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Abstrakt

V dusledku stéale se zvysujicich narokli na vynosnost zemédélskych plodin je pouzivano
stale vétsi mnozstvi riznych umélych chemickych latek, zejména se jedna o herbicidy,
pesticidy a umélé hnojiva, které pomdhaji rostlinam v ristu, ale na druhou stranu ptisobi
znacné ekologické zatizeni okolniho prostiedi. Proto se velké usili vénuje nalezeni
postuptl pii péstovani rostlin, které jsou Setrné jak k rostlinam, tak i k okolnimu
prostiedi. Mezi slibné varianty patiéi vyuziti prospé$nych bakterii. Tyto maji rtizné
pifinosné efekty pro rostliny. Mechanismy t¢inku prospé$nych bakterii jsou rlizné a 1isi
se od druhu bakterie, druhu hostitelské rostliny a prostfedi, ve kterém se rostlina

nachazi.

Teoreticka ¢ast prace se zabyva mitogenem aktivovanymi protein kinasamy a jejich
signalnimi drahami, se zaméfenim na jeCmenové a ryZzové kinasy a taky roli kinas
béhem biotického stresu. Druhy oddil teoretické Casti prace pojednava o prospésnych
bakteriich a jejich interakcich s hostitelskymi rostlinami. Diraz je kladen na bioticky

stres a na nami zkoumany bakterialni kmen Enterobacter sp. SA187.

Experimentalni Cast se soustiedi na sledovani fenotypovych projevii na kotenech
jec¢mene setého (Hordeum vulgare) cv. Golden Promise po kultivaci v hydroponickych
podminkach spole¢né s bakterialnimi kmeny Enterobacter sp. SA187 W a SA187 Y.
U rostlin byly sledovany tii fenotypové kotenové parametry: délka kofent, poc¢et kofent
a tloust’ka kotent u inokulovanych a kontrolnich rostlin pted a po kultivaci s bakteriemi

Enterobacter sp. SA187 W a SA187 Y.
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Due to the ever-increasing demands on the yield of agricultural crops, an increasing
number of different artificial chemicals are used, especially herbicides, pesticides and
various artificial fertilizers, which help plants to grow. On the other hand, these
chemicals are the main reason for considerable ecological burden of the environment.
Great efforts are being made to find more environmentally friendly substitutes. Among
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e Fenotypova analyza rostlin divokého je¢mene kultivovanych v hydroponickych

podminkach v ptitomnosti bakterii Enterobacter sp.



1 Uvod

V dnesni dobé neustale roste celosvétova poptavka po produkei stale vétsiho mnozstvi
zemé&délsky dulezitych plodin pro ¢loveéka i pro rtizna hospodatska zvirata (Jayakumar
s kukufici a pSenici (Harwood, 2019). Snahy o zvySeni produkce vyznamnych plodin
vSak maji za nésledek rozsitené vyuzivani riznych chemickych latek, jako uméla hnojiva,
pesticidy, herbicidy a dalsich, které podporuji rast rostlin a zvysuji jejich celkovy vynos.
Nékteré poskytuji plodinam také ochranu proti riznym biotickym a abiotickym vliviim.
Tyto latky maji ovSem negativni Vliv na zivotni prostiedi a samotného ¢loveka,
takze dochazi ke stale intenzivnéj§imu hledani vhodnych ekologictéjSich nahrad téchto

latek (Jayakumar et al., 2020).

Jednou ze slibnych alternativ k pouzivani chemickych ptipravki v zemédélstvi je
vyuziti tzv. prospé$nych mikroorganismu. Tyto mikroorganismy se vyskytuji v rhizosféte
koteni rostlin a dokonce dokazi kolonizovat vnitini ¢asti rostlinného téla a spole¢né
s rostlinou tvoii komplexni vztahy rostlina-mikroorganismus. U mnoha mikroorganismi
fadicich se do skupiny prospé$nych mikroorganismii byla prokazana fada pozitivnich
efektd na rust a vyvoj rostliny, zvySeni ekonomického vynosu rostlin a dokonce lepsi
zvladani stresovych podminek (Lugtenberg a Kamilova, 2009; Bhattacharyya a Jha,
2012). Pomé&meé nove objevenym bakterialnim kmenem je Enterobacter sp. SA187,
u které¢ho bylo zatim prokazano vyvolani zvysené tolerance rostlin Arabidopsis thaliana
na solny stres (de Z¢élicourt et al., 2018). Uvedenym kmenem se zabyva tato bakalarska
prace.

Vsechny vySe zminéné procesy jsou uvniti rostliny fizeny pomoci riznych
mitogenem-aktivované protein kinasové signalni drahy (Samajova et al., 2013).
U jednodé€loznych rostlin byly nejlépe prostudovany a pochopeny u ryze seté (Chen et al.,
2021). Poznatky ziskané studiem téchto drah u ryze jsou dale aplikovany na ostatni

jednodé€lozné rostliny, v tomto piipad¢ na jeCmen sety.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 JednodéloZné rostliny (Liliopsida)

Ttida jednodéloznych rostlin (latinsky Liliopsida) je skupina rostlin patfici mezi vyssi
krytosemenné rostliny, pfesnéji do jediného existujiciho odd€leni Magnoliophyta.
V tomto odd€leni se jeSté nachazeji nizsi dvoudélozné (Magnoliopsida) a vyssi
dvoudélozné rostliny (Rosopsida) a spolecné tvoii nejpocetnéjsi skupinu rostlin.
Z evoluc¢niho hlediska se jednodé€lozné rostliny vyvinuli z nizsich dvoudéloznych rostlin.
Mezi typické znaky jednodé€loznych rostlin patii ataktostélicka stavba stonku, hlavni
kotfen zanika a je nahrazen adventivnimi kofeny, zdrodky maji jen jednu délohu, stonek
druhotné netloustne, trojcetny homochlamydni kvét, ktery mtze byt jednopohlavni
I dvoupohlavni. Tato tfida obsahuje asi 20 fadt, mezi které patii fada dualezitych
hospodaisky dilezitych plodin jako obiloviny, bandnovniky a palmy a také nékteré
oblibené okrasné kvétiny kuptikladu lilie, tulipdny, konvalinky, kosatce a orchideje

(Kalina a Slavikova, 2003).

2.1.1 RyZe seta (Oryza sativa)

Ryze seta, latinsky Oryza sativa, je jednod€lozna rostlina, ktera se stejné jako je¢men sety
fadi mezi traviny a nasledné mezi obiloviny. Rod ryZe obsahuje celkem 22 druhi, z toho
20 druht je divoce rostoucich a dva jsou ¢lovékem domestikované a péstované druhy
(Muthayya et al., 2012; OECD, 1999). Jednim z nich je africka varianta ryze s nazvem
Oryza glaberrima, ktera byla pravdépodobné domestikovana nezavisle na ryzi seté
zhruba pted 3000 lety v Nigerii (Portéres, 1976). Tento druh ovSem neni svétové tak
ekonomicky dulezity jako ryZe setd. Samotna ryze setd se jesté dé€li do dvou poddruhti
s oznacenim japonica a indica (Khush, 1997). Prvni domestikovany poddruh byl Oryza
japonica, a to zhruba pied 10000 lety v oblasti kolem Perlové feky v jizni Ciné z divokého
druhu Oryza rufipogon. Oryza indica byla nasledné vytvotena, kdyz do$lo k rozsiteni
poddruhu Oryza japonica do dalsich ¢asti Asie, zejména do Indie a naslednému kiizeni
tohoto poddruhu s mistnimi divokymi druhy ryze (Huang et al., 2012). V dne$ni dobé
a nejvice péstovanych rostlin na svéte, kdy 90% celkové urody se vypéstuje v asijskych

zemich (Muthayya et al., 2012).

Po genetické strance je genom poddruhu Oryza japonica velky zhruba
420 megabazi a mél by obsahovat 32000 az 50000 jednotlivych genu (Goff et al., 2002).
2



Genom poddruhu Oryza indica je dlouhy zhruba 466 megabazi a obsahuje 46022 az
55615 genu (Yu et al., 2002). Jednim z divodu, pro¢ se ryze seta stala modelovym
organismem pro obiloviny, je fakt, Z¢ ma z obilovin nejkrat$i genom (Goff et al., 2002)
a diky tomu byla velice detailné prostudovana. Diky znalostem o genomu ryze seté
existuji jeji podrobné genetické mapy a protokoly pro genetickou transformaci (Tao et al.,
1994; Umeharaetal., 1995). Druhym divodem je, Ze k 98% genti v genomu ryze mizeme
najit pfislusné homology u ostatnich obilovin jako kukuftice, jeémen a p$enice (Goff et al.,
2002). V neposledni fadé je také dulezity fakt, Ze ryze, oproti ostatnim obilovinam, ma
nejvice prostudované signalni drahy mimo jiné mitogenem-aktivované protein kinasy
(MAPK) a pouziva se jako modelova rostlina pti MAPK drahach pro je¢men sety (Chen
etal., 2021).

2.1.2 Je¢men sety (Hordeum vulgare)

JeCmen sety, latinsky Hordeum vulgare, se fadi do tfidy jednod€loznych rostlin, fadu
lipnicotvarych (Poales) a ¢eledi lipnicovitych (Poaceae) (Schnurbusch, 2019). Jedna se
o obilovinu, kterd je jednou z nejvice péstovanych na svété spolecné s kukufici, ryzi
a pSenici. Mezi nejvétsi péstitele jeCmene patii Rusko, Némecko, Francie, Ukrajina,
Australie a Kanada. Je¢men se nejvic pouziva ke krmeni uZzitkovych zvitat a pii vyrobé
piva, pfesnéji pfi vyrobé sladu (Harwood, 2019). Obilovina se vyznacuje znacnou
je¢mene patii zvladani solného stresu a zvySena rezistence vi¢i houbovému patogenu

padli (Kumar et al., 2012).

Z historického hlediska doslo k domestikaci je¢mene zhruba pied 10000 lety
natzemi dne$niho Izraele, Jordanska, Turecka, Irdku a Irdnu. Toto uzemi je Casto
oznacované jako tzv. urodny pulmésic (Zohary a Hopf, 2000). Dalsi zminky
0 domestikaci jeémene pochazi z izemi Himalaji, Etiopie a Maroka (Dai et al., 2012;
Bekele, 1983; Molina-Cano et al., 1987). Jako ptedek, ze kterého byl je¢men sety
vyslechtény, se povazuje druh Hordeum spontaneum. Jedna se o divoce rostouci rostlinu
jeCmene, ktera se ve vétsin€ vyse uvedenych oblastech stale nachazi (Badr et al., 2000).
poctu produkovanych semen, zlepSeni fertility semen, zména tvaru a velikosti semen

a také celkova zména morfologie samotné rostliny (Pourkheirandish a Kamatsuda, 2007).



Je¢men je jednod¢€lozna rostlina a tomu také odpovida stavba jejiho téla. Stonek
se skladd z dutych stébel, kterd jsou spojena jednotlivymi kolénky. Listy vyrtstaji
po jednom ze stébla a kazdy list je umistén naproti pfedchozimu. Stonek je zakoncen
klasem, ktery obsahuje jak samci, tak samici pohlavni organy a po oplozeni obsahuje
jednotliva semena. Mezi odridami je¢émene setého se vyskytuji dvé varianty usporadani
klast a to bud’ ma klas celkem Sest sloupcti semen, nebo jen dva sloupce. Semena jsou

téz oznacCovana jako obilky. Kofenova soustava je tvofena svaz€itymi kofeny. (Reid,

1985).

Z genetického hlediska se jedna o diploidni rostlinu, ktera obsahuje celkem 7 pari
chromozomti (2n = 14) (Ramage, 1985). Diky své diploidii a malému poctu chromozomu
se jecmen pouziva jako modelova rostlina pii genetickych studiich. Na druhou stranu ma
ovSem znacné rozsahly genom, ktery €itd okolo 5,1 gigabazovych pari (Gbp). Typické
pro slozeni genomu je¢mene jsou c¢asté repetice urCitych ¢asti DNA (Mayer, 2012).

Piedpoklada se, ze jeémen nese pies 39000 jednotlivych gend (Mascher et al., 2017).

2.1.2.1 Odruda Golden Promise

Golden Promise je pon¢kud nové odrtida je¢mene setého. Byla vySlechténa v roce 1956
pomoci ozafeni odridy Maythorpe y-zafenim. Jedna se o polozakrslou jarni variantu
je¢mene. Vyznacuje se dobrym vynosem, dobrymi vlastnostmi ve sladovnictvi, zejména
pfi vyrobé whisky a vysokou toleranci vici soli. Jeji nevyhoda spoc¢iva v nachylnosti
na Casty patogen padli. V laboratofich je tato odrtida velice popularni a hraje klicovou
roli pfi transformacich jeCmene a zkoumani vlivil abiotickych a biotickych stresovych

faktorti na je¢men (Ohnoutkova, 2019; Schreiber et al., 2020).

