti, ale i horské polohy (Jenkins et al.,
2003).

Vytvari 2—15 cm dlouha stébla rostouci v malych fidkych trsech. Listové Eepele se
Sedozelenym zbarvenim obsahuji velké mnozstvi trichom( a dorUstaji délky 1-12 cm,
Sifky pak do 4 mm. V obdobi kvétu, které nastava od dubna do €ervna, tvofi rostlina 2—4
cm dlouhda kvétenstvi, nevétveny klas, slozeny z klask(l ve dvou radach, stfidavé
vyrlstajicich z vietene. Tyto klasky, tmavé zeleného Ci Sedozeleného zbarveni, jsou velmi
uzké, dlouhé pak 20-30 mm. Na svém povrchu mohou obsahovat trichomy ¢&i nikoli.
Na vrcholu samotného klasku se pak nachazi 7-15 mm dlouh& osina (Derbyshire et
Byrne, 2006; Grau et al., 1998). B. distachyon ma kratky zivotni cyklus (~ 8—10 tydnu),

ktery zavisi na environmentalnich ristovych podminkach (Draper et al., 2001).

3.1.1 Taxonomie a nomenklatura

Pred 50-70 miliony lety se z jednodéloznych rostlin oddélila ¢eled Poaceae (Salse et al.,
2008). Tato celed zahrnuje pies 600 rodl a 10 000 druhl, které dominuji mnoha
ekologickym a zemédélskym systémUm (Gaut, 2002; Kellogg, 2001). Z celedi Poaceae se
poté vycClenily dvé vétve, klad PACMAD a klad BOP. Do kladu PACMAD se fadi podceledi
Panicoideae (3241 druh(l ve 247 rodech), Aristidoideae (367 druhd ve 3 rodech),
Chloridoideae (1602 druh(l ve 124 rodech), Micrairoideae (184 druh( v 8 rodech),
Arundinoideae (40 druhl ve 14 rodech), Danthonioideae (292 druhtd v 19 rodech).
Do kladu BOP nalezi podc¢eledi Bambusoideae (1670 druhl ve 125 rodech), Oryzoideae
(115 druhd v 19 rodech) a Pooideae (3968 druh(i ve 202 rodech) (Clark et al., 1995;
Sanchez-Ken et Clark, 2010). A pravé do posledni zminéné skupiny, pod€eledi Pooideae,
patfi i B. distachyon (Draper et al., 2001) (Obr. 1).
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PACMAD

— Bambusoideae - bambus
Poaceae — Oryzoideae — ryze

— Meliceae

— Nardeae

— Pooideae —f— Stipeae

- Poege — oves

. jeCmen

BOP =

— Triticeae a w
“ psenice

— Brachypodieae — B. distachyon

Obr. 1: Taxonomické zarazeni B. distachyon (vyznaceno zelen&) a dalSich pfibuznych rostlin; BOP
(klad podc&eledi Bambusoideae, Oryzoideae, Pooideae), PACMAD (klad pod¢&eledi Panicoideae,
Aristidoideae, Chloridoideae, Micrairoideae, Arundinoideae, Danthonioideae); (pfevzato a

upraveno z Yu, 2019).

3.1.2 Genom

Pooideae je nejvétsi podCeledi Celedi Poaceae. Jeji zastupci se vyznacuji znacnou
velikosti ale i slozZitosti svych genomu (Salamini et al., 2002). Genom Brachypodium se,
s péti chromozomy (n = 5) o velikosti celkem 272 Mbp (mega par(i bazi), radi ke drunim
s nejmenSim mezi travinami zjisttnym genomem (Huo et al., 2009; The International
Brachypodium Initiative, 2010). PFfi srovnani s ostatnimi travami je pak genom
B. distachyon velmi kompaktni. Predpokladany pocet protein-kodujicich sekvenci je
odhadovan na 25000 (The International Brachypodium Initiative, 2010). Sekvenace
genomu B. distachyon v€etné sekvenace transkriptomu byla jiz dokoncena (Scholthof et
al., 2018). Genom je vefejné dostupny skrze Phytozome ve verzi 3.1 z roku 2017

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html).

3.2 Brachypodium distachyon jako modelovy organismus
Pro studium biologie, ekologie, evoluéni biologie, genetiky ¢i bunééné biologie jsou
nepostradatelné modelové organismy (Leonelli et Ankeny, 2013). Aby se rostlina dala
povazovat za modelovy organismus, méla by spliovat minimalné tyto dva faktory:
(1) méla by mit takové vlastnosti, aby snadnymi metodami ziskané vysledky, dosazené
z vyzkumu takovych rostlin, efektivné odpovidaly na védecké otazky, (2) informace
vytézené z jejich vyzkumu by poté mély byt aplikovatelné na cilové rostliny, u nichz
jednoduchych vyzkumnych metod pouzivat nelze (Ankeny et Leonelli, 2011).

Ve védé vSeobecné plati, ze nejlepSi metodou k vyzkumu uréitého organismu je
vyuziti jeho samotného (Fitzgerald et al.,, 2015). Vlastnosti nékterych rostlin v8ak brani
jejich vyuzivani k vyzkumnym ucellim. Mezi tyto vlastnosti fadime napfiklad jejich velikost,

rozsahly genom ¢i dlouhou generacni dobu (Jung et al., 2008).
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Funkci modelového organismu ve vyzkumu dvoudéloznych rostlin plni Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh., 1842 (Husenicek rolni). Kvdli odliSnostem jednodéloznych a
dvoudéloznych rostlin, jakymi jsou rozdilna fyziologie, morfologie ¢i molekularni rozdily,
ale bylo zapotfebi nalézt i jednodélozny modelovy organismus (Brkljacic et al., 2011),
ktery by byl dobfe vyuzitelny pro vyzkum hospodarsky nepostradatelnych plodin, jakymi
jsou obiloviny. Ty jsou bohuzel pro vyzkumné ucely nevhodné, a to pravé pro svoiji
velikost, délku zivotniho cyklu i rozsahly genom (Fitzgerald et al, 2015). Geneticka
informace Triticum aestivum L., 1753 (pSenice seta) (~17000 Mbp) navic obsahuje ffi
nezavislé tzv. allohexaploidni genomy (Salamini et al, 2002). Mnoho vlastnosti
charakterizujicich modelovy organismus ma i Oryza sativa L., 1753 (ryze seta) s velikosti
genomu ~430 Mbp (Sasaki a Antonio, 2004). Mohla by se tak zdat vhodnym modelovym
organismem, avS$ak i jeji vy$$i vzrust, dlouha generacni doba a relativné narocné
péstitelské podminky brani jejimu plnému vyuziti v tomto sméru (Jung et al., 2008).

Diky svym nespornym vyhodam, jakymi jsou napfiklad maly vzrist, kratka
generacni doba, samosprasnost, ale i moznost snadného kfizeni €i vysoka schopnost
transformace, bylo B. distachyon shledano jako modelovy organismus, efektivhé
vyuzitelny pravé pro jednodélozné rostliny (Brkljacic et al., 2011; Garvin, 2008; Vain,
2011; Vogel et Bragg, 2009). Mezi jeho dalSi prednosti patfi jednoletost, snadné
péstovani v laboratornich podminkach, schopnost vytvaret inbredni linie, diploidni genom
(Scholthof et al., 2018).

Anatomie i environmentalni a vyzivové pozadavky kofenu B. distachyon a kofen(
pSenice jsou srovnatelné (Chochois et al., 2012; Watt et al., 2009). Pfi porovnani jsou
srovnatelné i kofenové exudaty a mikrobialni rhizosféra téchto rostlin, kde ziji bakterie
radu Burkholderiales, Sphingobacteriales, a Xanthomonadales, dale pak i houbové
organismy nalezici do oddéleni Ascomycota, Chytridiomycota, a Basidiomycota
(Kawasaki et al., 2016). Stejné jako pSenice, je€men ¢&i ryze ma B. distachyon, coby
rostina mirného pasma, podobné adaptacni schopnosti na toto podnebi, také
C3 fotosyntetické mechanismy a reakce na abioticky stres jsou obdobné (Des Marais et
Juenger, 2016). PredevSim je vSak B. distachyon evoluéné blizké nejvyznamnéjsim
obilovinam, tedy pS$enici, zitu nebo je€meni. A pravé to z néj Cini vhodny modelovy
organismus pro studium biologie obilovin (Brkljacic et al., 2011; Catalan et al., 2016b;
Draper et al., 2001).

Modelové a experimentalni organismy jsou pro biologii zasadni, nebot pokroky
v biologii se vzdy uskuteChovaly diky jejich vyuzivani (Leonelli et Ankeny, 2013).
Experimentalni organismy jsou, narozdil od modelovych, vyuzivané jako nastroje k reseni
specifickych otazek &i jsou zkoumany pro své neobvyklé vlastnosti (Leonelli et Ankeny,
2013). Jako experimentalni rostliny byly v posledni dobé vyuzivany Nicotiana attenuata

Torr. ex S.Watson, Nicotiana benthamiana Domin ¢i O. sativa (Scholthof et al., 2018).
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3.3 Brachypodium distachyon v rostlinolékarstvi

Brachypodium méa jako modelovy organismus své Siroké uplatnéni pravé
v rostlinolékarstvi, védnim oboru, ktery zkouma rozli€na rostlinna onemocnéni a hleda
zpUsoby, jak jim predchazet. Konkrétné ve vyzkumu se zamérenim na onemocnéni téchto
cereadlnich plodin je jeho rozvoj z ekonomického hlediska opravdu perspektivni.
B. distachyon je nachylné k nakaze mnohymi patogeny, jez predstavuji problém i
pfi napadeni vyznamnych obilovin (Fitzgerald et al., 2015). Pfi studiu rostlinnych patogent
je nejpouzivanéjSim genotypem Bd-21 (Dinolfo et al., 2021).

Onemocnéni a choroby hospodarsky vyznamnych obilnin pak predstavuji zasadni
problém, ktery chronicky limituje jejich vynosy (Oerke, 2006). U ryze, pSenice a kukufice,
jsou zemédélské ztraty, zpuUsobené jejich onemocnénimi, v celosvétovém méfitku
odhadovany pfiblizné na 10 % (Oerke, 2006). Rostliny z Celedi Poaceae tvofi vétsinu
lidské vyzivy (Somerville, 2006). Konkrétné 90 % potravy lidstva poskytuje cca
17 rostlinnych druh(l. Nejvétsi podil pak tvofi obilna zrna (Simopoulos, 1999). Lidska
populace stale roste a predpoklada se, ze do roku 2050 dosahne nase planeta 9 miliard
obyvatel. Tato skuteénost prestavuje pro zemédélce, chovatele a védce obtiznou vyzvu,

jak sladit produkci potravin s globalnimi potfebami (Peraldi, 2012).

3.3.1  Vybrana onemocnéni obilnin prokdzana u organismu Brachypodium

Pfi vyzkumech zaméfenych na Brachypodium jiz byla prokazana celd rada
mikroorganism0, které dokazou tuto rostlinu napadat (Fitzgerald et al., 2015). Houbovym
organismlim s touto schopnosti je vénovana nasledujici kapitola. Tato kapitola nezahrnuje
patogeny rodu Fusarium, jez jsou schopny Brachypodium taktéz infikovat (Peraldi et al.,
2011). Jedna se o patogeny vyuzivané i v moji bakalarské praci. Z toho diivodu jim byla
vénovana samostatna kapitola (3.4), onemocnénim zplsobenym témito patogeny pak

byla vénovana kapitola (3.4.2).

3.3.1.1 Rzivost

Rzivost (Rusts) je onemocnéni zplsobované houbovymi patogeny rodu Puccinia, patfici
mezi Basidiomycota. Rzi zpUsobuji onemocnéni mnoha rlznych rostlinnych druhd,
z hospodarsky vyznamnych rostlin napfiklad onemocnéni pSenice, jeémene, Ciroku, prosa
¢i kukurice. Ryze je jedinou cerealni plodinou, u které jesté nebyly zadné tyto infekce
zjistény (Ayliffe et al., 2011). Rzivost mlze postihnout prakticky celou nadzemni cast
rostliny. Nékteré rostliny, u nichz byla provedena infekce patogenem zpusobujicim toto
onemocnéni, se pak vyznacovaly vyrazné kratsimi délkami korenl nez rostliny
neinfikované (Fitzgerald et al., 2015). B. distachyon i dalsi druhy Brachypodium napada
Puccinia brachypodii G.H. Otth, 1861 (Barbieri et al., 2011, 2012).
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3.3.1.2 Rice blast

Onemocnéni ryze, Rice blast, zpUsobuje Magnaporthe oryzae B.C. Couch, 2002,
zastupce Ascomycetes (Couch et Kohn, 2002). Jeho plsobenim kazdoroéné vznikaji
v zemédélstvi obrovské Skody, které jsou globalné odhadovany na 10-30 % (Skamnioti et

Gurr, 2009). Tento mikroorganismus napada i Brachypodium (Routledge et al., 2004).

3.3.1.3 Cernani kofenu a baze stébel obilnin

Cernani kofenll a baze stébel obilnin (Take-all) je zpGsobovano patogenem
Gaeumannomyces graminis (Sacc.) v. Arx et Olivier, 1952, patficim mezi Ascomycota.
Napadany byvaji je€men, zito, Spalda a dal$i zastupci trav, nejnachylnéjSim druhem je
véak pSenice. V pudé ¢i napadenych zbytcich rostlin prezivaji hyfy. Ty infikuji kofeny,
v nichz rozrusi cévni svazky. Zasobovani zivinami je tak naruseno a rust korenu ustava.
Napadena rostlina postupné ¢erna, od korenl pres bazi stébla az po nejspornéjsi listovou
pochvu. Napadené rostliny pak Ize diky poskozenym koienim z pldy snadno vytrhnout,
jejich klasy byvaiji prazdné. Ztraty na vynosech mohou pfi silném napadeni pfesahovat i
30 % (Hani et al, 1993). Onemocnéni je schopno napadat i rostliny Brachypodium
(Sandoya et Buanafina, 2014).

3.3.1.4 Antraknéza

Antraknézu (Anthracnose disease) zpusobuje houbovy patogen Colletotrichum cereale
Manns, 1908 (dfive C. graminicola), patfici mezi ekonomicky vyznamné houbové
patogeny (Cardwell et al., 1989). Patogen napada predevSim travy, ale byl popsan i
naryzi, pSenici a ovsu (Fitzgerald et al., 2015). C. cereale je schopno infikovat také
Brachypodium (Sandoya et Buanafina, 2014).

