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Anotace

Bakalarskd prace se zabyva slozenim endofytickych spolecenstev mikroorganismi ve
foliarnich c¢astech vybranych stfedoevropskych druhti parazitickych rostlin a jejich
potencialnich hostitelll. Zaméfuje se na popis struktury a diverzity spolecenstev bakterii a hub

a ptipadné rozdily ve sloZeni mikrobiomu mezi parazitickymi a neparazitickymi druhy rostlin.
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1 UVOD

Organy a pletiva rostlin predstavuji prostiedi kolonizované velkym mnozstvim
mikroorganismt. Vyjma epifyt, zijicich na povrchu rostlin, rhizosférickych mikrobu,
nachazejici se na rozhrani piidy a kofenového systému, ¢i parazitickych hub, napadajicich
kterykoliv rostlinny organ, tvofi rostlinny mikrobiom i mikroorganismy endofytické (Tadych,

& White, 2019).

cey

VétSina mikroorganismd, Zijicich ve spojeni s rostlinami, je schopna kolonizovat a
pfetrvavat pouze na povrchu rostlinné tkané ¢i v rhizosféte. Nékteré z nich jsou schopny
proniknout z rhizosféry, poptipadé fylosféry, dovnité rostlinné tkan¢ hostitele. Takové
mikroorganismy nazyvame endofytické. Endofyty Ziji v izkém spojeni s hostitelem po vétSinu
svého Zivotniho cyklu (Bacon, & Hinton, 2006). Pro ucely této prace jsem je definovala jako
mikroorganismy, které alespon ¢ast svého Zivotniho cyklu ziji uvniti rostlinnych pletiv a po
tuto dobu nezplisobuji svému hostiteli zaddné viditelné Skody. Mezi endofytické
mikroorganismy vétsinou zahrnujeme druhy ze tfi skupin: Archaea, Eubacteria a Fungi
(Vandenkoornhuyse et al., 2015).

Na pocatku 70. let byl vztah mezi rostlinami a endofyty povazovan za neutralni: rostliny
v jejich pfitomnosti sice nevykazovali znamky nemoci, ale ani zadny zjevny prospéch. Ukazalo
se ale, ze endofytické mikroorganismy mohou napomahat rostlinnému ristu, poskytuji ochranu
proti abiotickym a biotickym faktorim, dale rezistenci hostitele vici riznym patogeniim a
herbivoriim, a to produkci antibiotik a jinych sekundarnich metaboliti. Syntetizuji nékteré
fytohormony a hraji kli¢ovou tlohu v adaptaci hostitelské rostliny ménicimu se prostiedi. V
neposledni fadé maji schopnost mobilizovat nerozpustny fosfat a poskytovat hostiteli dusik
pomoci procesu biologické fixace. Uvnitf rostlinnych tkani maji zajiSténou dodavku
potiebnych Zivin a ochranu ptfed neustalymi vykyvy fyzikdlné-chemickych parametri vnéjsiho
prostiedi. Nicméné tato tzv. endosféra neni prosttedim zcela bez stresu. Endofytické organismy
se musi vyporadat s imunitni odpovédi hostitele ¢i zvySenou kompetici v omezeném prostoru

(Souhrnné informace v praci Azevedo et al., 2000).

Mezi nejdiskutovanéjsi problémy soucasnosti patii otazka ochrany Zivotniho prostiedi.
Neustale rostouci lidska populace na strané jedné a plytvani potravinami na stran¢ druhé vyviji
enormni tlak na zvySeni produkce zemédé€lskych plodin, coz usti v naduzivani chemickych
hnojiv, pesticidii, herbicidii a ndslednou degradaci piidy a ekosystémovych funkci obecné. Je

zjevné, ze rostlina a jeji mikrobiom tvoii ekologickou a evolu¢ni jednotku (Uroz et al., 2019)



a jednou z moznosti, jak snizit negativni environmentalni dopady, zpisobené nadmérnym
pouzivanim chemickych latek v zeméd€lstvi, je vyuziti pfirozenych schopnosti nékterych
endofyti vyrazné zlepSovat rhstové vlastnosti rostlin. Bylo prokazano, ze riiznorodé
endofytické mikrobialni komunity hraji jedine¢nou roli ve fungovani agroekosystémi (Miliute
et al., 2015). Diky um¢lé inokulaci semen nebo semenackt vybranymi kmeny bakterii nebo
hub ziskavaji plodiny vétsi odolnost viaéi riznym stresovym faktorim, jako je napf. zvySena
tolerance k chladu, vétsi odolnost k vysouseni, nebo odolnost vii¢i patogentim. Klicovym
faktorem pro budouci vyuziti endofytd je znalost jejich ekofyziologie, diverzity, funkce a

povahy interakci s rostlinnymi hostiteli (Mei, & Flinn, 2009)

VétsSina dosud publikovanych praci se zabyva endofyty u jednotlivych, vétSinou
ekonomicky vyznamnych, druht (Qian et al., 2014; Zhou et al., 2015). Diky staletim umé&lé
selekce je ale slozeni a funkce mikrobiomu u téchto rostlin vyrazné pozménéno smérem K nizsi
produkci nezddoucich sekundarnich metabolitli, které maji negativni vliv na chut,
konzumovatelnost, &i jiné ekonomické vyuziti (Pérez-Jaramillo et al., 2018). Uloha
endofytickych spoleCenstev v pfirozenych ekosystémech zatim téméf neni prozkoumdna,
rovnéz jejich sledovani v ramci urcité skupiny rostlin s podobnou zivotni strategii, ale riiznou
fylogenezi nebylo zatim publikovano. Ve své praci jsem se proto zaméfila na jasn¢ ekologicky
vyhranénou modelovou skupinu — kotenové hemiparazitické rostliny, povazované za klicové

»ekosystémové inzenyry*, ovliviyjici strukturu vegetace i dynamiku spolecenstev (Hatcher et

al., 2012).



2 CILE PRACE

Hemiparazité zahrnuji fylogeneticky ptibuzné, ale i vzdalené druhy, které spojuje spolecna
zivotni strategie. Na rozdil od holoparaziti jsou to zelené rostliny, schopné fotosyntézy — od
hostitelské rostliny pfijimaji zejména vodu a mineralni Ziviny, a to prostfednictvim haustorii,
napojenych na dfevni ¢ast cévniho svazku hostitele. Lze proto predpokladat, ze jejich vyrazné
odli$né nakladani s zivinami v porovnani s neparazitickymi rostlinami bude mit vyznamny vliv
na jejich kolonizaci endofytickymi mikroorganismy. Na zakladé tohoto ptedpokladu a literarni

reserse jsem forulovala nasledujici pracovni hypotézu:

Diky pravdépodobné vétsi dostupnosti mineralnich i organickych zivin budou mit bakterialni
spoleCenstva foliarni endosféry u parazitickych druhii rostlin mensi diverzitu, ale vétsi miru

specificity nez neparazitické druhy rostlin.

Cilem této prace je:

1. ShromaZzdéni dostupné literatury vztahujici se k ekofyziologické uloze endofytl u

rostlin obecné

2. Terénni odbér vzorku listi tfech hemiparazitickych druhli a jejich potencialnich

hostitelti na vybranych lokalitach v jiznich Cechach

3. Analyza slozeni spolecenstev folidrnich endofytickych bakterii ve vzorcich pomoci

amplikonového sekvenovani

4. Zakladni popis slozeni bakterialniho mikrobiomu a pfipadnych rozdild mezi

experimentalnimi rostlinnymi druhy



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Rostlinny mikrobiom

Rostliny, stejn¢ jako vSechny vyssi organismy, jsou kolonizovany Sirokym spektrem
mikroorganismil, jak uvnitf jejich tkani, tak 1 vné, neboli v endosféte a ektosféie. Rostlinného
hostitele a jeho ,,fytobiom* 1ze komplexné oznacit jako ,,holobionta a souhrnny genom vsech
ptitomnych jednotlivych ,,bionti“ jako ,hologenom* (Hassani et al., 2018) Hologenom je
mnohonasobné veétsi nez genom samostatné hostitelské rostliny a vyznamné tak rozsituje jeji

ekofyziologicky potencial (Rosenberg, & Zilber-Rosenberg, 2018).

Fytobiom tvoii zejména bakterie a houby, v mensi mife Archaea (Schwartz, 2007).
Kolonizace mikroby se netyka jen suchozemskych rostlin, i vodni rostliny pfedstavuji vhodny
substrat pro kolonizaci. Mikroorganismy se do kontaktu s rostlinou dostavaji skrz vzduch, vodu
¢i zivoc¢isné vektory, nebo mohou byt mikroorganismy pfitomny v germinujicich castech
rostliny. Nasledn¢ mikroorganismy kolonizuji riizné ¢asti rostliny a pletiva, které predstavuji
celou Skalu rozmanitych mikroprostiedi (ekologickych nik) srozdilnymi fyzikdlné-

chemickymi parametry (Zhang et al., 2011).

3.1.1 Rostlinna endosféra a definice endofytickych mikroorganismi

Jednim z mikroprostfedi vhodnych k mikrobidlni kolonizaci je i tzv. endosféra rostlin,
ktera zahrnuje vnitini rostlinna pletiva a osidlujici fytobiom. Termin ,,endofyt™ byl porpvé
pouzit vroce 1866 zakladatelem rostlinné patologie Heinrichem Antoinem de Barym.
Definoval jej jako organismus, ktery roste uvnitf rostlinnych tkani. Postupem ¢asu se definice
endofytickych mikroorganismu rizn€ modifikovala a riizni autofi je definuji riznymi zpiisoby.
Nejcastéji akceptovana definice povazuje endofyty za mikroorganismy, které mohou
kolonizovat vnitini prostfedi rostlinnych tkani v jakémkoliv vyvojovém stadiu rostlin, aniz by
vyvolavaly viditelné ptiznaky onemocnéni. Nicméné Fesel and Zuccaro (Fesel, & Zuccaro,
2016) tuto problematiku pojali mnohem komplexnéji a jejich vymezeni endofytickych mikrobt
nespecifikuje jejich funkéni vztah, a krom¢ komensalnich symbiontli zahrnuje i latentni
patogeny nebo saprotrofy. Dale mikrobi, jez v jednu chvili pfetrvavaji uvnitt rostlinné tkang,
aniz by ji strukturné ¢i funkéné€ poskozovaly, se mohou v jiné ¢asti svého Zivotniho cyklu stat
patogennimi ¢i saprobnimi. Jedna ze soucasnych studii odhalila, Ze typicka, pro rostliny
prospésna skupina bakteriadlnich endofytl, konkrétné skupina pseudomondad, byla schopna se

za ur€itych podminek zménit z mutualistd na patogeny (Gera Hol et al., 2013).



Jeden z nejlépe popsanych endofytickych vztahli, jez hraje vyznamnou ulohu
Vv terestrickych ekosystémech, je velice té€sna interakce mezi rhizobii a hostitelskymi rostlinami
z ¢eledi Fabaceae (Santoyo et al., 2016). Existuje ale velké mnozstvi méné tésnych vztahti mezi

endofyty a rostlinami, kterym zatim rozumime jen velice malo (Hardoim et al., 2015).

3.1.1.1 Kolonizace endosféry

Kolonizace rostliny mikroby zahajuje tzv. cross-talk, kdy hostitel i mikroorganismus
vysila signalni molekuly. Signalni molekuly jsou obsazeny i v kotfenovych exudatech, a
potencionalni endofyty na jejich ptitomnost odpovidaji chemotaxi (Rosenblueth, & Martinez-
Romero, 2006). Jednou skupinou metaboliti sekretovanych rostlinami, které nalezi mezi
chemoatraktanty, jsou flavonoidy (Arora, & Mishra, 2016). Bylo prokazano, ze v ptipadé
kolonizace kofend ryze a pSenice endofytickymi kmeny Serratia sp. EDA1 a Azorhizobium
caulinodans ORS571 byla mira osidleni mnohem vétsi za ptitomnosti flavonoidt (Balachandar
et al., 2006). K dalsim znamym signalnim molekulam patii lipo-chitooligosacharidy, neboli
Nod-faktory, jez aktivuji spole¢nou symbiotickou drahu (common symbiotic pathway) v
arbuskularnich mykorhizach ¢i asociacich Rhizobium-Fabaceae (Gough, & Cullimore, 2011).
Studie téZ naznacuji dalezitou ulohu arabinogalaktanovych proteinti, jez nalezi do nadrodiny
glykoproteint nachazejicich se v bunéénych sténach rostlin. Tyto proteiny maji o¢ividné roli
Vv kolonizaci kotentl, piisobic coby atraktanty pro mikroby, a téz ve vyvoji riznych infekénich
struktur (Nguema-Ona et al., 2013). Recentni studie (Rozpadek et al., 2018) odhalila vyznam
fytohormonu strigolaktonu vylu¢ovaného kofeny Arabidopsis thaliana jakozto signalni
molekuly pro iniciaci kolonizace endofytickou houbou rodu Mucor. Rovnéz mnohé cukry,
aminokyseliny, organické Kkyseliny, fenolické slouceniny, a jiné sekundarni metabolity jsou
sekretovany rostlinnymi koteny, selektivné pfitahujic rizné mikroorganismy (Chagas et al.,

2017).