2.1.2.2 Vztah je¢mene setého a prospéSnych bakterii

Je¢men, jako vSechny ostatni rostliny, ve své rhizosféfe obsahuje velké mnozstvi riznych
mikroorganismi, které maji na rostlinu podstatny vliv. SloZeni mikrobiomu je¢mene
zaleZi na jeho odridé€, na zemépisné oblasti péstovani, stafi a stavu rostliny a okolnich
podminkach. Velice uzite¢nou skupinou bakterii pro rostliny jsou tzv. prospésné bakterie,
které podporuji rist rostliny (PGPR, z angl.. Plant Growth Promoting Bacteria). Podle
studii na vice druzich je¢mene vyplynulo, Ze nejvice zastoupenymi kmeny prospésnych
bakterii jsou kmeny Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria

a Verrucomicrobia (Terrazas et al., 2020).



Diky intenzivnimu vyzkumu prospésnych bakterii, jsou objevovany stile nové
kmeny, které maji pozitivni efekty na rtzné druhy rostlin. Je¢men byl studovéan
v kombinaci s fadou riznych prospésnych bakterii, které se pfirozené nenachazeji v jeho
rhizosfére. U jeCmene se nejcastéji sleduji prospésné bakterie, které podporuji rtst
rostliny v podminkach abiotickych strest, zejména solného stresu (Chang et al., 2014)
a stresu z nizkych teplot (Turan et al., 2012). Také byly zkoumany prospésné bakterie,
u kterych bylo prokazano, ze napomahaji rostlin¢ s pfijmem makro a mikroelementt
z prostiedi (N, P a Fe) (Canbolat et al., 2006; Cakmakgi et al., 2007). Naptiklad semena
je¢mene inokulovana kmenem bakterii Bacillus RCO1 a Bacillus M-13, které dokazou
solubilizovat fosfor a vazat vzdusny dusik, méla lepsi zkoumané parametry jako kontrolni
rostliny a pozitivni efekt bakterie Bacillus RCO1 na rostlinu byl zachovany po dlouhou
dobu (Canbolat et al., 2006). Béhem solného stresu bylo prokazano, ze semena je¢mene
inokulovana kombinaci bakterialnich kment Pseudomonas sp. UW3 a UW4 Iépe
zvladala solny stres a doslo ke zvySeni ristu kofenovych a stonkovych ¢asti rostliny oproti

kontrolnimu vzorku (Chang et al., 2014).

2.2 Mitogenem-aktivované protein kinasy u rostlin (MAPK)

Mitogenem-aktivované protein kinasy, ¢asto oznaované zkratkou MAPK, jsou velice
dulezité enzymy, které se nachazeji uvnitt vSech eukaryotickych organismt (Komis et al.,
2018). Podileji se na prenosu a zesileni signalu z vnéjsiho prosttedi dovnitt do organismu
a taky v ramci samotného organismu. Jsou soucasti tzv. MAPK kaskad. Ta je tvofena
mitogenem-aktivovanou protein kinasou kinasou kinasou (MAPKKK) dale mitogenem-
aktivovanou protein kinasou kinasou (MAPKK) a mitogenem-aktivovanou protein
kinasou (MPK). Signal, respektive vn¢js$i podnét je piijat na receptoru, ktery se nachazi
na povrchu bunky a je postupné pres MAPK kaskadu pfenesen az na koneény substrat
(misto U¢inku), kde dochazi k odpovédi na ptijaty podnét. Cely tento systém se podili
na riznych dilezitych biologickych pochodech uvniti rostliny, jako naptiklad na procesu
déleni bunék, samotném bunécéném cyklu, celkovém riistu a vyvoji rostliny, dale se podili
na hormonalni signalizaci u rostliny a v neposledni fad¢ na odpovédi rostliny na rtizné

vvvvvv

u rostlin patif solny stres, stres ze sucha a tepla a stres z nizkych teplot (Samajova et al.,

2013; Rodriguez et al., 2010; Zhang et al., 2006).



Z historického hlediska k prvnim objeviim rostlinnych MAPK dochazelo od roku
1993, kdy byla zdokumentovana prvni kindza MsERK1 u rostliny Medicago sativa
(Duerr et al., 1993) a D5 kinasa u hrachu (Stafstrom et al., 1993). Od té doby byly MAPK
nalezeny a studovany u mnoha rostlinnych druht, kupfikladu u houseni¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana), tabaku (Nicotiana benthamiana), tolice vojtésky (M. sativa),
(Tenaetal., 2001), ryze seté (Oryza sativa) (Chen et al., 2021), je¢mene setého (Hordeum
vulgare) (Kienek et al., 2015; Cui et al., 2019), atd. Z vyse uvedenych rostlin byly MAPK
kaskady nejpodrobnéji zmapovany a vysvétleny u A. thaliana, ktera obsahuje 20 MAPK,
10 MAPKK a 60 MAPKKK (Ichimura et al., 2002).

2.2.1 Mitogenem-aktivované protein kinasy kinasy kinasy (MAPKKK)

MAPKKK, zmiilovany i pod zkratkou MAP3K nebo MEKK, tvofi prvni linii enzymu
signalni kaskady. Jsou aktivovany pomoci signali vznikajicich na receptorech v dusledku
riiznych vnéjsich podmétii a signal je pak dale pfenasen na MAPKK (Samajova et al.,
2013). Celkoveé se jedna o nejvic zastoupenou skupinu kinas, ktera obsahuje fadu enzymu
lisicich se v jejich primarnich strukturach (Ichimura et al., 2002). Napiiklad ryze
obsahuje 75 OsMAPKKK, které se dale déli do tii skupin, z toho 43 patii do tzv. Raf
OsMAPKKK rodiny, 22 do tzv. MEKK OsMAPKKK rodiny a 10 do tzv. ZIK
OsMAPKKK rodiny (Chen et al., 2021).

2.2.2 Mitogenem-aktivované protein kinasy kinasy (MAPKK)

MAPKK, téz oznacované¢ MAP2K, MEK, MKK, jsou prostiednim ¢lankem kinasovych
kaskad a ptredavaji signal z MAPKKK na MAPK. Ze studie riiznych rostlinnych druhti
vyplyva, ze MAPKK jsou, oproti MAPK a MAPKKK, nejméné¢ druhové rozmanitou
skupinou kinas (Hamel et al., 2006). Ryze ma 15 OsMAPK, ale jen 8 OSMAPKK (Chen
et al., 2021). Z toho se da usuzovat, Ze jedna MAPKK je schopna aktivovat vice MAPK
a také je pravdépodobné, Ze tyto kinasy zprosttedkovavaji tzv. cross-talk mezi

jednotlivymi signalnimi drahami (Ichimura et al., 2002).
2.2.3 Signalizace

2.2.3.1 Aktivace MAPK kaskady

Jak uz bylo vyse zminéno, MAPK kaskady jsou tiistupnovy systém, ktery se sklada ze tii
urovni kinaz, MAPKKK, MAPKK a MAPK. K aktivaci kaskéad a pfenosu signalu dochazi
diky procesu fosforylace, kdy v prvnim kroku dochazi k fosforylaci MAPKKK,
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v disledku plsobeni vnéjsiho podmétu, jako je napt. sucho, vysokd nebo nizka teplota,
zasoleni, nedostatek zivin, poranéni, infekce patogenem nebo latkami, které rostlina
produkuje za stresovych podminek, jako reaktivni formy kysliku (ROS), reaktivni formy
dusiku (RNS), rostlinné hormony atd. (Samajova et al., 2013; Morris, 2001; Xiong et al.,
2002; Devoto a Turner, 2003). Aktivovand MAPKKK fosforyluje MAPKK na dvou
serinovych nebo threoninovych mistech v S/T-Xs—S/T motivu v aktiva¢ni smycce (kde
S =serin, T = threonin a X = libovolna aminokyselina) (Nakagami et al., 2005). Nasledné
dojde k aktivaci MAPK diky dvojité fosforylaci threoninu a tyrosinu v T-X-Y motivu
v aktivacni smycce (kde T = threonin, Y = tyrosin a X = libovolna aminokyselina) MAPK
kinazou (Jonak et al., 2002). Aktivovana MAPK je schopna dale ovliviiovat celou fadu
efektorovych proteinil v jadie a cytoplazme, konkrétné se jedna o dalsi kinasy, enzymy
aruzné transkripéni faktory (Khokhlatchev et al., 1998). Spravné navazani a predani
signalu je mezi vSemi ¢leny kaskady zprostfedkovano pomoci dokovacich mist
na jednotlivych kinasach a pomoci tzv. ,,scaffold proteini (Hamel et al., 2006; Ichimura
et al., 2006).

2.2.3.2 Negativni regulace MAPK kaskady

K inaktivaci MAPK kaskady dochazi pomoci defosforylace threoninu a tyrosinu v T-X-Y
motivu v T-smyéce MAPKK. Podle nékterych zdroji by méla stacit defosforylace pouze
jedné ze dvou uvedenych aminokyselin, aby doslo k inaktivaci kaskady (Tena et al.,
2001). Cely proces je zprostiedkovan pomoci enzymut - fosfatas. Fosfatasy se déli
do dvou skupin: serin/threonin specifické protein fosfatasy, jako naptiklad PP2A a PP2C
protein fosfatasy a dvojité specifické fosfatasy (DSP). Fosfatasy se tvofi a nachdzeji
v riznych &astech buiiky (Luan, 2003; Tonks a Neel, 2001). Castym regula¢nim
mechanismem kaskady je tzv. negativni kontrolni smycka, kdy pii aktivaci MAPK
kaskady dochazi zaroven k transkripéni aktivaci fosfatas, které¢ zpétné deaktivuji danou

kaskadu (Tena et al., 2001).

2.2.4 Role MAPK béhem biotického stresu

Béhem svého Zivotného cyklu jsou rostliny vystavovany nespoc¢tu riznych
mikroorganismd, které se nachazeji jak ve vodé a pudé tak i ve vzduchu. Tento kontakt

vyvolava u rostliny tzv. bioticky stres. Za miliony let evoluce si rostliny vyvinuly slozity



vicestupiiovy systém obrany proti patogentim, ve kterém maji MAP kinasové kaskady

nezastupitelnou ulohu.

Pii napadeni rostliny patogenem dochazi k detekci tzv. patogen-asociovanych
molekularnich vzori (PAMP z angl., Pathogen Associated Molecular Pattern) nebo
mikrobialné-asociovanych molekuldrnich vzori (MAMP z angl., Microbe Associated
Molecular Pattern) na povrchu patogenu pomoci bunéénych receptorti rozeznavajicich
tyto strukturni motivy (PRR z angl., Pattern Recognition Receptors) (Jaggi, 2018; Kishy-
Kaboshi et al., 2010). Mezi doposud prozkoumané¢ PAMP molekularni vzory patii
houbové chitinové oligomery, bakteridlni lipopolysacharidy, bakteridlni flagelinové
peptidy a jiné (Macho a Zipfel, 2014). Detekce PAMP nebo MAMP motivli pomoci PRR
nasledné u rostlin vyvola tzv. PAMP-vyvolanou imunitni odpovéd” (PTI) nebo MAMP-
vyvolanou imunitni odpovéd (MTI). Pfi té dochazi také k aktivaci MAPK signalnich
drah. Cely tento proces probiha Vv buiice znacné rychle, pfiCemz muze dochazet
i k drastickym zménam celé buriky, jako je tfeba programovana bunééna smrt (Jaggi,

2018).

Nekteré patogeny se ve snaze obejit PTI imunitni odpovéd adaptovaly
a po napadeni rostliny zacinaji produkovat tzv. efektorové proteiny, které maji za tikol
zablokovat PTI imunitni odpovéd’ rostliny (Boller a He, 2009; Feng a Zhou, 2012).
V tomto ptipad¢ se jedna o efektorem-vyvolanou imunitu (ETI) a rostlina tvofi imunitni
odpovéd’ jako reakci na intracelularni efektory patogenu. Béhem ETI dochazi k mnohem
silngjsi a dlouhotrvajici imunitni odpovédi na infekci patogenem a taky muiize vyustit az

V programovanou smrt samotné buriky (Dodds a Rathjen, 2010; Jones a Dangl, 2006).

MAPK kaskady se tedy béhem biotického stresu podileji na pfenosu signalu
aftizeni riznych metabolickych procesti uvnitf rostliny a samotnych bunék. Mezi
reaktivnich forem kysliku, aktivace obranych genii, regulace hladin dulezitych
fytohormonii jako kyselina jasmonova a salicylova, ethylenu, syntéza fytoalexinu,
ktery slouzi jako antimikrobialni latka. Na bunééné urovni se pak podileji na zméné
stavby bun&né stény, uzavirani priduchi a programované bunééné smrti (Samajova

et al., 2013; Meng a Zhang, 2013).

Napftiklad u ryze byla dobfe prostudovana kinasova signalni draha, kdy jako

PAMP slouzi chitin, ktery se nachazi v bunééné stén¢ hub. Na chitin reaguje receptor



V bunécné sténé ryze s oznacenim CEBiP, ktery je navazan na receptorovou kinadzu
OsCERKI1. OsCERKI nasledn¢ fosforyluje protein OsRLCK 185, jez aktivuje kinasovou
kaskadu. Signal je nasledn¢ piredavan z OsMAPKKKI18 nebo OsMAPKKK?24 pies
OsMAKK4 az na jednotlivé MAP kinazy OsMPK3 a OsMPK®6, které aktivuji syntézu
antimikrobialnich latek (Obr. 1) (Kawasaki et al., 2017).