3.3.1.5 Stéblolam

Stéblolam (Eyespot) je onemocnéni zplusobované mikroorganismy Oculimacula yallundae
(Wallwork et Spooner) Crous et W. Gams, 2003 a Oculimacula acuformis (Boerema,
R. Pieters et Hamers) Crous et W. Gams, 2003 (dfive Tapesia yallundae a Tapesia
acuformis) (Crous et al., 2003). Onemocnéni je €astéjSi v chladnych a vihkych oblastech
svéta (Lucas et al., 2000). Jedna se o chorobu béazi stébla pSenice a dalSich malozrnnych
obilovin (Crous et al., 2003). Na listovych pochvach rostlin napadenych stéblolamem se
tvori 1éze ovalného tvaru a s tmavymi stiedy (Daniels et al., 1991). V dasledku vyrazné
snizeného transportu zivin pravé v oblasti baze stébla a predispozicim k naslednému
poléhani rostlin mize dochazet k vyraznému snizeni vynosu (Lucas et al., 2000).

O. yallundae i O. acuformis jsou schopny napadat Brachypodium (Peraldi et al., 2014).

3.3.1.6 Tmavohnéda skvrnitost jeémene

Plvodcem tmavohnédé skvrnitosti jeémene (Ramularia leaf spot, RLS) je Ramularia collo-
cygni B. Sutton et J. M. Waller, 1988 (dfive Ophiocladium hordei) (Sachs et al., 1998).
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Vlivem infekce R. collo-cygni vznikaji na listech napadeného jeCmene nekrotické skvrny,
listy postupné ztraci svoje zelené zabarveni. Onemocnéni také vede k pred€asnému
starnuti rostlin. RLS tak maze v kone¢ném dusledku vést ke znacnym ztratdm vynosu
(Walters et al., 2008). Onemocnéni je schopno napadat také Brachypodium (Peraldi et al.,
2014).

34 Charakterizace mikroorganismut rodu Fusarium

Rod Fusarium patfi do oddéleni Ascomycota, fadu Hypocreales (masenkotvaré). Jedna
se o rlznorodou skupinu organismu, jejiz zastupci se bézné vykytuji po celém svété
(Crous et al.,, 2021; Jestoi et al. 2004; Parry et al., 1995). Zastupci rodu Fusarium
(Srpovnicka) vyrustaji na rdznych substratech, kde tvori kolonie v podobé bélavé az
rGzové zabarvenych povlakl ¢i chomackl. Jejich vytrusy, konidie, se vyznacuji srpovité
zahnutym tvarem, pravé jim je éeska nomenklatura inspirovana (Antonin, 2006; Caca et
al., 1981).

<TTID>
gy
>
&
Q

Obr. 2: Konidie Fusarium culmorum (W. G. Sm.) Sacc., 1892 (SrpovniCka stéblovd), odebrané

oCkovaci klickou a nafedé&né ve vodé&. Pozorované pfi zvétSeni 400x. Foto: Pavla Polnicka.

Organismy Fusarium spp. jsou schopny zplsobovat rozlicna onemocnéni vétsiny
rodd kulturnich rostlin, véetné vSech ¢lend cCeledi Poeaceae (Gramineae).
fytopatogenni a toxigenni rody vlaknitych hub napadajicich obiloviny (Jestoi et al. 2004;
Parry et al., 1995).

Mnozi zastupci Fusarium tedy patfi mezi znamé patogeny, av8ak vétSina je
neskodnymi endofyty (Gessler ef Kuc, 1982; Hallmann et Sikora, 1994 ; Postma et Rattink,
1991; Rodriguez-Galvez et Mendgen, 1995), casto izolovanymi ze zdravych koren(
asymptomatickych rostlin. U téchto zastupcll Fusarium byla prokdzana schopnost potladit
onemocnéni ¢i napadeni $kldci ze zastupcl hmyzu (Sieber, 2002). Napfiklad
u organismu Fusarium oxysporum Schltdl., 1824 (S. Spi€atovytrusa) je >70 jeho forem
patogennich (Armstrong et Armstrong,1981). Kazda tato forma v$ak zplisobuje pfiznaky
pouze u jednoho ¢i nékolika rostlinnych druhli, zatimco u ostatnich rostlin se vyskytuje

jako nepatogenni endofyt. Vyzkumy dokonce potvrzuji, ze u rostlin preinokulovanych
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formami F. oxysporum, které pro né nepredstavuji patogen, doslo k eliminaci fusariosy
po napadeni. Tento jev oznaCujeme pojmem ,indukovana rezistence“ Ci také ,cross-
protection“ (Davis, 1967; Matta, 1989). Endofytické organismy rodu Fusarium vsak
neposkytuji ochranu pouze proti ostatnim zastupclm Fusarium, ale i proti dal$im
patogenim (Hallmann et Sikora, 1996).

Vétsina druhli rodu Fusarium se mnozi nepohlavné pomoci konidii (Gosman, 2001).
Zastupci rodu Fusarium prezivaji ve formé vegetativnino mycelia v padé. Zde Ziji
saprofyticky na ulomcich rostlin, uvnitf mrtvych zbytk( téchto hostitelskych pletiv. Kontakt
s novym hostitelem probiha nahodnym stykem, chemotaxi nebo pomoci korenovych
exsudatt difundujicich do rhizosféry. Infekce muze byt také prenasena osivem (Aist,
1976; Caca et al., 1981; Parry et al., 1995). Fusarium pak nasledné do hostitele vnika
rGznymi poranénimi ¢i pfirozenymi otvory, dokaze vs$ak i penetrovat pfimo intaktnim
povrchem hostitele (Cooke, 1977). Infekéni Castice vétSinou vstupuji do rostlin v apikalni
oblasti korenl, nejCastéji nedokonale vyvinutou endodermis. Hyfy po praniku vnikaji
do xylému a prorUstaji jim. Pohyb infekce na vétsi vzdalenost pak zajistuji konidie, které
unasi transpiracni proud rostliny (Dickinson et Lucas, 1982). VySe popsana penetrace a
také nasledna degradace pletiv je podporena ¢innosti extracelularnich enzyma, které se
v patogenech Fusarium spp. vyskytuji (Cooke, 1977).

Infekce se mohou vyvinout na v8ech €astech rostlin, ve v8ech jejich vyvojovych
fazich. Projevuji se vadnutim, plisnémi a hnilobou napadenych rostlin (Miedaner, 1997).
Obecné se hniloby, které tyto mikroorganismy zpuUsobuji, nazyvaji fusariosy (Antonin,
2006). Néktefi zastupci Fusarium spp. zplsobuji rozsahla poskozeni pletiv (Cooke, 1977)
a byvaji také pfiginou padani kli¢nich rostlin (Caéa et al., 1981). Postihuji jednoleté byliny,
trvalky i dreviny a taktéz jejich skladované ¢asti (kofeny, oddenky, cibule i hlizy) (Kldela
et al., 1989), u skladovaného ovoce zpUsobuji jadfincové hniloby. Zastupci Fusarium spp.
tedy vyznamné ovliviuji drodu. Jimi zpusobené zemédeélské ztraty mohou dosahovat i
50% (Caéa et al., 1981). Urgité druhy Fusarium (F. solani a F. oxysporum) |ze dokonce
nalézt u lidi pfi patologiich rohovky, ¢astéji pak u pacientl se snizenou imunitou (Dignani
et Anaissie, 2004).

Nékteré Fusarium spp. produkuji kyselinu fusariovou (Caa et al, 1981) &i
mykotoxiny. Nejéastéji se vyskytujicimi mykotoxiny produkovanymi pfi nakaze v ps$enici
jsou trichotheceny, konkrétné pak deoxynivalenol (DON) a nivalenol (NIV) (Placinta et al.,
1999). Uginkem trichothecent dochazi k poskozeni centralni nervové soustavy (Cacéa et
al., 1981). Nékteré druhy Fusarium jsou schopny produkce i 3- nebo 15-acetylovanych
derivatl DON, které vykazuji cytotoxické ucinky k makrofaglim i dal§im imunitnim burikam
a disreguluji tak imunitni odpovéd. Produkuji také zearalenony, mykotoxiny se zavaznymi
estrogennimi uc€inky lidi (Manning et al., 2000). Toxickymi efekty DON zjiSténymi

u pSenice jsou uvadani téchto rostlin a vyskyt nekréz, které pak ¢asto vedou k blednuti
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celé ¢asti nad mistem napadeni (Lemmens et al., 2005). DON totiz inhibuje proteosyntézu
hostitelskych bunék tak, ze se vaze na 60S ribosomalni podjednotku. To aktivuje
signalizaéni drahy vedouci k programované bunécné smrti (Pestka et al., 2004; Rocha et
al., 2005). Mykotoxiny z obilnych zrn pak mohou byt pfitomny také v krmivech a
potravindch a mohou vést k chronickym nebo akutnim mykotoxikbézam zvirat, ale i lidi
(Marasas et al., 1984). Infikovana zrna se pak stavaji nevhodna nejen ke konzumaci

Clovékem, ale nejsou uz vyuzitelna ani jako krmivo (Jansen et al., 2005).

3.4.1  Vybrani zastupci rodu Fusarium

Jiz z pfedchoziho textu vyplyva, ze rod Fusarium je zastoupen mnoha zastupci. (Antonin,
2006).

F. culmorum (Qbr. 2) tvofi trvalé spory, diky kterym muaze v pldé pretrvavat i
bez pfitomnosti rostlinného substratu (Hani et al, 1993). F. culmorum se mnozi
nepohlavné pomoci konidii (Gosman, 2001). Pfi napadeni pSenice vykazuje podobny
prubéh infekce jako pfii napadeni B. distachyon (Peraldi et al., 2011).

Fusarium graminearum Schwabe, 1839 (S. r(izovd) se u napadenych rostlin
projevuje Cervenym az Cervenohnédym zabarvovanim jejich listd a dalSich rostlinnych
¢asti. U koren(i dochazi ke hnilobam, nékdy zplUsobuje az poléhani a vadnuti celych
rostlin. U napadenych klaski je typické r(izové zabarveni, infikované obilky jsou scvrklé a
pokryté myceliem. F. graminearum napada obilniny, ale i plané rostouci travy, ve kterych
produkuje toxické latky, vyskytuje se také na mase a masnych vyrobcich (Antonin, 2006).
Kromé nepohlavniho tvofi i pohlavni stadium (teleomorfa Gibberella zeae) (Parry et al.,
1995), proto je schopno také produkce askospor, uvolfiovanych z perithecii (Kazan et al.,
2012).

F. culmorum a F. graminearum byly prokazany jako jedny z nejsilnéjSich patogent
kultivari ozimé psSenice, nejniz§i patogenitu pak prokazalo Fusarium moniliforme
J. Sheld., 1904 (S. moniliova) (Caca et al., 1981). F. moniliforme se vyskytuje v pidé, ale i
na mase Ci ve skladovaném obili, kde produkuje toxické latky. F. culmorum,
F. graminearum, F. moniliforme, ale také i nékteré dalSi zastupce Fusarium spp. neni
mozno navzajem pouhym okem rozeznat, rozdily jsou patrné az pfi mikroskopickém
zkoumani (Antonin, 2006).

F. oxysporum po napadeni rostliny zplUsobuje jeji Zloutnuti a vadnuti, postupujici
od baze rostliny. Napadené cévni svazky se zbarvuji oranzové az hnédé. Byva patrné
také zkrucovani se rostliny. F. oxysporum je diferencovano v riizné formy, specificky

napadajici rozliéné hostitele (Antonin, 20086).

3.4.2 Vybrana onemocnéni obilnin zpusobena Fusarium spp.
Mezi patogeny zpusobujici jedny z nejvysSich ztrat vynosl psSenice patfi houbové

mikroorganismy rodu Fusarium (Nganje et al., 2004). Ty zpusobuji fadu onemocnéni,
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ktera postihuji rostlinna pletiva, baze stébla, ale i podzemni ¢&ast rostliny, kofenovy
systém. Mezi tato onemocnéni patfi napfiklad rizovéni klasl, seedling blight, root rot ¢i
crown rot (Bottalico, 1998; Desmond et al., 2008).

NiZze popsana onemocnéni jsou ta, jez byla prokazana i u organismu Brachypodium.

3.4.2.1 Ruzoveéni klasu

Razovéni klas(i (Fusarium head blight, FHB) je zpUsobovano primarné patogenem
F. graminearum (O’Donnell et al., 2004), avSak mohou jej zapfi€init rovnéz néktefi dalsi
zastupci tohoto rodu, napfiklad F. culmorum (Kollers et al., 2013). Onemocnéni byva
spojovano az se 17ti riznymi druhy patogenu, a to i z rodu Microdochium (Parry et al.,
1995).

FHB se vyskytuje ve vlhkych a polovlhkych oblastech svéta. NejéastéjSimi hostiteli
byvaji je€men a pSenice (Parry et al., 1995). Z onemocnéni, jakymi jsou FHB, padani a
spala kliénich rostlin, krékova hniloba & kofenova hniloba je pro psSenici FHB jednim
z nejvyznamnéjSich a nejdestruktivnéjSich onemocnéni, a to ekonomickymi dopady i
zdravotnimi riziky (Foroud et Eudes, 2009; Parry et al., 1995). Ztraty na jejich vynosech
se podepisuji ve znaéné mife napfi¢ Evropou, Asii, Kanadou, USA i Jizni Amerikou
(Nganje et al., 2004).

FHB rostlinu vétSinou napada na pocatku obdobi kvétu, nasleduje rozvoj typickych
priznaku, jakymi je blednuti klasl ¢i na nich postupujici nekrézy (Leonard et Bushnell,
2003). Napadené rostliny se vyznacuji niz8i vytéznosti zrna a bohuzel i jeho nizkou
kvalitou. Obsahuji totiz mykotoxiny, které patogeny zplsobujici FHB produkuji
(Desjardins, 2007).

Pritomnost DON je pak jednim z faktor(i podporujicich rozvoj infekce FHB v p$enici
(Jansen et al, 2005), u jeCmene je tento rozvoj zanedbatelny (Maier et al., 2006).
Akumulace DON byla prokdzana i v klasech B. distachyon. ZvySeni koncentrace DON
(pfidanim do inokula) jednoznaéné vedlo k rozvoji infekce a produkci vétS§iho mnozstvi
konidii (Peraldi et al., 2011). Jako nejefektivnéjSi strategie, jak predchazet kontaminacim
zrn trichotheceny, se zatim potencialné jevi vyuzivani kultivarl rezistentnich k FHB
infekcim (Buerstmayr et al., 2009). Agrochemicka opatfeni se totiz nejevi jako dostacujici.
Jednou ze zakladnich obtizi pfi zvladani rezistence na nemoci je vSak neustalé
pfizpusobovani se plivodcl onemocnéni (Peraldi, 2012).
3.4.2.2 Padani a spala kliénich rostlin
Padani a spala kli€nich rostlin (Seedling blight) je onemocnéni mladych, vyklic¢enych
rostlin, zpUsobované patogeny F. culmorum a F. graminearum (Miedaner, 1997). Rostliny,

které nejsou touto chorobou zcela znic¢eny, jsou nasledné oslabené a vytvareji pouze

jedno stéblo s malym klasem (Parry et al., 1995). Tyto pfezivsi rostliny se vyznacuji
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opozdénym vyvojem a zvySenym sekundarnim napadanim sk(dci, jejich porosty jsou
proridlé (Miedaner, 1997).

