zakladnu pro oblast hodnoceni kolekce genetickych zdroji. Jeho
vysledky jsou vyuzivany sou¢asnou kuratorkou kolekce dodnes.
V ramci mezinarodniho evropského projektu AGENT (Activated
Genebank Network) byly jeho vysledky hodnoceni je€mene
jarniho z let 1953-1972 pouzity pro zpracovani porovnani
Déle jsou jeho data, dochovana v podobé vyzkumnych zprav
nebo pfimo v polnich denicich, kazdoro¢né pouzivana ke kontrole
pravosti uchovavanych genetickych zdroju.

Je patrno, Ze prace s kolekcemi genetickych zdroju, kterym
se vénoval s neutuchajici pili a velkou davkou entuziasmu, byla
Antoninu Foralovi konickem i vasni. Jeho odkaz je soucasti
kolekci genetickych zdroji Zemédélského vyzkumného Ustavu

v Kromérizi a bude uchovavan i nadéle.
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Modelovy systém pro zkoumani interakci rostlin a hub
(A model system for studying plant-fungal interactions)

MatusSinsky Pavel', Antalova Zuzana', Sedlakova Bozena?, Ble$a Dominik'’
' Agrotest fyto, s. r. 0., Havlickova 2787/121, 767 01 Kroméfiz
2 Katedra botaniky, PfF, Univerzita Palackého v Olomouci

Souhrn: Interakce mezi endofytickymi houbami a rostlinami hraji klicovou roli v rostlinné biologii a ekologii. Tyto vztahy mohou
mit vyznaény dopad na zdravotni stav a vykonnost rostlin, jejich schopnost odolavat stresovym podminkam a interakci
s patogeny. V tomto ¢lanku zdlrazriujeme dulezitost zkoumani vzajemnych interakci a potfebu identifikace vhodnych modelovych
Kli€ova slova: endofyt, obrana rostlin, uméla inokulace, houbovy patogen rostlin

Abstract: Interactions between endophytic fungi and plants are essential in plant biology and ecology. These relationships can
significantly impact plant health and performance, their ability to withstand stress, and their interaction with pathogens. This

article highlights the importance of investigating these interactions and the need to identify appropriate model systems for their

Key Words: endophyte, plant defense, artificial inoculation, fungal plant pathogen

Uvod

Rostliny, at uz rostou v pfirodé, nebo jsou péstovany, témer
vzdy navazuji interakce s houbami. Tyto interakce mohou byt
rozdéleny do tfi hlavnich kategorii: mutualistické, parazitické nebo
neutralni. Jednou z nejbéznéjsich mutualistickych asociaci mezi
rostlinami a houbami je mykorhizni symbiéza. AvSak Casto se
vyskytuje i tzv. endofyticka symbidza, kdy houby kolonizuji
rostlinna pletiva, aniz by vyvolaly jakékoliv pfiznaky onemocnéni.
Endofytické houby naopak pomahaji rostlinam prezit v prostredi,
kde jsou vystaveny negativnim vlivim biotickych stresor(, jako
jsou patogeny a herbivori, stejné jako abiotickych faktord, jako
je nedostatek vody, nedostatek dostupnych zivin nebo nepfiznivé
teploty. Tyto endofyty predstavuji skupinu kosmopolitnich hub,
prevazné patfici do skupiny askomycet, obsahujici rizné rady,
jako jsou Helotiales, Pleosporales, Sordariales a Xylariales.