2.2.5 MAPK jeCmene setého (HvYMAPK)

wevr

2019), tak je¢menové MAPK zatim nebyly zasadné prozkoumany. Jako modelova

rostlina pro studium MAPK se pouziva Arabidopsis thaliana, protoze ma nejlépe
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Obr. 1:: Schéma ryZzové MAPK signalni kaskady béhem vystaveni biotickému stresu. (A) Jako
PAMP slouzi chitin nebo M. oryzae, na které reaguje receptor OsCEBIiP na bunécné sténé, jez je
navazany na receptorovou kinasu OsCERKI1, ktera dale fosforyluje protein OSRLCK 185 a dojde
ke spusténi MAPK signalni drahy a signal vede k aktivaci riznych transkripénich faktort. (B)
Podobny efekt ma i bakterialni patogen Xoc (Upraveno podle Chen et al., 2021).




zdokumentované jak jednotlivé kinasy, tak celé kinasové kaskady. Problémem je, Ze se
jedna o dvoudé€loznou rostlinu. Proto se jako modelova rostlina pro je¢men pouziva ryze
seta, kterd patfi mezi jednodélozné rostliny a v dneSni dobé ma do znané miry

prostudované nejdulezitéjsi ¢asti MAPK kaskad (Chen et al., 2021).

Podle poslednich studii celkovy pocet jeCmennych mitogenem-aktivovanych
protein kinas s ozna¢enim HvMAPK, odpovida ¢islu 182, ztoho je 20 HVMPK,
6 HYMAPKK a 156 HvYMAPKKK. Takto ptesné vysledky byly docilené diky dobré
znalosti genomu je¢mene a jeho nasledné analyze. Nejvice MAPK gent bylo nalezeno
Vv jadre, plasmatické membrané a cytoplasmé. VSem objevenym jeCmennym kinasam
byly pfifazeny ptislusné orthology kinas z A. thaliana a ryze. Orthology maji mezi sebou
velmi podobnou aminokyselinovou sekvenci. Nejpodobng&jsi orthology kinas s je¢menem
maji rostliny Brachypodium, ryze seta, ¢irok (Sorghum) a kukufice seta (Zea Mays) (Cui
etal., 2019).

HvMAPKKK se dale déli do 3 podskupin, kde 124 kinas se nachazi v Raf
podskupiné, 28 v MEKK podskupiné¢ a nejmensi ZIK podskupina obsahuje pouze
4 kinasy. Podskupiny se mezi sebou li§i v aminokyselinové sekvenci aktivaéni smycky
a Vv usporadani a poctu exonu a introni v HVMAPKKK genech (Cui et al., 2019).
HvMAPKK se stejné¢ jako HYMAPK déli do 4 podskupin oznacovanych pismeny od A
do D. U MAPK se podskupiny A az C se skladaji z tzv. TEY MAPK a nejvétsi skupina D
se sklada pouze zTDY MAPK. Mezi podskupinami maji kinasy rozdilné
aminokyselinové sloZzeni motivu v T-smycce, stejné jako u HYMAPKKK se li$i obsahem
exonll a intronll uvniti genu, atd.. V podskupiné A se nachdzi naptiklad HVvMPK3,
v podskupin¢ B HvMPK4. HVMPK7 je v podskupiné¢ C a podskupina D obsahuje
HvMPK16 a 17 (Goyal et al., 2018).

Ze studii vyplynulo, ze mezi nejvice kosmopolitni kinasy u je¢mene patii
HvMPKG6, HYMPK7, HvRaf64, HvRaf87 a HvZIK2. Na druhou stranu nékteré kinasy se
vyskytovali pouze ve specifickych stadiich vyvoje a jen v nékterych ¢astech rostliny.
Naptiklad HvRaf103 a HvRaf49 se nachazeli u starnoucich listl je¢mene, HYMPK20-5
u pokozkovych bun¢k a HvRaf66 u kotfent. Co se tykd vztahu je¢mennych kinas
a raznych abiotickych strest, tak je potieba provést dalSi podrobnéjsi zkoumani. Zatim
se predpoklada, ze naptiklad HvRaf124 a HYMAPKKS se podili na regulovani stresu
z vysokych teplot, HvRaf28, HvRaf113, HvZIK4 a HvRaf56 hraji urcitou roli u solné¢ho
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stresu a HYMPK?21-1, HYMPK11, HvRaf41, HvRaf4, HvRaf70, HvRaf109, HvZIK3
a HvZIK4 maji n¢jaky vliv béhem stresu zpisobeného tézkymi kovy (Cui et al., 2019;
Goyal et al., 2018).

2.3 Prospésné bakterie (PGPR)

Prospésné mikroorganismy, také oznacované pod zkratkami PGPB (angl. Plant growth
promoting bacteria), PGPR (angl. Plant growth promoting rhizobacteria), PGPM
(angl. Plant growth promoting microbes) nebo také prospésné endofytické
mikroorganismy, jsou skupina mikroorganismt, které se vyskytuji v okoli kotfenovych
systému rostlin a svou pfitomnosti nijak neskodi dané rostling, ba naopak maji rtizné
kladné efekty na vyvoj a pteziti rostliny v prostiedi. Do této skupiny patii rizné druhy
bakterii, jako naptiklad Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia, Micrococcus,
Microbacterium, Stenotrophomonas, (Lugtenberg a Kamilova, 2009; Bhattacharyya
aJha, 2011), ale i n¢které druhy hub, jako Aspergillus, Penicillium, Piriformospora,

Phoma a Trichoderma (Hossain et al., 2017)

N 24

hostitelské rostlin€, patii: fixace dilezitych zivin z prostiedi (dusik, fosfor a draslik),
tvorba a regulace rostlinnych hormonti (auxiny, cytokininy, gibereliny, ethylen a kyselina
abscisovd), ovlivnéni tvorby sekundarnich metaboliti rostliny béhem raznych
abiotickych stresii (prolin, antioxidanty a polyamin) a napoméhani zvladani biotickych

strest (viz kapitola Bioticky stres) (Beris a Vassilakos, 2020).

Diivodem zvySeného z4jmu o tyto mikroorganismy je, kromé vySe zminénych
pfinosi, jejich minimalni ekologické zatéZ na Zivotni prostfedi. V dnesni dobé jsou Casto
kladeny vysoké naroky na efektivitu a kvantitu produkce v zemédélstvi a proto jsou
ve vét§im mnoZzstvi pouzivany ruzné chemické latky, jako pesticidy a rtzna hnojiva,
na obhospodaiovani zeméedélské piidy. To ma vSak za nasledek postupné znecist'ovani
pudy a snizovani jeji urodnosti. Do poptedi se tak dostavaji metody péstovani plodin vice
Setrné k Zivotnimu prostfedi, mezi které patii i pouziti prospéSnych mikroorganismu

(Hossain a Sultana, 2020).

2.3.1 Rhizosféra

Kofeny hraji velice diilezitou roli v Zivoté rostliny, diky nim je rostlina pfichycena

k podkladu, na kterém roste a zaroven kotenovy systém dodava rostlin€ vodu a potiebné
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ziviny nachazejici se v piidé (Berg a Smalla, 2009). Diilezitou soucésti kofenového
systému je tzv. rhizosféra. Pojmem rhizosféra je oznacovana veskera pidni hmota,
ktera se dotyka nebo lezi v blizkosti kofenti dané rostliny (Bringhurst et al., 2001). Pravé
Vv této oblasti dochazi ke klicové interakci mezi rostlinou a ptidnimi mikroorganismy.
Rhizosféra je bohatd na rtizné druhy latek produkované rostlinou, které pftitahuji
specifické druhy mikroorganismi (Haas a Defago, 2005). Diky témto aktivitam rostliny
se v 1 gramu pudy z rhizosféry mize nachazet az 10° bakterii (Gans et al., 2005). Soubor
vSech bakterii Zijicich v dané rhizosféte rostliny se oznacuje jako rhizo-mikrobiom

(Chaparro et al., 2013).

Rostlina vylu¢uje pomoci kofenti riizné slouceniny, téZ oznacované jako exudaty,
které jsou bohaté na organické latky, naptiklad na sacharidy, lipidy, aminokyseliny,
fenolické slouceniny, flavonoidy a fytosiderofory (Badri a Vivanco, 2009). Slozeni
produkovanych latek se lisi v zavislosti na druhu rostliny a jejim vyvojovém stadiu (Kang
et al., 2010). Rostlina se pomoci téchto latek snazi do své blizkosti piilakat pro ni
vyhovujici mikroorganismy. Ty ¢asto dané exudaty pouzivaji jako sviij zdroj energie,
ktery Stépi na dalsi latky (Alexandre et al., 2000). Diky tomu v rhizosféfe dochazi
ke kompetici mezi jednotlivymi druhy mikroorganismi a vysledné druhové sloZeni
rhizosféry se zna¢né 1isi od okolni pudy a druhu rostliny (Gouda et al., 2018). Problémem
ovSem je, Ze tyto specificky produkované latky mlzou casto pfitahovat i rostlinné

patogeny.
2.3.2 Kolonizace

Pro mnohé mikroorganismy slouzi rhizosféra pouze jako takovéa ,,mezistanice* pii jejich
dals$im postupu v rostlin€, protoze znacna Cast z nich je schopna kolonizovat nejen
rhizodermu ale 1 pericyklové pletivo kofene. VétSina prospéSnych bakterii zije
tzv. dvojitym Zivotem, kdy tyto mikroorganismy dokadzi bez vétSich potizi prezit
Vv samotné rhizosféfe kotfene a na druhou stranu nemaji problém s pfizplisobenim se
endofytickému zpiisobu zivota. Nékteré kmeny a druhy mikroorganismi je tedy mozno
najit jak v okoli kofent tak i uvnitf riznych pletiv rostliny (Lugtenberg a Kamilova, 2009;
Bhattacharyya a Jha, 2011). Mikroorganismy Zzijici uvnit téla jinych organismil se
oznacuji jako endofytické mikroorganismy. Podle zptsobu vniku do organismu

rozliSujeme tii druhy endofyt: obligatni, ktefi se dostanou dovniti rostliny tim,

ze kolonizuji semena rostlin dale fakultativni a pasivni. Ob¢ skupiny ziji voln¢ v pade
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arozdil mezi nimi je vtom, Zze fakultativni aktivné vyuzivaji rizné mechanismy
k proniknuti do kofene rostliny zatim, co pasivni pro kolonizaci pouzivaji oteviené rany

na povrchu kofene rostliny (Obr. 2) (Khare et al., 2018).

Samotny proces kolonizace se déli do tii krokl. V prvnim kroku jsou
mikroorganismy vabeny rostlinou pomoci exudati a soucasné¢ dochazi k jejich
postupnému piesunu do rhizosféry. Pohyb mikroorganismi se uskutecnuje diky
tzv. chemotaxi, coz je pohyb vyvolany v zavislosti na rizné koncentraci n¢jaké chemické
latky (Begonia a Kremer, 1994). Ve druhé fazi dochdzi k pfilnuti jednotlivych
mikroorganismi k povrchu kofene. Na adhezi se podili bi¢iky a brvy mikroorganismu
achemické latky  syntetizované  bakterii, jako exopolysacharidy (EPS)
a lipopolysacharidy (LPS) (Sauer a Camper, 2001). V poslednim kroku dochazi
k samotné kolonizaci rostliny, kdy musi mikroorganismus nejprve projit pfes rhizodermu
kofene. Prichod rhizodermou je bud’ aktivni, nebo pasivni. Pasivni pruchod se
uskutecniuje ptes rizné trhliny v povrchové vrstvé kofene a mikroorganismus se nemusi
nejprve piichytit na jeho povrch (Hardoim et al., 2008). Béhem aktivni penetrace bakterie
produkuje enzymy, které degraduji bunéc¢nou sténu rhizodermy (Singh et al., 2017).

Trhliny na _ ]

povrchu kofent \

_' Elongacni zéna
- Floém

Xylém
Endofytické
bakterie

Rhizosféra

Druh kolonizace 0 \EH

Pladni bakterie @ ;°.\‘§£};}”/;'J Kofenays:cepitia Xyl

Fakultativni @ '.\‘-;.. Kofenové V€M Endodermis
Obligétni O exudaty

Pasivni (@)

Obr. 2: Schéma postupu kolonizace kofene rostliny prospésnymi bakteriemi a jejich nasledné
rozmisténi v pletivech kofene. (A) Prospésné bakterie kolonizuji rostlinu riznymi zptisoby
a v riznych mistech kofene. (B) Detailni rozmisténi endofytickych bakterii uvnitt kofenovych
tkani na piiéném prifezu (Upraveno podle Kumar et al., 2020).
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Kromé kotfent a kotenovych vlaskii mizou slouzit jako mista vniku mikroorganismui

do rostliny taky stomata na listech a stoncich (Roos a Hattingh, 1983).