3.4.2.3 Korenova hniloba

Korenova hniloba (Root rot) zplsobuje hnédnuti a nekrézu korentl. V dlsledku toho je
snizena vitalita rostlin, nékteré odumiraji. Onemocnéni je tak pfiinou nizSich

zemédélskych vynosU i kvality zrna (Mergoum et al., 1998).

3.4.2.4 Krcékova hniloba

Mezi dal$i onemocnéni, ktera zplsobuji patogeny rodu Fusarium, patfi krékova hniloba
(Fusarium crown rot, FCR). Toto onemocnéni, opét se znacnym ekonomickym dopadem,
(Murray et Brennan, 2009) je vétsinou zpUsobovano patogenem F. pseudograminearum.
Zapricinit jej vSak mohou i dal$i druhy, a to také F. graminearum ¢i F. culmorum
(Chakraborty et al., 2010).

3.5 Charakterizace rostlinného mikrobiomu

Na rozhrani kofene a pldy dochdzi k neustadlym zménam, které jsou zplisobovany
mechanickou a metabolickou aktivitou kofenli (Foster et al., 1983). Periferni kofenové
tkané rostlin poskytuji riznoroda stanovisté, v nichz prosperuji rozlicné organismy.
Mezi né patfi napfriklad i pldni bakterie a houbové organismy (Braun et Lulev, 1969), jez
vykazuji schopnost inter- &i intracelularné kolonizovat epidermalni a vnéjsi kortikalni

buriky u zdravych korenu rostliny. Ale pouze endofyty a dale napfiklad i patogeny nebo

3.5.1 Charakterizace mykorhizy

Mykorhiza je druh symbidzy, ktera vznikd mezi koreny rostlin a pUdnimi houbami.
NejbéznéjSim typem tohoto vzajemné prospésného (mutualistického) souziti je
arbuskularni mykorhiza (AM). Houby se schopnosti AM Kkolonizuji kofeny rostlin
za u€elem zisku uhliku. Rostliné pak houba pomaha se ziskem vody a mineralnich zivin,
predevsim ty esencialni (dusik a fosfor) jsou pro rlist a produktivitu rostlin zasadni. AM
houby jsou slozkami témér vSech suchozemskych ekosystéml, AM probiha u prfiblizné
80 % cévnatych rostlin (Hong et al., 2012; Smith et al., 2003).

3.5.2 Charakterizace endofytismu

Jiz v 19. stoleti byly endofyty definovany jako ,organismy, které napadaji a které se
usidluji v bunkach nebo tkanich hostitele* (De Bary, 1866). Definice pak byla nakonec
zpfesnéna na ,organismy, které zapfi€inuji asymptomatické infekce uvnitf rostlinnych
pletiv‘. Mezi endofyty tak definice nefadi patogenni houbové organismy, mykorrhizni ani
mutualistické houby (Carroll, 1986). Carrollova definice endofytll byla o nékolik let pozdéji

opét shleddna jako nedostaCujici, nebot Freeman et Rodriguez (1993) pozorovali
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patogen, ktery se vlivem mutace v jediném lokusu stal nepatogennim. Stavajici definice
tak byla preformulovana s tim, ze ,mezi endofyty patfi kazdy organismus, ktery kdykoli
béhem svého Zzivota osidli rostlinny organ, aniz by jeho pUsobenim doslo ke zjevné ujmé
na tomto hostiteli“ (Petrini, 1991). Wennstrom (1994) pak uved|, ze ,endofyty jsou vSechny
organismy, které v okamziku sbéru rostliny osidluji pletiva jejiho kofenového systému,
zjevné vypadajici jako funkéni a zdrava.”

V pfirodé jsou endofyty vSudypfitomné (Nair et Padmavathy, 2014). Maji schopnost
kolonizovat stonek, kofeny, rapiky Ci jiné casti listh, kvétenstvi, plody, pupeny, semena,
ale také odumrelé a duté hyalinni buriky rostlin (Hata et Sone, 2008; Specian et al., 2012;
Stepniewska et Kuzniar, 2013). Jedna se tedy o skupinu endosymbiotickych
mikroorganism( (houby ¢i bakterie), které inter- Ci intracelularné kolonizuji rostlinu
(Pimentel et al., 2011; Singh et Dubey, 2015). Populace endofytd v rostlinnych druzich je
vysoce variabilni a zavisi na rlznych faktorech, konkrétné napfiklad na druhu hostitele,
jeho vyvojovém stadiu ¢i na prostfedi (Dudeja et Giri, 2014).

Endofyty podporuji pfijem zivin, a tedy i rlist hostitele. Maji schopnost zvySovat
toleranci rostliny k riznym pricinam abiotického ¢i biotického stresu, mohou také zvy$ovat
odolnost rostlin vi¢i hmyzu a $k{idciim. Jsou toho schopny diky produkci fytohormon(,
enzymU a dalSich bioaktivnich sloucenin. Endofytické houby produkuji latky vyuzivané
jako léky protirakovinné €i Iéky s antibiotickymi u&inky, jimi produkované slouceniny tak
maji diky svym vlastnostem obrovsky potencial byt vyuzivany v medicingé, farmacii i
kosmetice (Gouda et al., 2016; Jalgaonwala et al, 2011; Joseph et Priya, 2011;
Parthasarathi et al., 2012).

Kromé organism(l, jimz se vénuje moje prace, muzeme mezi endofyty vyznacujici
se svymi blahodarnymi uéinky na hostitele zaradit i dalsi skupiny. Mezi jedny
z nejznaméjsich endofytl patii napfiklad organismy celedi Clavicipitaceae (Clay, 1988;
Schardl et Phillips, 1997). Zastupci jednoho z jejich rodl, organismy rodu Epichloé jsou
typické produkci charakteristickych alkaloidl a zmirnuji tak ucinky biotickych i abiotickych
stresor( rostlin (Schardl et al., 2004).

3.5.2.1 Charakterizace mikroorganismu Microdochium bolleyi (R. Sprague) de Hoog
et Herm.-Nijh., 1977

M. bolleyi bychom mohli taxonomicky zaradit do oddéleni Ascomycota, fadu Xylariales
(drevnatkotvaré) (Hernandez-Restrepo et al., 2016). Bézné kolonizuje travy a obiloviny
pochazejici z riznych prostredi (Mandyam et al., 2010; Wirsel et al., 2001). Velmi ¢asto
osidluje byliny, pfedevS§im pak Celed Poaceae. Na pSenicnych kofenech bylo pravé
M. bolleyi prokézano jako nejéastéji se vyskytujici endofyt, frekvence vyskytu pak zavisela
napfiklad na kultivaru pSenice ¢Ci jeji velikosti (Reinecke, 1978; Reinecke et Fokkema,
1981). M. bolleyi na rostliné kolonizuje epidermalni a kortikalni buriky, které pak byvaji

vyplnény chlamydosporami se silné melanizovanymi bunéénymi sténami (Sieber, 2002).
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Murray et Gadd (1981) pozorovali, ze pfi interakci M. bolleyi sjeCmenem
nevykazovaly jeho kofeny zadné znamky napadeni, prestoze byly mikroorganismem
kolonizovany ve znaéné mire. Ve studii provadéné s pSenici pak nebyly prokazany ani
zadné obranné reakce rostliny na kolonizaci M. bolleyi, pouze pfi pozorovani s vyuzitim
transmisni elektronové mikroskopie (byla kolem intercelularnich hyf pozorovana zvysena
elektronova hustota (Rothen et al., 2018). Nejen tedy, ze M. bolleyi jako endofyt
nevykazuje znamky patogenity, ale vykazuje také schopnost eliminovat rozli€na rostlinna
onemocnéni (Fox-Roberts et Deacon, 1988). Tato schopnost jiz byla také prokazana pfi
interakci s F. culmorum (Spiegel et Schonbeck, 1991), pouzivaného v moji praci. Z jiz
zminovanych onemocnéni pak bylo M. bolleyi prokazano jako prostfedek biologické
ochrany proti stéblolamu (Hinton et Parry 1993) a ¢ernani kofenli a baze stébel obilnin
(Kirk et Deacon 1987a), tedy jako efektivni proti patogentim O. yallundae ¢i G. graminis.
Dale je pak M. bolleyi efektivni napfiklad pfi snizovani pfiznakd napadeni rostliny
organismem Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker, 1959 (Crous et al., 2003; Fatemi et
al., 2018; Duczek, 1997; Kirk et Deacon, 1987a).

3.6  Obrana rostlin vuéi patogenim

Studie interakci hostitel-patogen se obvykle provadéji na konkrétnim hostiteli, ze kterého
nasledné probiha izolace patogenu. NejpouzivanéjSim modelem pro tyto ucely je jiz
zminovana A. thaliana (Dangl, 1993), jez vyznamné pfispéla k pochopeni stresovych
reakci rostlin (Huala et al., 2001). Ke studiu interakci patogen(i s travami, konkrétné pak
ke studiu fusarios, se v8ak A. thaliana nehodi, nebot neni jejich pfirozenym hostitelem.
Pfiznaky napadeni trav organismy rodu Fusarium spp. se tedy lisi, travy totiz vykazuji
v porovnani s A. thaliana rozdilnou stavbu buné&céné stény, bariéry pro patogeny (Sandoya
et Buanafina, 2014; Urban et al. 2002).

Rostliny maji propracovany systém vrozené imunitni odezvy vic¢i mikroorganismim
(Nishad et al., 2020). Proti vétsiné patogenu se ubrani pomoci fyzickych bariér, mezi které
patfi napriklad tuhé bunécné stény Ci voskova kutikula, trichomy ¢&i uzavreni priiduch(.
Obrané mechanismy rostlin vS§ak nezahrnuiji jen fyzické bariéry. V rdmci obrany muze byt
zapotfebi  zvySit aktivitu peroxidaz, ¢&i akumulovat sekundarni metabolity
s antimikrobialnimi vlastnostmi nebo proteiny spjaté s obrannou funkci (Greenberg et Yao,
2004; Reimer-Michalski et Conrath, 2016). | pfesto mohou byt ochranné bariéry rostliny
pfekonany a vznika bud onemocnéni ¢&i vztah, mezi rostlinou a mikroorganismem
prospésny (Nishad et al., 2020). V navaznosti na tyto rizné interakce pak mohou rostliny
svUj imunitni systém dle potfeby modulovat (Pieterse et al., 2014).

ZpUsoby, jimiz se rostlina dokaze branit, vysvétluje zig-zag model, ktery k obrané
vyuziva dva molekularni mechanismy, PTI (pattern—triggered immunity) a ETI (effector-

triggered immunity) (Jones et Dangl, 2006) (Obr. 3).
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3.6.1 Pattern-triggered immunity

Prvni spociva v rozpoznani s poskozenim asociovanych molekularnich vzord, patogend,
¢i mikrobl pomoci PRR receptorli (pattern-recognition receptors). Ty jsou ukotveny
v bunéénych sténach a zodpovidaji za imunitni odpovéd (Saijo et al., 2018).

Mezi vzory spojované s poskozenim buriky fadime PAMP (pathogen-associated
molecular pattern), MAMP (microbe-associated molecular pattern) a DAMP (damage-
associated molecular pattern). Imunitni odezvy pak analogicky délime na PTI (PAMP-
triggered immunity), MTI (MAMP-triggered immunity) a DTl (DAMP-triggered immunity).
Tyto imunitni odezvy souhrnné oznacujeme jako PTI (pattern—triggered immunity) (Saijo
etal., 2018).

Vzhledem k tomu, ze DTI souvisi s poranénim bunky, jez nema s tématem prace

souvislost, budou nasledujici odstavce zaméreny pouze na PTl a MTI.

3.6.1.1 MAMP-triggered immunity

Mezi MAMP, které se mohou vyskytovat v mikrobech, patfi bakterialni flagelin, bakterialni
elongacni faktory, houbovy chitin ¢i lipopolysacharidy (Nishad et al., 2020). Pokud PRR,
jako soucast rostlinné bunééné membrany, rozpoznava MAMP, dochazi k MTI. Ta se
projevuje fosforylaci Respiratory burst oxidase homolog protein D (RBOHD), pfi niz
vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS, reactive oxygen species) (Li et al, 2014).
K produkovanym ROS patfi superoxidovy anion, neschopny prochazet membranou.
Superoxid-dismutasa jej vSak preméni na peroxid vodiku (Podgérska et al., 2017), ktery
jiz prostupuje do buriky. Jeho pfitomnost vyvolava prlnik také vépenatych kationtd,
z extracelularniho prostiedi do cytosolu buriky, znamy jako tzv. Ca2* burst (Jeworutzki et
al., 2010; Yuan et al., 2017). Do burky vstupuje taktéz i H*. Reakci na tyto zmény je
uvolnéni draselnych kationtt, chloridovych aniontd a aniontll kyseliny dusi¢éné, vné bunky.
Nasledkem je extracelularni alkalizace a depolarizace cytoplazmatické membrany.
V cytosolu piitomny vapenaty kation se vaze na senzorické molekuly (calmodulin ¢i Ca?*-
dependentni protein-kinasy), které takto aktivuje a ony fosforyluji MAPK (mitogen-
activated protein kinase) (Jeworutzki et al., 2010). Aktivace MAPK nastava po 2 az 3
minutach od pocateéniho viemu MAMP a je zasadni pro dal$i signalizacni kaskady
vedouci k zajisténi imunitni odpovédi. Fosforylovana MAMP zajistuje: (1) aktivaci enzymd,
které nasledné katalyzuji produkci rozlicnych metabolitl, (2) fosforylaci transkripénich
faktorl a naslednou expresi obrannych gend, syntézu etylenu (ET), syntézu
antimikrobidlnich sloucenin ¢i regulaci gent kédujicich produkci kyseliny jasmonové (JA)
a kyseliny salicylové (SA) (Bigeard et al., 2015; Jagodzik et al., 2018).

3.6.2 Effector-triggered immunity

Druhy mechanismus vyuzivd k rozpoznani virulentnich faktorl intracelularni NLR

(nucleotide-binding (NB), leucine-rich repeat (LRR)) receptory. Patogen, ve snaze
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uspésné infikovat hostitelskou rostlinu, uvolnuje do hostitelské bunky efektorové proteiny,
potladujici uc¢innost PTI a MTI. Efektorové proteiny se do hostitelské bunky dostavaji bud
pfimo, pusobenim bakterii, které je produkuji, nebo prostfednictvim haustorii, kterymi
do bunky produkuji tyto efektory houby a oomycety. Jakmile burika cytoplazmatickymi
NLR receptory rozpozna efektorovou aktivitu uvnitf, zahajuje silnou a efektivni imunitni
odpovéd, ETI. Aktivace téchto imunitnich odpovédi spousti komplexni signalizacni
kaskadu vedouci k potlaceni patogenniho utoku (Dangl et Jones, 2001; Jones et Dangl,
2006; Nishad et al., 2020).