Pouze mala subpopulace mikroorganismi osidlujicich rhizosféru nebo fylosféru je
schopna proniknout a zit uvnitt rostlinnych pletiv (Reinhold-Hurek, & Hurek, 2011). Nicméné
nase povédomi o specifickych mistech, kudy endofyty pronikaji dovniti rostlinné tkang, je
velmi malé. Obecné se predpoklada, ze drtiva vétSina endofytd pochézi z pidy, konkrétné z
rhizosféry, le¢ nezanedbatelné mnozstvi ziskava ptistup do rostliny 1 skrze listy, kvéty, stonky
¢i kotyledony (Berg, & Hallmann, 2006). Mikrobi penetruji kofeny pasivné prostiednictvim
trhlin a ran lokalizovanych napf. v mistech vzniku postrannich kotfend. Takové kofenové
praskliny ¢i poranéni mohou byt zapfi¢inéné aktivitou mikrobt, hlistic, pfipadné ¢lenovci.
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Dalsim moznym mistem pro invazi rhizosférickych mikrobli do endosféry mohou byt
tenkosténné povrchové vrstvy v apikdlni ¢asti kotene, véetné zony diferenciacni, absorpéni a
elongac¢ni, jakoZ i intracelularni prostory kofenové epidermis (Reinhold-Hurek et al., 2011).
V piipadé nadzemnich ¢asti jsou asi nejCastéjSim mistem proniknuti do endosféry stomata. Ke
specifickym strukturam, jimiz si endofyté dopomahaji k pfichyceni k rostlinnému pletivu patii
pili typu IV, lipopolysacharidy a exopolysacharidy (Hardoim et al., 2008). Mechanismy
pruniku dovniti rostlinnych ¢asti jsou ale z velké ¢asti neznamé. Jakmile mikrobi pfekonaji
exodermalni bariéru, mohou zistat v mist¢ vstupu nebo se pohybovat smérem k
mezibundénému prostoru i do vzdalendj§ich &asti rostliny. Casté je také osidleni a pohyb

Vv cévnich svazcich (Compant et al., 2005).

3.1.1.2 Imunitni odpovéd’ rostlin na pritomnost mikroorganismi v endosfére

Béhem piechodu rostlin na sous$ (cca pied 470 miliony let) nebo pravdépodobné jesté
mnohem dfive, si rostliny vytvofily mutualisticky vztah s mikroorganismy, na némz jsou
zavislé dodnes (neni znamo obdobi v evoluci rostlin, kdy by tento vztah nebyl kli¢ovy; Kenrick,
& Strullu-Derrien, 2014). Ma se za to, ze v dasledku nizké dostupnosti zivin v rané pudé se
rostliny postupné pfizpisobovaly zivotu v symbidze, napi. s houbami spadajici do
Glomeromycotina a Mucoromycotina, jejichZz hyfy interagovaly s rostlinnymi tkanémi a
nasledné poskytovaly hostiteli anorganické Ziviny a vodu, na druhou stranu ziskavaly uhlik
syntetizovany rostlinou (Field et al., 2015). Paraleln¢ s utvofenim oboustranné prospé$nych
vztaht se objevily i interakce mezi rostlinami a patogeny (Parniske, 2000). JelikoZ jsou rostliny
pfisedlymi organismy, byly béhem evoluce nuceny vyvinout mechanismy na obranu a
pfizpisobeni se témto antagonistickym interakcim. Klicovymi body v Gsp&$né obrané rostlin
proti nezadoucim mikrobidlnim kolonizatorim je jejich rozpoznani hostitelem a rychlé a

efektivni aktivovani obrannych mechanismt (Vandenkoornhuyse et al., 2015).

Rostliny, na rozdil od Zivocichtll, nedisponuji specializovanymi imunitnimi bunikami,
které by selektivné produkovaly protilatky. AvSak na stranu druhou, neni pro mikroby zcela
snadné do rostliny proniknout. Za ti€elem ubranéni se ptfed poSkozenim si rostliny vyvinuly
Sirokou Skalu konstitutivnich i indukovanych obrannych mechanismi. Konstitutivni obrana
zahrnuje razné strukturni bariéry, které Casto kryji povrch rostlin, jako je napf. voskovita
kutikula, a v neposledni fad¢ klira u dievin. NejenzZe tyto ¢asti chrani rostlinu pied invazi, ale

téz ji poskytuji pevnost a tuhost (Hanley et al., 2007).



Indukované obranné¢ mechanismy u rostlin je mozné rozd¢lit do dvou skupin. Prvni
obrannd linie imunitniho systému rostliny je tvofena extraceluldrnimi transmembranovymi
receptory PRRs (pattern recognition receptors), které jsou schopny rozpoznat pfitomnost
molekul mikrobialniho pavodu, tzv. PAMPs/MAMPs (pathogen/microbial-associated
molecular patterns) a poté je navazat. Tyto molekuldrni vzorce jsou esencialni pro mikrobialni
fitness a preziti, a z toho divodu evolu¢né zakonzervované napti¢ riznymi druhy mikrobt

(Boller, & Felix, 2009).

Ke zndmym MAMPs se tadi flagellin (flg), elongac¢ni faktor TU (EF-Tu), peptidoglykan
(PGN), lipopolysacharidy (LPSs), bakterialni protein studeného Soku (RNP1motif), B-glukany,
houbovy chitin, bakterialni superoxoid dismutazy (Sod) (Newman et al., 2013). V piipadé
identifikace MAMPs rostlinnymi receptory spusti rostlina imunitni odpovéd, tzv. PTI (pattern-
triggered immunity) (Dodds, & Rathjen, 2010). Tato reakce je doprovazena ukladanim kalozy
do bunéénych stén, uzavienim stomat, syntézou antimikrobialnich latek a sekundarnich
metabolitd, zejména vSak produkci reaktivnich kyslikovych radikali (ROS) (Hammond-
Kosack, & Jones, 1996).

Endofytické mikroorganismy vyvinuly mechanismy, jimiz potla¢i PTI signalizaci ¢i
zabrani detekci hostitelem (Dodds et al., 2010). Kupiikladu houbové endofyty, jejichz chitinové
oligomery vyskytujicich se v bunécné stén¢ jsou rozpoznany chitin-specifickymi rostlinnymi
receptory (PR-3), produkuji efektorové molekuly virulence. Konkrétné se jednd o chitin
deacetylazy, které deacetyluji chitosanové oligomery. Timto zplisobem se houbové endofyty
vyhnou detekci rostlinnymi receptory (Cord-Landwehr et al., 2016). Dale existuji dikazy i o
endofytickych bakteriich produkujicich MAMPs, jenz bud’ nejsou rostlinnymi PRRs
rozpoznavany, anebo v odpoveédi na penetraci spousti pomérné slabou a prechodnou obrannou
reakci na rozdil od napadeni patogenem (Vandenkoornhuyse et al., 2015). V ptipad¢ tvorby
reaktivnich kyslikovych ¢astic rostlinnymi butikami se endofyty brani produkci enzymd, jako
jsou superoxiddismutazy (SOD), kataldzy (CatA), peroxidazy (POD), alkylhydroperoxidové
reduktazy (AhpC) a gluthathion-S-transferazy (GST) (Zeidler et al., 2004).

Rostliny si v reakci na pfitomnost patogena ve vnitinich pletivech také vytvaii
sekundarni obrannou linii zahrnujici rezistencni geny (R geny), jez koduji specifické proteiny
tzv. NB-LRR (nucleotid binding-leucin rich repeat receptor). Tyto proteiny zprostiedkovavaji
rozpoznani efektorovych molekul kolonizatora. V reakci na identifikaci téchto latek, diive

nazyvanych efektory virulence, rostliny spousti velmi silnou efektorem vyvolanou imunitu ETI



(disease resistence effector-triggered immunity). Tato reakce je Ccasto doprovazena
hypersenzitivni reakci (HR), jez je charakterizovana umyslnou sebevrazdou rostlinnych bun¢k

v misté infekce (Thomma et al., 2011).

Pokud mikroorganismus tyto imunitni mechanismy ptekond a je schopny efektivné
kolonizovat endosféru bez symptomii poskozeni rostlinné tkané nebo negativniho vlivu na rust,

Ize ho povazovat za funkéni soucast mikrobiomu endosféry.

3.1.1.3 Mira interakce mezi rostlinami a endofyty

Spolecenstvi endofytl mizeme rozdélit dle jejich zivotniho stylu i dle rtzného
mechanismu pronikani do vnitfnich tkéni rostliny na obligatni, fakultativni, nebo oportunisty.
Endofyty klasifikované jako obligatni vyzaduji pro své preZiti a pro dokonceni Zivotniho cyklu
hostitele, na jehoz metabolické aktivité¢ jsou zavisli. Mezi nejlépe prozkoumané obligatni
endofyty patii nékteré mykorhizni houby a ptisluSnici nasledujicich rodt: Balansia, Epichloé,
a Neotyphodium z ¢eledi Clavicipitaceae (Ascomycota) (Parniske, 2008). Tyto mikroorganismy
jsou pfenaSeny semeny a uvnitt rostliny se §ifi vertikalné nebo prosttednictvim vektoru, jinymi
slovy nepochazi z rhizosféry. Naopak oportunni endofytické mikroorganismy pronikaji do
rostlinné endosféry skrz nahodna poranéni, ovsem pouze sporadicky, a prosperuji pievazné na
povrchu hostitelské rostliny. K oportunnim endofyttim se fadi napft. bakterie rodu Pseudomonas
a Azosporillum a houby rodu Hypocrea a Trichoderma. Jedna se o endofyty pienasené
horizontalné prostiednictvim vétru. Mezi témito dvéma extrémy se nachazi prechodna skupina
zahrnujici drtivou vétSinu endofytickych mikroorganismi, tzv. ,,fakultativni endofyty. Tyto
organismy mohou Zit nezavisle, ¢i v urcité fazi svého Zivotniho cyklu penetrovat dovnitf
hostitele. Zdali vyuZivaji hostitele coby vektoru k jejich roz§ifovani ¢i jsou aktivné selektovany

samotnou rostlinou, je stale predmétem védeckého badani (Hardoim et al., 2015).

3.1.1.4 Adaptace mikroorganismii na vnitini prostiedi rostliny

Mikrobi obyvajici rostlinnou endosféru se musi uréitym zptisobem adaptovat na toto
prostiedi. Nicmén¢, ve srovnani s prostfedim na povrchu rostlin, které je vystaveno neustalym
vykyvim fyzikdlné-chemickych parametrl, vcetné vysokych davek UV zéfeni, je interiér
hostitele pro endofyty tzv. ,,safe heaven a to primarné z divodu stalého, byt’ v ptipad¢ listd
limitovaného, pfisunu Zivin a chranéného prostiedi. Nicméné v dasledku omezeného prostoru

1ze ocekavat zvysenou mezidruhou kompetici (Hardoim et al., 2015).
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Endofyty se nejcastéji usidluji v intercelularnich prostorech rostlinnych tkani, jelikoz se
zde nachdzeji v relativné hojném mnozstvi jak anorganické, tak 1 organické ziviny.
Intercelulary se tvoti béhem ontogenetického vyvoje pletiv, konkrétné juxtapozici (umisténim
vedle sebe) tifi az Ctyf bunék a naslednym rozpusténim stfednich lamel. Na tvorbé
mezibunéénych prostorti se dale podili tlak turgoru a cytokiny (Jarvis, 1998). Endofytické
mikroorganismy se na tomto procesu mohou podilet, a to produkci cytokini ¢i celulolytickych

enzymu (Onofre et al., 2014).