Po vniku do rostliny se endofyty musi pfizpusobit prostiedi v rostliné a co nejvice
ptedejit zpusténi riznych obrannych mechanismi. Mnohé endofytické bakterie si navic
vytvofili v odezvé na dané obranné mechanismy vlastni ochranu. Napftiklad jsou schopny
tvofit enzymy jako katalasa, glutation peroxidasa (Hardoim et al., 2015; Santoyo et al.,
2016) nebo obsahuji rizné efluxni pumpy (Aswani et al., 2020). Po kolonizaci mohou
mikroorganismy zlstat na jednom misté¢ nebo jsou schopny migrovat do jinych ¢asti

a pletiv rostliny (Afzal et al., 2019).

2.3.3 Vzajemné interakce

Cela rhizosféra vcetné kofenovych systému rostlin a vSech mikroorganismi je velice
komplexni soustava. Vzajemné interakce probihaji nejen mezi rostlinou a prospéSnymi
bakteriemi, ale také mezi jednotlivymi mikroorganismy navzajem (Zhang et al., 2017).
Jak uZ bylo uvedeno rostliny pro atrakci s prospésnymi bakteriemi nejéastéji pouzivaji
vylucované exudaty. Dilezitou roli hraji také rostlinné fytohormony, jejich signalni drahy
a rostlinné receptory (Aswani et al., 2020). Rostlinné receptory zachytavaji MAMP
a PAMP z bakterii a spoustéji imunitni reakce (Jones a Dangl, 2006). Diky postupnému
vyvoji nékteré prospeSné bakterie upravili sloZzeni produkovanych MAMP, ktera se tak
1181 od PAMP produkovanych patogennimi organismy a rostlina je tak schopna rozlisit

prospé$nou bakterii od patogenniho mikroorganismu (Vandenkoornhuyse et al., 2015).

Prospésné bakterie jsou schopny komunikovat s okolim pomoci ruznych
fyzikédlnich a chemickych mechanismii. Mezi fyzikdlni mechanismy patfi pienos
elektrickych signalli, pfenos signalu pomoci elektromagnetickych a akustickych vin
(Besset-Manzoni et al., 2018). Vice probadané jsou ovSem interakce pomoci chemickych
mechanismi. Jednim z dulezitych systému je tzv. quorum sensing (QS). QS je
propracovany signalni systém uvnitt bakterii produkujici chemické signalni molekuly.
Diky ovliviiovani genové exprese fidi fadu pochodd uvnitf bakterie, jako napiiklad
produkce antibiotik a enzymi, tvorba biofilmu, zména hustoty buiiky, déleni bunék,
virulence, luminiscence, atd.. Diky QS je mozna komunikace mezi jednotlivymi
bakteriemi a dokonce snad i rostlinami (Miller a Bassler, 2001). Na vzijemnych
interakcich se také podili fada chemickych latek produkovanych prospésnymi bakteriemi

a vliv téchto latek na rostlinu zalezi na jejich mnozstvi a druhu cilového organismu.
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Prikladem latek, které mohou slouzit k ur¢ité komunikaci mezi organismy, mohou byt
rizna antibiotika, 2,4-diacetylfloroglucinol (Combes-Meynet et al., 2011), fenaziny
(Mavrodi et al., 2006) a t€kavé organické latky VOC (angl.. Volatile Organic Compound)
(Audrain et al., 2015).

2.3.3.1 Quorum quenching

Urcité mikroorganismy a taky rostliny nalezli zptisob jak narusit quorum sensing (QS)
ostatnich mikroorganismti (Grandclément et al., 2016). Quorum sensing hraje klic¢ovou
roli u vétSiny pochodu uvniti buniky (Elias a Banin, 2012). Prospésné bakterie nebo
rostliny produkuji chemické latky, nejcastéji se jednd o enzymy, které slouzi jako
inhibitory QS (QSi) (Hirakawa a Tomita, 2013). Tyto enzymy mohou narusit funkci QS
a nasledné zptisobit inhibici ristu patogennich mikroorganismti. Cely tento proces se

oznacuje jako quorum quenching (QQ) (Faure et al., 2009).

2.3.4 Podpiirné mechanismy pro riist rostliny

Hlavnim divodem, pro¢ se prospéSnym bakteriim dostava v poslednich letech takovému
zajmu, je jejich schopnost podporovat riist a vyvoj rostlin nejen za normalnich podminek,
ale také napomahat rostlindm Iépe zvladat stresové situace. Doposud byla prozkoumana
fada mechanismi, kterymi mikroorganismy pftispivaji rostliné. MuiZe se jednat o piimou

nebo nepiimou podporu (Obr. 3) (Aswani et al., 2020).

2.3.4.1 Fixace zivin

vvvvvv

klicovym makro nutrientem pro vSechny druhy rostlin (Jayakumar et al., 2020). Né&které
prospésné bakterie jsou schopny fixovat atmosféricky N> a zvySuji tak obsah nitrath
(NOz) a amoniaku (NH4") v padé. Tyto latky s obsahem dusiku uZ jsou rostliny schopné
dale zpracovavat (Xu et al., 2012). Mezi bakterialni kmeny fixujici atmosféricky dusik se
fadi rody Rhizobium sp., Azoarcus sp., Beijerinckia sp., Pantoea agglomerans a dalsi
(Ahemad a Kibret, 2014).

Dal§im dilezitym prvkem pro vyZzivu rostlin je fosfor. NejzasadnéjSim
problémem u fosforu je, Ze se v ptirode vétSinou nachézi pouze v nerozpustnych nebo pro
rostliny imobilizovanych formach. Rostliny jsou schopny pfijimat fosfor pouze ve formé
iontl jako H,PO4™ nebo HPO4% (Gouda et al., 2018). Prospésné bakterie jsou schopny

riznymi zpiisoby solubilizovat fosfor z nerozpustnych nebo imobilizovanych forem
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Obr. 3: Schéma mechanismii ptisobeni prospésnych bakterii (Bacillus) na hostitelskou rostlinu,
kterymi napomahaji jejimu rustu a chrani ji pfed riznymi druhy biotickych a abiotickych strest
(upraveno podle Tiwari et al., 2019).

naionty a tak jej zpfistupnit pro rostliny. Nejcastéji se jedna o chelatacni nebo
0 acidifikaéni mechanismy (Jayakumar et al., 2020). Nejdilezitéjsimi kmeny bakterii,
které jsou schopny zpracovavat fosfor, jsou Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia,

Enterobacter, Microbacterium Pseudomonas, Rhizobium a Serratia (Oteino et al., 2015).

Poslednim zminénym makro nutrientem je draslik. Stejné jako u fosforu se draslik
nachazi v pfirodé jen v nerozpustnych mineralech a horninach a proto v pidé chybi
(Parmar a Sindhu, 2013). Tato tématika zatim nebyla tak intenzivné studovana jako
v piipadé dusiku a fosforu. Piedpokladané prospésné bakterie se schopnosti solubilizovat
draslik pro rostliny jsou Bacillus sp., Pseudomonas sp., Ferrooxidans sp., Burkholderia
sp. a dalsi (Liu et al., 2012).



2.3.4.2 Tvorba chemickych latek

Prvni dilezitou skupinou chemickych latek produkovanou mikroorganismy jsou
fytohormony. Fytohormony jsou signdlni molekuly, které jsou produkovéany rostlinou
a rozhodujici mirou se podileji na vyvoji a rustu rostliny (Damam et al., 2016). Bylo
zaznamenano, ze fada mikroorganisml je schopna nékteré fytohormony syntetizovat
a nasledn¢ je dodavat rostliné a ovliviiovat v ni mnohé pochody (Sureshbabu et al., 2016).
Velice dobfe je prostudovan naptiklad auxin (kyselina indol-3-octova (IAA)), ktery se
podili na déleni a prodluzovani bun¢k (Jayakumar et al., 2020). Doposud byly u riznych
mikroorganismi objeveny biosyntetické drahy, diky kterym se IAA tvofi pifimo
Vv bakteriich (Li et al., 2018). Dalsim klicovym hormonem, jenz hraje dulezitou roli
Vv zivoté rostliny, je ethylen. N&které bakterie dokdzou ovliviiovat hladinu ethylenu

Vv rostlin€ a tim regulovat rtst a vyvoj rostliny (Dubois et al., 2018).

Prospésné bakterie tvofi dalsi dilezité latky jako rGzna antibiotika, siderofory,
t€ékavé organické latky a enzymy, ale témto latkam se vice vénuji V kapitole role

prospésnych bakterii béhem biotického stresu (Gouda et al., 2018).

2.3.4.3 Bioremediace

V dnesni dobé je Castym problémem kontaminace orné¢ pudy rtiznymi chemickymi
latkami, které nemaji kladny vliv na rist rostlin, dokonce mohou na rostliny pusobit
toxicky. Nejcastéji se jednd o rezidua pesticidii v pudé a odpady z primyslové vyroby
(Saleh et al., 2004). V téchto piipadech se uplatiuje tzv. bioremediace. Je to proces,
pii kterém se vyuzivaji ur€ité druhy mikroorganismi za icelem odstranéni nebezpecnych
chemickych latek ze zivotného prostredi tedy 1 z okoli rostlin (Gianfreda a Rao, 2004).
Nekteré mikroorganismy napomahaji riistu rostlin tim, ze Cisti okoli rostliny od riizného
zneCisténi nebo alespont pomahaji rostliné se 1épe danym podminkam ptizplsobit. Mezi
mikroorganismy schopné bioremediace patii Pseudomonas sp. a Bacillus sp. (Kuiper
et al., 2004).

2.3.5 Role prospésnych bakterii béhem biotického stresu

Kromeé abiotickych stresii jsou rostliny ohroZovany i biotickym stresem. Bioticky stres je
nejcastéji zptisoben vystavenim rostliny néjakym patogennim mikroorganismim nebo
virim, které nasledné mohou zplisobovat u rostliny riizné nemoci. Do této skupiny patii

I stres zpusobeny vysS$imi organismy jako jsou napiiklad rGzné druhy hmyzu
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a bylozravych druhu zvitat (de Carvalho et al., 2020; Panpatte et al., 2020). Na rozdil
od abiotického stresu, tomu biotickému je rostlina vystavena prakticky neustale,
protoze mikroorganismy jsou v okolnim prostiedi v§udypfitomné a rostlina se s novymi
patogeny potkava prakticky denné (Baker et al., 1997). Prospésné bakterie mohou rostliné
proti patogenim pomadahat bud’ pfimou kompetici a naslednou inhibici patogennich
mikroorganismii  nejcastéji v prostfedi rhizosféry nebo mohou ovliviiovat

tzv. indukovanou systémovou rezistenci (ISR) rostliny (Aswani et al., 2020).

2.3.5.1 Indukovana systémova resistence (ISR)

Pojem ISR znamenad schopnost prospésnych bakterii aktivovat v rostliné imunitni
odpovéd’, kterd nasledné slouzi jako obranny mechanismus vici infekci patogenem,
utoku bylozraveu a vici pridani uréitych chemickych latek (fytohormony) (Pieterse et al.,
2014; Gouda et al., 2018). Rostlina je pak mnohem efektivnéjsi v odpovédi vici riznym
patogeniim a jeji imunitni systém je schopen rychlej$iho a efektivnéjSiho fungovani.
Ke zménam ale nedochazi jen v misté, kde se prospésné bakterie v rostliné nachazeji,
ale indukovanou rezistenci obdrzi i dalsi ¢asti rostliny (Panpatte et al., 2020). ISR se
pfimo nezaméfuje na usmrceni patogenu, spise podporuje a ovliviiuje tvorbu chemickych
latek jako je tvorba enzymf, antibiotik a jinych antimikrobidlnich latek, které vytvari
obranu vuéi patogenim (Gouda et al., 2018; Jacob et al., 2020). Bylo zjisténo, Ze vyvolani
ISR pomoci uzite¢nych bakterii je uzce spojeno se signalni drahou kyseliny jasmonové

a signalni drahou ethylenu u rostlin (Panpatte et al., 2020).

2.3.5.2 Produkované chemické latky

Prospésné bakterie jsou schopny produkovat znaéné mnozstvi chemickych latek, ¢ast
kterych dodavaji rostling, ale spousta z té€chto latek se vyuziva v kompetici s ostatnimi

mikroorganismy v rhizosféte.

Jednim z takovych latek jsou antimikrobialni latky. Mikroorganismy jsou schopny
produkovat velkou skalu téchto latek. Mezi jejich nejvyznamnéjsi vlastnosti patii
antibakterialni, antifungélni, antioxidacni, antiviralni, imunosupresivni, cytotoxické
a protinadorové ucinky (Fernando et al., 2006). Antimikrobialni latky se daji dale délit
na tékavé a netekaveé, kdy mezi t€¢kavé patii alkoholy, ketony, aldehydy, sulfidy, atd.
amezi netekavé patii fenylpyrroly, cyklické lipopeptidy, aminopolyalkoholy,

heterocyklické dusikaté slouceniny a dalsi (Fouzia et al., 2015). Doposud byla tvorba
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téchto latek studovana u kment jako Bacillus spp., Pseudomonas spp., Azospirillum spp.,
Rhizobium spp., a Serratia spp. (Haas a Keel, 2003).