Imunitni odpovéd, ETI, zastavuje mnozeni patogenu pomoci riznych mechanismd,
jakymi jsou Ca?* signalizace, produkce ROS ¢i oxidu dusného. Dochazi k transkripénim
zménam v obrannych genech, rovnéz probihd i syntéza hydrolytickych enzymd,
antimikrobialnich molekul &i ukladani kalosy v misté infekce. V bunkach se akumuluje JA
a SA (Caplan et al., 2015; Gao et al., 2013; Grant et al., 2000). ETI je ¢asto doprovazena
hypersenzitivnimi reakcemi, v infikovanych oblastech muze dochazet dokonce i

k programované bunééné smrti (Mersmann et al., 2010).

effector

/_

Ll @ E3

Obr. 3: Schéma, které zjednoduSenym zplisobem znazoriiuje obranné mechanismy rostlinnych

bunék, pattern-triggered immunity (PTI) a effector-triggered immunity (ETI). Prvni faktor, PTI,
vyuzivad k rozpoznani patogenu PRR receptory, ukotvené v cytoplazmatické membrané. PRR
receptor dokaze rozpoznat faktor, ktery je schopen poskodit rostlinou buriku. Mezi tyto faktory
fadime MAMP, DAMP a PAMP. Rozpoznani faktoru MAMP vede k MTI, faktoru DAMP k DTI a
faktoru PAMP k PTI. Druhy faktor, ETI, vyuziva k rozpoznani patogenu intracelularni NLR
receptory, které maji taktéz schopnost rozpoznat faktor schopny po3kozeni burniky. K takovym
faktordm pak v tomto pfipadé patii efektorové proteiny, které se prostiednictvim bakterii Ci

haustorii dostavaji do buriky. Po navazani na NLR receptor vyvolavaji ETI.
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3.7 Systémova rezistence rostlin

Systémovou rezistenci (SAR, system aquired resistence) ziskavaji rostliny po
opakovaném napadeni patogenem. Rostlina v tomto pfipadé aktivuje efektivni imunitni
odpovéd (Conrath, 2006). Takto m(ize byt rostlina nasledné ochranéna v radu tydnu,
mésicll, ale i celou sezonu. Jednim z dlikazl pfitomnosti SAR je Sifeni rezistence v{Ci
patogenu v rdmci napadené rostliny k jejim nenapadenym distalnim &astem (Adam et al.,
2018). Dalsim z charakteristickych ryst SAR je jeji aktivita vUci Siroké $kale patogennich

organism(l, mezi které radime zastupce hub, oomycet, bakterii i vird (Nishad et al., 2020).

3.8 Imunitni systém jednodéloznych rostlin

VétSina znalosti o imunitnim systému rostlin byla dosud ziskavana diky dvoudélozném
modelovém organismu, A. thaliana a nékolika dalSim experimentalnim rostlinam,
napriklad N. benthamiana €i N. attenuata. Jako experimentalni modely slouzily ryze a
kukurice, av$ak rozvoj znalosti o imunité jednodéloznych rostlin vici patogenim stale
brzdila absence jednodélozného modelového organismu i s jeho kliCovymi rysy. Objev
vlastnosti a charakteristik B. distachyon tak umoznil rozvoj vyzkumu pfimo na
jednodéloznych rostlinach (Mandadi a Scholthof, 2013).

3.9 Exprese obrannych genu a jejich stanoveni

Interakce mezi patogenem a rostlinou ovliviluje expresi rlznych, s obranou sprazenych
genl rostliny. Vlivem infekce tedy v hostiteli dochazi k velkym zménam. Napiiklad pfi
infekci B. distachyon houbami rodu Fusarium muze byt odliSné exprimovano az
2500 genl (Powell et al., 2017). Vhled do obrannych procesu rostliny Ize ziskat pomoci
analyzy RNA, tedy analyzou transkriptomu. To umozni geny reagujici na infekci
identifikovat (Powell et al., 2017). K této identifikaci, vyhodnoceni imunitni odpovédi rostlin
a kvantifikaci exprese vybranych genu je mozno vyuzit gPCR (Quantitative Polymerase
Chain Reaction) (Kouzai et al., 2016; Powell et al., 2017). Jedna se o metodu, které
predchazi extrakce celkové RNA ze vzorkd zmrazenych listd rostliny. Hladiny messenger
RNA (mRNA) kandidatnich genl jsou nasledné analyzovany pomoci qPCR, kdy je
k mRNA syntetizovana komplementarni DNA (cDNA). Pokud je cilovd sekvence na
ziskané sekvenci cDNA znama, lze vyuzit specifické primery, pro které je nasledné
provedena hybridizace ke konkrétnim oblastem transkriptu (Klickstein et al., 2001; Rozen
et Skaletsky, 2000).

K lepSimu pochopeni molekularnich mechanism(l interakce mezi patogenem a
hostitelem a jako jedna ze strategii rozvoje novych metod obrany proti rostlinnym
onemocnénim se tedy jevi studium gen(, exprimovanych v pribéhu infekce (Ma et al.,
2009). A pravé mezi tyto obranné geny, patfi i geny PRI, které jsem hodnotila ve svoji

praci.
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3.9.1 Geny PR1
PR (pathogenesis-related) geny jsou uziteénymi nastroji pro sledovani pribéhu imunitnich
reakci Brachypodium na specifické patogeny (Kouzai et al., 2016), nebot pfi napadeni
rostliny vzrista jejich exprese. Konkrétné pfi infekci patogeny rodu Fusarium exprese
vzrusta u nékterych z PR genu i stonasobné (Powell et al., 2017).

Exprese PR7 genu je indukovana fytohormony. Rodina gent PR1 ¢ita celkem
11 genu, a to geny PR1-1 az PR1-11. Tyto geny jsou lokalizovany celkem na Ctyrech
chromozomech: na prvnim 5 genll, na druhém 1 gen, na tfetim 4 geny a na Ctvrtém
chromozomu 1 gen (Mitsuhara et al., 2008).

Ve své praci jsem méfila expresi genu PR1-5 (Kouzai et al., 2016).

3.9.2 Gen Ubi4

Gen Ubi4 se fadi mezi tzv. polyubiquitinové geny. Tyto geny jsou charakteristické
tandemovymi repeticemi kédujicich oblasti (Callis et al., 1995). Ubi4 je vhodnym
referenénim genem pro normalizaci dat genové exprese pomoci gqPCR. Bylo totiz
prokazano, ze hladiny jeho exprese jsou v rliznych tkanich a vzorcich rostlin, které byly

osetieny rlstovym hormonem, stabilni (Hong et al., 2008).
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4
4.1
4.1

4.1

4.1

EXPERIMENTALNI CAST
MATERIAL

.1 Biologicky material

Kmeny M. bolleyi

e byly ziskany ze Sbirky fytopatogennich mikroorganismu UPOC-FUN-253-UPQOC-
FUN-260

Kultura F. culmorum

e F. culmorum bylo izolovano z napadenych listl B. distachyon v roce 2019,
péstovanych v podminkach skleniku.

Proso

Semena B. distachyon (Bd-21, JGI Brachypodium collection) (Bragg et al., 2012)

e Osivo bylo objednano na téchto webovych strankach: https:/jqgi.doe.gov/our-

science/science-programs/plant-genomics/brachypodium/brachypodium-t-dna-

collection/

Semena psSenice odridy Bohemia

e nemofené osivo, ziskano od Mgr. Svacinové ze Zemédélského vyzkumného
ustavu v Kroméfizi

Vysevni substrat Florcom SV s obsahem raseliny

.2 Chemikalie

B-merkaptoethanol

Jar

RNAse-free voda

RNase AWAY ™ Surface Decontaminant
Tekuty dusik

Voda

.3 Primery

Tab. 1: Seznam primeri vyuZitych pfi qPCR.

Nazev Forward/ Koncentrace

Pocet

genu Reverse [umol] Baze bazi Zdroj
TEETI T
wwms 5 om SIS o toms
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https://iqi.doe.gov/our-

41.4 Enzymy

e DNaza na odstranéni DNA ze vzorku RNA

e Reversni transkriptasa

41.5 Smési
e SYBR Green Master Mix (Top-Bio, Vestec, Czech Republic)

e 2'-deoxynukleosid-5'-trifosfaty, chlorid draselny, chlorid hofe€naty, monoklonalni
protilatka antiTaq, SYBR Green, Tag DNA polymerasa, Tris-HCI, Triton X100,

aditiva a stabilizatory

4.1.5.1 Média

e Bramborovo-dextrosovy agar (PDA)

4.1.5.2 Roztoky

¢ Anilinova modr v laktoglycerolu (0,05%)
e Ethanol (70%)
e Ethanol (96%)
e Hydroxid draselny (1%)
¢ Kyselina chlorovodikova (1%)
e Roztok pro infikaci listh rostlin
e Roztok pro ,Fc0” rostliny (bez infekce F. culmorum): 4 ul Jaru, 1600 pl sterilni
destilované vody
e Roztok pro ,Fc1“ rostliny (s infekci F. culmorum): 4 pl Jaru, 1600 pl sterilni
destilované vody, F. culmorum (malé mnozstvi setfené ockovaci klickou z povrchu
Petriho misky s kulturou) pracovni koncentrace nasledné upravena na 5 x 10°
konidii na ml

4.1.6 Komeréni soupravy

¢ RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Cat. No. 74904)
e Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Cat. No. 05 081 955 001)

4.1.7 Pristrojové vybaveni

e Autoklav (Systec, VX-55)

e Box hlubokomrazici (Telstar, Green Line)

e Centrifuga (Eppendorf, Centrifuge 5415 D)

e Flowboxy (Telstar PV-100, Merci)

e Fotoaparat k mikroskopu (Olympus, DP73 WDR)
e Homogenizator (MP™, FastPrep® -24)

e ChladniCky (Liebherr)
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Mikrocentrifuga (VWR MiniStar silverline)

Mikroskop (Olympus, DP73 WDR)

Minitfepacka (IKA® Vortex 1; IKA® MS 3 basic)

Mrazni¢ka -20 °C (Liebherr, Premium NoFrost)

NanoDrop (Thermo Scientific, Nanodrop 2000 Spectrophotometer)

Qubit (ThermoFisher Scientific)

Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, CFX96TM)

Termocycler (Bio-Rad, CFX Connect™, Real-Time System; Eppendorf, vapo.protect)
Termostat (Bioer, Mixing Block MB-102)

4.1.8 Laboratorni pomucky

Keramické kuli¢ky

Mikrozkumavky rdiznych velikosti

Ockovaci klicka

Odbérové zkumavky

Pasteurova pipeta

Petriho misky

Pinzeta

Pipety (Thermo Scientific, Finnpipette® F1; Thermo Scientific, Finnpipette®; Eppendorf,
Research plus; Eppendorf, Research)

Polystyrenova vana

Stojany na mikrozkumavky

Stripy

Spicky (Eppendorf; Thermo Scientific; Neptune Brand, CLP Tools for Molecular
Biology; VWR Next Generation Tip Refill)

4.1.9 Ostatni material

Bambusové tyce

Folie

Fix

Kovova konstrukce podpirajici folii
Kvétinace

NGzky

Plastové sacky

Psaci potreby

Stitky k oznageni rostlin
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4.1.10 Software

e CFX Manager 3.0 software (Bio-Rad)

e CFX Maestro software (BioRad) — software k vyhodnoceni gPCR
e Microsoft Excel

e Statistica 14 software

42 METODY

4.2.1 Priprava M. bolleyi potfebného k inokulaci semen

Kmeny M. bolleyi byly ziskany ze sbirky fytopatogennich mikroorganismi UPOC-FUN-
253-UPOC-FUN-260. Nejprve byly kultivovany na Petriho miskach s PDA, poté byly
pro ucely inokulace kultivovany na sterilnim prosu pfi teploté 18 °C. Pred inokulaci byly

v§éechny kmeny rovnomérné smichany a inokulace byla provedena smési véech kmenu.

4.2.2 Priprava prosa potiebného k inokulaci semen

Proso bylo dvakrat sterilizovano v autoklavu pfi 120 °C po dobu 20 min. Nasledné bylo
rozdéleno na 2 ¢€asti. Prvni byla ponechana bez M. bolleyi, do druhé byl pfidan agar
s timto endofytickym mikroorganismem. Nasledné probihala inkubace tohoto prosa
v plastovém séacku, pfi pokojové teploté, ve tmé, po dobu cca 20 dni, s cilem zmnozeni

mikroorganismu (Obr. 4).

Obr. 4: Proso po 20ti dnech inkubace s M. bolleyi. Foto: Pavla Polnicka.

4.2.3 Vysev semen

Plastové kvétinace o priméru cca 9 cm a vysce cca 13 cm byly naplnény vysevnim
substratem do vysky cca 10 cm. Kvétinacu bylo pouzito 40 a byly rozdéleny na dvé
poloviny. Na povrch substratu kazdého z prvni poloviny téchto kvétinacl bylo zaseto
6 semen B. distachyon, u druhé poloviny 6 semen pSenice Bohemia (Obr. 5, Obr. 6).

Vybirana byla velka a vizualné zdrava neposkozena semena.
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Obr. 5: Rozmisténi semen pSenice Bohemia (vpravo) a B. distachyon (vlevo) na povrchu kvétinace

s vysevnim substratem.

¥

Obr. 6: Kvétinae s vysevnim substrdtem a semeny pSenice Bohemia (dvé fady vpravo) a

B. distachyon (dvé fady vievo). Foto: Pavla Polnicka.

4.2.4 Inokulace semen

Povrch poloviny kvétinacli s B. distachyon byl nasledné inokulovan cca 2,5 g predem
pfipravenym prosem obsahujicim 9 kmenu M. bolleyi. Inokulace prosem obsahujicim
M. bolleyi probéhla také u poloviny kvétinacu se semeny p$enice Bohemia (Obr. 7).

Do zbyvajicich kvétinacll, tedy poloviny kvétinacl se semeny B. distachyon a
poloviny se semeny pSenice Bohemia, bylo pfidano taktéz 2,5 g prosa, ovéem bez obsahu
M. bolleyi.

Proso i semena v kvétinacich byly nasledné prevrstveny pfiblizné dal§im 1 cm
zeminy a fadné zality vodou. Rostliny byly nasledné zalévany pfiblizné jedenkrat tydné a

udrzovany pri teploté okolo 24 °C.
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Obr. 7: KvétindCe s vysevnim substratem, semeny p3enice Bohemia (dvé fady vpravo) a

B. distachyon (dvé fady vlevo) a prosem obsahujicim M. bolleyi. Foto: Pavla Polnicka.

4.2.5 Namnozeni F. culmorum

F. culmorum bylo izolovano z napadenych listd B. distachyon v roce 2019, péstovanych
v podminkach skleniku. Kmen F. culmorum byl pro ucely vytvoreni inokula asepticky,
v prostredi flowboxu, pfenesen na 10 Petriho misek s PDA. Tyto misky byly kultivovany
za nepretrzitého ozarfovani UV-B svétlem po dobu 14 dni, pfi teploté 16 °C. Na povrchu
mycelia se postupné vytvofily Cervené zabarvené konidie (Obr. 8). Z misky, s jejich
nejhojnéjSim vyskytem, byl proveden pomoci sterilni oCkovaci klicky odbér a naredéni
na potfebnou koncentraci 5 x 10° konidii/ml.

