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Popis funkéniho vzorku

Funkéni vzorek byl vyvinut jako moznd ndhrada chemickych fungicidd s pfiznivym nebo
neutrdinim dopadem na Zivotni prostfedi, kdy zdroven pro jeho pfipravu jsou vyuzivany
vedlejsi zemédélské produkty z Zivoc¢isné vyroby (pefi). Funkéni vzorek je zaloien na
kombinovaném vyuziti suroviny, kuteci pefi, a tfi izolatl endofytnich bakterii s antifungalni
aktivitou proti patogenni houbé Verticillium dahliae. Pefi je hydrolyzovdno alkalickou
hydrolyzou a poté vyuzito jako kultivacni substrat pro endofytni bakterie. Celkovy preparat je
koncipovan jako 3 slozkovy: bakteridlni zmrazené kapalné inokulum trojiho typu (1a, b, c),
péfovy hydrolyzat (2a, b, c), 1 M kyselina fosforeé¢na (3a, b, c)). Redlnou podobu funkéniho
vzorku ukazuje Obr. 1. Funkéni vzorek je uloien v mistnosti 119, 1.patro, budova A VSCHT
Praha na Ustavu biotechnologie.

Obr. 1Funkéni vzorek skladajici se ze tfi slozek
1a, b, c - rozmrazZend suspenzni tfislozkova kultura; 2a, b, ¢ - péfovy hydrolyzat 3a, b, ¢ - kyselina
fosfore¢na na upravu pH



SloZeni bakteridalniho konsorcia a pfiprava smésné inokulacéni kultury (1)

a) Pantoea agglomerans DBM 3797 - izolat z &erstvych list& chmele, uloZen na Ustavu
biotechnologie VSCHT Praha

b) Kosakonia cowanii KC3— izolat z &erstvych listd chmele, ulozen na Ustavu
biotechnologie VSCHT Praha

c) Pseudomonas savastanoi 8B —izolat z listd fikovniku, uloZen na Ustavu biochemie a
mikrobiologie VSCHT Praha

Vybér kmen( byl proveden na zakladé schopnosti rlistu v péfovém hydrolyzatu a testovani
antifungalnich vlastnosti. Kmeny jsou jednotlivé dlouhodobé uchovavany v hlubokomrazicim
boxu pFi-80 °C v 30% roztoku glycerolu.

Pro pfipravu inokula jsou uvedené bakterie, po zaockovani z kryokonzervy (1ml/100 ml
hydrolyzatu), kultivovany pfi 26 °C na tfepacce pfi otackach 150 RPM po dobu 24 h. VSechna
inokula jsou skladovana pfi -20 °C (skladovdni po dobu max. 6 mésicl) nebo -80 °C
(dlouhodobé uchovani) v 30% roztoku glycerolu.

Priprava hydrolyzatu (2):

20 g kuteciho pefi

1L vody

6 g hydroxidu draselného

Kureci pefi o hmotnosti 20 g je smichano v 2 | Erlenmeyerové barce s 1 L vody a 6 g hydroxidu.
Barika je nasledné umisténa na temperovanou tfepacku s nasledujicim nastavenim: 80 °C, 150
RPM, 24 hodin. Vlivem hydroxidu dochazi k téméf kompletni hydrolyze pfitomného pefi
s malym zbytkovym pevnym podilem. Pro kultivaci mikroorganismi se vyuZije veskery
hydrolyzat, tj. kapalny i pevny podil. Diky vyslednému pH cca 11-12 je riziko kontaminace
hydrolyzatu minimalni, a ten miZe tak byt skladovan bez dalSich Gprav v lednici pfi teploté 6-
8 °C, neni-li ihned vyuzit. Pfed inokulaci je tfeba upravit pH na hodnotu 6,5-7 pridavkem
zfedéné kyseliny fosforecéné.