Dalsi produkovanou skupinou jsou lytické enzymy. Hlavni tlohou lytickych
enzymi je degradace bunétné stény patogentl, hlavné hub a naslednd inhibice rustu
houbovych patogenti (Bouizgarne, 2013). Nejbéznéjsimi skupinami lytickych enzymu
vyuzivanych v obrannych mechanismech rostlin jsou chitinasy, celulasy, lipasy,

pektinasy, glukanasy a proteasy (Abdallah et al., 2019).

Dvojitou funkci maji tzv. siderofory. Siderofory jsou malé organické slouceniny,
které maji zhruba 400 az 1500 Da a slouzi k chelataci zeleza v prostiedi. K aktivaci jejich
tvorby dochazi pti nedostatku zeleza v prostfedi. Jejich dvojitd funkce spociva v tom,
ze zaprvé dodavaji potiebné zelezo rostling a zadruhé ubiraji dostupné zelezo v rhizosféie
a to se pak nedostava patogentim a dochézi k inhibici jejich ristu. Siderofory se déli do tii
zakladnich skupin na katecholaty, hydroxymaty a karboxylaty (Jayakumar et al., 2020;
Jacob et al., 2020).

Poslednimi zminénymi latkami jsou tékavé organické slouCeniny (VOC). Tyto
slouceniny maji vice roli. Podileji se na riiznych pochodech uvnitt téla mikroorganism,
zabezpecCuji komunikaci mezi mikroorganismy a rostlinou a podileji se na odpovédi
na bioticky stres (Audrain et al., 2015). Nékteré¢ VOC piimo pusobi jako antimikrobidlni
latky a inhibuji tak rist patogeni. Urcit¢é VOC jsou zase schopny ovlivilovat piimo
indukovanou systémovou rezistenci rostliny (Bennett et al., 2012). Mezi dulezitymi
VOC, které ovliviiuji vztah mezi mikroorganismy a rostlinami fadime alkoholy, alkeny,

aldehydy, ketony, terpeny a dalsi (Venturi a Keel, 2016).

2.3.6 Budouci vyzkum a moZnosti vyuziti prospéSnych bakterii

I kdyz doposud bylo provedeno mnoho studii, které se vénuji vlastnostem uziteCnych
bakterii, tato oblast stale zlstdva plnd otdzek. VétSina vyzkumil zatim probihala
Vv laboratornich podminkéch, pfipadn¢ doslo ke zkoumdni rostlin ve sklenicich. Miize
vSak dochazet k tomu, Ze urcity mikroorganismus ma slibné vysledky v laboratofi, nebo
ve skleniku ale vredlném prostiedi v ochrané hostitele znacn€ poklesne ucinnost
a efektivita prospeSnych bakterii. Velkym tikolem do budoucna proto bude 1épe pochopit
vSechny mechanismy tykajici se prospésnych bakterii, pochopit vztahy mezi jednotlivymi
mikroorganismy a samotnymi rostlinami, 1épe urovat potenciondlni prospésné bakterie

a nasledn¢ zvolit spravné kombinace jednotlivych mikroorganismt, které budou idealni
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pro danou rostlinu v daném prostiedi. V neposledni fad¢ je nutné prenést slibné vysledky
vyzkumu z laboratornich podminek do realného prostiedi (Lugtenberg a Kamilova,

2009).

V budoucnosti by spravné zvolené a skombinované prospésné mikroorganismy
mohli nahradit pouzivani umélych hnojiv a pesticidi v zemédé€lstvi a zamezit tak
negativnim jevim, které tyto chemické latky maji na zivotni prostfedi a ¢lovéka. Jedna
se zejména o nariist neurodnosti pidy, zneCistovani podzemni vody a dal$i neptiznivé
jevy. Jak uz bylo zminéno, tak prospesné mikroorganismy jsou schopné dodévat
rostlinam potfebné ziviny a ucinné je chranit pred biotickymi a abiotickymi stresy.
Zaroven ale nemaji negativni vliv na okolni prostiedi (Jayakumar et al., 2020; Kumar
etal.,, 2020). Vyuziti prospésnych mikroorganismii se samoziejmé nevztahuje jen
na zeméd¢lstvi, ale bylo by mozné jejich vyuziti i v jinych odvétvich, naptiklad

Vv lesnictvi (Lucy et al., 2003).

U néekterych prospéSnych mikroorganismii byla prokézana schopnost
tzv. bioremediace, tedy schopnost mikroorganismt rozkladat rtizné znecistujici latky
z prostfedi. Této skutecnosti by se v budoucnu dalo vyuzit pravé k ¢isténi okolniho
zivotniho prostiedi (Wu et al., 2006). Velkym pfislibem do budoucna je vztah
prospé&snych mikroorganismt a farmaceutického primyslu. Diky stale intenzivngjsimu
studiu metaboliti produkovanych prospéSnymi mikroorganismy, je objevovano stale vice
latek, které by mohli pomoci 1 Clovéku. Nékteré metabolity produkované prave
prospéSnymi mikroorganismy maji protinddorové a protirakovinové uUc€inky nékteré

slouzi jako antioxidanty a dalsi jako imunosupresiva (Singh et al., 2020).
2.3.7 DalSi pouzivané mikroorganismy

2.3.7.1 Houbové mikroorganismy

Mezi prosp&né mikroorganismy jsou fazeny i mikroskopické houby. Casto jsou
samostatné oznaCovany pod zkratkou PGPF (angl., plant growth-promotion fungi) houby
prospésné pro rust rostlin (Hossain et al., 2017). Jedna se o nepatogenni saprofytické
houby, které ziji v thizosféte, na kofenech rostlin nebo ptimo uvnitft rostlinného téla. Diky
této definici se napfiklad mykorhizni houby nepocitaji do této skupiny (Bent, 2006).
Nejveétsi ¢ast téchto hub patii do kmene Ascomycota a zbylé pak do kment

Basidiomycota, Zygomycota a Oomycetes (Hossain et al., 2017).
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Zvladani biotickych a abiotickych stresti rostlinou zlepsuji pomoci obdobnych
houby ovliviiuji rast rostlin, se fadi tvorba fytohormont, enzymi, antibiotik a VOC,
dodavani dulezitych prvki rostlindm jako fosfor, dusik, draslik, kompetice s ostatnimi
mikroorganismy, vyvolani ISR a v neposledni fad¢ rhizoremediace (Hossain a Sultana,
kovy, kdy nékteré houby pomaéhaji rostlinam 1épe zvladat stres spojeny s Ni?*, Cd?*, Cu*,
Zn?" a Pb?* (Khan et al., 2013; Babu et al., 2014; Hiruma et al., 2018). Dale nékteré
uzitecné houby poskytuji ochranu rostlindm proti hmyzu, protoze produkuji chemické
latky, které pisobi proti hmyzu (Jaber a Ownley, 2018). Nékteré houby maji dokonce
funkci jako hmyzi patogeny (Arnold a Lewis, 2005).

Zajimavé jsou taky tzv. houbové elicitory. Elicitory jsou malé latky,
které spoustéji rostlinnou imunitni reakci (Suzuki, 1999). Houbové elicitory jsou schopné
U rostliny zpiisobit rizné zmény jejiho fyziologického stavu a tim pomoci rostling
pfi zvladani rtiznych abiotickych i biotickych stresti. Po indukci imunitni odpovédi
Vv rostliné houbovymi elicitory dochazi naptiklad ke zvySené tvorbé ochrannych enzymii,
PR proteint a fenolti a muze taky dojit k zesilnéni bunécné stény rostlinnych pletiv (Patel

et al., 2020).

2.3.7.2 Viry

Viry jsou velmi malé nebunécné organismy, které jsou schopny napadat v§echny ostatni
druhy organismi. Velmi ¢asto jsou ozna¢ovany jako ptivodci velké Skaly nemoci nejen
urostlin. Diky jejich velikosti, nebyla tato skupina organismu piili§ prostudovana
a pochopena. Dosavadni vyzkumy se v€novaly piedev§im virim, které zptsobuji vazné
nemoci jak u ¢lovéka a zvitat tak u rostlin. N&které studie ovSem ukazali, Ze ne vSechny

viry rostliné jen $kodi a naopak nékteré mohou rostliné piimo pomahat (Kumar et al.,
2020).

Zatim byly popsany tfi zpusoby, jakymi viry rostliné napoméhaji. Prvnim je
pfenos gent, kdy rostliny obsahuji ve svém genomu ¢asti genetické informace prevzaté
od vird a naopak né€které viry obsahuji geny pochazejici z rostlin. Tyto geny mohou
I nemuseji mit n&jaky vliv na rostlinu. V druhém ptipad¢ bylo prokazano, ze nekteré viry
chrani hostitelskou rostlinu pfed riiznymi abiotickymi stresy. A poslednim mechanismem

je tzv. cross protection, kdy urcité viry jsou schopny blokovat funkce ostatnich, zejména
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patogennich viri a tim chranit hostitelskou rostlinu. OvSem dosud neni zndmo, jakymi

mechanismy jsou viry schopné tyto schopnosti zabezpecovat (Kumar et al., 2020).
2.3.8 Nejvice studované rody bakterii

2.3.8.1 Rod Bacillus

Rod Bacillus je jednim z nejlépe prostudovanych rodt prospésnych bakterii pro rust
rostlin. Mnoh¢é bakterie, které do né&j patii, maji slibné vysledky ve zlepSovani ristu
a vyvoje rtuznych druhii rostlin. V rostlinné rhizosféie se jednd o nejcetnéji zastoupeny
rod a podle studie tvoti az 95% vSech grampozitivnich bakterii (Prashar et al., 2013).
Bakterie se mohou vyskytovat jak vné tak uvniti kofenového systému rostliny (Gadhave
et al., 2018). Svij pozitivni efekt na rostlinu maji diky svym vlastnostem, jako napft.
fytostimulace, biofertilizace a bioprotekce (Aloo et al., 2018). Dtuvody, pro¢ mohou byt
bakterie Bacillus vhodné pro pouziti v zeméd¢lstvi, je fakt, Ze bakterie v nepfiznivém
prostiedi vytvaii odolné spory (Rayavarapu a Padmavathi, 2016), dokazou prezit
za anaerobnich podminek (Silini-Cherif et al., 2012) a rychle se mnozi (Cavaglieri et al.,
2005).

Fytostimulace je zptsobena produkci fytohormont bakterii Bacillus. Bakterie
rodu Bacillus jsou schopny produkce kyseliny giberelové a kyseliny indol-3-octové
(Garcia-Fraile et al., 2015). Biosyntéza téchto hormonu zleps$uje pfijem a rozvod zivin
anasledné zlepSuje rust rostliny (Stamenkovic et al., 2018). Kyselina indol-3-octova
pozitivné ovliviiuje vyvoj kofenli a bo¢nych kofent, presnéji ovliviiuji déleni bunck
a proces jejich prodluzovani (Ng et al., 2015). Kyselina giberelova ma zase kladny vliv

na kli¢eni semen, prodluzovani stonku, kveteni a vyvoj plodu (Hedden a Phillips, 2000).

Dalsi dulezitou vlastnosti je bioprotekce. Prospésné bakterie jsou, diky produkci
urcitych latek, schopny ochranovat hostitelskou rostlinu proti riznym patogeniim. Rod
Bacillus je zvlasté uc¢inny proti houbovym patogenim (Bjeli¢ et al., 2018). Mezi ochranné
latky, které jsou produkované timto rodem bakterii patii siderofory, antibiotika
(Jayaprakashvel a Mathivanan, 2011), enzymy (chitinasy, glukanasy) (Shafi et al., 2017),
t€kavé organické slouceniny (kyanovodik) (Patel a Minocheherhomji, 2018).

Bakterie rodu Bacillus jsou velmi dulezité také v procesu biofertilizace. Jsou

efektivni pfi solubilizaci anorganickych prvki z prostiedi a jejich nasledném zptistupnéni

22



rostlinam (Podile a Kishore, 2006). Bylo prokazano, ze bakterie Bacillus dokazi fixovat
fosfor (Marra et al., 2012), dusik i n¢které ostatni prvky (Bhattacharyya a Jha, 2012).

2.3.8.2 Rod Pseudomonas

Bakterie rodu Pseudomonas jsou gramnegativni, acrobni a chemoheterotrofni. Maji
tyCinkovity tvar (Haas a Défago, 2005). Jsou schopné samostatného pohybu pomoci
bicikl. Se svou hostitelskou rostlinou mohou zit bud’ v endosymbioze, nebo se vyskytuji
voln¢ v oblasti rhizosféry rostliny. Vétsina kmentt Pseudomonas je velice univerzalni
s neprili§ velikymi naroky na vyzivu. Spole¢né s rodem Bacillus je rod Pseudomonas
jednim z nejvice prostudovanych druhti prospésnych bakterii. Rostliné napomaha celou
Skalou podpurnych a obrannych mechanismii, z kterych VvétSina je podobnych nebo

stejnych jako u rodu Bacillus ssp. (Mercado-Blanco a Bakker, 2007).