Zatimco intercelularni prostory v kofenech se nachazi v jejich kortikalni ¢asti, v listech
a stoncich se nachazi prevazné¢ v extrafascikularnich parenchymalnich tkanich. Jejich
morfologie se liSi napfi¢ odliSnymi orgédnovymi strukturami. Kofenové intercelulary jsou
obvykle schizogenni, vzniklé rozpusténim stfedni lamely a oddélenim bunék od sebe, kdezto
Vv travinach se tvofi lyzi, ¢ili rozpusténim bunék, tzv. lyzigenni intercelulary. Rozdily jsou
patrné také ve slozeni. Nékteré intercelulary sestdvaji ze vzduchu, odloupavajicich se lozisek
(flaky deposits), ale drtiva vétSina obsahuje vodu nasycenou kyslikem, s obsahem
anorganickych iontd, tj. K, Ca, S, P a Cl (Canny, & Huang, 1993).

Soucasny vyzkum naznacuje, Ze transport zivin uvnitf rostlinnych tkani se odehrava
apoplastickou cestou skrz mikrokapilarni prostory v bunécnych sténach a intercelulary (Canny,
1995). Koncentrace zivin dostupnych v apoplastu koreluje s povahou floému, coz vyvraci
latky v apoplastu jsou zastoupeny uhlovodiky, pfevazné glukdzou a sacharézou (Madore, &
Webb, 1981), a necukernymi latkami, napt. glutaminem, aspartovou kyselinou nebo amonnymi
ionty (Canny, & McCully, 1988). Mimoto je regulace koncentraci zivin Casteéné fizena
ptitomnymi endofytickymi mikroorganismy, jez tyto ziviny zuzitkovavaji (Madore et al.,
1981), ¢i premist'uji (Tetlow, & Farrar, 1993). Kuptikladu apoplasticka sachardza ve zdravych
listech pifedstavovala 0,4 % z celkového mnoZstvi rozpustnych uhlovodikd, na rozdil od
infikovanych tkani, kde zaujimala pouze 0,2 % (Tetlow et al., 1993). Koncentrace zivin je tedy
proménlivd a otazkou zlstavd, zda jsou endofyty schopné modifikovat smér jejich toku.
Giaquinta (1976) naznacuje, ze existuje pfima korelace mezi nizkymi koncentracemi cukrt ve
floému a pH (protonovym gradientem pies plazmatickou membranu), tj v disledku zmény pH
endofyty v apoplastu vznikne koncentracni gradient, jenz umozni tok uhlovodikti smérem
k endofytim. Nicméné prace, zaméfena pouze na nemocné tkané infikované rzi, v nichz se
v disledku zvySeni pH z 6,6 na 7,3 sniZila celkové koncentrace rozpustnych uhlovodikl o 35

% az 40 %, naznacuje 1 dynamickou povahu interakci mezi endofyty a hostitelem.
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Nejvyznamnégjs$i piispévek k porozuméni genetickému potencialu, ekofyziologii a
evoluci mikroorganismu pfinesla Sirokd dostupnost riznych metod sekvenovani nové generace
v posledni dekad¢. Nedavnd analyza nékolika genomti bakteridlnich endofytd pfispéla
k nahlédnuti do molekularnich mechanismu, které umoznuji kolonizaci endosféry a dale napf.
synergické interakce s hostitelem. Timto zplsobem lze rozlustit chovani endofytickych
mikroorganismtl ¢i je rozliSit od tzce ptibuznych neendofytickych kment. Kuptikladu
metabolické studie odhalily, Ze vyskyt genti podilejicich se na biosyntetickych procesech byl
zejména ty, které se ucastni degradace bunécné stény a invaze hostitele, se nachazely vyhradné
v genomech fytopatogent (Karpinets et al., 2014). Dale studie zminuje rozdil v sekre¢nich
systémech, konkrétn€ pro genomy patogent byly exkluzivni lokusy souvisejici s invazi, naopak
u nepatogennich endofyt pfevazovaly genomové lokusy kodujici enzymy fixace dusiku a

ribulozu bisfostatkarboxylazu/oxygenazu (RubisCO).

3.1.1.5 Diverzita endofytickych mikroorganismi
3.1.1.5.1 Houbové endofyty

Houbové endofyty jsou skupinou askomycetoznich hub. Ty druhy, jeZ se podafilo
vyizolovat a charakterizovat, 1ze rozdé¢lit do ¢tyf hlavnich skupin odrazejicich rozdily v

evoluéni pfibuznosti, taxonomii, rostlinnych hostitelich a ekologickych funkcich.

3.1.1.5.1.1 Trida I (Clavicipitaceae)

Endofyty z ¢eledi Clavicipitaceae byly objeveny na konci 19. stoleti v travach rodu
Lolium (Guerin, 1898). Zprvu se predpokladala jejich spojitost s toxickymi syndromy, které
v té dob¢ vykazoval skot pasouci se na téchto travach. Tuto hypotézu vyvratil az v roce 1988

Keith Clay, ktery je popsal jako obranné mutualisty hostitelskych trav (Clay, 1988).

Tato skupina, asociujici s travami, rdkosim a ostficemi, zahrnuje druhy z kmene
Ascomycota, konkrétné ztadu Hypocreales. Ke konkrétnim ptikladim patii rody napt.
Balansia spp., Epichloé spp. a Claviceps spp.) (Bacon, & White Jr, 2000). Produkuji sekundarni
metabolit peramin, jez zvySuje odolnost hostitele vic¢i herbivorim (Tanaka et al., 2005).
Zajimavym prikladem jetrava Achnatherum robustrum, druh bézny v zapadni ¢asti USA. Je

kolonizovan endofytickou houbou produkujici amidy kyseliny lysergové. Pokud napf. pasouci
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se kon¢ zkonzumuji 1 relativné malé mnozstvi této travy, je pravdépodobné, ze budou spat az
po dobu tii dnil a postupné se zotavi. Po zkuSenosti s témito toxickymi G¢inky se savci témto
travam v budoucnu vyhybaji (Faeth et al., 2006). ProtoZe mezi hostitele hub z této ¢eledi patii
1 obilniny, jsou Clavicipitaceae zatim nejlépe prozkoumanou skupinou endofytickych hub

(STONE et al., 2004).

Endofytické houby, které nepatii do ¢eledi Clavicipitaceae (non-clavicipitaceae
endophytes) byly tradi¢né povazovany za jednu funk¢éni skupinu. Je vSak ziejmé, Ze tyto vysoce
rozmanité houby lze prozatim klasifikovat nejmén¢ do tfi funkénich skupin na zaklade rozdilt

v ekofyziologii a vlivu na hostitele.

3.1.15.1.2 Trida Il

Tato rozmanita tfida zahrnuje druhy z kment Ascomycota i Basidiomycota. Druhy této
tiidy kolonizuji jak kofeny, tak stonky a listy. Typickym znakem této skupiny endofytli je dobie
definovatelny, oboustranné vyhodny mutualisticky vztah s hostitelem. Kuptikladu endofyt
Curvularia protuberata kolonizuje pletiva rostliny Dichanthelium lanuginosum, rostouci
v oblastech s geotermalni aktivitou (Rodriguez et al., 2009). Pokud neziji v mutualistickém
vztahu, ani rostlina ani houba nejsou schopny tolerovat teploty nad 40 °C, av$ak symbioticky
zpisob zivota umozni obéma partnerim tolerovat teplotu az do 65 °C. Podobny scénai by
pozorovan u druhu Fusarium culmorum kolonizujiciho pletiva travy Leymus mollis:
nesymbioticky zpisob Zivota tato rostlina nepieZije, avSak ve spolecném souZiti jsou oba
partnefi schopny tolerovat vysoké hladiny salinity v rozmezi 300 - 500 mM Na-ClI (Rodriguez
et al., 2009).

3.1.1.5.1.3 T¥ida III

Tato tfida endofytll obyva primarné nadzemni Casti rostlin. Vyznacuje se vysokou
rozmanitosti v ramci hostitelskych tkani, rostlin a populaci a zahrnuje druhy jak z Ascomycota
tak z Basidiomycota (Higgins et al., 2007). Vzhledem K jejich pozoruhodné rozmanitosti
Vv ramci tkani hostitelll, je obtizné rozeznat ekologické role endofytii této tiidy a ve vétSiné

ptipadl nebyly zatim prozkoumany.
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3.1.15.1.4 T¥ida IV

V pribéhu studia a izolace ektomykorhiznich hub objevil Merlin hnédavé-Cerné
pigmentované houby osidlujicich kofeny terestrickych rostlin. Nazval je ,,mycelium radicus
astrovirens* (MRA) (Spatafora et al., 2016). Kratce poté, Peyronel zvetejnil vice nez 135 druhi
semennych rostlin, u kterych se tmavé pigmentované houby v pletivech kotfent vyskytuji
(Peyronel, 1924). V sou¢asné dob¢ se tyto houby nazyvaji ,,dark septate endophytes* (DSE) a
tvoti Ctvrtou skupinu houbovych endofyti. Jsou charakterizovany pfitomnosti temné
melanizovaného septa a kolonizaci vyluéné kotfenovych ¢asti hostitelskych rostlin, kde tvofi
inter — a intracelularni hyfy a mikrosklerotie. Druhy z této skupiny patii vylu¢né mezi
Ascomycota a V soucasnosti zname vice nez 600 krytosemmennych i nahosemennych
hostitelskych rostlin. Taxonomie, fyziologie i ekologicka tloha této skupiny endofytd zatim
neni piili§ prozkoumana (Jumpponen, & Trappe, 1998). Nékteré druhy ale vyznamné snizuji
fytotoxicitu tézkych kovi: kupiikladu Exophiala pisciphila kolonizujici kofeny Zea mays,
rostouci v pidé kontaminované kadmiem, méla pfiznivy vliv na rast hostitele za téchto
podminek snizenim koncentrace kadmia v pletivech, regulaci fytohormonl a udrzenim

fytosyntetické aktivity (Wang et al., 2016).

3.1.1.5.2 Endofytické bakterie

Endofytické bakterie byly poprvé popsany vV Némecku na zacatku minulého stoleti
(Freeman, 1904). Na rozdil od endofytickych hub nejsou organové ani hostitelsky piilis
specifické a diky malé velikosti a chybéjicim metodam se jejich obrovska taxonomicka
diverzita a ekologicky potencial ukazal aZ s ndstupem masivné paralelniho sekvenovani
(Rosenblueth et al., 2006). Jakykoli organ hostitele muze byt kolonizovan Sirokou $kalou
bakterialnich endofytd, z nichZ mnohé predstavuji bézné pidni ¢i enviromentalni rody, jako
jsou Enterobacter, Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, a Azospirillum (Lodewyckx et al.,
2002).

Existuje mnoho faktort, které uréuji strukturu a diverzitu bakterialnich spolecenstev v
endosféfe. Patfi mezi né genotyp hostitele, mikrobialni banka pfitomna v semenech, fyzikalni
a chemické vlastnosti pady i klimatické zmény (Vorholt, 2012). Studie Copelanda a kol.
(2015)monitorujici populaci foliarnich endofytii v prubéhu vegetacniho obdobi odhalila, Ze
diverzita mikroorganismu je nejvice ovlivnéna rhizosférickymi mikroby na zacatku sezony a

casem se méni na méné rozmanitou bakteridlni populaci, specifictéjsi pro listy. Analyzy
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foliarniho mikrobiomu odhalily Sirokou $kalu bakterii (Bhore et al., 2010) spadajici nejméné
do 42 bakteridlnich rodt, napf. ze skupin Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Actinobacteria, Bacilli ¢i Sphingobacteria (Costa et al., 2012).
Vzhledem vyznamu jednodéloznych rostlin v zeméd¢lstvi je Casty vyzkum s cilem popsat
bakterialni endofyticka spolecenstva a jejich potencial piizniveé ovlivnit zdravi a vynos plodin.
Bertani a kol. (2016) popsali 19 bakterialnich rodu, z nichz dva, Micrococcus and Enterococcus
spp., se vyskytovaly pouze ve foliarnich ¢astech ryze a pravdépodobné se fadi k takzvanym

rast podporujicim bakteriim (Oryza sativa) (Bertani et al., 2016).

