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Popis funkéniho vzorku

Podstatou celého funkéniho vzorku je kombinované vyuziti odpadniho materidlu z Zivocisné
vyroby (kufeci pefi), které je po hydrolyze vyuZito jako kultivaéni substrat pro smés tfi
endofytnich bakterii s rdznymi vlastnostmi prospésnymi pro rostliny. Celkovy preparat je
koncipovan jako 3 slozkovy (péfovy hydrolyzat (1), bakteridlni inokulum (susené
imobilizované bakterie na perlitovych kuli¢ckach (2A) nebo zmrazené kapalné inokulum (2B),
1 M kyselina fosforecna (3)). Redlnou podobu funkéniho vzorku ukazuje Obr. 1.
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Obr. 1 Funkcni vzorek skladajici se ze tri slozek

1 -péfovy hydrolyzat; 2a - suché perlitové kulicky se smésnou kulturou; 2b - rozmrazena suspenzni
kultura; 3 - kyselina fosfore¢na na Upravu pH



Schéma predaplikacni pfipravy preparatu je uvedeno na Obr.2, pficemz preparat je mozné
pouzit jak pro béZnou zdlivku do pady, tak na listy. Postup pfipravy jednotlivych sloZzek
funkéniho vzorku a testovani jejich vlastnosti je uveden v dalSim textu.

Predaplikacni pfriprava
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1- Péfovy hydrolyzat smichani viech slozek

2A - Susené inokulum na perlitovych kuli¢kach
2B - Rozmrazené suspensni inokulum
3 - 1M rozotok kyseliny fosforeéné na upravu pH

Obr. 2 Schéma predaplikacni pfipravy funkéniho vzorku

Priprava hydrolyzatu (1):

20 gramu drlibeziho pefi

1L vody

6 gramu hydroxidu draselného

Drubezi pefi o hmotnosti 20 gram( je smichano v 2 | Erlenmeyerové barice s1 Lvody a6 g
hydroxidu. Barlka je nasledné umisténa na temperovanou trepacku s nasledujicim
nastavenim: 80 °C, 150 RPM, 24 hodin. Vlivem hydroxidu dochazi k témér kompletni
hydrolyze pfitomného pefi smalym zbytkovym pevnym podilem. Pro kultivaci
mikroorganism( se vyuZije veskery hydrolyzat, tj. kapalny i pevny podil. Diky vyslednému pH
cca 11-12 je riziko kontaminace hydrolyzatu minimalni, a ten m(ze tak byt skladovan bez
dalSich uprav v lednici pfi teploté 6-8 °C, neni-li ihned vyuzit.

Obr. 2 Priprava hydrolyzatu
A-Ptiprava pérového hydrolyzatu: voda, pefi, hydroxid; B — Hotovy hydrolyzat



Vybrané endofytni bakterie (2)

PouZité kmeny:

Pantoea agglomerans DBM 3797

Pseudomonas brassicaceaurum 50RKC20

Paenibacillus amylolyticus 50TCL4

Vybér kmenl byl proveden na zdkladé schopnosti rlstu v péfovém hydrolyzatu a dale
testovani vlastnosti prospésnych pro rostliny. Kmeny jsou dlouhodobé uchovavany
v hlubokomrazicim boxu pfi -80 °C v 30% roztoku glycerolu.

Priprava suseného inokula bakterii na perlitovych nosicich (2A):