Microdochium bolleyi (Obr. 1), patfici do tfidy Ascomycota
a rfadu Xylariales, je houbou, ktera se endofyiné vyskytuje
predevsim v kofenech obilovin a trav. M. bolleyi spada do skupiny
nejbéznéjsich korenovych endofytd, znamych jako ,dark septate
endophytes” (DSE), coz jsou endofytické houby, které maji tmavé
zbarvené prepazkované hyfy. Na rozdil od mykorhizni symbidzy
obvykle DSE neovlivriuji pfijem zivin hostitelské rostliny. AvSak
mohou sehravat vyznamnou ulohu v odolnosti rostliny vici suchu,

nepfiznivym teplotam a také pfi obrané rostliny pfed patogeny.
Toto plati i pro druh M. bolleyi, ktery se na kofenech pSenice
projevuje bez jakychkoli znamek onemocnéni. SpiSe naopak, hraje
ochrannou roli vaéi Sirokému spektru patogend, jako jsou
napfiklad plvodci €ernani kofenl a bazi stébel Gaeumannomyces
graminis, patogeny korenl a listt obilovin Bipolaris sorokiniana
nebo patogeny z rodu Fusarium. M. bolleyi také u¢inné potlacuje
Skodlivy vliv parazitickych hadatek, jako je Heterodera avenae,
na psenici.

Brachypodium distachyon (Obr. 2) je druh travy z ¢eledi Poaceae
s relativné malym genomem, kratkou vegetacni dobou a malym
vzrlstem, ktery je pribuzny obilovinam, jako je p$enice (Triticum)
a je¢men (Hordeum). Brachypodium distachyon je modelovy
systém, ktery se €asto vyuziva ve vyzkumu v oblasti vyvoje rostlin,
interakci mezi rostlinami a mikroorganismy, uc¢inkt abiotického
stresu a evolu¢ni a systémové biologie. V ramci na$i prace
pouzivame B. distachyon jako modelovy organismus pro studium
interakci mezi hostitelem a patogeny a také endofytickymi
houbami. Infikovanim B. distachyon ur€itym druhem houby
muzeme detailné zkoumat povahu téchto interakci s hostitelskou
rostlinou. Jednim z pfikladu, jak vyuzivame B. distachyon jako
modelovy systém, je studium interakce s patogenem Fusarium
culmorum, ktery napada fadu hostitell, véetné pSenice, je€mene
a dalsich druhu rostlin. Déle se zaméfujeme na interakce
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s endofytickou houbou M. bolleyi (Obr. 3). Je dllezité zdUraznit,
Ze interakce zplsobené houbovymi organismy u B. distachyon
jsou velmi podobné tém, které byly pozorovany u pSenice. Timto
zplsobem nam B. distachyon poskytuje cenny nastroj pro
studium celé fady biologickych procesu.

Nalezeni vhodnych modelovych systému, které nam umozni
provadét detailni experimentéalni analyzy, je kli€¢ové pro rozvoj
znalosti v této oblasti. V tomto ¢lanku predstavujeme navrh
idedlnich partnerl mezi rostlinami a endofyty a zduraznujeme
dulezitost téchto partnerstvi pro posun v nasem chapani
vzajemnych vztahu. NaSe prace se zamérfuje na identifikaci
a vyuziti modelovych systémd, jako je Brachypodium distachyon
a M. bolleyi, pro studium interakci mezi hostitelskymi rostlinami
a endofyty. Navrzeny model nam umozhuje provadét
experimentalni analyzy, které mohou pfispét k lepSimu pochopeni
mechanismu vzajemnych interakci a jejich vyuziti v zemédélstvi
a ochrané rostlin.

Material a metody

Rostliny B. distachyon byly udrzovany ve skleniku (20/18 °C,
den/noc) v kvétinacich o priméru 8cm. Do kazdého kvétinace
bylo umisténo deset semen. Po vykli¢eni byl pocet rostlin
v kazdém kvétinaci snizen na Sest. Bylo pouzito Sest izolatl
M. bolleyi (UPOC-FUN-253-258) ze Sbirky fytopatogennich
mikroorganismd UPOC (Ceska