Bakterie podporujici rast rostlin (PGPB) disponuji podobnymi mechanismy podpory
rustu jako rhizosférické PGPB, protoze ale kolonizuji vnitini rostlinna pletiva, ptisobi na rust
hostitele rychleji a efektivngji. Endofytické PGPB spadaji do mnoha kmena vcetné
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes and Bacteroidetes (Hardoim et al., 2015). Uplatiuji
se napf. v procesu zvySovani rezistence vuci biotickym a abiotickym stresovym faktorim
prostfednictvim sekrece antimikrobialnich latek, produkci fytohormonli, ¢i modulaci
obrannych reakci rostlin (Ali et al., 2012). Neékter¢ foliarni endofyty, kupfikladu
Methylobacterium, disponuji geny nezbytnymi pro biologickou fixaci dusiku (BNF),
umoznujici jim konverzi atmosférického dusiku (N2) na formy rostlinou vyuzitelné: amoniak a

dusi¢nany (Madhaiyan et al., 2015).

3.1.1.6 Prispévék endofytickych mikroorganismii ke zvyseni fitness hostitele —
specifické priklady

3.1.1.6.1 Indukovana rezistence a produkce sekundarnich metaboliti

Jednim z mechanismi biologické obrany proti patogentim je produkce sekundarnich
metaboliti endofyty, jejihz pfitomnost pozitivné ovliviiuje odolnost rostlin  vici
fytopatogentim: proces nazyvany indukovand systémova resistence (ISR). TéZ samotné rostliny
indukuji obdobnou rezistenci viuci patogenim, tzv. systémové ziskanou rezistenci (SAR)
(Zamioudis, & Pieterse, 2012). Prvni zminka o bakterialnich endofytech, jakozto induktorech
ISR, se datuje do roku 1991 (Wei et al., 1991). Konkrétn¢ se jednalo o bakterialni kmen G8-4
(Pseudomonas fluorescens), pozdéji prejmenovan na 89B-61, jez bezprostiedné po inokuloci
do okurkovych semen indukoval ISR proti antrakndze. Nejen bakterialni endofyty jsou schopny
indukce ISR. V témze roce byla publikovana prace o houbovych endofytech kolonizujicich
endosféru Douglasky, které byly schopné indukovat ISR v hostiteli (Carroll, 1991).
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Foliarni endofyty jsou zndmé jako regulatofi fyziologickych odpovédi svych hostitelti
na napadeni herbivory. VétSina studii se vénovala zejména neotropickym defoliatoriim,
mravenciim Atta colombica, jez poskozuji prevazné listy rostlin. Napiiklad ve studii Van Baela
a kol. (2012) testovali, zda pfitomnost houbovych endofyti ve folidrnich Castech rostlin
ovlivnila dobu potiebnou k nakousani a zpracovani listii. Vyslo najevo, Ze mravenci potiebovali
0 30-43 % delsi dobu na fezani, noSeni, ¢isténi materialu. Studie Estrady a kol. (2012) se
vénovala vlivu alterace rostlinné chemie fungalnimi endofyty na poskozeni listd mravenci Atta
colombica. Porovnavali chemické a fyzikalni vlastnosti okurkovych listd s vysokou a nizkou
hustotou jednoho bé&zného endofytické druhu, Colletotrichum tropicale. Studie odhalila, ze
endofyty zménily chemii listi a naznacuje, Ze uvoliiované slouceniny s relativné nizkou
t€kavosti hraji hlavni roli pfi vybéru listt mravenci. Zejménahoubové endofyty jsou znamy
svou schopnosti produkovat slouéeniny, potlacujici rust rostlinnych patogenti a herbivora. Tyto
latky zahrnuji alkaloidy, steroidy, terpenoidy, peptidy, polyketony, flavonoidy a téz fenoly
(Higginbotham et al., 2013). K houbovym alkaloidim patfi napf. loliny produkované folidrnimi
endofyty trav z rodu Epichloé nebo Neotyphodium. Studie Wilkinsona a kol. (2000), testujici
aktivitu lolint proti msicim zivicich se t€émito travami, nasledné potvrdila jejich vliv na snizeni

pravdépodobnosti napadeni hostitelské rostliny herbivorem.

Aktivita houbovych alkaloidd se neuplatiiuje jen proti hmyzim herbivorim. Kuptikladu
neurotoxické indol-diterpenoidni alkaloidy, tzv. lolitremy, produkované folidrnimi endofyty
trav tfidy Clavicipitaceae, jsou zodpovédné za intoxikaci skotu (Fletcher, & Harvey, 1981).
Alkaloid swainsonin je produkovan fungalnimi endofyty rodu Alternaria kolonizujici toxické
legumindzni rostliny rodu Astralagus a Oxytropis. Tato sloucenina zpusobuje toxikozu
pasoucich se zvifat, tzv. lokoismus (Nzabanita et al., 2018). Gamma-proteobakterie rodu
Enterobater vyizolovany zkmene topolu (Populus trichocarpaxdeltoides) produkuje

antibiotické latky, véetné 2-fenylethanolu a 5-hydroxybenzoatu (Taghavi et al., 2010).

Jedny 7z nejslibnéjSich endofytickych mikroorganismd, co se tyka produkce
antimikrobialnich sloucenin jsou aktinomycety, konkrétné streptomycety. Mezi dosud
objevené slouceniny patii napf. munumbiciny, kakadumyciny, ¢i koronamyciny (Hardoim et
al.,, 2015). Jedna zprvnich endofytickych streptomycet produkujicich antibiotika byla
izolovana z 1é¢ivé rostliny Kennedia nigriscans, jez je pouzivana domorodymi Australany
k 1écbé krvacejicich ran. Tato rostlina konstantné poskytuje nazloutle oranzovou kulturu
Streptomyces sp. (NRRL 30562), u které byla nasledné prokazana produkce jedinecné rodiny

peptidovych antibiotik, tzv. munumbicint (U. F. Castillo et al., 2002). Zvlasté zajimavé jsou
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munumbiciny C a D, protoze vyjma Gc¢inku proti gram-pozitivnim bakteriim vcéetné Bacillus
anthracis, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus, pusobi
také proti pivodci malarie, Plasmodium falciparum (Christina et al., 2013). Mimo jiné,
munumbicin D vykazuje silngj$i G¢inky nez chlorochin, zlaty standard v ramci antimalarik
(Obianime, & Aprioku, 2009). U¢inek proti Plasmodium falciparum vykazuji i daldi nové
objevena antibiotika, jako kakadumyciny ¢i roronamyciny. Studie Castilla a kol. (2003)
objevila produkci kakadumycini u endofytickych streptomycet (NRRL 30566) kolonizujicich
kapradiny, konkrétné druh Gravillea pteridifolia. Tato antibiotika G¢inkuji téz proti gram —
pozitivnim bakteriim. Naopak ucinek proti plisnim, konkrétné tfidy Pythiaceae, vykazuji
koronamyciny. Studie Ezra a kol. (2004) je ziskala z endofytické Streptomyces sp., jez

kolonizovala Monsteru sp v amazonské ¢asti Peru.

3.1.1.6.2 ZvySeni rezistence vici abiotickym faktorim

Jako vSechny organismy jsou i rostliny vystaveny velmi proménlivym chemickym a
fyzikalnim faktorim prostiedi, véetné vykyvu teplot, zménam v dostupnosti vody, vysoké
salinité, zvysenym koncentracim tézkych kovi, UV zéafeni a mnoha dalsim. Tyto podminky
prostiedi, souhrnné¢ nazyvané abiotické stresové faktory, ptfedstavuji hrozbu poskozeni
zivotnich funkei rostlin, jejich organti a v krajnim piipadé vedou i K jejich odumieni (Chaves,

& Oliveira, 2004).

Zatimco vétSina vySe popsanych endofyti hraje ulohu v ochrané hostitele pied
biotickymi stresovymi faktory, nékteré endofytické mikrooragnismy jsou schopny puasobeni
rozs§ifit ina na ochranu proti riznym abiotickym stresordm. Molekularni mechanismy, jimiz
endofytické mikroorganismynapomahaji zvySeni tolerance hostitelskych rostlin vici stresu
zahrnuji indukci exprese tzv. ,,stress-responsive gent, tvorbu ROS, ¢i syntézu antistresovych
metabolitd (Lata et al., 2018).

3.1.1.6.2.1 Fytohormony

Rostlinné hormony, nebo-li fytohormony jsou organické nizkomolekularni slouéeniny,
jez hraji kli¢ovou tlohu Vv toleranci vici abiotickym faktoram u rostlin (Wani et al., 2016).
Jakozto chemicti poslové jsou v rostlindch schopni regulovat rGizné bunécné procesy a

modulovat fyziologické a molekularni odpovédi, coz je kriticky poZzadavek pro pteziti rostlin.
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Pisobi v mist¢ vzniku ¢i v jinych c¢astech rostliny, do kterych jsou transportovéany.
Fytohormony fadime do péti skupin. Patii mezi n¢€ auxiny (IAA), gibereliny (GA), cytokininy
(CK), kyselina salicylova (SA), jez ptisobi na rostlinu stimulacné, a kyselina abscisova (ABA)

a etylen (ET), ptisobic inhibi¢né (Hopkins, 1999).

Kazda rostlina prochéazi vysoce fizenym vyvojovym procesem programované bunécné
smrti, tzv. senescenci. Senescence je iniciovana ruznymi vnitinimi (napf. fytohormony,
fyziologicky stav) a vnéjSimi (teplota, dostupnost vody, patogeneze) faktory. Béhem tohoto
procesu dochézi ke zmén¢ barvy listl, bézné¢ Zloutnuti, vyvolané degradaci chlorofylu, a to
v disledku snizeni obsahu fytohormond v rostliné (Ahmad, & Tahir, 2016). Avsak senescenci
je mozné oddalit exogenni aplikaci fytohormonii ¢i zvySenim jejich endogenni hladiny
prostfednictvim endofytickych mikroorganismiil. Bakteridlni endofyty jsou schopny prodlouzit
zivotnost kvétd rostlin. Ve studii Aliho a kol. (2012) hodnotili efekty dvou bakterialnich
endofytt, spadajici do rodu Pseudomonas, na vadnuti kvétd karafiatu. Oba endofyty
exprimovaly vysoké hladiny ACC deamindzy a IAA. V disledku nadprodukce ACC
deaminazy se snizila koncentrace ACC v pletivechkvétt, coz zabranilo produkci stresového

hormonu ethylenu a vadnuti fezanych kvétin bylo tak mozné oddalit o dalsi dva az tfi dny.

Celosvétovy primysl fezanych kvétin v soucasné dobé pouziva nakladné a
potenciondlné environmentidlné nebezpecné chemické inhibitory etylenu, napf. thiosiran
stiibrny, za G¢elem prodlouzeni skladovatelnosti (flower shelf-life) fezanych kvétin (Reid, &
Wu, 1992). Pouziti endofytl s aktivitou ACC deaminazy ma potencial nahradit chemikalie,

které se v soucasné dob¢ pouzivaji v odvétvi fezanych kvétin (Ali et al., 2012).

Mnoho rostlinnych patogenti, rhizosférickych symbiontl a endofytickych bakterii
produkuje fytohormony, jako jsou gibereliny, cytokiny, kyselinu jasminovou, abscisovou,
etylen ¢i kyselinu indol-3-octovou (IAA), ¢asto s markantnimi i¢inky na rast, diferenciaci tkani
a reprodukci jejich hostitele. Dosud vSak existuje malo studii zabyvajici se produkci

fytohormoni folidrnimi endofyty.

3.1.1.6.2.1.1 Produkce fytohormonu endohyfalnimi bakteriemi
Nadzemni ¢asti rostlin jsou trvale kolonizovany vldknitymi houbami, primarné
Pezizomycotina, Ascomycota (Rodriguez et al., 2009), pochazejic ze tiidy III fungalnich

endofyta.
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Nedavno publikované studie poukazaly na to, ze hyfy listovych endofytickych hub jsou
Casto kolonizovany velmi rozmanitymi bakteriemi, jez nazvaly endohyfalnimi. Tyto bakterie
se vyskytuji v zivych hyfach fylogeneticky rozmanitych endofytli izolovanych z raznych
rostlinnych tkani. Studie také poskytla prvni dikaz produkce IAA folidrnim endofytem
(Pezizomycotina, Pestalotiopsis sp.), jenz byl izolovan z jehlicnaté hostitelské rostliny
Platycladus orientalis (Cupressaceae). Dale prokazali, ze produkce IAA in vitro je vyznamné
zvySena, pokud endofyt hosti endohyfalni bakterii (zde Luteibacter sp., Xanthamonadales).
Nicméné axenicky kultivovand bakterie na standardnim rastovém médiu IAA neprodukuje.
Nasledné testovani filtratu kultury z komplexu endofyt-endohyfalni bakterie na modelovém
rajceti potvrdilo vyznamné zvysené produkce IAA. Tyto vysledky naznacuji slozitost interakci

mezi mikroorganismy, jeZ jsou soucasti rostlinnych mikrobiomt (Hoffman et al., 2013).