2.3.8.3 Rod Enterobacter

Rod Enterobacter patii do ¢eledi Enterobacteriaceae, ve kterém se nachazi dalsi rody,
jez jsou klasifikovany jako prospésné bakterie. Mezi dal$i vyznamné rody patii
Citrobacter, Erwinia, Klebsiella, Kluyvera, Pantoea a Serratia. U bakterii tohoto rodu
byl prokazan podpirny vliv na kofenovou soustavu rostlin a také byla prokazana
ochrannad funkce proti rostlinnym patogenim (Jha et al., 2011). Mezi zatim nejvice
studované zastupce patii E. cloacae UWS5, E. ludwigii sp., E. radicincitans sp.,
E. asburiae PSI3 a PS2, E. sakazakii, E. cancerogenus (Jha et al., 2011) a Enterobacter
sp. SA 187.

2.3.9 Kmen Enterobacter sp. SA187

Obecné byl rod Enterobacter popsan vySe. Enterobacter s ozna¢enim SA187, jsme

pouzili v naSem vyzkumu.

Tento bakteridlni kmen byl objeven pomérné nedavno. Byl vyizolovan
z kotenovych vlaskt poustni rostliny Indigofera argentea, ktera roste v Saudské Arabii
v regionu Jizan (Lafi et al., 2017). Jedna o endofytickou bakterii, jejiz genom je dlouhy
4 429 597 bp a sklada se zjednoho chromozomu. Rozborem genomu bylo zjisténo,
Ze obsahuje mnoho gent, které se podileji na zvySené toleranci symbiotické rostliny viici
solnému stresu, stresu ze sucha a dalSich abiotickych a biotickych stresti (Andrés-Barrao

etal., 2017). Dale také podporuje celkovy rust rostliny a jeji preziti.
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2.3.9.1 BIlizsi popis kmene

Z biochemického hlediska je bakterie schopna tvorby siderofor a zpfistupnénim
sloucenin zinku pro hostitelskou rostlinu. To zabezpecuje zlepSeny rist rostliny. Dale
bakterie obsahuji geny rezistence vici antibiotikim ampicilin a penicilin G. Tato
skute¢nost pomaha bakterii Enterobacter sp. SA 187 v soutéZi s ostatnimi druhy, jeZ také
ziji v rhizosféte rostliny. Bakterie je také zna¢n¢€ odolna proti suchu, vysokym teplotdm
a zasoleni do koncentrace 1M NacCl, coz ji €ini lehce halofilni. Pfi¢inou tohoto jevu mtize
byt pravé schopnost bakterie kompletni biosyntézy prolinu (Andrés-Barrao et al., 2017),
ktery udéluje organismu vyssi toleranci vuci soli (Ren et al., 2010). Dalsim klicovym
osmoprotektantem produkovanym bakterii Enterobacter sp. SA187 je trehalosa (Andrés-
Barrao et al., 2017). Ta také pomaha zvladat zasoleni prostfedi, coz bylo prokazano
naptiklad u rodu Klebsiella sp. BRL6-2 (Woo et al., 2014). Studie ukazala, ze bakterie
Enterobacter sp. SA187 je také schopna vstiebavat rizné osmoprotektanty z prostiedi
rhizosféry, jez jsou produkovany jinymi mikroorganismy. Jedné se napiiklad o betain
a karnitin. Tento transport je umoznén diky membranovym transportérim (Andrés-

Barrao et al., 2017).

Pro endofytické bakterie je znacné dulezitd vyména Zivin s jejich okolim,
tzn. hostitelskou rostlinou a ostatnimi mikroorganismy v rhizosféte (Chibucos a Tyler,
aminokyseliny, a jiné. Enterobacter sp. SA 187 je schopna pouzivat vice sloucenin jako
zdroj uhliku. Dale je schopna zpracovat anorganicky fosfor a dusik, ktery je dale vyuZzivan
rostlinnym hostitelem. Na druhou stranu do prostiedi vylucuje latky napt. enzymy,
peptidy, toxiny, antibiotika nebo sekundarni metabolity, které mohou byt vyuzity

hostitelskou rostlinou nebo ptisobi na ostatni mikroorganismy (Green a Mecsas, 2016).

2.3.9.2 Kolonizace rostlin

Z dosavadnich studii vyplyva, ze Enterobacter je schopny u¢inn¢ kolonizovat i rostlinu
Arabidopsis thaliana, ktera neni jeji primarni hostitel. U sazenic Arabidopsis thaliana
pestovanych v prostiedi obsahujicim sledovanou bakterii doSlo ke kolonizaci kotena
a dokonce i stonkovych vyhonku. Kolonie se vyskytovaly na povrchu epidermy, piesnéji
V ryhach mezi jednotlivymi bunkami. V elongacni zoné kofene se nachazely vétSinou
mensi shluky bakterii a béhem rlstu a vyvoje kotene dochazi k postupnému rozristani

kolonii do dalSich casti kofene. U mladych cerstvé kolonizovanych semenacku
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Arabidopsis thaliana jest¢ nedochazi k priniku kolonii do vnitinich ¢asti kofend,
ale u n¢kolikatydennich rostlin mutzeme pozorovat shluky bakterii Vv apoplastu
endodermy a dokonce i v centralnim cylindru kofenti. V ptipad¢ nadzemni ¢asti rostliny
se bakterie dostaly do apoplastu hypokotylu, kotyledonu a prvnich pravych listh
(de Zélicourt et al., 2018).

Mechanismus samotné kolonizace rostliny Arabidopsis bakterii Enterobacter sp.
SA 187 jesté nebyl tpln€ prozkoumén, ale dilezitou roli budou hrat celuldéza a dalsi
exopolysacharidy, jez jsou vyuzivany i jinymi druhy bakterii pti kolonizaci hostitelskych
rostlin (Romling a Galperin, 2015). Genom bakterie Enterobacter SA 187 obsahuje
vSechny potfebné geny, které jsou nutné k syntéze celuldzy a také kyselinu kolanikovou,
jez se podili na tvorbé biofilmu na povrchu rhizodermy (Rétté et al., 2006). Dalsi
dilezitou slozkou, ktera pomaha pii preziti bakterie v rhizosféte, jsou karotenoidy. Kmen
SA 187 produkuje kolonie dvou zbarveni a to zluté (SA 187Y) a bilé¢ (SA 187W). Tato
problematika nebyla zatim dostatecné prozkouména, ale pifi kolonizaci rostliny
Arabidopsis thaliana mize dochazet postupem ¢asu k ubytku zluté formy bakterie. Toto
muze byt zplisobeno modifikaci metabolismu bakterie po kolonizaci (Andrés-Barrao
etal., 2017). Béhem bakalafské prace jsem pouzival ob&é barevné verze bakterie

Enterobacter sp. SA 187.

2.3.9.3 Vliv na rostliny

Jednim z vyznamnych pfinost bakterie Enterobacter sp. SA 187 pro hostitelskou rostlinu
je fakt, ze bakterie produkuje rizné antimikrobialni latky, které ptisobi proti rostlinnym
patogenim.. SA 187 obsahuje enzymy na biosyntézu fenazinu a 4-hydroxybenzoatu
(Andrés-Barrao et al., 2017), jez jsou G¢inné proti rostlinnym patogennim bakteriim
(Duan et al., 2013; Gupta et al., 2014), dale tvofi enzym chitinasu, ktera ptisobi proti
bunééné stén¢ hub a hmyzu (Hamid et al., 2013).

Podle studie ma tento kmen velice dobré ucinky na rust rostliny Medicago sativa.
Béhem kultivace rostlin M. sativa v prostiedi bakterie Enterobacter sp. SA 187 a rostlin
pestovanych jenom v ¢istém médiu byl pozorovan nartist zelené hmoty rostlino 12 a 16%
u rostlin kultivovanych v prostiedi bakterie Enterobacter sp. SA 187 neZ u rostlin

péstovanych v kontrolnich podminkach (de Zélicourt et al., 2018).

25



2.3.9.4 Solny stres

Nejvice zkoumanou vlastnosti bakterie kmene Enterobacter sp. SA 187 je jeho vliv
na zlepSeni tolerance solného stresu u rostlin. Za kontrolnich podminek semenacky
Arabidopsis thaliana nevykazuji zadné fenotypové rozdily. Mezi rostlinami péstovanymi
Vv prosttedi bakterie a rostlinami péstovanymi na ¢istém médiu nebyl vétsi rozdil krome
zvysené délky kotenovych vlaski u inokulovanych rostlin. OvSem pii vystaveni rostlin
zvySenému obsahu soli dochazelo ke znaénym rozdilam mezi rostlinami. Rostliny
Arabidopsis thaliana kultivované v prostiedi bakterie Enterobacter sp. SA 187 méli vice
vyvinutou jak podzemni tak i nadzemni ¢ast v porovnani s kontrolnimi rostlinami. Délka
hlavniho kofene zlstala stejnd u inokulovanych i neinokulovanych rostlin, nicméné
hustota boc¢nich kotent a kofenovych vlaskd byla mnohem vétsi u inokulovanych nez

u neinokulovanych rostlin (de Zélicourt et al., 2018).

Dilezitou roli pfi solném stresu hraje koncentrace sodnych a draselnych iontil
ve stonkovych vyhoncich a kofenech rostliny. U kontrolni i bakterii oSetiené rostliny
dochazi ke stejnému hromadéni sodnych iontd v kofenech i nadzemni casti. Rozdil
nastava v ptipadé draselnych iontd, kdy rostliny oSetfené bakterii Enterobacter sp.
SA 187 hromadily vice draselnych iontd, coZ mé&lo za nésledek mensi pomér sodnych
a draselnych iontil u rostliny a tento fakt pfispival ke zvySenému ristu rostlin oSetfenych
bakterii Enterobacter sp. SA 187 oproti kontrolnim rostlinam béhem solného stresu
(de Zélicourt et al., 2018).

Dalsi kli¢ovou vlastnosti pfi piisobeni stresu na rostlinu je produkce raznych
rostlinnych hormont. Béhem solného stresu dochazelo u kontrolnich rostlin k hromadéni
kyseliny abscisové a kyseliny jasmonové uvniti téla rostliny. Sledovanad bakterie
Enterobacter sp. SA 187 byla schopna tuto akumulaci zna¢né snizit. Zajimavy byl také
fakt, Ze u rostlin oSetfenych bakterii Enterobacter sp. SA 187 pfi solném stresu doslo
k aktivaci etylénové signalni drahy a tedy k produkci etylénu, co by taky mohlo piispét
k zvysenému rist rostlin oSetienych bakterii (de Zélicourt et al., 2018). Samotna bakterie
ovSem neni schopna tvorby etylenu. Blizsi studie ovSem ukazala, ze bakterie obsahuje
tzv. 5 -metylthioadenosinovy cyklus, kdy z 5’-metylthioadenosinu vznika metionin
a jednou z jeho casti je sloucenina 2-keto-4-metylthiobutyrat, ktera mize slouzit jako

prekurzor pro tvorbu etylénu (Eckert et al., 2014).
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2.4 Hydroponie

Hydroponie je proces péstovani rostlin mimo pudni prostiedi ve vodném roztoku
obohaceném potfebnymi zivinami nebo v jiném zivném médiu. Soucasti systému miize
byt zahrnuta pevnéa opora kotfent, nejcastéji ve formé pisku nebo Stérku. Misto ndzvu
hydroponie se daji pouzit terminy jako vodni kultura, hydrokultura, nutrikultura,
bezpudni kultura, chemicka kultura nebo nadrzova kultura (Jones, 2005). Prvni zminky
astudie o hydroponii vznikaly od roku 1937 (Gericke, 1937). V dnesni dob¢ se
V hydroponickych podminkach nejvice péstuji rizné druhy ovoce a zeleniny, jako
napiiklad rajcata (Lycopersicon esculentum), papriky (Capsicum annum), okurky
(Cucumis sativus), fazol (Phaseolus vulgaris), melouny (Cucumis melo), jahody
(Fragaria ananassa) a nékteré okrasné druhy rostlin jako rize (Rosa berberifolia)

a mésicky (Tagetes patula) (Sardare a Admane, 2013).

Princip této metody spociva v tom, Ze se kofenova ¢ast rostliny ponofti do tekutého
zivného média. Existuji dva druhy systému hydroponie. Jeden, béhem kterého dochazi
k neustalému pfivodu novych Zivin a druhy, ktery je staticky a nové Ziviny se neptidavaji
(Sardare a Admane, 2013). V tomto piipad¢ je pii dlouhodobém péstovani potieba
hydroponické médium pravidelng vyméovat. Zivné médium musi obsahovat potiebné
koncentrace makro- a mikroprvki. Mezi makroprvky patii uhlik, vodik, kyslik, dusik,
fosfor, draslik, vapnik, hot¢ik a sira a mezi mikroprvky patii bor, chlér, zelezo, molybden,
mangan, zinek a méd’. Vétsina téchto prvki je pridavana ve formé chemickych sloucenin.
Podle cilti experimentu je nasledné mozné ptidavat dalsi chemické latky (Jones, 2005;

Trejo-Téllez et al., 2012).