Pocet konidii v jednom ml roztoku byl stanoven spoctenim konidii v Biirkerové
komUrce a poté ze zjisténych hodnot stanovena koncentrace, konkrétné pomoci vzorce:
koncentrace konidii zasobni suspenze = (celkovy pocet konidii ve véech opakovanich /
poctem opakovani) x 250 000. Z takto pfipravené zasobni suspenze bylo poté treba
pfipravit suspenzi pracovni, o koncentraci 500 000 konidii na 1 ml. Objem vody, kterou
bylo tfeba pfidat do zasobni suspenze, byl stanoven dle vzorce: objem pfidavané vody =
[(koncentrace konidii zasobni suspenze / koncentrace konidii pracovni suspenze) -1]

x objem zasobni suspenze.

Obr. 8: F. culmorum na Petriho miskach po 14ti dnech inkubace. Foto: Pavla Polnicka.
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4.2.6 Infekce lista rostlin patogennim F. culmorum

Kdyz rostliny B. distachyon dosahly rustové faze druhé odnoze a rostliny ps$enice faze
tietiho listu, probéhla infekce jejich listt patogennim F. culmorum. Infikovana byla polovina
kvétinacd s rostlinami B. distachyon bez M. bolleyi, stejné tak i polovina kvétinacl s
rostlinami B. distachyon a zaroven s obsahem M. bolleyi. Stejné rozdéleni probéhlo i
u pSenice Bohemia. Infekce listd probéhla u poloviny kvétinacli obsahujicich rostliny
pSenice bez obsahu M. bolleyi a taktéz u poloviny kvétinacl s rostlinami psenice Bohemia
zaroven obsahujicich M. bolleyi. Kazda varianta v péti opakovanich (Obr. 12). Infekce listd
tedy byla provadéna u vSech rostlin B. distachyon i p$enice Bohemia, ve vSech
kvétinacich, vyuzivano bylo témér totozné inokulum, liSilo se pouze pfitomnosti (varianty
,Fc1%) €i absenci (varianty ,Fc0“) patogenniho F. culmorum.

Prvni, nejstarsi list kazdé z rostlin byl vynechan, infekce byla provadéna na druhy
vétSinou stredni ¢ast listu. Nasledné bylo provedeno poranéni svrchni strany listu pro
snazs$i a efektivnéjSi penetraci patogenu. Poranéni probéhlo ve vyznaceném useku, bylo
provedeno lehkym pfitlaenim spodni ¢asti Pasteurovy pipety na list. V daném useku se

jednalo vzdy o dvé poranéni lokalizovana ve vzdalenosti 1-2 cm od oznaceni fixem

(Obr. 9).

Obr. 9: List pSenice Bohemia s oznaenim mista infekce fixem, naruSeny Pasteurovou pipetou a
pfipraveny k naoCkovani F. culmorum. Foto: Pavla Polnicka.

Na kazdé poranéni listu, ve tvaru kruznice, bylo naockovano 5 ul pfislusného
roztoku, vyuzita byla automaticka pipeta. Infikace roztokem obsahujicim patogenni
F. culmorum probéhla u rostlin pSenice Bohemia a B. distachyon, jez byly pfi vysevu
oznaceny jako ,Fc1“. Inokulace roztokem bez obsahu F. culmorum probéhla u rostlin
pSenice Bohemia a B. distachyon, jez byly pfi vysevu oznaceny jako ,Fc0* (Obr. 10).
V roztocich byl pfitomen Jar, aby dos$lo ke snizeni povrchového napéti vytvorené kapky a

omezilo se tak jeji stékani po listu.
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Obr. 10: List p3enice Bohemia s oznacenim mista infekce fixem, po naoCkovani F. culmorum.
Foto: Pavla Polnicka.

Rostliny ,Fc1“ bylo nutné od rostlin ,FcO“ izolovat, aby se zabranilo pfipadnému
prfenosu patogenu na neo¢kované rostliny. To probéhlo pomoci folie, ktera byla umisténa
na kovovou konstrukci, takze nepokryvala pfimo rostliny uvnitf. Folie byla zatizena
po obvodu konstrukce bambusovymi ty€emi (Obr. 11).

Obr. 11: Rostliny pSenice Bohemia izolované od ostatnich rostlin po naockovani F. culmorum.
Foto: Pavla Polnicka.
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Obr.

B. distachyon (dva sloupce vievo) a p3enici Bohemia (dva sloupce vpravo). Celkem pouzito

12: Schéma znazoriujici rozvrzeni experimentu a usporadani kvétinadl s rostlinami

40 kvétinacl, 20 z nich obsahovalo B. distachyon, 20 z nich pSenici Bohemia. Z 20ti kvétinacl
s rostlinami B. distachyon bylo 5 kvétinacli inokulovdno M. bolleyi a zaroveri infikovano
F. culmorum — ,Mb1/Fc1. M. bolleyi ale nikoli F. culmorum obsahovalo taktéZz 5 kvétinact -
,Mb1/Fc0“. Bez obsahu M. bolleyi, aviak s F. culmorum bylo 5 kvétinaci — ,Mb0/Fc1“, zbylych
5 kvétinaci neobsahovalo ani jeden z téchto mikroorganisml — ,Mb0/Fc0“. Naprosto totoZné bylo i

usporadani experimentu pro kontrolni rostliny, pSenici Bohemia.
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4.2.7 Odbeéry, zpracovani a fixace rostlin

Po umélé infekci rostlin patogenem F. culmorum byly postupné odebirany listy ato 1,2 a
8 dpi (dni po infekci) na izolaci RNA (Obr. 13). V 8 dpi pak byly odebirany také celé
rostliny na vizualni a mikroskopické vyhodnoceni.

Prvni den odbéru (1 dpi) byly odebrany listy ze tfi rostlin kazdé varianty (,Mb0/Fc0",
,MbO/Fc1“, Mb1/Fc0“, ,Mb1/Fc1“). V 1 dpi bylo tedy celkem odebrano 12 listl z pSenice a
také 12 listd B. distachyon tak, ze kazdy list byl odebran z jiné rostliny. Jednotlivé
odebirané listy byly celé, v€etné dvou mist predchozi infekce, nastfihany a vkladany
pfimo do jiz oznacenych 2ml odbérovych zkumavek. Poté ihned zamrazovany v tekutém
dusiku a umistovany do hlubokomrazici mrazni¢ky. Stejny postup byl aplikovan také v 2 a
8 dpi. Z téchto listl (odebranych v 1, 2 a 8 dpi) byla v dalsich krocich izolovana RNA.

Celkem tedy bylo z kazdé jednotlivé varianty odebrano 9 list(i (3 listy x 3 odbéry), a
jelikoz kazda varianta obsahovala pfi zaloZzeni pokusu 30 rostlin (6 rostlin x 5 kvétinacu)
jesté po odbérech zbylo 21 rostlin z kazdé varianty na dal$i analyzy. Z téchto zbyvajicich
rostlin byly odebrany listy (15 ks, protoze nékteré obilky nevykli€ily) a byly umistény
do 70% ethanolu (Obr. 13). U téchto listl probéhlo nasledné vizualni hodnoceni napadeni
(PRILOHA B, C, D, E, F, G, H, CH) a mikroskopické ovéfeni pfitomnosti makrokonidi
F. culmorum. Stupen nekrézy byl hodnocen procentualnim napadenim (PRILOHA A),
ziskana data byla poté zpracovana ANOVA a TUKEY testem pomoci aplikace Statistica.

V 8 dpi, po odbéru listd, byly vSechny rostliny vyjmuty ze substratu. Koreny
vybranych rostlin pSenice i B. distachyon vSech variant (,Mb0/Fc0®, ,MbO/Fc1*, ,Mb1/Fc0*,
,Mb1/Fc1“) byly promyty ve vodé a rostliny byly umistény do 70% ethanolu (Obr. 14). Tyto

rostliny byly dale vyuzity k mikroskopickému prokazani pfitomnosti endofytu M. bolleyi.

Obr. 13: Listy pSenice Bohemia v 70% ethanolu. Foto: Mgr. Pavel MatuSinsky Ph.D.
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Obr. 14: Rostliny pSenice Bohemia v 70% ethanolu. Foto: Mgr. Pavel MatuSinsky Ph.D.

4.2.8 Mikroskopovani

Mikroskopovani probéhlo k potvrzeni kolonizace koren(l rostlin endofytickym M. bolleyi.
Vzorky koren(, po odbéru umisténé do 70% ethanolu, byly poté po dobu 3 dnl umistény
do 1% roztoku hydroxidu sodného, po vyjmuti 3 h neutralizovany 1% roztokem kyseliny
chlorovodikové. Barveni probéhlo 0,05% roztokem anilinové modre v laktoglycerolu (Obr.
15).

Obr. 15: Chlamydospory M. bolleyi v kofenech pSenice Bohemia. Barveno 0,05% roztokem

anilinové modfe v laktoglycerolu. Pozorované pfi zvétSeni 400%. Foto: Pavla Polnicka.

Mikroskopovani bylo vyuzito také k potvrzeni kolonizace listll rostlin patogenem
F. culmorum. Listy, po odebrani taktéz fixované v 70% ethanolu, byly poté po 3 dny,
pro zviditelnéni nekrotickych ¢asti, umistény v 1% roztoku hydroxidu sodného, po vyjmuti
3 h neutralizovany 1% roztokem kyseliny chlorovodikové. Barveni probéhlo 0,05%

roztokem anilinové modre v laktoglycerolu (Obr. 16).
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Obr. 16: Konidie F. culmorum na listu. Barveno 0,05% roztokem anilinové modie v laktoglycerolu.
Pozorované pii zvétSeni 200x. Foto: Mgr. Pavel MatuSinsky Ph.D.

4.2.9 lzolace RNA s vyuzitim RNeasy® Plant Mini Kitu

Pomoci RNase AWAY™ Surface Decontaminant byla oSetfena pracovni plocha
pro eliminaci vyskytu RNAs, které by mohly poskodit izolovanou RNA. Kizolaci byly
pouzivany Spicky s filtrem a vyuzity i dalSi mikrozkumavky o objemech 2 a 1,5 ml, v kitu
neobsazené.

Hluboce zamrazené vzorky byly premistény do polystyrenové vany s tekutym
dusikem, aby nedochazelo k degradaci RNA vlivem zvySeni teploty. Do kazdého
ze vzorkl byla umisténa keramicka kulicka a pridano 450 pl lyzaéniho RLT pufru, pfedem
pfipraveného v prostiedi flowboxu. Nasledné probéhla homogenizace vzorkd,
pfi frekvenci 4 M/S, po dobu 1 min a jejich inkubace v termostatu pfi teploté 56 °C,
po dobu 2 min.

NUzkami, o$etfenymi pfipravkem RNase AWAY™ Surface Decontaminant, byla
postupné odstfihavana spodni ¢ast S$piCky, aby mohl byt homogenizovany obsah
zkumavek premistén do mikrozkumavek s adsorpéni kolonou, v kitu umisténych, fialové
zabarvenych. Vzorky byly po 2 min centrifugovany pfi maximalni hodnoté rpm (rounds per
minute, otd€ek za minutu). Nasledné doslo k jejich opatrnému vyjmuti z centrifugy a
odpipetovani supernatantu do novych mikrozkumavek o objemu 1,5 ml, ve snaze
neporusit pelet na dné.

K supernatantu byl nasledné pfidan poloviéni objem 96% ethanolu, nez byl objem
supernatantu pipetovany z fialovych mikrozkumavek v pfedchozim kroku. Pridavany
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objem ethanolu se pohyboval v rozmezi 100-150 pl. Opakovanym napousténim a
vypous$ténim obsahu mikrozkumavky automatickou pipetou doslo ke smiseni slozek
vzorku, ten byl nasledné prepipetovan do rGzovych mikrozkumavek, vyuzitych z kitu,
obsahujicich adsorpéni kolonu. Vzorky byly centrifugovany 1 min pfi 13 000 rpm,
odstfedéna tekutina vylita a kolony premistény do novych mikrozkumavek o objemu
1,5 ml. Do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano 350 pyl RW1 pufru. Probéhla opétovna
centrifugace (13 000 rpm, 1 min).

Z mrazni¢ky byly vyjmuty 4 mikrozkumavky o objemu 200 ul, s obsahem 20
DNAsy. Do kazdé z nich bylo pfidano 140 pyl RDD pufru a provedeno velmi opatrné
promiseni slozek, opét opakovanym napousténim a vypous$ténim obsahu zkumavky
automatickou pipetou.

Pfimo na adsorpéni membranu bylo aplikovano 78 ul DNAsy, pfipravené
v pfedchozim kroku. Vzorky byly nasledné 15 min inkubovany pfi pokojové teploté a
centrifugovany (13 000 rpm, 1 min).

Membrana rdzové kolony byla promyta 350 yl RW1 pufru a vzorky centrifugovany
pfi 13 000 rpm, po dobu 1 min. Kolona byla pfemisténa na novou sbérnou mikrozkumavku
o objemu 2 ml a promyta 500 ul RPE pufru, opét nasledovala centrifugace (13 000 rpm,
1 min). Posledni promyti bylo provedeno opakovanou aplikaci 500 uyl RPE pufru a
centrifugaci pfi 13 000 rpm, po dobu 2 min. Kolona byla pfemisténa na novou
2ml mikrozkumavku a pro vysu$eni izolované RNA probéhla centrifugace pfi maximalni
hodnoté rpm, po dobu 1 min.

Poté probéhlo premisténi kolony na radné oznacenou mikrozkumavku, ve které jiz
mél byt izolovany vzorek zamrazen pro dal$i pouziti. Pfimo na membranu kolony bylo
aplikovano 60 ul RNAse-free vody a centrifugaci (10 000 rpm, 1 min) RNA eluovana
do mikrozkumavky. Ta byla umisténa na led a provedeno méreni koncentrace pomoci
pfistroje NanoDrop (PRILOHA I, PRILOHA J).

4.2.10 Reverzni transkripce s vyuzitim Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis
Kitu

Z mrazniCky byly pro rozmrazeni vyjmuty potfebné roztoky &. 2, 4, 5, 6, 7, 8, vyjma

roztokl ¢. 1 a 3, které by vlivem zvyseni teploty degradovaly. Probéhla také pfiprava

200l mikrozkumavek.