3.1.1.6.2.2 ZvySena rezistence vii¢i téZkym koviim

Kontaminace tézkymi kovy mulize nepfiznivé ovlivnit ekosystémové funkce, vcetné
biogeochemickych procest zajistovanych mikroorganismy. Hromadéni tézkych kova v ptde
muze u rostlin vést k naruSeni metabolismus, snizené produkci biomasy a u plodin

k vyznamnému snizeni vynosnosti (Cioica et al., 2019).

Rizné studie popisuji ulohu endofytickych mikrobd pii snizovani fytotoxicity kovi
prostfednictvim extracelularni precipitace, intracelularni akumulace, sekvestrace nebo pomoci

biotransformace toxickych iontli na méné toxické ¢i netoxické formy (Ma et al., 2016).

Napftiklad studie zabyvajici se bioremediaci a jeji U¢innosti na odstraiovani niklu
z pudy prostfednictvim endofytickych hub. Expozice nadmémému mnozstvi niklu je pro
rostliny toxické a vyvolava letadlni zmény v metabolismu rostlin, coZ ma za nasledek inhibici
ristu, vadnuti, nekrézu a chlorozu (Amari et al., 2014). Po inokulaci ¢tyfmi riznymi
endofytickymi houbami byly experimenatlni rostliny soji schopny snaset az 1 mM niklu
v kontaminovaném médiu. Inokulace endofyty vyznamn¢ zvysila rostlinnou biomasu, ristové
atributy a také =zvySila translokaci niklu zkofene do vyhonku ve srovnani
s kontrolnimi, nenaockovanymi rostlinami. Kromé toho zménil kmen P. formosus LHL10
metabolicky aparat sdji prostfednictvim sniZeni lipidové peroxidace a akumulace kyseliny
linolenové, glutationu, peroxidazy, polyfenolu oxidazy, katalazy a superoxiddismutazy (Bilal

etal., 2017).
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3.1.1.6.2.3 Role endofytii v indukci syntézy sekundirnich metabolitii rostlin

Siroka $kala vngjsich stresovych faktori, neboli elicitori, stimuluje v rostlinnych
bunikach obranné reakce. Elicitory davaji podnét k expresi genil, syntéze enzymil a timto
zpusobem navozuji zvyseni syntézy a akumulaci fytoalexint ¢i jinych sekundarnich metaboliti
podilejicich se na ochrané rostliny (Kasparova et al., 2012). Krom¢ vnéjsich stimulii mtizou
syntézu sekundarnich metabolitii stimulovat 1 endofyty. Endofyticky elicitor miize rychle
indukovat expresi specifickych rostlinnych genti, coz miize vést k aktivaci fady specifickych
sekundarnich metabolickych drah a nasledné akumulaci bioaktivnich slou¢enin (Gao et al.,
2010). Takové bioaktivni latky zahrnuji antibiotika, protinadorové, antioxidacni,

imunosupresivni, antimykotické, antibakteiralni, insekticidni, a antivirové latky (Khare et al.,
2018).

Jednou z nejvice studovanych bioaktivnich latek je taxol. Jedna se 0 piirodni diterpenoid
izolovany ztisu (Taxus brevifolia) a patfi mezi jednu znejpouzivangjSich slozek
protirakovinnych 1ékti. Brzy po objeveni jeho jedinecné funkce bylo zah4jeno rozsahlé hledani
alternativnich zdroji, jez by nahradily tehdej$i primyslovou vyrobu taxolu pomoci
polosyntézy, ktera spotiebovava velké mnozstvi tisi (Yuan et al., 2006). V roce 1993 Stierle a
jeho kolegové nasli novy piistup k vyrobé taxolu (Stierle et al., 1993). Objevili endofytickou
houbu, Taxomyces andreanae, kolonizujici v kiru Taxus brevifolia, jez schopny taxol
syntetizovat. Genom tohoto endofyta nevykazoval vyznamnou sekvena¢ni homologii
S genomem tisu co se gend zodpovédnych za biosyntézu taxolu tyka, coz naznacuje, Ze si
endofyty mohl vyvinout taxolovou biosyntetickou drahu nezavisle na svych hostitelich (Heinig
etal., 2013).

Howitz and Sinclair (2008) naznacuji, Ze takovéto homologni genové klastry ptitomné

v endofytech i v jejich hostitelich mohou byt za urcitych podminek kiizové aktivovany.

Indukci exprese hostitelskych geni prostiednictvim endofytl se zabyvala kuptikladu
prace Li a kol. (2012). Zamétili se na 1é¢ivou bylinu Artemisia annua L. (Asteraceae), ktera se
Vv tradi¢ni ¢inské mediciné pouziva k 1écbé horecky a malarie jiz od starovéku. Tato bylina
syntetizuje artemisin, avSak syntézu indukuje endofyticka aktinobakterie Pseudonocardia Y 1M
63111. Urceni hladin transkripce klicovych genti podilejicich se biosyntéze artemisinu ukéazaly,
ze exprese cytochromu P450 monooxygenazy (CYP71AV1) a cytochromu P450
oxidoreduktazy (CPR) byla po inokulaci kmenem YIM 63111 up-regulovana. Up-regulace
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téchto gent byla spojena se zvySenou akumulaci artemisinu. Pseudonocardia sp. YIM 63111

se zda byt slibnym prostfedkem ke zvySeni produkce artemisinu v rostlinach (J. Li et al., 2012).

Kazdy endofyt se vyznacuje specifickou charakteristikou, up/down regulaci urcitych
gent odpovédnych za rlst rostliny, vynosnost ¢i modulaci biosyntézy sekundarnich metabolita.
Nicméng, stoji za tvahu, jaky by byl synergicky ucinek dvou rozdilnych endofyti na modulaci

biosyntézy sekundarnich metabolith.

Studie Pandey a kol. (2016) hodnotila synergicky ucinek 2 rtznych endofyth
(Acinetobacter sp. a Marmoricola sp.) hostitele Papaver somniferum L. na up-regulaci
klicovych gent pro biosyntézu morfinu. Papaver somniferum je 1é¢iva rostlina a téz jediny
zdrojem terapeuticky dilezitych benzylisochinolinovych alkaloidd (BIA), jako jsou morfin,
kodein, thebain, papaverin, noscapin a sanguinarin. Morfin patii do skupiny opioidu, jez jsou
klicovymi léky ke zmirnéni stfedné tézké akutni bolesti spojené s rakovinou, fyzickym
traumatem, poopera¢nim stavem atd. (Hagel, & Facchini, 2013). Pouziti konsorcia 2 endofytt
(Acinetobacter sp. a Marmoricola sp.) up-reguluje vétsinu gent biosyntézy morfinu. Konkrétné
se zvysil obsah morfinu a tebainu. Po inokulaci konsorciem se rovnéz zvysila fotosynteticka
ucinnost maku, ¢imz se zvysila biomasa, hmotnost tobolek, vynosnost semen (Pandey et al.,

2016).

3.1.1.6.2.4 Biologicka fixace dusiku

Dusik je jedna z esencialnich komponent vSech proteini, enzymi, nukleovych kyselin
a také chlorofylu, zprostredkujici fotosyntézu v rostlinach (Leghari et al., 2016). Jedna se o
velmi béZny element v pfirod¢, nachazejic se v zanedbatelném mnoZstvi v litosféfe, hydrosfére
a ve vysokém mnozstvi v atmosféte (Greenwood, & Earnshaw, 1997). Nicméné vétSina tohoto
dusiku je ve formé dinitrogenového plyny (N2) a rostliny tuto inertni formu nejsou schopny
vstiebat. Proces, v némz je dinitrogen redukovan na formy pro rostlinu jiz vstiebatelné, nitrat a

kation amonny, se nazyva fixace dusiku (Bottomley, & Myrold, 2007).

Prokaryotni mikroorganismy, tj. diazotrofové, jsou schopné pferusit trojnou vazbu
molekulového dusiku za pouziti vysoce specializovaného enzymového komplexu, nitrogenazy,

a nasledné ho konvertuji do amonného kationtu (Bottomley et al., 2007).
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3.1.1.6.2.4.1 Mikroorganismy fixujici molekulovy dusik

Schopnost fixovat dusik, jinymi slovy pfitomnost nitrogenazového enzymu, je omezena
pouze na urcité bakterie a archaeca (Galloway et al., 2008). Diazotrofové jsou v prostiedi Siroce
roz$iteni. Vyskytuji se jednak samostatné v piidnim a vodnim ekosystému, v rhizosfére,
fylosféfe ¢i uvnitf rostlinné tkané, a jednak v symbiotické asociaci s legumindznimi ¢i

aktinorhiznimi rostlinami, a také s liSejniky (Young, 1992).

Nejlépe prostudovany mutualisticky vztah mezi N-fixujicimi bakteriemi a rostlinami

zahrnuje leguminodzni rostliny a rhizobakterie, konkrétné Rhizobiaceae (Galloway et al., 2008).

Pfitomnost diazotrofi v nelugimindznich rostlinaich byla poprvé detekovana
Brazilskymi vyzkumniky v rhizosféfe, rhizoplanu, folidrnich ¢éastech cukrové titiny
(Saccharum officinarum) (Débereiner, & Alvahydo, 1959). Zpocatku se predpokladalo, ze
nitrogendzova aktivita se uplatituje jen v rhizosféie, avsak poté zahrnuli i folidrni ¢asti rostliny,
vV nichZ jsou bakterie schopny mnohondsobné vyssi fixace dusiku, a to i pii vysokych

koncentracich sacharozy a nizkych hladinach pH (Boddey et al., 1991).

Mezi druhy foliarnich endofytickych bakterii, které prokazatelné fixuji stmosféricky
dusik, patii napf. Gluconacetobacter diazotrophicus ve vyse uvedené symbioze s cukrovou
titinou (Dong et al., 1994) nebo jako soucast mikrobiomu jehli¢i (Carrell, & Frank, 2014).
Dalsim piikladem je Paenibacillus (kmen P22), jez byl nalezen v topolech (Scherling et al.,
2009). Ou Liho a kol. (2017) detekovali s pomoci pyrosekvenovani diverzitu diazotrofnich
endofyti v rozlicnych pletivech orchideje Dendrobium catenatum. V nadzemnich c¢astech
dominoval kmen Proteobacteria, konkrétné druhy Methylobacterium a Pantoea (O. Li et al.,
2017).

3.1.2 Rostliny s parazitickou Zivotni strategii - experimentalni skupina vyuzita v této
praci

Ne zdaleka pro vSechny rostliny plati obecné definice, jakoZto autotrofnich organismi
ziskavajicich esencialni latky pro stavbu a rast svého téla z okolniho prostfedi piimo
Vv anorganické forme bez pomoci jinych organismi. Mnohé z nich ,,zneuzivaji“ svého souseda
vyvinutim specialnich penetrac¢nich vybé&zka, tzv. haustorii, jimiZ se napoji na cévni svazky
hostitele, ¢i parazituji na mykorhiznich houbéch, poptipad€ jejich pomoci na jinych zelenych

rostlinach (Stech et al., 2010).
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Dle typu pfipojeni k hostiteli 1ze parazitické rostliny rozlisit na kotfenové a stonkové.
Dale lze parazitické rostliny rozdélit dle (ne)pfitomnosti chlorofylu a schopnosti vlastni
fotosyntézy. Holoparazité, zaujimajici jen pétinu parazitickych druht, jsou nezelené rostliny
naprosto zavislé na svych hostitelich. Postradaji vlastni chlorofyl a z toho divodu nejsou
schopni fotosyntetizovat. Naopak hemiparazité (poloparazité, ptiblizné 80 % parazitickych
druhti) si uchovaly funk¢ni fotosynteticky aparat, s jehoz pomoci ziskavaji organické ziviny, a
soucasn¢ ziskavaji mineralni ziviny a nékteré organické molekuly kradezi z xylémové mizy
hostitelt. Kuptikladu nékteré u nas nerostouci druhy rodu kokotice (Cuscuta) disponuji malym
mnozstvim funkénich chloroplastii a ¢ast uhliku ziskavaji autotrofn¢, avSak vétSinu asimilati

ziskaji kradezi z xylému hostitele (Stech et al., 2010).