Priprava 1 M kyseliny fosforec¢né na upravu pH hydrolyzdtu (3):

85 % kyselina fosforec¢na

Destilovana voda

Kyselina fosforecna byla pfidana do volumetrické bariky s destilovanou vodou v patfi¢éném
pomeéru pro ziskani vysledné 1M koncentrace. Takto pripravena kyselina se poté skladuje
v uzaviratelnych zkumavkach a pouzije se k Upravé pH péfového hydrolyzatu, a to v poméru
5 ml 1 M kyseliny na 100 ml hydrolyzatu. Pfidavek kyseliny vede ke zméné hodnoty
pHz12na7.

Schéma predaplikaéni pfipravy preparatu je uvedeno na Obr. 2, pficemZ preparat je mozné
pouzit jako zalivku do pudy pro rostliny napadené houbou Verticillium dahliae nebo také
vyuzit pro predpéstebni osSetreni pldy, v pfipadé vyskytu tzv. verticiliového vadnuti
v pfedchozi sezéné (houba tvofi sklerocia, které v plGdé prezimuji a zplsobuji riziko
dlouhodobych problém( v dané lokalité).
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Obr. 2 Schéma predaplikacni pripravy funkéniho vzorku

Funkéni vzorek skladajici se ze 3 slozek: 1 - rozmrazend suspensni kultura (a, b, c), 2 - pérovy hydrolyzat a 3 -1M roztok kyseliny fosfore¢né.
Prvnim krokem je tfeba upravit pH pérového hydrolyzatu (2) pridavkem 1M roztoku kyseliny fosforecné z lahvic¢ky (3) do nadoby (2). Po
protfepani je moiné do pfipraveného hydrolyzatu s optimalnim pH zaockovat prelitim lahvicku se suspenzni kulturou (1). Po opétovném
protfepani se nechd smés inkubovat po dobu 24 hodin pfi 26 °C (postaci i pokojova teplota). Popsany postup se aplikuje celkem 3x pro 3 rGzné
endofytni kultury. Jejich nezavisla oddélena kultivace zarucuje dobry narlst vSech kultur a tim zesileni fungicidniho ucinku ve vysledném
preparatu. Nasleduje sliti jednotlivych narostlych kultur do jedné lahve a po jejich protfepani nafedéni vodou v poméru 1:20 pro ziskani vysledné
zalivky k okamzitému poutZiti na aplikaci do pady.



Doklad o testovani funkéniho vzorku (ovéreni vlastnosti)

Béhem pfipravy funkéniho vzorku a také po jeho dokonéeni byly provadény testy prokazujici
jeho vlastnosti. Nejprve se jednalo o ovéreni, Ze vSechny vybrané endofytni bakterie maji
schopnost rlistu v péfovém hydrolyzatu namisto standardniho LB média a). Dale se jednalo o
schopnost potlacovat rlist houby Verticillium dahliae v in vitro testu na Petriho miskach b) a
také pfi kultivaénim testu, kdy byl sporami V. dahliae inokulovan substrat pro péstovani
fimského salatu c).

a) Stanoveni koncentrace kolonie tvoficich jednotek (CFU) bakterii po kultivaci v
péfovém hydrolyzdtu a v LB médiu

Stanoveni koncentrace kolonie tvoficich jednotek jednotlivych druhl po kultivaci v LB médiu
a v péfovém hydrolyzatu bylo provedeno zaockovanim narostlych kultur v mnozstvi 0,1 ml na
povrch Petriho misek s pevnym agarovym LB mediem. Pro ziskdni pocitatelného mnoZstvi
kolonii byla vyuZita fada desitkového redéni. Misky byly inkubovany 24 h v termostatu pfi
teploté 26 °C.

CFU  pocet kolonii X tedici faktor
mL =~ objemnaneseného média

Tab.1  Stanoveni mnoistvi kolonie tvoricich jednotek bakterii kultivovanych v LB média
a v péfrovém hydrolyzatu

LB medium CFU/ml
Pantoea agglomerans 5,7x108
Kosakonia cowanii 7,2x10°
Pseudomonas savastanoi 3,5x107

Pérovy hydrolyzat CFU/ml
Pantoea agglomerans 2,4x10M
Kosakonia cowanii 6,6x10
Pseudomonas savastanoi 5,3x10%

Vysledky v Tab. 1 jednoznaéné potvrzuji, Zze pérovy hydrolyzat po Upravé pH lze vyuzit misto
drahého syntetického LB média s tim, Ze bakterie v ném rostou Iépe.