Dtlivodem, pro€ se pfi péstovani rostlin vyuZivaji metody péstovani mimo pidu,
jsou nékterad negativa, které obnasi péstovani rostlin v pidé, jez maji dopad na rostlinu
nebo samotny proces pestovani. Mezi nejcastéj$i negativni stranky péstovani rostlin
v pudé patii vyskyt ptidnich patogennich mikroorganismii, obsah nezadoucich latek
Vv pudé, moznost eroze, postupné vysychdni nebo naopak zavodiovani pldy
a v neposledni fad¢ ubytek orné pudy vhodné k péstovani rostlin (Mhadhbi, 2012; Raviv
et al., 2019). Na fadu tedy pfichazi metody péstovani rostlin v hydroponickych
podminkach, které ma z védeckého hlediska nékolik vyhod. Naptiklad pfi péstovani je
mozné lépe urCovat a regulovat koncentrace vSech pfitomnych latek a hodnoty pH,

snadnéji se predchéazi kontaminaci cizorodymi latkami a hlavné mikroorganismy (Nathoo
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etal., 2017), ziviny se dostavaji ptimo ke kofentim a rostlina tak roste rychleji (Silberbush
a Ben-Asher, 2001) a pfi nasledném zkoumani se rostlina nemusi ¢istit od pudniho
zneCisténi, béhem kterého by mohlo dojit k poranéni rostliny (Nguyen et al., 2016).
Na druhou stranu ma hydroponické péstovani i nékteré nevyhody. Béhem zkoumani
urcité problematiky v laboratofi muze rostlina reagovat jinak v hydroponickych
podminkach a jinak v pide¢ (Strojny a Nowak, 2004). Kazda rostlina mé taky trochu jiné
naroky na ziviny v médiu, a kdyz dojde ke kontaminaci hydroponického roztoku
patogeny, tak se v roztoku velmi rychle §iii. Systém musi byt taky bedlivé sledovan kviili

doplnovani zivin do hydroponie (Jones, 2005).
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Duchefa Biochemie: pentahydrat siranu méd’natého (CuSOs - 5 H20)

Penta: ethanol (C2Hs0H)

Sigma-Aldrich:  dihydrat  molybdenanu  disodného  (NaoMoOs 2  H20),
dihydrogenfosforecnan draselny (KH2POgs), dusi¢nan amonny (NHsNO3), dusi¢nan
draselny (KNO3), heptahydrat siranu hotecnatého (MgSOs 7 H20), heptahydrat siranu
zinecnatého (ZnSOs 7 H20), hydroxid draselny (KOH), hypochlorid sodny (NaClO),
kyselina trihydrogenborita (H3BO3), tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého (Ca(NOz)2 -4
H20), tetrahydrat chloridu manganatého (MnCl2 4 H>O), Tween 20, zelezna sil EDTA
(Fe-EDTA).

3.1.2 Pristroje

Analytické vahy XA110/2X - Radwag (Polsko), centrifuga Scan Speed 1730 MR - Scala
Scientific (Nizozemsko), digestot — Merci (CR), elektromagnetickd michaéka MSH-420
- Boeco (Némecko), kultivacni komora - Weiss Gallenkamp (Velka Britanie), laboratorni
predvazky S1502 - BEL (Italie), laminarni box Faster — Schoeller instruments (CR),
lednice (4°C) Space plus — Electrolux (Svédsko), pH metr PC 2700 - Eutech Instruments
(Singapur), pipety Eppendorf Research plus — Eppendorf (Némecko), spektrofotometr —
SmartSpec, BioRad (USA), vortex Genie — Scientific Industries (USA),

3.1.3 Rostlinny material

Zrna divokého typu je¢mene setého — Hordeum vulgare cv. Golden Promise
3.1.4 Bakterialni kultury

Bakterialni kultura Enterobacter sp. SA187 W a Enterobacter sp. SA187 Y
3.2 Metody

3.2.1 Sterilizace rostlinného materialu

Semena divokého typu jeémene setého (H. vulgare cv. Golden Promise) byla povrchové

vysterilizovana v laminarnim boxu. Semena byla umisténa do 50 ml plastové zkumavky.
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Nasledné byl pfidan roztok 70% ethanolu (7,29 ml 96% ethanolu; 2, 71 ml MiliQ vody)
a semena byla po dobu 30 sekund promyvana. Nasledn¢ byl ethanol odlit a zrna byla
promyta MiliQ vodou. Poté byl do zkumavky piidan roztok 5% hypochloridu sodného
(5 ml 10% hypochloridu sodného; 5 ml MiliQ vody) s malym mnozstvim 0,1% Tweenu
(10 ul) a obsah zkumavky byl 6-8 minut protiepavan. Roztok hypochloridu byl odlit
asemena byla 5 krat promyta MiliQ vodou. Vysterilizovana semena byla nechéana
Vv plastové zkumavce s destilovanou vodou pies noc pii 4 °C v lednici. Zkumavka byla

uzaviena parafilmem.

3.2.2 Kliéeni semen

Dale byla semena vyjmuta a pfemisténa na nachystany filtracni papir na Petriho misce.
Filtra¢ni papir byl pfedtim navlhcen destilovanou vodou. Petriho miska byla uzaviena
vikem a utésnéna parafilmem. Pro stratifikaci byla semena na dva dny umisténa pii 4 °C

v lednici. Prace probihala v laminarnim boxu za sterilnich podminek.

3.2.3 NamnoZeni bakteridlni kultury

Bakterie Enterobacter sp. SA187 W a Enterobacter sp. 187 Y ze zasobni kultury byly
inkubovany v tekutém LB médiu Vv plastové zkumavce pii 28°C v inkubované tiepacce

cca 2 dny.

3.2.4 Centrifugace bakteridlni kultury

NamnoZené kultury byly v plastovych zkumavkach vloZeny do centrifugy. Centrifuga
byla vyvazena plastovymi zkumavkami s destilovanou vodou. Kultury byly

centrifugovany pti 200 g x 10 min. Supernatant byl nasledn¢ odlit. Pelet byl dale pouzit.

3.2.5 Priprava Hoaglandova roztoku

Hoaglandlv roztok byl pfipraven smichanim danych objemt z pfipravenych zasobnich
roztoki a doplnén MiliQ vodou na 1 litr. Slozky byly pfidavany ve stejném potadi jako
v tabulce 1 (Tab. 1).

Zasobni roztoky na Hoaglanduv roztok

A. 1 mol-I! dusiénant
e 101,1 g KNO3; 236,1 g Ca(NOs) 4 H20; 80 g NHsNO3

e MiliQ voda doplnéna na 1 litr
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Tab. 1: Dané objemy zasobnich roztokt na piipravu 1 1 Hoaglandova roztoku

Zasobni roztok Objem (ml)
MiliQ voda 990

1 mol-I* dusi¢nanti

1 mol-I* MgSO.

4 mol-I* Fe - EDTA
Mikronutrienty

1 mol-I* KH2PO4 (pH = 6)

[ N = S Ie

B. 1 mol-I"t MgSOs
e 246,59 MgS0O4 7 H20
e MiliQ voda doplnéna na 1 litr
C. 4mol-I'* Fe— EDTA
e 30gFe—-EDTA
e MiliQ voda doplnéna na 0,5 litru
D. Mikronutrienty
e 2,86 9gH3BOs; 1,8 g MnCl:- 4 Hx0; 0,2 g ZnSO4 - 7 H20; 0,08 g CuSOs4 -
5 H20; 0,025 g Na2MoOs4 - 2 H20
e MiliQ voda doplnéna na 1 litr
E. 1 mol-It KH2PO4 (pH = 6)
e 136,1 g KH2PO4
e pH bylo upraveno pomoci 10 mol-I* KOH
e MiliQ voda doplnéna na 1 litr

3.2.6 Inokulace Hoaglandova roztoku bakterialnimi kulturami

Do 50 ml plastové zkumavky, ve které se nachazel bakterialni pelet bakterii Enterobacter
sp. SA187 W a Enterobacter sp. 187 Y bylo nalito 2-3 ml Hoaglandova roztoku a pelet
byl v roztoku postupné rozsuspendovan. Roztok byl pfelit do pfipravené kadinky.
Zkumavka byla jesté¢ jednou vymyta 50 ml Hoaglandova roztoku a objem byl piidan
do pripravené kadinky. Vysledny objem roztoku bakterii 52 ml ve zkumavce byl doplnén
do 100 ml Hoaglandovym roztokem. Nésledné byla v roztoku bakterii zmétena opticka
hustota (ODeoo) pti 600 nm ve spektrofotometru. Jako tzv. blank byl pouzit Cisty
Hoaglandlv roztok. Vyslednd ODeoo méla nabyvat hodnoty 0,19 - 0,2. V ptipadé potieby
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byl roztok jest¢ dale zfedén pfidanim Hoaglandova roztoku. Postup ptipravy zivného

media probihal u obou bakterialnich kmenti stejné.

3.2.7 Péstovani rostlin v hydroponii

Tti dny staré semenaCky WT jeCmene byly z filtratniho papiru v Petriho miskach
postupné pieneseny do upravenych laboratornich $picek, aby se kofenova ¢ast rostliny
vychdzela mimo S$picku. Do jednotlivych nadob s pfipravenymi roztoky (Cisty
Hoaglandiv roztok, Hoaglandiv roztok + Enterobacter sp. SA187 W, Hoaglandav roztok
+ Enterobacter sp. SA187 Y) byly vlozeny semenacky jeCmene ve Spi¢kach tak, aby se
kotfenova ¢ast rostliny nachazela v Hoaglandové roztoku. Nadoby byly zakryty alobalem,
aby byla kotfenova ¢ast ve tmé a doslo tak k simulaci realného prostiedi. Nasledn¢ byly
nadoby s rostlinami a S roztoky pteneseny z laboratofe do skleniku. Ve skleniku byly
rostliny takto péstovany 3 tydny pii teploté 21-23°C, svételném rezimu svétlo/tma 16h/8h.
Hoaglandovy roztoky s bakteriemi i ¢Cisty roztok (kontrolni podminky) byly ménény

2 krét tydné.
3.2.8 Fenotypova analyza

Semenacky byly vyfotografovany pfed vlozenim do roztoki, ve kterych probihalo jejich
péstovani, a nasledné byly znovu vyfotografovany po 3 tydnech péstovani v roztocich.
V programu ImageJ byla nasledné zmétena délka vSech kotenii semenackil a urcen jejich
celkovy pocet pied a po kultivaci. Nameétena data byla zpracovana pomoci tabulkové

aplikace Microsoft Excel.

3.2.9 Statisticka analyza

Nameétené vysledky fenotypovych kotfenovych zmén u rostlin kultivovanych spole¢né
S bakteriemi byly porovnany s kontrolnimi rostlinami a pomoci Studentova t-testu byla

urcena statistickd hladina vyznamnosti u hodnot namétenych po 21 dnech kultivace.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Fenotypové projevy na korenové Casti jemene setého cv. Golden

Promise kultivovaného v pfitomnosti bakterii Enterobacter sp.

Utinky prospé&snych bakterii Enterobacter sp. SA187 W a SA187 Y na kofenovy fenotyp
byl studovan u je¢mene setého (Hordeum vulgare) cv. Golden Promise. Celkové byla
analyzovana dvé biologicka opakovani. U obou opakovani byly v programu ImageJ
zméfeny délky a tloustky jednotlivych kofeni a pocty jednotlivych kofent pied
a po 3 tydnech kultivace.

411 Zmény délky Kkoieni jeémene setého cv. Golden Promise

kultivovaného v pritomnosti bakterii Enterobacter sp.

Prosp&$né bakterie jsou velice slibnou skupinou bakterii. Rada druhti a kmend ma
prokazané kladné uc¢inky na rdst a vyvoj rostliny a také na lepSi sndSeni rtiznych
biotickych a abiotickych stresu rostlinami. Jejich vliv je ovSem do zna¢né miry ovlivnén
druhem rostliny a druhem stresu, kterému je rostlina vystavena (Lugtenberg a Kamilova,
2009; Bhattacharyya a Jha, 2011). U kmene Enterobacter sp. SA187 byly za normalnich
nestresovych podminek prokazany kladné UcCinky na nérlist biomasy u vojtésky seté
(Medicago sativa) béhem polnich testi. Na druhou stranu u Arabidopsis thaliana nedoslo
k zadnym velkym fyziologickym zménam béhem nestresovych podminek a vliv bakterie
se projevil az béhem vystaveni rostlin solnému stresu (de Zélicourt et al., 2018).
U jednodé€loznych rostlin, mezi které patii i jeémen, zatim vliv tohoto kmene nebyl viibec
zkouman a cilem prace tedy bylo zjistit vliv bakterie Enterobacter sp. SA187 na rust

a vyvoj je¢mene vV podminkach hydroponie.