Obr. 1: Endofyticka houba Microdochium bolleyi. Mladé svétlé
mycelium (a), na kterém se tvori konidie (b). Vpravo nahore tmavé
zbarvena masa chlamydospor (c). Vpravo dole retizky chlamydospor
pod mikroskopem (d)

republika). Inokulum izolatu
M. bolleyi bylo kultivovano
na zrnech prosa po dobu tfi
tydnl pfi 20 °C ve tmé. Pred
kultivaci bylo 200g semen
prosa a 50 ml destilované vody
v kazdém plastovém sacku
dvakrat sterilizovano parou pfi
120 °C po dobu 20 min. Kazdy
izolat byl kultivovan zvlast
a poté bylo prfed pouzitim
v8ech Sest izolatd stejnym
dilem smichano dohromady.
Rostliny byly inokulovany
endofytem M. bolleyi béhem
vysevu. Proso obsahujici
M. bolleyi (2,59 na kvétinac)

Obr. 2: Modelova rostlina Brachypodium distachyon

bylo rovhomérné rozprostreno
pfimo na osivo umisténé
na substratu. Do kontrolnich oSetfeni bylo pfidano pouze sterilni
proso bez endofytu. Osivo a inokulum bylo prekryto 0,5cm
vrstvou substratu.

Ve fazi druhého odnoze u B. distachyon byla provedena infekce
pomoci F. culmorum na druhém hornim listu. Listy byly poranény
ve dvou polohach jemnym stlacenim Pasteurovou pipetou
na adaxialni ploSe. Na kazdé misto poranéni byla nanesena kapka
(5 ply konidialni suspenze (obsahujici 5 x 10° konidii ml-'), doplnéna
0,05 % Tween 20. lzolat F. culmorum (FcBd19) byl ziskan ze
symptomatickych listd M. bolleyi. Inokulum F. culmorum bylo
kultivovano na PDA pod UV-B svétlem pfi 18 °C po dobu 2 tydn.
Makrokonidie byly ziskany seSkrabnutim povrchu agaru sterilni
Spachtli a pfenesenim konidii do sterilni destilované vody.
Podobné byla provedena i kontrolni inokulace za pouziti sterilni
destilované vody s 0,05 % Tween 20 (5 pl). V8echny rostliny byly
umistény pod plastovym krytem pro zvyS$eni relativni vihkosti az
do 2 dnu po inokulaci (dpi), kdy byly kryty odstranény. Rozsah

r'

Obr. 3: Chlamydospory Microdochium bolleyi v korenovém viaSeni
rostliny Brachypodium distachyon (barveno anilinovou modfri)
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poskozeni listl byl vyhodnocen vizualné v procentech a statisticky
vyhodnocen TUKEY testem (P < 0.05). Analyza exprese vybranych
genu obrany rostlin byla provedena pomoci pfistroje Real-Time
PCR CFX96™ (Bio-Rad).

Vysledky a diskuse
Korenové endofyty mohou zvySovat odolnost rostlin vici

patogenim jednak pfimym antagonismem, prostfednictvim
mykoparazitismu, antibiézou a/nebo

médiich a masivni sporulace, diky které je pfipadna produkce
inokula snadngjsi. NaSe vysledky ukazuji, ze B. distachyon
a endofyticka houba M. bolleyi mohou byt modelovym systémem
pro vyzkum interakci mezi rostlinami a houbami. Hlubsi znalosti
o dynamice kolonizace a prfenosu endofytt by mohly byt vyuZzity
ke zlepSeni rlstu rostlin, odolnosti k abiotickym stresum
a biologické ochrany proti patogentm.

/Recenzovéano/

kompetici o Ziviny a niky. Dal§im mechanismem
muze byt spusténi indukované rezistence.

Tuto posledni moznost jsme studovali v nasi | &
praci. Vyuzili jsme modelovou rostlin R
B. distachyon, kterou jsme péstovali ve dvou ‘ L

variantach, jednak s inokulaci endofytem i "
a jednak bez endofytu. Obé tyto varianty byly
studovany z hlediska jejich reakce
na patogenni houbu F. culmorum, kde bylo F
nasim zamérem zjistit, zda rostliny
kolonizované endofytem budou odolavat
patogenu lépe nez rostliny bez endofytu.