b) Testovdni antifungdlni aktivity na agarovych plotndch:

Pevné agarové LB medium v Petriho miskdch o priméru 20 cm bylo pouZito na test
antifungalni aktivity zvolenych bakterii proti patogenni houbé Verticillium dahliae. Povrch
agarovych ploten byl zaockovan inokulem houby o objemu 1 ml se stanovenym OD 0,1. Po
zaschnuti houbového inokula byly do média sterilnim korkovrtem vytvoreny jamky, do
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kterych bylo nadavkovano 0,3 ml péfového hydrolyzatu s narostlou bakteridlni kulturou dle
pfedchdazejiciho popisu pfipravy funkéniho vzorku. Poté se nechaly misky kultivovat
v termostatu pfi teploté 26 °C po dobu 5 dnl a ndasledné byly vyhodnoceny inhibi¢ni zény
okolo jamek. Kazda bakteridlni kultura byla testovana v triplikatu.

Bylo pozorovano potlaceni ristu patogenni houby Verticillium dahliae, kdy byla antifungalni
aktivita detekovana u vsech testovanych kultur, a to v rlzné intenzité. Sefazeno od nejvyssi
Kosakonia cowanii > Pseudomonas savastanoi > Pantoea agglomerans, jak je viditelné i na
Obr. 3.

Obr. 1 Test antifungdlni aktivity bakteridlnich kultur vici patogenni houbé Verticillium dahliae. A)
Petriho miska pred kultivaci. B) Petriho miska po 5-denni kultivaci v termostatu pfi 26 °C. Bilé kruZnice
ohranicuji inhibi¢ni zénu okolo Pantoea agglomerans, modré kruznice okolo Kosakonia cowanii a
¢ervené kruznice okolo Pseudomonas savastanoi.

c) Testovdni ucinnosti kompletniho prepardtu, pripraveného podle schematu na Obr. 2
na sazenicich fimského saldtu

Sazenice fimského saldtu Lactuca sativa var. Longifolia péstované 3 tydny byly zakoupeny
v Zahradnictvi Chladek a byly bez dalSich Uprav pouzity pro testovani. Pro testovani za pfi
nastavenych podminkach bylo vyuzZito vidy 6 sazenic, které byly oddéleny od ostatnich
v jednom péstebnim stanu Secret Jardin Dark Propagator 60x40x60 cm (Growmarket,
Czechia) se simulovanym dennim svétlem po dobu 12 hodin (osvétleni GENT G-LED 26 W,
6500 K umisténé uprostied stropu péstebniho stanu). Celkem byly vyuZity 4 stany s 24
sazenicemi. Sazenice rostly po dobu jednoho tydne pfi teploté 26-28 °C a vlhkosti pohybujici
se okolo 80 %. Rimsky salat byl vybran jako testovaci systém na zakladé predchozi zku$enosti
(Hasek et al. 2025) a také proto, Ze podléha tzv. verticiliovému vadnuti, které je zplsobeno
kontaminaci pGdy sporami V. dahliae.



Priprava a aplikace inokula patogenni houby Verticillium dahliae:

Narostla kultura patogenni houby byla dispergovdna ve sterilni destilované vodé, nebyl pouZit
fyziologicky roztok, aby nedoslo k zasoleni plidy sazenic. Vyslednd koncentrace se poté
upravila na OD 0,5 a objem 5 mL byl aplikovan k sazenicim salatu ve stanech, pracovné
oznacenych jako Negativni kontrola (sazenice byly zalévany jen vodou) a OSetreni (sazenice
byly osSetfeny zalivkou, pfipravenou podle Obr. 2).

Priprava zdlivky pro sazenice fimského salatu

Pfipravena média zaloZena na péfovém hydrolyzatu s narostlou biomasou (po 24 h kultivace)
byla smichana v poméru 1:1:1 (Pantoea agglomerans : Kosakonia cowanii : Pseudomonas
savastanoi) a vzniklda suspenze byla nafedéna destilovanou vodou vpoméru 1:20
(smés:voda).