Uvedené bakterie byly kultivovany v Erlenmeyerovych barikdch o objemu 100 ml s 50 ml LB
média, po zaockovani z kryokonzervy pfislusSného kmene v poméru 1 % v/v. Inokulacni kultury
tak byly pfipraveny po 24 hodinach kultivace pfi 26 °C na tfepacdce pti otackach 150 RPM.
Nasledujici den byly dalsi cerstvé Erlenmeyerovy bariky s 50 ml LB media zaockovany 1 % v/v
inokula, tedy 0,5 ml suspenze jednotlivych kultur nebo 0,5 ml smésna kultury (ve smésné
kulture je pomér zastoupeni kmenl 1:1:1). Smés kmenl byla predem pfipravena
v mikrozkumavce a nasledné protfepana pred jejim pfidanim do média. Ve vSech barkach
byly pfitomné sterilni perlitové kulicky pro adsorpci bakterialnich bunék na povrch a do por.
Navazka perlitovych kulicek cinila 1 g/100 ml média. Kultivace s perlitovymi kulickami
probihala na temperované tfepacce s ndasledujicim nastavenim: 26 °C, 150 RPM, 24 hodin.
Po kultivaci byly perlitové kulicky asepticky odebrany do Petriho misek a kuli¢cky v miskach se
nechaly susit vsu$arné pfi teploté 40 °C po dobu 24 hodin. Suché perlitové kulicky
s bakteridlnimi kulturami byly skladovany pfi pokojové teploté, viz Obr. 3.

(Smésnd kultura, Pantoea agglomerans, Pseudomonas brassicaceaurum a Paenibacillus
amylolyticus)

Priprava zmraZeného inokula (2B):

Bakterialni kultury narostlé v LB médiu (26 °C, 24-48 h) byly bez odstfedéni spolecné s
médiem po kultivaci zamrazeny ve sterilnich zkumavkach v porcich o 1 ml a skladovany pfi
teploté -18 °C.

PFi porovnani inokulace suSenou kulturou na perlitovych nosicich a rozmrazenymi kulturami
bylo potvrzeno, Ze oba typy inokula Ize pro pfipravu funkéniho vzorku vyuzit.



Priprava 1 M kyseliny fosforecné na upravu pH hydrolyzatu (3):

85 % kyselina fosfore¢na

Destilovana voda

Kyselina fosforec¢nd byla pfidana do volumetrické bariky s destilovanou vodou v patficném
poméru pro ziskani vysledné 1M koncentrace. Takto pfipravena kyselina byla poté skladovana
v uzaviratelnych zkumavkach a pouzita k dpravé pH pérového hydrolyzatu, a to v poméru
5 ml 1 M kyseliny na 100 ml hydrolyzatu. Pfidavek kyseliny vede ke zméné hodnoty
pHz12na7.

Doklad o testovani funkéniho vzorku (ovéreni vlastnosti)

Béhem pfipravy funkéniho vzorku a také po jeho dokonéeni byly provadény testy prokazujici
jeho funkéni vlastnosti. Nejprve se jednalo o ovéreni, Ze péfovy hydrolyzat je dlouhodobé
mikrobialné stabilni a nepodléha kaZeni, viz a). Dale bylo prokazano, Ze vybrané endofytni
bakterie maji schopnost tvofit nebo uvolfiovat z prostredi latky podporujici rist rostlin, viz b).
Poté bylo prokazano, Ze bakteridlni inokulum Ize pfipravit susenim po imobilizaci na
perlitovych nosicich, viz c) a Ze takto pripravené inokulum Ize pouzit pro ptipravu funkéniho
vzorku, viz d). Na zavér pak bylo ovéreno, Ze pripravend inokula, jak susena, tak zmrazena maji
schopnost rstu v péfovém hydrolyzatu po Upravé pH, viz e).

a) Mikrobiologickd Cistota hydrolyzdtu pfi skladovdni
Testy, pfi kterych byl vzorek hydrolyzatu o objemu 1 ml zaockovan na povrch LB agaru
(o sloZeni v g/l: pepton 10, kvasni¢ny extrakt 5, NaCl 10, agar 20) prokazaly, Ze ani
dlouhodobé skladovani (2 mésice) nevede ke kontaminaci produktu, protoze nebyly
po kultivaci v termostatu pfi 26 °C po dobu 48 h zaznamenan narlst zadnych kolonii
viz Obr. 4.
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Obr. 4 Kontrola mikrobiologické Cistoty hydrolyzatu po skladovani
Petriho miska s LB agarem po 24 h kultivaci pfi 26 °C.