Prvnim parametrem, ktery byl u kontrolnich rostlin je¢mene a rostlin péstovanych
v piitomnosti bakterie Enterobacter sp. SA187 W a SA187 Y sledovan, byla délka kofenti
pfed a po 21 denni kultivaci v hydroponickych podminkach. Byla provedena dvé
nezévisla biologickd méfeni. U prvniho méfeni byl pozorovan vétsi primérny narast
delek kofent nez u druhého biologického opakovani. Vysledky naristu délek kofenti
jeC¢mene z obou biologickych replik jsou zobrazeny zvlast’ ve dvou oddélenych grafech
pro kazdé opakovani zvlast’ (Obr. 4; Obr. 5). Vysledky nartistu praimérnych délek kofent
byly ov§em v obou opakovanich podobné, kdy nejmensi nartst délky kotenti po 21 dnech

kultivace byl naméfen u rostlin kultivovanych v pfitomnosti bakterie kmenu SA187 Y,
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ktery €inil v prvnim opakovani zhruba 0,99 cm a v druhém jen asi 0,58 cm za 21 dni.
Hodnota primérného nartustu délky kofent u rostlin péstovanych spolecné s kmenem
bakterie SA187 W byla v prvnim opakovani 2,47 cm a v druhém 1,27 cm. Tyto délky
kofenti byly del8i nez u kontrolnich rostlin, které dosahovali primérného nartstu 2,46 cm
respektive 0,94 cm. Pomoci t-testu byla urcena statistickd hladina vyznamnosti pro
pramérné délky kotentd po 21 dnech kultivace, kdy v prvnim opakovani €inila statisticka
hladina vyznamnosti 99% (p < 0,01; 9 métenych rostlin) pro SA187 W a pro SA187 Y
dokonce 99,9% (p < 0,001; 10 métenych rostlin). U druhého opakovani u bakterie
SA187 W nebyl ov§em zaznamenan signifikantni statisticky rozdil a u bakterie SA187 Y

statisticka hladina vyznamnosti klesla na 95% (p < 0,05; 9 métenych rostlin).

%k %k
I %k %k %k

Kontrola SA18TW SA187Y

M w = [%a}

Primérnd délka kofen( (cm)

=

Pouzity kmen bakterii

HODPI m21DPI

Obr. 4: Graficky zaznam prumérnych délek kotenu rostlin je¢mene setého pied a po 21 denni
kultivaci v hydroponii s kmeny bakterie Enterobacter sp. (1. biologické opakovani);
(U jednotlivych sloupct jsou vyznacené smérodatné odchylky; hvézda je symbolem statistické
hladiny vyznamnosti (** p < 0,01; *** p < 0,001)); (Bylo méfeno 10 semenacki od kazdého
druhu (0 DPI) a nasledné 10 rostlin u kontroly a SA187 Y a 9 rostlin u SA187 W (21 DPI)).
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Obr. 5: Graficky zaznam primérnych délek kotent rostlin je¢mene setého pied a po 21 denni
kultivaci v hydroponii s bakterialnimi kmeny Enterobacter sp. (2. biologické opakovani);
(U jednotlivych sloupct jsou vyznacené smérodatné odchylky; hvézda je symbolem statistické
hladiny vyznamnosti (* p < 0,05)); (Bylo méfeno 12 semenackt u kazdého druhu (0 DPI)
a nasledn¢ 9 rostlin u kontroly a SA187 Y a 10 rostlin SA187 W (21 DPI)).

412 Zmény poctu kofenu jeCmene setého cv. Golden Promise

Vv pritomnosti bakterii Enterobacter sp.

Druhym zkoumanym parametrem byl nartist poctu kofenli po 21 denni kultivaci
s bakteriemi ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. Opét byly vytvoieny dvé sady grafi
pro dv¢ biologicka opakovani (Obr. 6; Obr. 7). Semenacky je¢mene V prvnim opakovani
na zacatku experimentu vytvofili vice kofenli nez semenacky ve druhém opakovani.
Porovnani bylo ov§em, obdobné u obou méteni. Nejveétsi narist poctu kotent po 21 denni
kultivaci byl zaznamenan u rostlin kultivovanych s bakterii SA187 Y, kdy Vv prvnim
opakovani doslo k primérnému nartstu o 5,72 a v druhém opakovani o 4,03 kotenu
za 21 dni. U rostlin je¢mene kultivovanych s bakterii SA187 W doslo k primérnému
nariistu poctu kotenti o 5,5, respektive 3,79 kotentl za 21 dni. Narist primérného poctu
kofenti za 21 dnu se u kontrolnich rostlin pohyboval okolo 3,3, respektive 3,36 kofend.
Pomoci t-testu byla opét ur¢ena statistickd hladina vyznamnosti pro primérmé pocty
kotent po 21 dnech kultivace u rostlin kultivovanych s bakterialnimi kmeny. V prvnim
opakovani Cinila statisticka hladina vyznamnosti 99% (p < 0,01; 9 méfenych rostlin)

u rostlin kultivovanych s SA187 W a 95% (p < 0,05; 10 méfenych rostlin) u rostlin
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kultivovanych s SA187 Y. U druhého opakovani nebyl ani v jednom piipad¢ zaznamenén

signifikantni statisticky rozdil.
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Obr. 6: Graficky zdznam primérného poctu kofend rostlin jeémene setého pred a po 21 denni
kultivaci v hydroponii s bakterialnimi kmeny Enterobacter sp. (1. biologické opakovani);
(U jednotlivych sloupct jsou vyznacené smérodatné odchylky; hvézda je symbolem statistické
hladiny vyznamnosti (* p < 0,05; ** p <0,01)); (Bylo méfeno 10 semenacki od kazdého druhu
(0 DPI) a nasledné 10 rostlin u kontroly a SA187 Y a 9 rostlin u SA187 W (21 DPI)).
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Obr. 7: Graficky zaznam primérného poctu kofenu rostlin jeémene setého pied a po 21 denni
kultivaci v hydroponii s bakterialnimi kmeny Enterobacter sp. (2. biologické opakovani);
(U jednotlivych sloupcii jsou vyznacené smérodatné odchylky); (Bylo méfeno 12 semenackd u
kazdého druhu (0 DPI) a nésledné 9 rostlin u kontroly a SA187 Y a 10 rostlin SA187 W (21 DPI)).
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4.1.3 Zmény tloustky Kkoreni jeémene setého cv. Golden Promise

Vv piitomnosti bakterii Enterobacter sp.

Dalsi vlastnosti kofenti je¢mene, ktera se sledovala zejména u rostlin
kultivovanych s bakterii SA187 Y, bylo napadnéjsi ztlusténi samotnych kofena (Obr. 8).
Vysledky prvniho biologického opakovani vSak byly vyraznéj$i nez u druhého
opakovani, coz je ukazano na dvou pfislusnych grafech (Obr. 9; Obr. 10). Z naméfenych
vysledki u prvniho opakovani vyplynulo, Ze primérné tloustka kofenli rostlin
kultivovanych 21 dni spole¢né s SA187 Y byla 0,93 mm, oproti 0,48 mm u kontrolnich
rostlin a 0,56 mm u rostlin kultivovanych spole¢né¢ s SA187 W. Pomoci t-testu byla
uréena statisticka hladina vyznamnosti, kterd v piipadé SA187 Y ¢inila 99,9% (p <0,001;
10 métenych rostlin), v ptipadé SA187 W nebyl zaznamenan dostate¢ny statisticky
rozdil. V druhém opakovani Cinila primérna tloustka kotfent u rostlin kultivovanych
spoleéné s SA187 Y 1,57 mm, u rostlin kultivovanych s SA187 W byla 1,46 mm
a u kontrolnich rostlin 1,3 mm. Pomoci t-testu byla urCena statistickd hladina
vyznamnosti, kterd v piipadé¢ SA187 Y 1 SA187 W ¢inila 99,9% (p < 0,001; 10 méfenych
rostlin s SA187 W a 9 méfenych rostlin s SA187 Y). Rostliny kultivované spole¢né
s SA187 Y mély také v primeéru nejvetsi primérny piiristek poctu kofend po 21 dnech.
Diky zmohutnéni dojde ke zvétSeni povrchu kofene a k moznosti absorpce vétsiho
mnozstvi zivin a vody z okolniho prostifedi. Spole¢né s vétSim poctem kotend mizou
uvedené fenotypové projevy rostlin kultivovanych s bakterii SA187 Y kompenzovat
vyslednou kratsi délku jednotlivych kofend. Fenotyp kofene jeémene u kmene SA187 Y
je tedy ponékud odlisny od kmene SA187 W. Avsak v disledku nejednotnych vysledki
ziskanych z prvniho a druhého biologického opakovani by bylo tieba vypéstovat dalsi

biologické opakovani pro potvrzeni tohoto jevu.
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Obr. 8: Kvalitativni porovnani kofenového systému kontrolnich rostlin je¢mene (A), rostlin
kultivovanych s Enterobacter sp. SA187 W (B) a rostlin kultivovanych s Enterobacter sp. SA187
Y (C) po 21 denni kultivaci v hydroponickych podminkéch (méfitko: 2 cm).
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Obr. 9: Graficky zaznam prumérné tloust’ky kofent rostlin jeémene setého po 21 denni kultivaci
v hydroponii s bakterialnimi kmeny Enterobacter sp. (1. biologické opakovani); (U jednotlivych
sloupcii jsou vyznaCené smerodatné odchylky; hvézda je symbolem statistické hladiny
vyznamnosti (*** p < 0,001)); (Bylo méfeno 10 rostlin u kontroly a SA187 Y a 9 rostlin u SA187
W (21 DPI)).
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Obr. 10: Graficky zaznam primérné tloustky kofent rostlin je¢mene setého po 21 denni kultivaci
v hydroponii s bakterialnimi kmeny Enterobacter sp. (2. biologické opakovani); (U jednotlivych
sloupcli jsou vyznaCené smérodatné odchylky; hvézda je symbolem statistick¢ hladiny
vyznamnosti (*** p < 0,001)); (Bylo méfeno 9 rostlin u kontroly a SA187 Y a 10 rostlin u SA187
W (21 DPI)).
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S Zavér

Bakalatska prace se v teoretické ¢asti zabyva MAPK signalnimi drahami a hlavné jejich
roli béhem biotického stresu. Velky diraz je kladen zejména na MAPK kaskady u ryze
seté (Oryza sativa) a je¢mene setého (Hordeum vulgare), které patii mezi jednodélozné
rostliny. Druha ¢ast je vénovana poznatkim tykajicich se prospésnych bakterii a jejich
vlivu na rust a vyvoj rostlin a také na zlepSovani odolnosti rostlin vici riznym druhiim
abiotickych a biotickych stresii. Vét$i pozornost se vénuje biotickym stresim. V praci

jsou déle shrnuty vztahy mezi prospéSnymi bakteriemi a jeémenem setym.

Praktickd cast byla zaméfena na studium fenotypovych projevli na kofenech
divokého typu je¢mene setého kultivovaného 21 dni v pfitomnosti bakterialnich kment
Enterobacter sp. SA187 W a SA187 Y a vysledky porovnany s kontrolnimi rostlinami
kultivovanymi jenom v ¢istém Hoaglandové médiu. Z vysledkt vyplynulo, Ze u rostlin
kultivovanych s kmenem bakterii Enterobacter sp. SA187 W doslo k vétsimu nardstu
pramérné délky kotfenti u obou opakovani po 21 dnech kultivace a také k vétsimu nartstu
primérného poctu kofenti po 21 dnech. Rostliny kultivované s kmenem bakterii
Enterobacter sp. SA187 Y mély nejmensi primérny narist délky kofent oproti rostlinam
kultivovanym s SA187 W i kontrolnim rostlinam. Naopak rostliny kultivované s timto
bakteridlnim kmenem dosahli nejlepSich vysledkli v naristu primérného poctu kotenti
za 21 dni a navic bylo béhem prvniho biologického opakovani a méné béhem druhého
opakovani U téchto kofenti pozorovano zna¢né zmohutnéni oproti kofenim u ostatnich
sledovanych rostlin. Mechanismus, kterym oba studované kmeny bakterii Enterobacter
sp. SA187 W a SA187 Y ovliviiuji kotfenovy fenotyp je€mene setého, je mozna nepatrné
odlisny. Tyto kmeny by podle zatim shroméaZdénych poznatkd a naSich predbéZnych
vysledki mély byt schopny podpofit riist kofenové ¢asti jeCmene setého, ale pro potvrzeni
téchto hypotéz by bylo potieba provést dalsi nejen fenotypové experimenty jak na makro,
tak i na mikroskopické urovni a taky provést navazujici biochemické poptipadé
proteomické analyzy kofend. Na tyto experimenty ovSem kvili stizenym akademickym

podminkam nezbyl Cas.
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7 Seznam pouzitych zkratek

CV. — odrida

ETI — efektorem-vyvolana imunita

HVMAPK — mitogen-aktivované protein kinasy je¢mene setého
IAA — kyselina indol-3-octova

ISR — indukovani systémova rezistence

MAMP — mikrobialné-asociované molekuldrni vzory
MAPK — mitogen-aktivované protein kinasy

MAPKK — mitogen-aktivované protein kinasy kinasy
MAPKKK — mitogen-aktivované protein kinasy kinasy kinasy
OsMAPK — mitogen-aktivované protein kinasy ryze seté
PAMP — patogen-asociované molekuldrni vzory

PGPB - plant growth promoting bacteria

PGPF — plant growth promoting fungi

PGPR - plant growth promoting rhizobacteria

PRR — vzory-rozliSujici receptory

PTI — PAMP-vyvoland imunita

PTP — fosfotyrosin protein fosfatasy

QS — quorum sensing

sp. — druh bakterie

spp. — poddruh bakterie

VOC - tékavé organické latky
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