Aplikace zdlivky k sazenicim Fimského saldatu

Zdalivka smésné kultury (Z) byla jednordzové aplikovdana do pldy, viz Obr. 2, v objemu
10 mL/sazenice v pfipadé testu, oznaceného jako Positivni kontrola (do pidy pro péstovani
nebyla vpravena kultura V. dahliae, ale sazenice byly zalévany zalivkou pfipravenou podle
Obr. 2, aby se vyloucil pfipadny negativni vliv funkéniho vzorku na zdravé rostliny) a Osetfeni.
Na ostatni testované sazenice — Kontrola (sazenice rostly v padé bez aplikace houbové kultury
a nebyly zality zdlivkou pfipravenou podle Obr. 2) a jako Negativni kontrola byla aplikovana
destilovand voda (V) téhoZz objemu. Detailnéjsi prehled rozdill mezi péstebnimi stany je
uveden v tabulce 2. VSechny skupiny sazenic skupina byly péstovdny samostatné po dobu
jednoho tydne.

Tab. 2 Plan aplikace houbového patogenu Verticillium dahliae DSM 63083 a
antifungdlniho pfipravku tvofeného smési bakteridlnich kultur narostlych v pérovém
hydrolyzatu do pldy vyuZité pro péstovani sazenic fimského saldtu. Po 168 hodindch byl test
ukoncen.

Dob T ddia k KONTROLA s, ALY OSETRENI
oba sl KONTROLA KONTROLA
aplikace aplikaci
[ml/sazenice] [ml/sazenice] [ml/sazenice] [ml/sazenice]
Ockovaci
davka
0 hod Verticillium X X 5 5
dahliae s OD
0,5
Zdlivka se
smésnou
\'} z \'"} z
24 hod kulturou (2), V) @ V) @
10 10 10 10
nebo Voda
(V)
48 hod Voda 10 10 10 10
96 hod Voda 10 10 10 10




Vyhodnoceni efektu funkcniho vzorku na sazenice saldtu:

Jednotlivé sazenice byly vizualné zkontrolovany a porovnany. Nasledné byly sazenice vyjmuty
ze sadbovacy, substrat kolem jejich kofenového systému byl promytim ve vodé odejmut a po
osuseni koren( doslo ke zvazeni celé sazenice. DalSi parametry jako vySka sazenice, délka
kofink(, délka a hmotnost stonku, pocet listl byly také sledovany. Po proméreni byly
jednotlivé sazenice usuSeny do konstantni hmotnosti a poté byla jejich suSina zvazena na
analytickych vahach. Data byla zpracovana pomoci softwaru Microsoft Excel, kdy byly
vypocteny primeérné hodnoty namérenych hodnot a jejich smérodatné odchylky.

Vysledky testu uddva Obr. 4. Bylo pozorovano, Ze funkéni vzorek dosahoval antifungdlnich
ucinkd, kdy napadeni patogenni houbou bylo snizeno oproti negativni kontrole. Po oSetreni
sazenic funkénim vzorkem bylo dosazeno srovnatelnych hodnot vyhodnocovanych znak( jako
u kontrolniho méreni vyjma délky kofink(l. Nejviditelnéjsi rozdil je u negativni kontroly, kde
pfitomnost patogenni houby Verticillium dahliae vedla k niz§im vynosim, kdy nékteré listy
byly i viditelné napadené na povrchu a seschlé, jak je vidét i na Obr. 5D. Sazenice kontroly,
positivni kontroly, a oSetfeni byly po celou dobu testu zelené s minimalnim vyskytem
nazloutlych list(, Obr. 5B, C, E v porovndni s bezchybnymi sazenicemi pfi jejich koupi, Obr. 5A.

Sazenice salatu
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..E 60 L
8 50 W Pocet listd
S 40 O Hmotnost Eerstvého stonku
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O Délka stonku
20
10
0 —— - L .
Kontrola Positivni kontrola Negativni kontrola Osetieni

Obr. 4 Porovnani jednotlivych sledovanych parametr( péstovanych sazenic salatu dle jednotlivych
podminek (Kontrola, Positivni kontrola, Negativni kontrola a Osetieni). Sledované parametry hmotnost
Cerstvého salatu, hmotnost susiny saldtu, vyska sazenice, délka kofinku, pocet listl, hmotnost
Cerstvého stonku, délka stonku.
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Obr. 5A Stav sazenic po koupi v Zahradni‘ctvi Chladek. Zelené, bez viditelného zasychani, pripadné
hniloby.