b) Testovdni endofytnich bakterii na schopnost produkce Idtek prospésnych pro rostliny

Testovana byla schopnost uvolfiovani volnych amonnych iontd do média, pficemz
méreni bylo provadéno pomoci iontové selektivni elektrody. Pfi vyuziti bakterie P.
amylolyticus bylo dosazeno aZ koncentrace amonnych iontl 1,6 g/l, s vyuZitim
P.brassicaceaurum 0,8 g/| a u bakterie P. agglomerans se jednalo 0 0,7 g/I. Déle byla
pomoci Salkowského ¢Cinidla prokazana schopnost tvorby derivatd kyseliny
indoloctové ztryptofanu a siderofori u vSech uvedenych bakterii, solubilizace

5



anorganického (P.brassicaceaurum) a organického (P. agglomerans) fosforu a
antifungalni ucinky zabranujici rGstu houbového patogenu Verticillium dahliae (P.
agglomerans). Podobnosti provedeni jednotlivych testl jsou uvedeny v publikacich
Patakova a kol. 2024 a Hasek a kol. 2025.

Stanoveni mnoZstvi kolonie tvoricich jednotek (CFU) bakterii skladovanych v suseném
stavu na perlitovych nosicich

MnoZstvi imobilizovanych bakterii na perlitovych nosi¢ich bylo stanoveno pomoci
Track-Dilution testu na pevném agarovém LB mediu. Perlitové nosice o vaze 1 g byly
asepticky prevedeny z média do falkon o objemu 50 ml's 20 ml fyziologického roztoku.
Tyto nosice byly tfikrat promyty fyziologickym roztokem a poté byly tfepany po dobu
3 minut ve 20 ml nového fyziologického roztoku pro uvolnéni imobilizovanych
bakteridlnich bunék do média. Takto pfipravend suspenze bunék se poté podrobila
desitkovému fedéni a jednotlivé vzorky byly aplikovany na povrch pevného agarového
LB media v Petriho miskach pomoci Track-Dilution testu, kdy se na startovni linii
aplikovalo 10 pL média po kultivaci, a to v nasledujicim poradi: nefedény vzorek, 10x,
100x, 1000x az 10 000 000x redény vzorek. Misky se poté naklonily, aby se vytvofily
¢arky/pruhy a takto pfipravené misky se nechaly v termostatu pfi teploté 26 °C po
dobu 24 hodin inkubovat. Nasledujici den probéhlo stanoveni poctu kolonie tvoficich
jednotek CFU (Colony Forming Unit) na ml suspenze, které bylo nasledné prepocéteno
na gram perlitovych nosi¢l. Vypocet CFU/g uddvaji vzorce 1 a 2, vysledky testu uvadi
Tabulka 1.

CFU _ pocet kolonii x Yedici faktor

1
) mL objem naneseného média
CFU . L
CFU g X objem média
2) =
g hmotnost vzorku
Tab. 1 Stanoveni CFU bakterii imobilizovanych na perlitovych nosicich

slouzicich k inokulaci péfového hydrolyzatu.

Perlitové nosi¢e promyvany fyziologickym roztokem a poté v ném i tfepany. Jednotlivé vzorky
nafedény desitkovym fedénim a stanoveni probéhlo Track-Dilution testem na Petriho
miskach.