Haustoria, jimiz se parazitické rostliny napojuji na cévni svazky hostitele a nasledné
z nich od¢erpavaji ziviny, nahrazuji parazitim kotfenovy systém. Jednotliva haustoria zaujimaji
podobu ztloustlych kofend, stonkti popiipadé stonkovych ptisavek. Vnitiek haustorii tvofi
vodiva pletiva, jejichz tenkd vldkna sméruji k cévnim svazkim hostitele. Nasledné se vyvine

xylémovy mustek, ktery umozni pienos Zivin z hostitele do parazita (Tésitel, 2011).

Na zaklad¢ vyvoje lze haustoria rozd¢€lit na primarni a sekundarni. Primarni haustoria
jsou tvofena parazitickou rostlinou ihned pii jejim kliceni a typicky se jimi vyznacuji
holoparazité, ale i obligatni hemiparazité, napt. jmeli bilé (Viscum album). V pozdé&jsim stadiu
vyvoje vznikaji haustoria sekundarni, jiZ na existujicim kofenovém systému parazitické
rostliny. Vyznacuji se jimi piedev§im hemiparaziticti zdstupci z Celedi zarazovitych
(Orobanchaceae), napi. rod ¢ernys (Melampyrum), kokrhel (Rhinanthus), svétlik (Euphrasia)
(Tesitel, 2011).

Na rozdil od holoparazitickych rostlin, jejichZ haustoria musi byt napojena na floém
hostitele, haustoria hemiparazitl jsou napojena na xylém hostitele (T¢&Sitel, 2011). Tyto cévni
svazKy transportuji po rostliné vodu a v ni rozpusténé mineralni latky (dusik, draslik, fosfor
aj.;Klimesova, 2008). Piestoze asimilaty ve form¢ sacharidl proudi typicky floémem hostitele,
1 xylém muze obsahovat velké mnoZstvi organickych kyselin a aminokyselin. Timto zplisobem

mohou hemiparazitické rostliny ziskéavat i uhlik v organické forme (T¢Sitel, 2011).

Proces ziskavani zdroju kotfenovymi hemiparazity, jakoz i efektivita bastrakce Ci
anatomie haustorii, se mezi jednotlivymi druhy li8i, a souvisi zejména se zavislosti na jejich
hostiteli a jejich zivotni historii. Jednoleté hemiparazity, jako jsou Striga spp. ¢i Rhinanthus

spp., jsou schopny vysoce efektivni abstrakce soluti z xylému hostitele, Cemuz zajisté
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napomaha i luminalni kontinuita cév mezi hostitelem a parazitem (Cameron et al., 2006; Dorr,
1997). Proces pasivniho transportu soluti je pohanény gradientem vodniho potencialu, pii¢emz
hemiparazit udrzuje gradient na niz§ich trovnich nez jeho potencialni hostitel, a to z diivodu
zvySené rychlosti transpirace, abnormalniho chovani stomat, které se nezaviraji ani za tmy ¢i
pii nedostatku vody (Press, 1989), i hromadéni osmoticky aktivnich slou¢enin, napt. cukernych
alkohold, zejména mannitolu (Irving, & Cameron, 2009). Naproti tomu u trvalych rostlin, jako
Bartsia alpina ¢i Olax Phyllanthi, probiha pienos soluti pies buné¢né stény nebo konjunktivni
parenchym (Hibberd, & Jeschke, 2001; Tennakoon et al., 1997). Piesny mechanismus
transportu neni znam, avsak je zjevné, ze zminény transport nevyzaduje rozdil ve vodnim
potencidlu, a proto se predpoklada, ze je zalozen na aktivnim transmembranovém transportu
(Tennakoon et al., 1997). Jak hemiparazit, tak i jeho hostitel na sebe vyvijeji selekéni tlak, jimz
se snazi ziskat na svou stranu vyhodu a druhou stranu tak omezit (Dawkins, & Krebs, 1979).
Kuptikladu hemiparazité, jez bojuji o dostatek slune¢niho zafeni se svym hostitelem,
uptednostiuji oblasti s omezenymi zdroji zivin a vody, ¢imz je hostitel nucen vybudovat
rozsahly kotenovy systém a je tak omezen v tvorbé nadzemnich ¢asti. Timto se vyznamné
zabrani zastinéni hemiparazita. Nicméné tento zdvod ve zbrojeni neni zahnan do krajniho

extrému, nebot’ hemiparazité by ne prezili uvadnuti hostitele (Klimesova, 2008).

Vztah mezi parazitem a hostitelem je pozoruhodny zejména velmi tzkou vazbou.
Paraziti, jako je tomu napt. u naSeho ochmetu (Loranthus europaeus), mnohdy napadaji pouze
druhy urcité celedi, nékdy jen jediny rod ¢i druh. Vyjimku tvoii napt. hemiparazit naSich stromt
— jmeli bilé (Viscum album), které je schopné parazitovat na zastupcich nékolika Celedi
(Korcakova, & Starcevska, 2011).

4 METODIKA

4.1 Charakteristika lokalit

Material byl sbiran béhem tfi tydnd na ptelomu kvétna a ¢ervna roku 2018. Seznam

lokalit (Obr. 1) a rostlinnych druhii zahrnutych v praci je uveden v Tabulce 1.
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Obr.1 Poloha lokalit hemiparazitickych druhti a jejich potencionalnich hostitelti vyuzitych

ke sbéru vzorku

Soupis lokalit

Hejdlov

CHKO Blansky les, zhruba 2,5 km zdpadné od Kleti; 740 m. n. m.; sbér
Rhinanthus mayor, Plantago lanceolate, Veronica arvensis, Ranunculus acris
na louce; N 48.8631175, E 14.2471058

Chvalsiny

Osada Chval3iny na okraji CHKO Blansky les a Sumavského podhtii; sbér
Rhinanthus mayor, Plantago lanceolate, Veronica arvensis, Ranunculus acris
na louce; 673 m. n. m.; N 48.8582331, E 14.2192536

Kuklov
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Osada v okrese Cesky Krumlov asi 3 km severné od obce Brloh; v CHKO
Blansky les; sbér Hieracium murorum, Vaccinium myrtillus, Melampyrum
pretense na rozhrani lesa a louky; 720 m. n. m.; N 48.9315667, E 14.2471058

Lhenice
Sumavské podhuri, okres Prachatice; 559 m. n. m.; sbér Cuscuta europaea,
Rubus fruticocus agg.; okraj silnice; N 48.9954100, E 14.1614881

Ohrazeni

Okres Ceské Budg¢jovice, zhruba 3 km od Ledenic; sbér Vaccinium myrtillus,
Betonica officinalis, Melampyrum pretense, Pedicularis sylvatica, Holcus
lanatus, Ranunculus acris na louce a sousedicim lese; 510 m. n. m.; N 48°57',
E 14°36'

Ruda

Hranice rezervace Ruda okrese Ceské Bud&jovice; na okraji Tieboniské a
Ceskobudgjovické panve; sbér Pedicularis sylvatica, Holcus lanatus,
Ranunculus acris na louce u okraje lesa; 450 m. n. m.; N 49.1505328, E
14.6930564

Retenice

Okres Prachatice; 873 m. n. m.; sbér Melampyrum pretense, Rhinanthus
mayor, Veronica arvensis, Ranunculus acris na louce lemované stormy; N
49.133990, E 13.608334

Vrbenské rybniky

Ptirodni rezervace vodnich, moktadnich a Iu¢nich ekosystémii na
severozapadnim okraji Ceskych Budg&jovic; 380 m. n. m.; sbér Cuscuta
europaea, Holcus lanatus, Ranunculus acris na vihké louce; N 49.0099464,
E 14.4393778
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4.2 Sbér materialu

Z kazdé z uvedenych lokalit byl odebran listovy material (dle druhu 2-6 listli) ze Sesti
ruznych jedinct daného druhu rostliny. Protoze je v terénu prakticky nemozné urcit presné
které druhy (jedinci) jsou parazitickou rostlinou napadeny, v piipadé neparazitickych rostlin
byli sbirani potenciondlni hostitelé rostouci v tésné blizkosti parazita. Vyjimku tvofil
holoparaziticky druh Cuscuta — v tomto ptipadé byl diky povaze interakce hostitel zjevny. Sbér
vzorkd se vzdy vztahoval pouze na zdravé, asymptomatické listy (hodnoceno vizualng),
abychom se vyhnuli zahrnuti rostlinnych patogent do analyzy — jejich proliferace mtize totiz
vyznamn¢ ovlivnit slozeni listového mirkobiomu. Sesbirané vzorky byly vlozeny do papiroych

pytlikd do chladu a zpracovany v laboratoii béhem 24 hodin.

4.2.1 Parazitické rostliny zahrnuté do vzorkovani

Custutaceae

Cuscuta europaea L.

Jednoletd, nezelena, holoparaziticka bylina s tenkou ovijivou lodyhou az 150 ¢cm dlouhou,
cetné vétvenou, lysou, Zlutavou az nacervenalou, s ptisavkami pro pfichyceni k lodyhdm
hostitelskych rostlin (Mikulka et al., 1999). Napada kopfivy, konopi, chmel, brambory ¢&i
bob. Od srpna do fijna kvete v piikopech, podél cest a vodnich ploch, v pobieznich
kfovinach, ve vlhkych lemech lesi i na rumistich. Roztrouseny vyskyt v CR, mnohdy v

teplejSich oblastech, v nizsich horskych polohéach vyskyt ojedinély.

QOrobanchaceae

Celed’ Orobanchaceae se fadi do fadu Lamiales, kam spadaji jak nezeleni, tak zeleni
hemiparazité, jez se piizivuji na kofenech hostitelskych rosltin. V Ceské republice
zastupuje tuto ¢eled’ nékolik rodl, naptiklad Rhinanthus, Euphrasia, Odontites,

Melampyrum, Pedicularis.

Pedicularis sylvatica L.

Bylina s hlavni lodyhou do 20 cm vysokou, kvétouci od kvétna do ¢ervna. Hemikryptofyt,
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prezimujici ve formé ruzice listi slozené v ,,zimni pupen” (HEGI, 1975). Monokarpicka
rostlina se striktné dvouletym Zivotnim cyklem. Konkuren¢né slaby druh s vy$Simi naroky
na svétlo (Dostal, 1989). Vyskyt nejcastéji na vlhkych, mnohdy zraselinénych loukach a
viesovistich, od nizin po horské polohy. Upiednostituje kyselé, zivinami chudé pudy
(Chytry et al., 2010). Hemiparazit s velkym poctem hostitelskych druhti (Weber, 1976),

potencionalni parazitace i na jedincich svého vlastniho druhu (Maybrook, 1917).

Melampyrum pretense L.

Striktné¢ jednoleta zelend bylina az 50 cm vysoka s ptimou lodyhou, bohaté vétvenou. Kvete

od Cervna do zafi. Vyskyt na suchych i zamokifenych stanovistich, pasekéch, okrajich

vvvvv

1963). Hemiparazit parazitujici Sirokou skalu dfevin a kett, vyskytujicich se na stanovisti

naptiklad s rody Quercus, Betula, Corylus, Pinus, Vaccinium (Smith, 1963).

Rhinanthus mayor L.

Jednoletd bylina az 80 cm vysokd, s pfimou, nafialovélou, lysou, vyjimecné chlupatou
lodyhou. Riist na pastvinch, loukach, piikopech na okrajich cest. Vyskyt v Ceské
republice relativné hojny. Kvete od konce dubna do fijna. Hostitelsky neselektivni
hemiparazit, vytvaiejici protohaustoria na Siroké Skale hostiteld (Jiang et al., 2010).

Potravni generalista napadajici nejcastéji zastupce z celedi Fabaceae a Poaceae.
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Tab. 1 Seznam rostlinnych druhti zahrnutych ve vzorkovani s jejich geografickou polohou a
Zivotni strategii.