Obr. 5B Kontrola. Sazenice saldtu po tydnu péstovani. Zavlazovany pouze destilovanou vodou dle
nastaveni uvedeného v Tab. 2. Vysledky jednotlivych parametrl uvedeny v Obr. 4.

Obr. 5C Positivni kontrola. Sazenice salatu po tydnu psovém’. ZavlaZzovany destilovanou vodou dle
nastaveni uvedeného v Tab. 2. Druhy den aplikovdn funkéni vzorek o obejmu 10 ml/sazenice.
Vysledky jednotlivych parametr(i uvedeny v Obr. 4.
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Obr. 5D Negativni kontrola. Sazenice salatu po tydnu péstovani. ZavlaZzovany pouze destilovanou
vodou dle nastaveni uvedeného v Tab. 2. Prvni den aplikovdno inokulum patogenni houby
Verticillium dahliae o obejmu 5 mlL/sazenice. Cervené elipsy znazorfiujici zavadnuti zdsobené
houbou. Vysledky jednotlivych parametrd uvedeny v Obr. 4.
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Obr. 5E Osetfeni. Sazenice salatu po tydnu péstovani. Zavlazovany pouze destilovanou vodou dle
nastaveni uvedeného v Tab. 2. Prvni den aplikovdano inokulum patogenni houby Verticillium dahliae
o objemu 5 mL/sazenice. Druhy den aplikovdn funkéni vzorek o obejmu 10 mL/sazenice. VVysledky
jednotlivych parametr( uvedeny v Obr. 4.

Shrnuti

Funkéni vzorek, skladajici se ze tfi zakladnich slozek — pérovy hydrolyzat, kyselina fosforecna
a bakterialni kultura, vyobrazen na Obr. 1, valorizuje vedlejsi produkt Zivocisné vyroby, kureci
pefi, nebot se po hydrolyze a Upravé pH vyuZiva jako kultivaéni médium pro endofytni
bakterie namisto ndkladného LB média. Trio endofytnich bakterii bylo zvoleno nejen pro svou
schopnost rlstu v hydrolyzatu z pefi, ale také pro ochranu proti houbovému patogenu
Verticillium dahliae. U&inek funkéniho vzorku byl ovéfen pFi laboratorni kultivaci Fimského
salatu, kdy substrat pro jeho péstovani byl zdmérné nakazen houbou V. dahliae. Zaroven byl
prokdzan neutralni vliv funkéniho vzorku pfi péstovani nenakazenych sazenic.

Jednotlivé slozky vzorku si nekladou zvlastni naroky na uchovani, zapotrebi je béZny mrazak
(teplota -18 °C) pro bakteridlni kultury a lednice (teplota 6-8 °C) pro uchovani hydrolyzatu.
Predaplikacni priprava je snadna a nevyzaduje velké Usili ani specialni podminky (smichani
slozek, stani pfi pokojové teploté po dobu 24 h a nafedéni vodou). Aplikace je o to snazsi,
nebot se jedna o zalivku do pldy. Funkéni vzorek, vzhledem ke svému charakteru (pérovy
hydrolyzat neutralizovany kyselinou fosforecnou) slouzi rostlindm nejen jako fungicid, ale i
pro doplnéni zdroja dusiku, fosforu a drasliku. Vzhledem k tomu, Ze byl ovéren i jeho neutrdlni
vliv na zdravé rostliny, je mozné uvaZovat o jeho preventivni aplikaci do pudy, kde se
v pfedchozi péstebni sezoné vyskytovala u rostlin nakaza projevujici se jako verticiliové
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vadnuti. Je totiz zndmo, Ze tato patogenni houba dlouhodobé preziva v plidé v podobé
sklerocii a jeji eradikace neni snadna.
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