Do 200ul mikrozkumavek bylo pipetovano po 1 ul roztoku €. 5 (Anchored oligo dT
primer), 2 pl roztoku €. 6 (OR Random Hexamer Primer) a 2,4 pl roztoku €. 8 (voda).
Pocet téchto mikrozkumavek byl volen podle poctu prepisovanych vzorkd. Vznikly roztok
byl promisen pomoci vortexu a centrifugovan na stolni centrifuze, aby bylo zajisténo, ze

zadna kapalina nezlstane pfilnuta na sténé mikrozkumavky.
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Z mrazniCky byly do chlazeného stojanu umistény taktéz i vzorky izolované RNA.
Do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano 25 ul RNA, promiseni roztok( probéhlo opatrnym
napousténim a vypousténim obsahu $pi¢ky automatické pipety.

Vzorky byly umistény do termocycleru na program RNA1 (10 min, 65 °C), kdy
probéhla denaturace RNA. Vzorky RNA byly vraceny zpét do hlubokomrazici mraznicky.

Mikrozkumavky byly po reakci vraceny do vyhlazeného stojanu. Do kazdé z nich
bylo postupné pipetovano 3 ul roztoku €. 3 (Protector RNase inhibitor), 12 pl roztoku ¢. 4
(Deoxynucleotide Mix), 6 ul roztoku ¢. 7 (DTT), 6,6 ul roztoku €. 1 (Transcriptor High
Fidelity Reverse Transcriptase) a 24 pul roztoku ¢. 2 (Transcriptor High Fidelity Reverse
Transcriptase reaction Buffer). Po pfidani posledni slozky byly roztoky v mikrozkumavce
napusténim a vypusténim obsahu Spi¢ky promiseny tak, aby na sténach mikrozkumavek
nezlstavala zadné kapicky kapaliny.

Mikrozkumavky byly vlozeny do termocykleru na program RNA2 (45 °C/85 °C,
30 min/5 min). Pfepsana cDNA byla vlozena do mraznicky a zamrazena na -20 °C. Poté
probéhlo provedeno méfeni koncentrace pomoci pfistroje Qubit (PRILOHA I,
PRILOHA J).

4.2.11 Real time PCR (qPCR)

Pfed qPCR analyzou byly potfebné vzorky cDNA nafedény na potfebnou koncentraci
5 ng/ul. Redéni probéhlo pro kazdy vzorek samostatn&, vzdy dle vychozi koncentrace
cDNA konkrétniho vzorku.

Pro gPCR analyzu obranného rostlinného genu BdPR1-5 byla vytvofena reakéni
smés, premix. Objem pfipravované smési byl vzdy volen dle mnozstvi analyzovanych
vzork(l. Reakéni smés pro jeden vzorek obsahovala 7,5 yl SYBR Green s obsahem DNA
polymerasy, 5,1 pl vody, 0,2 pl forward a 0,2 ul reverse primeru (Tab. 1). Vznikly roztok
byl promisen pomoci vortexu a centrifugovan na stolni centrifuze, aby bylo zajisténo, ze
zadna kapalina nezlistane pfilnuta na sténé mikrozkumavek.

Vzorky byly pfipravovany do stripl. Do kazdé jamky pro vzorek bylo pipetovano
13 pl namichaného premixu a 2 pyl cDNA konkrétniho vzorku ve tfech opakovanich kazdé
varianty. Vzorky cDNA mély koncentrace 5 ng/ul, jednotlivé vzorky tedy obsahovaly 10ng
cDNA. U vzork{l negativni kontroly byla misto cDNA pipetovana voda. Jako referencni
gen byl vyuzit gen BdUbi4, jako kontrolni vzorky byly vyuzity rostliny ,FcO/Mb0O*.

Vzorky byly vlozeny do termocykleru, kde probéhla qPCR reakce. Ziskana data byla
analyzovana s vyuzitim 2244 metody pomoci CFX Manager 3.0 software.

V rdmci analyzy bylo nutno zohlednit efektivitu qPCR reakce. Za pfedpokladu 100%
efektivity dochazi pfi kazdém cyklu ke zdvojnasobeni mnozstvi DNA. Efektivita byla
vypoétena ze vzorku ,MbO/Fc0“ (20-177) (PRILOHA J), pomoci CFX Manager 3.0
software, ze sklonu standardni kfivky. Standardni kfivka byla odvozena od fedici fady
vzorku, jez byla ziskana dvojkovym fedénim (10; 5; 2,5 a 1,25 ng cDNA).
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Ve své praci jsem pouzila metodu zalozenou na SYBR Green a bylo tedy nutné
ovérit, zda nedochazi ke vzniku nespecifickych produktd nebo primer dimerd. K tomu bylo
vyuzito analyzy kfivky tani. Ta by méla mit pro kazdy PCR produkt jeden vrchol,
nespecifické produkty pak obvykle mivaji jinou teplotu tani. Analyza kfivky tani probéhla

jako soucast qPCR reakce.
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5 VYSLEDKY

5.1 Prokazani uspésné inokulace korenu M. bolleyi

Mikroskopovani potvrdilo pfitomnost M. bolleyi v kofenech ,Mb1“ rostlin pSenice Bohemia
i B. distachyon, potvrdilo taktéz i jeho absenci v korfenech ,Mb0* rostlin (Obr. 17).

Obr. 17: Dikaz pritomnosti chlamydospor M. bolleyi v kofenech p3enice Bohemia (dole)
pozorované pfi zvétSeni 400x a kofenech B. distachyon (nahoie) pozorované pii zvétSeni 200x.
Foto: Pavla Polnicka.

52 Prokazani uspésné infekce patogenem F. culmorum

Mikroskopovani listd ,Fc1“ rostlin pSenice Bohemia a B. distachyon pritomnost

F. culmorum potvrdilo, naopak u rostlin ,,Fc0* jeho pfitomnost potvrzena nebyla (Obr. 18).
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Obr. 18: Dilkaz piitomnosti konidii F. culmorum v listech pSenice Bohemia. Barveno 0,05%

roztokem anilinové modie v laktoglycerolu. Pozorované pii zvétSeni 400x. Foto: Mgr. Pavel
MatuSinsky Ph.D.
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53 Vyhodnoceni napadeni listt

VSechny listy rostlin, B. distachyon i pSenice Bohemia, nesly znamky poskozeni
Pasteurovou pipetou, nebot vSechny byly inokulovany, at uz patogenem ¢i pouze vodou.
U ,MbO/Fc0“ ani ,Mb1/Fc0" rostlin nebyla v mistech infikace pfitomna nekréza,
nebot na né nebylo aplikovano patogenni F. culmorum.
Listy rostlin ,MbO/Fc1“ a ,Mb1/Fc1“ nesly nekroticka poskozeni, nebot u nich
aplikace patogenniho F. culmorum probéhla a prokazatelné tedy byla u¢innd. Listy rostlin
,Mb1/Fc1“ byly jiz pfi pfedbézném vizualnim zhodnoceni méné poskozeny nez listy rostlin

,MbO/Fc1, nebot obsahovaly i M. bolleyi eliminujici patogeni vliv F. culmorum.

5.3.1 Statistické hodnoceni

Ke statistickému vyhodnoceni napadeni listl vSak bylo treba ziskat konkrétni data. Diky
tomu, ze listy byly po odbéru (v 8 dpi) umistény (mimo jinych €inidel) do roztoku hydroxidu
sodného, doslo ke zviditelnéni nekrotickych €asti a bylo mozno napadeni v misté
predchoziho poskozeni Pasteurovou pipetou efektivné vyhodnotit (Obr. 19, Obr. 20).
Vyhodnoceni probé&hlo uréenim procenta napadeni kruznice (PRILOHA A), jejiz tvar neslo
kazdé infikované misto diky poskozeni pipetou. Konkrétni procenta napadeni pak byla
zaznamenana (PRILOHA B-PRILOHA CH) a dale zpracovéna.
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Obr. 19: Ukazka vyhodnocovanych listli pSenice Bohemia, konkrétné stupné napadeni patogenem

~
N

F. culmorum. Na obrazcich jsou fotografie nékolika infikovanych ¢asti listd rostlin ,Mb0/Fc0* (vievo
nahofe), ,Mb1/Fc0“ (vpravo nahofe), ,Mb0/Fc1“ (vlevo dole), ,Mb1/Fc1“ (vpravo dole). Listy byly
odebrany v 8 dpi, poté umistény do 70% ethanolu, 1% roztoku hydroxidu sodného, nakonec do 1%
roztoku kyseliny chlorovodikové. Foto: Mgr. Pavel MatuSinsky Ph.D.
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Obr. 20: Ukazka vyhodnocovanych listi B. distachyon, konkrétné stupné napadeni patogenem
F. culmorum. Na obrazcich jsou vyfotografie nékolika infikovanych ¢asti listd rostlin ,Mb0/Fc0“
(vlevo nahofie), ,Mb1/Fc0“ (vpravo nahofe), ,Mb0/Fc1“ (vlevo dole), ,Mb1/Fc1“ (vpravo dole). Listy
byly odebrany v 8 dpi, poté umistény do 70% ethanolu, 1% roztoku hydroxidu sodného, nakonec
do 1% roztoku kyseliny chlorovodikové. Foto: Mgr. Pavel MatuSinsky Ph.D.

Statistické vyhodnoceni ziskanych dat probéhlo v aplikaci Statistica, konkrétné byly
spole¢né s vedoucim prace provedeny testy ANOVA (Tab. 3, Tab. 5) a TUKEY (Tab. 2,
Tab. 4). Dosazené vysledky potvrdily statisticky rozdilné vysledky vizualniho hodnoceni
mezi variantami s inokulaci endofytem a bez inokulace endofytem.

Rostliny ,Mb0/Fc1* byly statisticky vice napadeny nez rostliny ,Mb1/Fc1“. U rostlin
psSenice se jednalo o prlimérnou hodnotu nekrézy 46,5 % pro ,Mb0/Fc1“ rostliny, zatimco
pro ,Mb1/Fc1“ rostliny pSenice to bylo jen 16,2 % (Tab. 2). U rostlin B. distachyon byl
rozdil mézi témito skupinami jesté vétsi. Pro ,Mb0/Fc1“ rostliny byla primérna hodnota
nekrézy 51,8 %, pro ,Mb1/Fc1“ rostliny pouhych 14,3 % (Tab. 4).

Provedena statistickd analyza tedy prokazala, ze pfitomnost M. bolleyi v rostliné

snizuje pfiznaky napadeni po infekci rostliny patogenni houbou F. culmorum.
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Tab. 2.: Zakladni statistické Udaje ziskané z procentudlnich hodnot napadeni listl p$enice
(PRILOHA B-PRILOHA E).

. Pocet Soucet Priimérna
Rostliny vzorku hodnot hodnota Rozptyl hodnot
MbO/Fc1 30 1395 46,50000* 1060,6030
Mb1/Fc1 30 485 16,16667 701,1782

statisticky prikazny rozdil (TUKEY test; hranice vyznamnosti 0,05) je oznacen *

Tab. 3: Vysledné hodnoty testu ANOVA provedeného na procentudlnich hodnotach napadeni list
pSenice (PRILOHA B-PRILOHA E).

Zdroj stupné .
variability SS volnosti MS F P F krit
Iylev2| 13801,67 1 13801,6700 15,66785 0,000209 4,006873
vybéry
Vsechny
vybary 51091,67 58 880,8908

Celkem  64893,33 59

Tab. 4: Zakladni statistické (daje ziskané z procentualnich hodnot napadeni listl B. distachyon
(PRILOHA F-PRILOHA CH).

. Pocet Soucet Pramérna Rozptyl
Rostliny vzorku hodnot hodnota hodnot
Mb0/Fc1 30 1555 51,83333* 961,1782
Mb1/Fc1 30 430 14,33333 535,7471

statisticky prukazny rozdil (TUKEY test; hranice vyznamnosti 0,05) je oznacen *

Tab. 5: Hodnoty testu ANOVA provedeného na procentudlnich hodnotach napadeni list
B. distachyon (PRILOHA F-PRILOHA CH).

Zdroj . .
variabiity ss Rozdil MS F P F krit
Mezi 21093,75 1 21003,75 2818277 82 4006873
vybéry 06
Vsechny 041083 58 7484626
vybéry

Celkem 64504,58 59
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5.4  Testovani primert pro geny PR1-5a Ubi4

Po provedeni qPCR reakce probéhlo testovani vzniklych produkt(l. To bylo provedeno
pro vzorek ,Mb0/Fc0“ (20-177) (PRILOHA J) a jeho koncentrace 10, 5; 2,5 a 1,25 ng/ul,
vzdy ve dvou opakovanich.

Nize vlozené grafy byly ziskdny pomoci CFX Manager 3.0 software.

5.4.1 Krivka tani

Analyza kfivek tani prokazala jeden vrchol kfivky u obou genud. To doklada, ze pii gPCR
byl pro gen PR1-5i gen Ubi4 amplifikovan pouze jeden produkt a nedochazelo ke vzniku

dimerQ vyuzitych primer(i (Graf 1, Graf 2).
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Graf 1: Kfivka tani genu PR1-5 pfi qPCR.
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Graf 2: Kfivka tani genu Ubi4 pfi qPCR.
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5.4.2 Efektivita reakce

Efektivita gqPCR rekace byla pro gen PR1-5 86,6 % (Graf 3). Pro kontrolni gen Ubi4 pak
95,8 % (Graf 4).
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Graf 3: Efektivita reakce qPCR pro gen PR1-5. Klesajici hodnota Cq znaci zvySujici se koncentraci

cDNA
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Graf 4: Efektivita reakce qPCR pro gen Ubi4. Klesajici hodnota Cq znaci zvySujici se koncentraci
cDNA.
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5.4.3 Dvojkové redéni

Vzhledem k tomu, ze do reakce bylo pfidavano fluorescenéni barvivo SYBR Green, byla
béhem gPCR reakce emitovana fluorescence. Tento fluorescencéni signal odpovida
mnozstvi cDNA pfitomnému v reakci, kdy se s kazdym cyklem intenzita fluorescence, a
tedy i mnozsvi cDNA zvySuje (Graf 5, Graf 6). Tato anlalyza slouzila k vypoctu efektivity
reakce viz. kapitola 5.4.2.
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Graf 5: Dvojkové fedéni pro gen PR1-5.
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Graf 6: Dvojkové fedéni pro gen Ubi4.
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55 Statisticka analyza exprese genu

Statistické vyhodnoceni exprese bylo provedeno pomoci CFX Manager 3.0 software

pouze pro B. distachyon (pro pSenici nikoli) a bylo mi poskytnuto vedoucim prace.