Celed’ Rostlinny druh Lokalita Lifestyle
Retenice Kuklov ~ Ohrazeni Vrbenské Ruda Lhenice Hejdlov  ChvalSiny
Rybniky
Hieracium murorum Potencioalni
Asceraceae - + - - - - - - -
Hostitel
Cuscutaceae Cuscuta europaca - - - + - + - - Holoparazit
Ericaceae Vaccinium myrtillus B . + _ _ _ B _ Poten(_:iélni
hostitel
. Betonica officinalis Potencialni
Lamiaceae - - + - - - - - hostitel
Orobanchaceae M(:)l;r{]epr?/sl;}um + + + - - - - - Hemiparazit
Pedicularis sylvatica . .
- - + - + - - - Hemiparazit
Rhinanthus mayor . .
+ - - - - - + + Hemiparazit
Poaceae Holcus lanatus B _ . N N _ B _ Potenqiélni
hostitel
Plantaginaceae Plantago lanceolate B _ B _ _ _ + + Potencialni
hostitel
Veronica arvensis Potencialni
* - - - - - + * hostitel
Ranunculaceae Ranunculus acris N _ + + + _ + + Potencialni
hostitel
Rosaceae Rubus fruticocus B _ B _ _ . B _ Potencialni
agg. hostitel
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4.2.2 Potencialni hostitelské rostliny zahrnuté do vzorkovani

V terénu je prakticky nemozné urcit piesné které druhy jsou parazitickou rostlinou
napadeny, v pfipad¢ neparazitickych rostlin byli sbirani potencionalni hostitelé rostouci v tésné
blizkosti parazita (viz Tab. 1). Jedna se o druhy Betonica officinalis (Lamiaceae), Hieracium
murorum (Asceraceae), Holcus lanatus (Poaceae), Plantago lanceolata (Plantaginaceae),
Ranunculus acris (Ranunculaceae), Rubus fruticocus (Rosaceae), Vaccinium myrtillus

(Ericaceae), Veronica arvensis (Plantaginaceae).

4.3 Zpracovani materialu a povrchova sterilizace listii

Po sbéru materidlu bylo nutné listy povrchové sterilizovat, aby se pfeeslo zahrnuti ne-
endofytickych mikroorganismi do nasledné analyzy. Na povrchovou sterilizaci listi byla
pouzita metoda zminéna ve studii Koga a kol. (1993) s drobnymi Gpravami. Po odebrani vzorka
byly folidrni ¢asti rostlin dikladné omyty pod tekouci vodovodni a nasledné destilovanou
vodou, za Uc€elem odstranéni pfilnutych prachovych castic a epifytickych mikrobli véetné
houbovych spor. Takto ocisténé vzorky byly ponofeny do Petriho misek s rotoky
Vv nésledujicicm potadi: absolutni etanol (10 sec), 5% chlornan sodny (2 minuty), 70% etanol
(2 minuty). Posléze byly vzorky ttikrat omyty autoklavovanou destilovanou vodou a ponechany

na ubrousku oschnout.

Povrchové sterilizovany vzorek byl pfemistén do sterilni tfeci misky, ktera byla predem
vychlazena tekutym dusikem. Nasledn¢ byl rostlinny material rozmélnén v tekutém dusiku
tlou¢kem. Homogenizované pletivo bylo pfevedeno do 1,5 ml mikrozkumavky a vzorek

zamrazen v -20°C pro dalsi zpracovani.

4.4 1lzolace DNA a stanoveni celkové koncentrace

Pro izolaci DNA bylo z kazdého vzorku odebrano 100 mg homogenizovaného vzorku.
Celkova DNA vcetné genomové DNA piitomnych endofytl byla extrahovana s pouzitim kitu
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), za pouziti originalnich roztokt. Tento
kit je urcen pro izolaci a purifikaci DNA riiznorodych rostlinnych druhi a to nejen z Cerstvého

¢1 mrazeného materidlu ale 1 ze suSeného. Izolace byla provedena dle protokolu od vyrobce.

Mg¢feni koncentrace a Cistoty vyizolované DNA bylo uskute¢néno na fluorometru fady

Qubit (Thermo Fisher Scientific Inc.).
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45 PCR
45.1 PNA blokatory

Mikroorganismy jsou nepostradatelnou soucasti vSech ekosystémovych procesi
Vv terestrickych i vodnich ekosystémech (Locey, & Lennon, 2016). Rozkvét metod molekularni
biologie a obzvlasté vyvoj technologii masivniho paralelniho sekvenovani v posledni dekadé
umoznil studium mikrobialni diverzity v rozmanitych prostfedich do nebyvalé¢ hloubky.
Efektivni metody sekvenovani nové generace v soucasné dobé umozituje popsat rozdily ve
slozeni mikrobiélnich populacich mezi riznymi hostiteli, coz vede k vétSimu porozuméni jejich

ulohy v ekologii a vyvoji hostitelskych organismi (Fitzpatrick et al., 2018).

Mikrobi asociujici s hostitelem jsou cCasto charakterizovany pomoci sekvenovani
amplikonti, jez jsou ziskany amplifikaci hypervariabilnich oblasti genti pro ribozomalni
podjednotky, u bakterii 16S nebo u hub interni transkribované spacery (ITS) (Goodrich et al.,
2014). Nicméné amplifikace téchto specifickych oblasti mize snizit efektivitu sekvenovani
v disledku kontaminace hostitelskou DNA. Tato kontaminace je zpusobend sekvencni
podobnosti spole¢ného piedka sdileného mezi eukaryotickymi organelami a bakteriemi (Sagan,

1967).

Rostlinné chloroplasty a mitochondrie jsou evoluéné odvozeny z voln¢ zijicich sinic a
bakterii ze skupiny Rickettsiales (Margulis, 1981). Sekvenovani rostlinného mikrobiomu tedy
predstavuje vyzvu, v disledku pfitomnosti velkého mnozstvi organel, jeZ si uchovaly vysoky
stupent podobnosti se svymi volné zijicimi piedky. Kuptikladu, sekvenovani oblasti V4 genu
16S rRNA z rostlinné tkang, plastidové a mitochondriélni sekvence pochézejici z hostitelského
genomu piedstavuji az 95% vsech readt z daného vzorku (Lundberg et al., 2013). Takto vysoka
kontaminace sinifikantné¢ omezuje pocet vzork, které 1ze sekvenovat najednou s dostateCnou

hloubkou ¢teni pro zachyceni pfitomné bakterialni diverzity.

V této préci jsem vyuZila nasledujici zplisob jak se vyporadat s problémem kontaminace
hostitelskou DNA: pouziti oligonukleotidli peptidové nukleové kyseliny (PNA) béhem PCR
vyrazné snizi amplifikaci hostitelské organelové DNA (Lundberg et al., 2013). PNA
oligonukelotidy jsou uméle syntetizované polymery pyrimidinovych a purinovych bazi spojené
peptidovou vazbou (Nielsen, 1999), které se komplementarné vazou methylenkarbonylovymi
vazbami k vlaknim nukleovych kyselin. PNA neobsahuje zadné nabité fosfatové skupiny,

tudiz je jeji kostra neutralni. Neutralita kostry ma za nasledek silnéjsi vazbu vlaken v duplexu
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DNA/PNA a také specificitu vazby DNA/PNA. Dale je PNA rezistentni vi¢i DNazam a
protézam, ¢imz se prodluzuje jeji zivotnost in vivo i in vitro a soucasné v8ak neni rozpoznana

polymerdzami a nemiiZze byt pouzit jako primer (orum et al., 1993).

Vzhledem K jejich neidentifikovatelnosti DNA polymerazou, dale sekvencni
specificnosti a vazebné afinité k cilové DNA, mohou PNA proby slouzit jako PCR blokatory.
Tato metoda se nazyva ,,PNA clamping“ ¢i PCR blokovani, a piedstavuje efektivni zptsob

prevence zkresleni a chyb v nasledujicim procesu (viz obr. 2) (Lundberg et al., 2013).

Obr. 2 A: Zablokovani amplifikace specifického useku DNA pomoci PCR blokatort; B: PCR
bez pouziti PNA

A PNA Clamp B No PNA
(PCR blocker) (PCR amplification)
FW 1= PNA Clamp > Fwi=2» "
MA Clamyg € rv1 P = RV1
3 »

RRRRIUR ARARIR.  WAATRRIVR

Mo amplification Py AU

Amplification
Mezi popularni PNA blokatory patii mPNA a pPNA, jeZ slouzi k zabranéni amplifikace

hostitelské mitochondridlni a plastidové 16S rDNA. Sekvence pPNA, tak i mPNA jsou
komplementarni k useklim organelarni DNA vysoce konzervovanym mezi vyssimi rostlinami

a osveédcily se v projektech zabyvajicich se rostlinnym mikrobiomem (Lundberg et al., 2013).

Kuptikladu ve studii Fitzpatricka a kol. (2018) testovali G¢innost univerzalnich PNA
svorek navrzenych Lundbergem a kol. (Lundberg et al., 2013) pro projekt studujici kofenovy
mikrobiom. Zkoumali, jak se mira plastidové kontaminace 1181 mezi hostitelskymi druhy rostlin
a zda jsou spojeny schybnym parovanim bazi mezi univerzalnimi pPNA a cilovymi
organelarnimi sekvencemi. Dale vyhodnotili, zda l1ze plastidovou kontaminaci snizit pomoci
jednoduché modifikace, a zda takovd modifikace vede ke zméné odhadi diverzity mezi

bakterialnimi komunitami. Jejich studie je prvni, ktera testuje ucinnost pouziti PNA blokatora
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napftic hostitelskou diverzitou a hodnoti uzite¢nost vyvoje vlastnich sekvenci PNA pro studium
mikroorganismil navazanych na rizné hostitelskymi druhy. PNA blokatory vyhodnotili jako
cenné nastroje ve studiich, jez extrahuji a nésledné sekvenuji mikrobidlni DNA piimo

Vv hostitelské tkani (Fitzpatrick et al., 2018).

4.5.2 Amplifikace 16S rRNA
Z vyizolované rosltinné DNA byl metodou polymerazové fetézové reakce (PCR)
naamplifikovan usek DNA odpovidajici ¢asti genu pro 16S rRNA, obsahujici oblasti, které jsou

sepcifické pro kazdy bakteridlni taxon.

Pro PCR reakci byly pouzity univerzalni primery 515F-806R (viz tab. 2). Slozeni PCR

reakci s pridanim PNA blokatort je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 2 Sekvence pouzitych univerzalnich primeria 515F-806R pro 16S oblast rDNA

Nazev oy Velikost
. Sekvence (5°->3")

primeru (bp)
517F AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA 26
806R — ATAATGTACGGGKGAGATGC— — 20

Tabulka 3 PCR MasterMix

Finalni .
Komponenta koncentrace pL na reakci
PCR mix 2X 7.5
F primer 0,2 uM 0,3
R primer 0,2 uM 0,3
PNA blokator 0,5 uM 0,3
DNA templat 20 ng
Voda up to 20 uL
Total 20

Z diivodu zcca 200 vzorkd naamplifikovan v duplikatech, které byly pro naslednou

sekvenaci spojeny do jednoho vzorku.
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Do pozitivni kontroly byla k MasterMixu ptidana genomova DNA E.coli a do negativni
kontroly nebyla ptfidéna zadna DNA. Poté byly vzorky amplifikovany za stanovenych PCR
podminek (viz Tab. 4).

Tabulka 4 Piehled trvani a teploty jednotlivych PCR cykla

Faze Teplota Cas Pocet cykla
Denaturace 94 °C 3 min
Denaturace 94 °C 60 sek 30

- PNA clamping 70 °C 10 sek . :

Amplifikace e o (v zavislosti na
Ptipojeni primert 50 °C 60 sek e
Extenze 72 °C 90 sek pristroji)

Finalni extenze 72°C 10 min
Uchovani 4 °C

PCR produkty ze stejnych duplikati byly piepipetovany do jedné zkumavky a
homogenizovany. Nasledn¢ byla pfitomnost a velikost amplikont vizualizovana pomoci gelové
elektroforézy (1% agarozovy gel v 1x TAE pufru pii 90 V, 500 mA, 40 minut). Pfedpokladana
velikost produktu pro primerovy par 515F — 806R se pohybuje v rozmezi ~390 bp. Vzorky
S nizkou biomasou mohou poskytovat slabé nebo zadné viditelné bandy. Pokud mél amplikon
na gelu nizky vytézek, PCR se provedla znovu s riznym fedénim templatu, dokud jsme

neobdrzeli PCR produkt o pozadované velikosti.