Na kontrolnich rostlinach bez infekce
F. culmorum nedoS$lo ke ztmavnuti pletiv
a mista poskozena pipetou zlstala svétle
zbarvend, a to u obou variant s endofytem
i bez. Naopak patogenem infikované rostliny
vykazovaly vyrazné symptomy poskozeni
na listech. Po statistickém vyhodnoceni dat

&
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Obr. 4: Listy modelové rostliny Brachypodium distachyon s priznaky napadeni patogenem
Fusarium culmorum ve variantdch s endofytem Microchochium bolleyi a bez endofytu.
Pismena nad sloupci v grafu znézorriuji vysledek TUKEY testu (P < 0.05).
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Bez endabiu

bylo zjisténo, Ze rostliny bez endofytu
M. bolleyi byly vyrazné silngji poskozeny s vy$Si mirou nekrotizace
nez rostliny s endofytem (Obr. 4).

U rostlin ve v8ech variantach byly méfeny hladiny exprese
vybranych genl zapojenych do obrany rostlin. V nasi studii byly
meéreny rozdily v hladinach exprese mezi kontrolni variantou
a rostlinami oSetfenymi inokulaci pouze endofytu nebo pouze
patogenu. Poté i u sou¢asné inokulace endofytem a patogenem.
Vyznamné zmény byly zjistény pouze u nékterych gent (BdPR1,
BdPR9, BdPR10, BdChitinase1) u variant infikovanych patogenni
houbou F. culmorum (Obr. 5). U téchto genl byly zmény zfetelné
po 1 dpi a zejména 2 dpi, ale pfi poslednim odbéru vzorku
po 8 dpi nebyly zjiStény zadné prukazné rozdily. Ostatni geny
nebyly infekci patogenem ovlivnény. Inokulace rostlin endofytickou
houbou M. bolleyi neovlivnila expresi testovanych markerovych
genl. PFi porovnani variant pouze s patogenem a variant
s endofytem a soucasné s patogenem nebyly zjiStény zadné
rozdily v expresi studovanych gend, prestoze doslo k ovlivnéni
pfiznaku na listech. Exprese testovanych genu tedy nebyla
inokulaci endofytem ovlivnéna.

Zavérem lze fici, ze existuje nékolik divodU, pro¢ endofyticka
houba M. bolleyi a rostlina B. distachyon pfedstavuji optimalni
model pro studium interakci mezi rostlinami a houbami. Pfedchozi
studie potvrdily, ze kompatibilita partnerd M. bolleyi
a B. distachyon je vynikajici a houba snadno roste v pletivech
hostitele. Metoda inokulace je jednoducha a struktury M. bolleyi
jsou v hostitelskych pletivech snadno viditelné pomoci svételné
mikroskopie (Obr. 3). Pfedchozi studie prokazaly pfiznivy vliv
M. bolleyi na zlepSeni imunity hostitelské rostliny. Optimalizované
metody a dostupné primery z poslednich vyzkumU umoznuji
analyzu genové exprese specifickych markerovych genl
u B. distachyon. Vyhodou M. bolleyi oproti strikiné biotrofnim
symbiotickym organismim je moznost kultivace na axenickych

Podékovani

Vysledky byly ziskany s vyuZitim institucionalni podpory
na dlouhodoby koncepé&ni rozvoj vyzkumné organizace Agrotestu
fyto, s.r.o. (MZE-RO1123).

Prehled pouzité literatury je k dispozici u autor( studie.

Relativni exprese

Obr. 5: Zmény exprese vybranych gent po infekci rostlin patogenem

F. culmorum ve srovnani s kontrolni variantou bez patogenu. Hvézdicky
v grafu znézorriuji statisticky prikazny rozdil oproti kontrole metodou
TUKEY testu (P < 0.05), (dpi = dny po inokulaci).
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