5.5.1 Statisticka analyza exprese genu PR71-5po qPCR

Hodnocena byla exprese genu PR1-5 metodou gPCR. Tato analyza prokazala, ze rostliny
,Fc1 vykazovaly oproti rostlindm ,Fc0“ zvySenou expresi studovaného genu, konkrétné
v1 dpi a 2 dpi (Graf 7). V 8 dpi jiz nebyly rozdily prikazné. U infikovanych rostlin
B. distachyon byl tedy prokézéan vliv F. culmorum na expresi genu PR1-5.
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Graf 7: Graf analyzy exprese genu PR1 ve dnech 1 dpi (4 hodnoty vlevo), 2 dpi (4 hodnoty
uprostied), 8 dpi (4 hodnoty vpravo). Symbol * znaci, ze rozdil mezi zkoumanymi skupinami je
2 99 % prikazny (P<0,01). Mira exprese genu PR1 je u uvedenych variant a dpi pouze relativni —
je vztazena k hodnoté prvniho grafu ,Mb0/Fc0, 1 dpi“. Graf byl vytvofen pomoci software CFX

Maestro.

5.5.2 Statisticka analyza exprese genu PR1-5a Ubi4

Z hodnoceni exprese genu PR1-5 vyplyva, ze hodnot P nizSich nez 0,05 a tedy i
prikaznych rozdill, bylo dosazeno u variant ,Fc1“ v1 a 2 dpi (Tab. 4-Tab. 6).
Mezi variantami ,Mb1“ a ,Mb0“ nebyly zaznamenany prikazné rozdily v zadném z dpi.
Tyto vysledky tedy potvrdily hypotézu, ze M. bolleyi v rostlindch nemélo na expresi genu
PR1-5 zadny vliv (Tab. 7-Tab. 9).

Statisticka analyza byla provedena taktéz pro referenéni gen Ubi4. Zde nebyly
zadné z hodnot P, ani pro varianty ,Fc1“ vs. ,Fc0, ani pro varianty ,Mb1“ vs. ,Mb0* nizSi
nez 0,05, ani v jednom terminu odbéru 1, 2 a 8 dpi (Tab. 4-Tab. 9). Ubi4 byl tedy jako

referenc¢ni gen zvolen spravné a splnil sv{j ucel.
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Tab. 4: Vliv F. culmorum na expresi genti PR1 a Ubi4 v 1 dpi.

Source Gen SS df MS F P
PR1 0.00015 1 0.00015 28.517 0.000104291247000
Bio Group
Ubida 0.05417 1 0.05417 0.153 0.701491584300000
PR1 0.00008 14 0.00001
Residuals
Ubi4 4.95383 14 0.35385
Tab. 5: Vliv F. culmorum na expresi genli PR1 a Ubi4 v 2 dpi.
Source Gen SS df MS F P
PR1 0.00017 1 0.00017 12.887 0.002957716805000
Bio Group
Ubi4 0.07687 1 0.07687 0.134 0.719536821000000
PR1 0.00018 14 0.00001
Residuals
Ubi4 8.01542 14  0.57253
Tab. 6: Vliv F. culmorum na expresi genli PR1 a Ubi4 v 8 dpi.
Source Gen SS df MS F P
PR1 0.00004 1 0.00004 0.220 0.646474910900000
Bio Group
Ubi4  0.02884 1 0.02884  0.241 0.631231341700000
PR1 0.00260 14 0.00019
Residuals
Ubi4  1.67660 14 0.11976
Tab. 7: Vliv M. bolleyi na expresi genti PR1 a Ubi4 v 1 dpi.
Source Gen SS df MS F P
PR1 0.00004 1 0.00004 2543 0.133119252200000
Bio Group
Ubi4  0.04876 1 0.04876  0.138 0.716192712400000
PR1 0.00019 14 0.00001
Residuals
Ubi4  4.95925 14  0.35423
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Tab. 8: Vliv M. bolleyi na expresi genti PR1 a Ubi4 v 2 dpi.

Source Gen SS df MS F P
PR1 0.00007 1 0.00007 3.360 0.088132034950000
Bio Group
Ubi4 0.10582 1 0.10582 0.186  0.673245352400000
PR1 0.00029 14 0.00002
Residuals

Ubi4  7.98647 14 0.57046

Tab. 9: Vliv M. bolleyi na expresi genti PR1 a Ubi4 v 8 dpi.

P

Source Gen SS df MS F
PR1 0.00005 1 0.00005 0.248
Bio Group
Ubi4 0.00007 1 0.00007 0.001
PR1 0.00260 14 0.00019
Residuals

Ubi4  1.70536 14 0.12181

0.626234101100000

0.980716209000000
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6 DISKUZE

Pfi vyzkumu urcitého organismu je nejlep§i metodou jeho vyzkumu vyuziti jeho
samotného (Fitzgerald et al., 2015). Pfi vyzkumu hospodaisky vyznamnych obilovin by se
tedy mohlo jevit jako vyhodné tyto obiloviny vyuzivat. Nicméné jsou pravé pro svoji
velikost, délku zivotniho cyklu a rozsahly genom nevhodné (Fitzgerald et al, 2015).
K vyzkumu obilovin se pak nehodi ani A. thaliana, model dvoudéloznych rostlin, a to kv(li
odliSnostem dvoudéloznych rostlin od jednodéloznych (Brkljacic et al., 2011).

V moji bakalarské praci bylo tedy vyuzivano B. distachyon, modelovy organismus
efektivné vyuzitelny pro jednodélozné rostliny, a to diky svému malému vzrastu, kratké
generacni dobé a samosprasnosti (Brkljacic et al., 2011; Garvin, 2008; Vain, 2011; Vogel
et Bragg, 2009). Davodem byl také fakt, Zze B. distachyon se Siroce uplatruje
v rostlinolékarstvi, na které byla prace zamérena. Navic je nachylné k infekci patogeny
predstavujicimi problémy i pfi napadeni obilovin (Fitzgerald et al., 2015).

Druhou rostlinou, vyuzitou v moji praci byla pSenice, hospodarsky nepostradatelna
rostlina, jejiz choroby chronicky limituji vynosy a zpuUsobuji znacné zemédélské ztraty
(Oerke, 2006).

Pfi vyzkumech zaméfenych na B. distachyon jiz byla prokazana celd frada
mikroorganism(, které dokazou tento modelovy organismus napadat (Fitzgerald et al.,
2015). Mezi né patfi i patogeny rodu Fusarium (Peraldi et al., 2011), mimo jiné schopné
infikovat vétSinu rodd kulturnich rostlin, véetné vsech ¢lenl Celedi Poeaceae. Fusarium
napadajicich obiloviny (Jestoi et al. 2004; Parry et al., 1995). Vzhledem K jejich Sirokému
vyznamu ve fytopatologii byly vyuzity i v moji praci. Vyuzit byl konkrétné patogenni
organismus F. culmorum, kterym se bez obtizi podafilo infikovat oba druhy testovanych
rostlin, B. distachyon i pSenici.

Vzhledem k tomu, Ze predmétem moji prace bylo zkoumani vlivli dvou houbovych
organism0, patogenniho a endofytického, bylo tfeba zvolit vhodny endofyt. Tim se stalo
M. bolleyi, organismus, ktery velmi ¢asto osidluje byliny, pfedevsim pak rostliny z ¢eledi
Poaceae. VVzhledem ke skuteCnosti, ze na pSeni€nych kofenech bylo pravé M. bolleyi
prokazano jako nejCastéji se vyskytujici endofyt (Reinecke, 1978; Reinecke et Fokkema,
1981), bylo jeho zvoleni za timto uéelem vcelku logické. Od této houby pak byly
oCekavany endofytické vlastnosti, tedy schopnost eliminovat rozliéna rostlinna
onemocnéni a také nemit na hostitelsky organismus patogenni vliv (Fox-Roberts et
Deacon, 1988). Inokulace pSenice pomoci M. bolleyi probéhla dle oéekavani. Na
B. distachyon dosud tento krok provadén nebyl, inokulace se vSak zdafila.

Po Uspésné inokulaci téchto houbovych organism( bylo tfeba prokazat jejich
vlastnosti, konkrétné pak vliv M. bolleyi na ovlivnéni pfiznak(l zplUsobenych patogenem

F. culmorum pfi jejich spoleéné interakci. Schopnost M. bolleyi eliminovat patogeny byla
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jiz drive prokazana u riznych rostlinnych onemocnéni (Fox-Roberts et Deacon, 1988),
konkrétné pak napfiklad pfi interakci s O. yallundae zpUsobuijici stéblolam (Hinton et Parry
1993) &i pfi kontaktu s G. graminis, zpUsobujici ¢ernani korfenl a baze stébel obilnin (Kirk
et Deacon 1987a). Tato schopnost byla dfive prokazana i pfi interakci s F. culmorum
(Spiegel et Schonbeck, 1991) a byla potvrzena i v moji praci.

Jiz pfi prfedbézném vizualnim hodnoceni bylo patrné, ze rostliny ,Mb0/Fc1*
vykazovaly vy$8i miru napadeni nez rostliny ,Mb1/Fc1“. Statisticky zpracovana data
to potvrdila. U rostlin pSenice Cinila primérna hodnota nekrézy pro ,Mb0/Fc1“ rostliny
46,5 %, pro ,Mb1/Fc1“ rostliny 16,2 %. U rostlin B. distachyon byl rozdil jesté vétsi, pro
,MbO/Fc1“ rostliny byla primérna hodnota nekrézy 51,8 %, pro ,Mb1/Fc1* rostliny 14,3 %.
Analyza dat tedy potvrdila, ze pfitomnost M. bolleyi v rostliné snizuje rozsah nekrotického
poskozeni rostlin po infekci rostliny F. culmorum.

Pfi houbové infekci dochazelo k interakcim mezi patogenem a rostlinou, ta ovliviiuje
expresi rlznych genu, které jsou spojené s obranou rostliny. Pri infekci B. distachyon
houbami rodu Fusarium mulze byt odliSné exprimovano az 2500 genu (Powell et al.,
2017). Jednim z takovych genu je i gen PR1-5 (Powell et al., 2017), kvantifikovany v moji
praci. Studiem téchto gend je mozno ziskat vhled do interakénich mechanismiu mezi
patogenem a rostlinou (Ma et al., 2009). Geny reagujici na infekci Ize identifikovat
analyzou RNA (Powell et al., 2017), ktera se ziskava ze zmrazenych listd rostlin. Hladiny
mRNA kandidatnich genl jsou nasledné analyzovany pomoci qPCR, pfi které je k mRNA
syntetizovana komplementarni cDNA. Diky vyuziti specifickych primerd je nasledné
provedena hybridizace ke konkrétnim oblastem transkriptu (Klickstein et al., 2001; Rozen
et Skaletsky, 2000).

Stejnd analyza byla provedena i v moji praci, kdy byly analyzovany rizné
listy. Bez napadeni, listy napadené pouze M. bolleyi, pouze F. culmorum Ci
kolonizované obéma houbami zaroven. Diky tomu pak bylo mozné stanovit hladiny genu
PR1-5 pfi véech kombinacich a urcit konkrétni vlivy kazdého z houbovych organism( pfi
interakci s rostlinou. Tyto vlivy bylo mozno uré€it analyzou miry exprese genu PR71-5
v jednotlivych variantach. PR geny jsou totiz uziteCnymi nastroji pro sledovani priibéhu
imunitnich reakci Brachypodium na specifické patogeny a pfi napadeni rostliny vzrista
jejich exprese (Kouzai et al., 2016; Powell et al., 2017).

Vysledky prace potvrdily, Zze na expresi genu PR1-5 méla vliv infekce F. culmorum,
naopak inokulace rostlin endofytem M. bolleyi expresi tohoto genu nijak neovlivnila. Tato
skute€nost byla prokazana v1 a 2 dpi. V8 dpi jiz ovlivnéni exprese genu PR17-5
patogenem potvrzeno nebylo, vliv patogenu jiz po této dobé odeznél. Nicméné u vSech
testovanych variant doslo v 8 dpi k narustu exprese genu PR1-5 oproti pfedchozim dvéma
terminim odbéru, pravdépodobné vlivem vysokych teplot ve skleniku, kterym mohly byt

vSechny rostliny vystaveny.
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7  ZAVER
V bakalarské praci se podafilo prokazat, ze houbové organismy, M. bolleyii F. culmorum,
maji schopnost kolonizovat testované rostliny, psenici a B. distachyon.

Dale bylo potvrzeno, ze endofytické houbové organismy vykazuji schopnost
eliminovat patogenni projevy fusariovych chorob. Tento fakt byl konkrétné prokazan
na endofytickém organismu M. bolleyi, ktery pfi interakci s patogenem F. culmorum
eliminoval jeho negativni ucinky a rozvoj infekce na testovanych rostlinach, pSenici a
B. distachyon.

Pokud byly vyuzivané rostliny infikovany pouze M. bolleyi Ci pouze F. culmorum,
taktéz byly potvrzeny oéekavané predpoklady. Infekce samotnym M. bolleyi nevedla
k patogenim projevim tohoto organismu a potvrdila tak jeho endofytické vlastnosti.
Infekce samotnym F. culmorum pak na rostlinach vedla k nekrézam, statisticky
vyznamnéj$im nez pfi interakci s M. bolleyi.

Co se tyCe posouzeni exprese markerového genu PR1-5, ktery byva zapojen
do obrannych procest rostlin, v 1 a 2 dpi bylo potvrzena vyssi mira exprese tohoto genu
u ,Fc1“ rostlin oproti ,Fc0® rostlinam, ve dni 8 dpi jiz nikoli, vliv patogenu na expresi genu
PR1-5v tomto terminu jiz odeznél.