4.6 Priprava sekvenacnich knihoven, sekvenovani a bioinformatické

zpracovani sekvenaénich dat

PCR produkty byly zaslany na pracovisté Research Resources Center Genomics Core,
University of Illinois at Chicago. Zde probé&hla piiprava knihoven i vlastni pair-end
sekvenovani amplikoni na platformé Illumina miSeq. Hrubd sekvena¢ni data byla
bioinformaticky zpracovana Dr. Bartou dle postupu publikované¢ho v Barta et al., 2017,
vystupem kteréhoz byla piehledna tabulka se seznamem toxonomicky urc¢enych bakterialnich
,»druh®, nebo-li, OTUs (viz nize), detekovanych v kazdém vzorku (Ptiloha 1, xIs soubor). Tu

jsem pouzila jako vychozi vysledek k vyhodnoceni a grafickému zpracovani.
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U vyssich eukaryot je nejnizsi zakladni kategorii hierarchické klasifikace druh. Ten lze
definovat jako soubor populaci s jedine¢nym vyvojovym pivodem a historii, tvofeny navzajem
si podobnymi jedinci, ktefi se mezi sebou mohou plodné kiizit a jsou reprodukéné izolovani od
jinych podobnych skupin (Bobay, & Ochman, 2017). U bakterii a archaei, reprodukujicich se
binarnim délenim a nevyzadujicich sexudlni kompatibilitu, je tato definice neuplatnitelna.
Propojeni tradi¢ni klasifikace bakterii, zalozené na vzhledu bunék, pohyblivosti a fyziologii,
s genomickymi informacemi je problematické. Mikrobidlni genom je navic neustale vystaven
fluidni invazi segmenti cizi DNA, pfedevSim v disledku horizontdlniho pfenosu gent.
Zavedenim konceptu ,,Opera¢ni taxonomicka jednotka™ (OTU) byla vyvinuta strategie pro
klasifikaci téchto organismi do skupin na zdkladé pozorovanych znaki, a vytvofena

hierarchicka klasifikace odrazejici co moznd nejvérnéjsi evolu¢ni vztahy mezi organismy.

Tabulka distribuce OTU napii¢ vzorky byla pouzita pro analyzu NMDS a indexy
diverzity (pomoci voln¢ dostupného softwaru RStudio, RStudio Inc.). Vennovy diagramy byly
zpracovany ve volné dostupnych online programech InteractiVenn (Heberle et al., 2015) a
Venny 2.0.1 (Oliveros, J.C. (2007-2015) Venny. An interactive tool for comparing lists with
Venn's diagrams. https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html).

5 VYSLEDKY A DISKUZE

Na zékladé¢ bioinformatické analyzy jsem pomoci sekvena¢nich dat detekovala pfitomnost vice
nez 3000 ruznych OTU v datasetu (Ptiloha 1). Diverzita v jednotlivych vzorcich je vyjadiena
pomoci indext diverzity v Priloze €. 2. Statisticky test neukdzal vyznamné rozdily v diverzité
bakterialniho mikrobiomu mezi parazitickymi a neparazitickymi druhy rostlin (t(44, 142) =
0.29824, p =.765964). Diverzita microbiomu ve vzorcich z lu¢nich spolecenstev v této studii byla
obecné srovnatelnd s vybranymi, jiZz publikovanymi, studiemi o folidarnich endofytickych
bakteriich (Wemheuer et al., 2019), nicmén¢ hlubsi srovnani by vyzadovalo podrobnéjsi

metaanalyzu, ktera neni pfedmétem této prace.

Vizualizace rozlozeni vzorki na jednotlivych lokalitaich pomoci NMDS analyzy ukéazala velkou
variabilitu mezi jednotlivymi opakovanimi u stejného druhu rostliny (napft. lokalita Vrbenské
rybniky, obr. 3A) a rovnéZ nenaznacila, Ze se folidrni mikrobiomy li§i mezi parazitickymi a
neparazitickymi rostlinami. Pokud se objevilo odlisné ,,clustrovani*“ vzorkl jednoho druhu od

ostatnich, nejednalo se o paraziticky druh. Pfikladem je Ranunculus acris na lokalit¢ Hejdlov
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(obr. 3H), nebo odlisny clustering vSech tfi druht, v¢etné hemiparazitického Pedicularis,
sbiranych na lokalit¢ Ruda (obr. 3B).

Analyza dat pomoci Vennovych diagrami pro jednotlivé lokality (obr. 4) ukazuje miru sdileni
bakteridlnich OTU mezi riznymi hostiteli. Na vSech studovanych lokalitach sdileji parazitické
rostliny vétSinu foliarniho endo-mikrobiomu, specifickych je pouze malé procento OTU
(vétsinou 5-10 %), coz je srovnatelné s ne-parazitickymi druhy. Vyjimku tvofi Pedicularis na
lokalité¢ Ruda (obr. 4B) a Melampyrum na lokalité Retenice (obr. 4C), jejichz bakterialni
mikrobiom byl unikatni v porovnani s potencidlnimi hostiteli z témét 30 %. Na jinych
lokalitach téchto druhd zahrnutych ve studii, Ohrazeni (Pedicularis, Melampyrum) a Kuklov
(Melampyrum), piedstavovaly ale unikatni OTU znovu pouhych cca. 10 % (obr. 4D, F).

Velka odlisnost neni patrna ani mezi bakterialnimi endofyty osidlujicimi holoparaziticky druh
Cuscuta europaea a jeho hostiteli (jediny piipad interakce v této praci, kdy je hostitelska

rostlina potvrzena), ackoliv v tomto piipad¢ je rozdil v Zivotni strategii nejmarkantné;si.

Ptedchozi prace ukazaly, Ze krom¢é minerdlnich zivin a nékterych organickych latek miize
hostitelska rostlina poskytnout hemiparazitické rostlin€ i sekundarni metabolity uc¢inné proti
herbivorim produkované endofytem osidlujim pouze hostitele. V tomto ptipad¢ se jedna o
interakci mezi Lolium pratense (hostitel) - Neotyphodium uncinatum (endofyt) - Rhinanthus
serotinus (hemiparazit) (Lehtonen et al., 2005). Jak bylo popsano vyse, ke kontaktu mezi obéma
rostlinami dochdzi pomoci napojeni hemiparazita na cévni svazky (konkratné xylem) hostitele.
Xylémovy systém propojuje podzemni a nadzemni ¢asti rostlin a dle publikované literatury je
hojné osidlen endofytickymi mikroorganismy (Frank et al., 2017). Je tedy mozné, Ze kromé
sekundarnich metaboliti jsou xylémem do hemiparazitické rostliny pienaSeny i bunky
bakterialnich endofytd piivodné kolonizujici hostitelskou rostlinu. Mikrobiom hemiparazita by
tak byl mozaikou slozenou z mikrobiomi parazitovanych rostlin, jak naznacuji i vysledky této
prace. Nicméné pro potvrzeni této hypotézy by bylo v budoucnu potieba provést manipulativni

experiment s jasn¢ vymezenymi trofickymi vztahy.

Pro bakterie je diky velikosti a zpisobu Zivota cesta xylémovym systémem pravdépodobné;jsi
nez pro houby, bylo by ale zajimavé se v ptipadném dal$im vyzkumu podrobnéji zaméfit i na
tuto skupinu endofytt. Sdileni endofytickych mikroorganismi touto cestou opacnym smerem,
tj. hemiparazit-hostitel, je nepravdépodobné, jelikoz by musely piekonat velky rozdil ve

vodnim potencialu (viz vyse).
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Podrobn¢;jsi analyza bakterialnich OTU ve vzorcich V Tabulce 5 je uvedeno 15 bakterialnich
rodu s nejvétsi relativni abundanci v datasetu. Dominuji OTU ze skupiny Betaproteobacteria,

(rod Methylobacterium) a Actinobacteria (rod Sphingomonas).

Obrazek 3 NMDS analyza sekvenacnich dat zobrazujici rozloZeni vzorkii na
jednotlivych lokalitach: A: Vrbenské rybniky, B: Ruda, C: Retenice, D:
Ohrazeni, E: Lhenice, F: Kuklov, G: Chvalsiny, H: Hejdlov
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Rhinanthus Ranunculus

891
(41.3%)

Rhinanthus Ranunculus

314
(23.8%)

L=

Veronica

Obr. 4 Vennovy diagramy pro jednotlivé lokality ukazujici miru sdileni bakterialnich OTU
mezi riznymi hostitelskymi druhy na lokalitach: A: Vrbenské rybniky, B: Ruda, C: Retenice,
D: Ohrazeni, E: Lhenice, F: Kuklov, G: ChvalSiny, H: Hejdlov
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V Tabulce 5 je uvedeno 20 bakteridlnich rodd s nejvétsi relativni abundanci v datasetu.
Dominuji OTU ze skupiny Alphaproteobacteria, Actinobacteria, Gammaproteobacteria a
Bacteroidia. Tyto taxony tvoii pfes polovinu vSech sekvenci v datasetu (Pfiloha 1). Byly
detekovany v drtivé vétsiné vzorku a lze je tak povazovat za generalisty v ramci skupiny
endofytickych bakterii ve studovanych lu¢nich ekosystémech. Sfingomonady, kmeny rodu
Methylobacterium, Pseudomonas, Variovorax jsou v $iroce rozsifeny v celé skale prostiedi, od
pudy a vodu, pies rostlinna pletiva az po klinické vzorky. Kmeny rodu Massilia, Allorhizobium
nebo Commensalibacter jsou naopak charakteristické svou vazbou na rostlinna pletiva.
Vsechny uvedené rody maji ale spole¢nou schopnost pfezit za nizkych koncentraci zivin a
metabolizovat Sirokou $kalu zdrojii uhliku, od methanolu az po slozité rostlinné polymery a

sekundarni metabolity (Rosenberg et al., 2013).

Zajimavy je také vyskyt bakterie rodu Bdellovibrio, také napfti¢ vétSinou vzorkid. Tyto
predatorni bakterie vyznamné piispivaji k mortalit¢ gram-negativnich bakterii v rozli¢nych
ekosystémech a lze predpokladat, ze budou diky své vysoké selektivité pti vybirdni kofisti

prispivat i k strukturovani bakterialnich spolecenstev ve foliarni endosféie (Sockett, 2009).
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Tabulka 5 Seznam bakterialnich taxoni s nejvyssi relativni abundanci v datasetu.

Rod

Celed’

Trida

Sphingomonas
Methylobacterium
Aureimonas
Variovorax
Unclassified
Unclassified
Hymenobacter
Commensalibacter
Pedobacter
Xanthomonas
Allorhizobium
Massilia
Pseudomonas
Geodermatophilus
Unclassified
Kineococcus
Spirosoma
Chryseobacterium
1174-901-12

Actinomycetospora

Shingomonadaceae
Beijerinckiaceae
Rhizobiaceae
Burkholderiaceae
Microbacteriaceae
Rhizobiaceae
Hymenobacteraceae
Acetobacteraceae
Sphingobacteriaceae
Xanthomonadaceae
Rhizobiaceae
Burkholderiaceae
Pseudomonadaceae
Geodermatophilaceae
Sporichthyacaea
Kineosporiaceae
Spirosomacaea
Weeksellaceae
Beijerinckiaceae

Pseudonocardiaceae

Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Actinobacteria
Alphaproteobacteria
Bacteroidia
Alphaproteobacteria
Bacteroidia
Gammaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Bacteroidia
Bacteroidia
Alphaproteobacteria

Actinobacteria
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6 ZAVER

Byla potvrzena uc¢innost pouziti PNA blokatorti béhem ptipravy vzorkl rostlinnych
tkani na amplikonové sekvenovani mikrobiomu — kontaminaci organellovou DNA hostitele se
podafilo snizit na minimum a zajistit tak dostatecnou hloubku sekvenovani pro analyzy
bakterialniho spolecenstva ve folidrni endosfére. Vysledky nepodporuji hypotézu, Ze diverzita
bakteridlniho endo-mikrobiomu hemiparazitickych rostlin je niz$i nez u neparazitickych rostlin
rostoucich na stejné lokalité, navic je vétsi ¢ast bakteridlnich taxon sdilend mezi studovanymi
rostlinnymi druhy na dané lokalité. Bakterie s nejvyssi relativni abundanci jsou generalisté se
schopnostmi metabolizovat Siroké spektrum latek a jen malé procento bakterialniho endo-

mikrobiomu se zda byt specifické pro konkrétniho hostitele.
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