Bylo potvrzeno, ze endofytickd houba M. bolleyi neméla na expresi zkoumaného

genu vliv v zadném z termint odbéru.
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9 PRILOHY

PRILOHA A: Schéma, podle néhoz byl uréovan stupef napadeni listu v misté poskozeni

rostliny Pasteurovou pipetou.
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00
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PRILOHA B: Hodnoty stupné napadeni jednotlivych listl rostlin psenice pro varianty
,MbO/Fc1“ v 8 dpi. Cisla 1-5 znaci kvétiénace 1-5, 6 opakovani kazdého Cisla pak znadi

6 nekrdéz, hodnocenych na trech listech.

endofyt patogen opakovani na ps at:g:iﬁ [%]
MboO Fet o 0
MbO Fc1 1 40
Mb0 Fc1 1 10
Mb0 Fc1 1 0
MbO0 Fci 1 50
MbO0 Fci 1 50
Mb0 Fc1 2 75
MbO0 Fct 2 50
MbO0 Fc1 2 100
MbO Fci 2 50
Mb0 Fci 2 90
Mb0 Fct 2 50
MbO0 Fc1 3 100
MbO Fc1 3 100
Mb0 Fc1 3 50
Mb0 Fc1 3 25
MbO0 Fc1 3 75
MbO Fc1 3 25
Mb0 Fc1 4 25
Mb0 Fc1 4 0
MbO0 Fci 4 30
MbO Fc1 4 10
Mb0 Fc1 4 100
MbO0 Fct 4 50
MbO0 Fci 5 90
MbO Fc1 5 50
Mb0 Fc1 5 50
Mb0 Fc1 5 0
MbO0 Fci 5 30
5

MbO Fct 10
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PRILOHA C: Hodnoty stupné napadeni jednotlivych listi rostlin pSenice pro varianty
,Mb1/Fc1“ v 8 dpi. Cisla 1-5 znagi kvétiénace 1-5, 6 opakovani kazdého &isla pak znaéi

6 nekréz, hodnocenych na trech listech.

endofyt patogen opakovani na;::ggr?iﬁ [%]
Mb1 Fc1 1 25
Mb1 Fc1 1 10
Mb1 Fct 1 50
Mb1 Fc1 1 25
Mb1 Fc1 1 75
Mb1 Fct 1 0
Mb1 Fc1 2 75
Mb1 Fct 2 5
Mb1 Fct 2 0
Mb1 Fct 2 0
Mb1 Fct 2 0
Mb1 Fct 2 0
Mb1 Fct 3 5
Mb1 Fct 3 5
Mb1 Fct 3 0
Mb1 Fct 3 0
Mb1 Fct 3 5
Mb1 Fct 3 0
Mb1 Fct 4 5
Mb1 Fct 4 0
Mb1 Fc1 4 10
Mb1 Fct 4 50
Mb1 Fct 4 100
Mb1 Fc1 4 10
Mb1 Fct 5 0
Mb1 Fct 5 0
Mb1 Fct 5 10
Mb1 Fct 5 10
Mb1 Fct 5 5
Mb1 Fct 5 5
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PRILOHA D: Hodnoty stupné napadeni jednotlivych listd rostlin pSenice pro varianty
,MbO/Fc0“ v 8 dpi. Cisla 1-5 znati kvétitnace 1-5, 6 opakovani kazdého ¢isla pak znaci

6 nekréz, hodnocenych na trech listech.

endofyt patogen opakovani na:atgzﬁ?[%]
MbO0 FcO 1 0
MbO Fco 1 0
Mb0 FcO 1 0
MbO0 FcO 1 0
MbO FcO 1 0
Mb0 FcO 1 0
MbO0 FcO 2 0
MbO FcO 2 0
Mb0 FcO 2 0
MbO0 FcO 2 0
MbO FcO 2 0
Mb0 FcO 2 0
MbO0 FcO 3 0
MbO FcO 3 0
Mb0 FcO 3 0
MbO0 FcO 3 0
MbO FcO 3 0
Mb0 FcO 3 0
MbO0 FcO 4 0
MbO FcO 4 0
Mb0 FcO 4 0
MbO0 FcO 4 0
MbO FcO 4 0
Mb0 FcO 4 0
MbO0 FcO 5 0
MbO FcO 5 0
Mb0 FcO 5 0
MbO0 FcO 5 0
MbO FcO 5 0
Mb0 FcO 5 0
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PRILOHA E: Hodnoty stupné napadeni jednotlivych listl rostlin pSenice pro varianty
,Mb1/Fc0“ v 8 dpi. Cisla 1-5 znaci kvétiénace 1-5, 6 opakovani kazdého ¢isla pak znaci

6 nekréz, hodnocenych na trech listech.

endofyt patogen opakovani n a:::z:? [%]
Mb1 FcO 1 0
Mb1 Fc0 1 0
Mb1 FcO 1 0
Mb1 Fc0 1 0
Mb1 FcO 1 0
Mb1 FcO 1 0
Mb1 Fc0 2 0
Mb1 FcO 2 0
Mb1 FcO 2 0
Mb1 Fc0 2 0
Mb1 FcO 2 0
Mb1 FcO 2 0
Mb1 FcO 3 0
Mb1 FcO 3 0
Mb1 FcO 3 0
Mbf1 Fc0 3 0
Mb1 FcO 3 0
Mb1 Fc0 3 0
Mb1 FcO 4 0
Mb1 FcO 4 0
Mb1 FcO 4 0
Mb1 FcO 4 0
Mb1 FcO 4 0
Mb1 FcO 4 0
Mb1 FcO 5 0
Mb1 FcO 5 0
Mbf1 Fc0 5 0
Mb1 FcO 5 0
Mb1 Fc0 5 0
Mb1 Fc0 5 0
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PRILOHA F: Hodnoty stupné napadeni jednotlivych listli rostlin B. distachyon pro varianty
,MbO/Fc1“ v 8 dpi. Cisla 1-5 znagi kvétitnace 1-5, 6 opakovani kazdého cisla pak znaci

6 nekréz, hodnocenych na tiech listech.

endofyt patogen opakovani na ps atggr?iﬁ [%]
MbO Fet 1 90
MbO0 Fct 1 90
MbO0 Fci 1 50
Mb0 Fci 1 90
MbO0 Fct 1 75
MbO0 Fci 1 25
Mb0 Fci 2 10
MbO0 Fci 2 10
MbO0 Fct 2 50
Mb0 Fci 2 50
Mb0 Fci 2 75
MbO0 Fct 2 35
MbO0 Fci 3 90
Mb0 Fci 3 75
MbO0 Fci 3 90
MbO0 Fct 3 90
Mb0 Fci 3 5
Mb0 Fci 3 75
MbO0 Fct 4 75
MbO0 Fci 4 90
Mb0 Fci 4 50
MbO0 Fci 4 50
MbO0 Fct 4 S
MbO0 Fci 4 50
Mb0 Fci 5 25
MbO0 Fct 5 5
MbO0 Fci 5 50
Mb0 Fci 5 0
MbO Fci 5 50
5 30

MbO Fc1
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PRILOHA G: Hodnoty stupné napadeni jednotlivych listl rostlin B. distachyon pro varianty
,Mb1/Fc1“ v 8 dpi. Cisla 1-5 znaéi kvéticnace 1-5, 6 opakovani kazdého cCisla pak znaci

6 nekroz, hodnocenych na tfech listech.

endofyt patogen opakovani n a:atggr?iﬁ [%]

Mb1  Fol 1 5
Mb1 Fc1 1 5
Mb1 Fci 1 10
Mb1 Fci 1 0
Mb1 Fc1 1 0
Mb1 Fc1 1 0
Mb1 Fci1 2 50
Mb1 Fci 2 50
Mb1 Fc1 2 0
Mb1 Fc1 2 0
Mbf1 Fc1 2

Mb1 Fc1 2 10
Mb1 Fc1 3 25
Mb1 Fc1 3 25
Mb1 Fci1 3 5
Mb1 Fci 3 5
Mb1 Fc1 3 5
Mb1 Fc1 3 5
Mb1 Fc1 4 0
Mb1 Fc1 4 0
Mb1 Fc1 4 0
Mb1 Fc1 4 S
Mb1 Fc1 4 0
Mb1 Fc1 4 0
Mb1 Fc1 5 10
Mb1 Fci 5 0
Mb1 Fc1 5 90
Mb1 Fc1 5 75
Mbf1 Fc1 5 25
Mb1 Fc1 5 25
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PRILOHA H: Hodnoty stupné& napadeni jednotlivych listd rostlin B. distachyon pro varianty
,MbO/Fc0“ v 8 dpi. Cisla 1-5 znadi kvétiénace 1-5, 6 opakovani kazdého Cisla pak znadi

6 nekréz, hodnocenych na trech listech.

stupen

endofyt patogen opakovani o adeni [%]
MbO FcO 1 0
Mb0 Fco 1 0
Mb0 Fco 1 0
MbO Fco 1 0
Mb0 Fco 1 0
Mb0 Fco 1 0
Mb0 Fco 2 0
MbO FcO 2 0
Mb0 Fco 2 0
Mb0 Fco 2 0
Mb0 Fco 2 0
Mb0 Fco 2 0
Mb0 Fco 3 0
Mb0 Fco 3 0
Mb0 Fco 3 0
Mb0 Fco 3 0
Mb0 Fco 3 0
Mb0 Fco 3 0
Mb0 FcO 4 0
Mb0 FcO 4 0
MbO Fco 4 0
MbO Fco 4 0
Mb0 FcO 4 0
Mb0 Fco 4 0
Mb0 Fco 5 0
Mb0 Fco 5 0
Mb0 FcO 5 0
Mb0 Fco 5 0
MbO Fco 5 0
MbO Fco 5 0
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PRILOHA CH: Hodnoty stupné napadeni jednotlivych listd rostin B. distachyon
pro varianty ,Mb1/Fc0“ v 8 dpi. Cisla 1-5 znadi kvétiénaée 1-5, 6 opakovani kazdého

Cisla pak znaci 6 nekréz, hodnocenych na trech listech.

endofyt patogen opakovani na;::fa)r?iﬁ [%]
Mb1 FcO 1 0
Mb1 FcO 1 0
Mb1 FcO 1 0
Mb1 FcO 1 0
Mb1 FcO 1 0
Mb1 FcO 1 0
Mb1 FcO 2 0
Mb1 FcO 2 0
Mb1 FcO 2 0
Mb1 FcO 2 0
Mb1 FcO 2 0
Mb1 FcO 2 0
Mb1 FcO 3 0
Mb1 FcO 3 0
Mb1 FcO 3 0
Mb1 FcO 3 0
Mb1 FcO 3 0
Mb1 FcO 3 0
Mb1 FcO 4 0
Mb1 FcO 4 0
Mb1 FcO 4 0
Mb1 FcO 4 0
Mb1 FcO 4 0
Mb1 FcO 4 0
Mb1 FcO 5 0
Mb1 FcO 5 0
Mb1 FcO 5 0
Mb1 FcO 5 0
Mb1 FcO 5 0
Mb1 FcO 5 0
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PRILOHA I: Charakteristiky jednotlivych vzorkl pSenice Bohemia, koncentrace RNA z nich
izolované — mérené pristrojem NanoDrop a koncentrace cDNA (pfepsané z RNA rostlin) —

mérené pristrojem Qubit.

75

oy tostina Varens gy koncentiace koneentace
20-140 pSenice MbO0/Fc0 1 241,0 29,4
20-141 pSenice MbO0/Fc0 1 350,0 56,2
20-142 pSenice Mb0/Fc0 1 nemereno nemereno
20-143 pSenice MbO0/Fc1 1 2045 27,0
20-144 psSenice MbO/Fc1 1 339,0 47,2
20-145 psSenice MbO/Fc1 1 nemeéreno nemeéreno
20-146 psenice Mb1/Fc0 1 230,3 16,4
20-147 pSenice Mb1/Fc0 1 168,0 43,6
20-148 pSenice Mb1/Fc0 1 nemeéreno nemeéreno
20-149 pSenice Mb1/Fc1 1 165,2 28,6
20-150 psSenice Mb1/Fc1 1 190,0 34,8
20-151 psSenice Mb1/Fc1 1 nemeéreno nemeéreno
20-152 pSenice MbO/Fc0 2 165,8 31,4
20-153 psSenice Mb0/Fc0 2 500,0 57,6
20-154 pSenice MbO0/Fc0 2 nemeéreno nemeéreno
20-155 pSenice MbO/Fc1 2 128,0 21,4
20-156 pSenice MbO0/Fc1 2 394,0 51,6
20-157 psSenice MbO0/Fc1 2 nemeéreno nemereno
20-158 pSenice Mb1/Fc0 2 178,0 33,8
20-159 psenice Mb1/Fc0 2 475,0 54,0
20-160 pSenice Mb1/Fc0 2 nemeéreno nemeéreno
20-161 psSenice Mb1/Fc1 2 259,0 39,6
20-162 usenice Mb1/Fc1 2 484,0 58,8
20-163 pSenice Mb1/Fc1 2 nemeéreno nemeéreno
20-164 pSenice Mb0/Fc0 8 127,0 12,5
20-165 pSenice Mb0/FcO0 8 110,6 11,4
20-166 pSenice Mb0/Fc0 8 nemeéreno neméreno
20-167 psSenice Mb0/Fc1 8 205,0 43,4
20-168 psSenice MbO/Fc1 8 196,0 28,6
20-169 pSenice MbO0/Fc1 8 nemeéreno nemeéreno
20-170 pSenice Mb1/Fc0 8 223,0 242
20-171 pSenice Mb1/Fc0 8 2445 40,6
20-172 pSenice Mb1/FcO 8 nemeéreno nemeéreno
20-173 psSenice Mb1/Fc1 8 259,0 39,0
20-174 psSenice Mb1/Fc1 8 116,3 19,5
20-175 PSenice Mb1/Fc1 8 nemeéreno nemeéreno



PRILOHA J: Charakteristiky jednotlivych vzork(i B. distachyon, koncentrace RNA z nich
izolované — mérené pfistrojem NanoDrop a koncentrace cDNA (pfepsané z RNA rostlin) —

mérené pristrojem Qubit.

e, rostna Venm gy koncentice onceniace
20-176 Bd Mb0/Fc0 1 199,7 26,6
20-177 Bd Mb0/Fc0 1 455,0 57,0
20-178 Bd MbO0/Fc0 1 nemeéreno nemeéreno
20-179 Bd MbO/Fc1 1 2494 25,8
20-180 Bd MbO/Fc1 1 376,0 49,4
20-181 Bd MbO0/Fc1 1 nemeéreno nemeéreno
20-182 Bd Mb1/Fc0 1 162,0 22,4
20-183 Bd Mb1/Fc0 1 293,0 42,4
20-184 Bd Mb1/Fc0 1 nemeéreno nemeéreno
20-185 Bd Mb1/Fc1 1 137,2 13,9
20-186 Bd Mb1/Fc1 1 376,0 42,2
20-187 Bd Mb1/Fc1 1 nemeéreno nemeéreno
20-188 Bd MbO/Fc0 2 2228 42,4
20-189 Bd Mb0/Fc0 2 268,0 41,8
20-190 Bd MbO0/Fc0 2 nemeéreno nemeéreno
20-191 Bd MbO/Fc1 2 182,4 34,2
20-192 Bd MbO/Fc1 2 270,0 34,6
20-193 Bd MbO0/Fc1 2 nemeéreno nemeéreno
20-194 Bd Mb1/Fc0 2 139,0 26,4
20-195 Bd Mb1/Fc0 2 320,0 37,2
20-196 Bd Mb1/Fc0 2 nemeéreno nemeéreno
20-197 Bd Mb1/Fc1 2 149,0 29,8
20-198 Bd Mb1/Fc1 2 539,0 50,0
20-199 Bd Mb1/Fc1 2 nemeéreno nemeéreno
20-200 Bd Mb0/Fc0 8 264,0 46,6
20-201 Bd Mb0/Fc0 8 176,3 21,2
20-202 Bd MbO0/Fc0 8 nemeéreno nemeéreno
20-203 Bd MbO/Fc1 8 359,0 42 4
20-204 Bd MbO/Fc1 8 126,6 18,8
20-205 Bd MbO0/Fc1 8 nemeéreno nemeéreno
20-206 Bd Mb1/Fc0 8 209,0 423
20-207 Bd Mb1/Fc0 8 198,2 22,0
20-208 Bd Mb1/Fc0 8 nemeéreno nemeéreno
20-209 Bd Mb1/Fc1 8 273,0 34,0
20-210 Bd Mb1/Fc1 8 98,2 11,7
20-211 Bd Mb1/Fc1 8 nemeéreno nemeéreno
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