Perlitové kuli¢ky s kulturou z LB média CFU/g

Pseudomonas brassicaceaurum 50RKC20 1,59x10°
Paenibacillus amylolyticus 50TCL4 4,79x107
Pantoea agglomerans DBM 3797 2,80x108
Smés vyse uvedenych 1:1:1 1,99x10°



d)

Porovndni inokulace suchou kulturou na perlitovych nosicich (2A) a rozmraZenymi
kulturami (2B)

Pro porovnani inokulace suchymi perlitovymi kulickami s imobilizovanymi kulturami a
suspenznimi rozmrazenymi kulturami byla nejprve provedena kultivace v LB médiu.
Stanoveni mnozZstvi CFU jednotlivych druhl i smésné kultury bylo provedeno s vyuzitim
Petriho misek s pevnym agarovym LB mediem, na kterych byl proveden Track-Dilution
test, kdy se na startovni linii aplikovalo 10 pL LB média po kultivaci, kdy o¢kovani bylo
provedeno perlitovymi kulickami se suSenou kulturou nebo rozmrazenou kulturou, a
to v ndsledujicim poradi: nefedény vzorek, 100x, 10000x a 1000000x redény vzorek.
Zbyly postup stejny jako vySe popsany u stanoveni mnozstvi kolonii tvoticich jednotek
v perlitovych nosicich. Vysledky jsou zobrazeny v Tab. 2.

Tab. 2 Stanoveni mnozstvi kolonie tvoricich jednotek bakterii z LB média po
kultivaci zaockované perlitovymi kulickami nebo rozmrazenou kulturou.
Vyhodnoceni pomoci Track-Dilution testu popsaného vyse.

LB medium zaockovano perlitovymi kulickami s CFU/ml

kulturou

Pseudomonas brassicaceaurum 50RKC20 ND

Paenibacillus amylolyticus 50TCL4 ND

Pantoea agglomerans DBM 3797 3.00x10°

Smés vyse uvedenych 1:1:1 4.00x10°

LB médium zaockovano z rozmrazené kultury CFU/ml

Pseudomonas brassicaceaurum 50RKC20 >106

Paenibacillus amylolyticus 50TCL4 >10*

Pantoea agglomerans DBM 3797 1.30x10°

Smés vy$e uvedenych 1:1:1 3.00x10°

Ovéreni schopnosti ristu bakterii v péfovych hydrolyzdtech po inokulaci susenou

kulturou na perlitovych kulickach nebo rozmraznym inokulem

Kultivace probihala v 100 ml Erlenmeyerovych barnkach s 50 ml hydrolyzatu z pefi
upraveného na pH 7 pomoci 1 M kyseliny fosforecné. Do jednotlivych banék byly
pridany perlitové kulicky s danym kmenem ¢&i smésnou kulturou, viz Obr. 5, nebo bylo
pfidano rozmrazené a homogenizované médium z predchozi kultivace, které bylo
pridano v poméru 1 % v/v. Jako kontrola bylo misto péfového hydrolyzatu pouZito LB
médium. Kultivace probihala na temperované tfepacce s ndsledujicim nastavenim: 26
°C, 150 RPM, 24 hodin.



Obr. 5 Nazorna ukazka pripravenych médii ke kultivaci zaockovanych perlitovymi
nosici s imobilizovanymi bakteriemi

Po skonceni kultivace bylo provedeno porovnani narlstu bakterii v péfovém hydrolyzatu
a v LB médiu pfi vyuziti riznych zptsob( ockovani (perlitové kulicky se susenou kulturou
nebo ockovani ze zmraZzené kultury uchovdvané pfi -18 °C, pficemz vysledky ukazuje
Tabulka 3.

Tab. 3 Stanoveni mnoistvi kolonie tvoficich jednotek bakterii z péfového hydrolyzatu
po kultivaci zaockovaném perlitovymi kulickami nebo rozmraienou kulturou.
Vyhodnoceni pomoci Track-Dilution testu popsaného vyse.

Péfovy hydrolyzat zaotkovan perlitovymi kulickami s kulturou  CFU/ml

Pseudomonas brassicaceaurum 50420 8,00x10%
Paenibacillus amylolyticus 50TCL4 2.00=10°
Pantoea agglomerans DBM 3787 7,50=107
Smés wwse uvedenyeh 1:1:1 1,40>10°
Péfovy hydrolyzat zaoékovan zrozmrazené kultury CFU/mlI
Pseudomonas brassicaceaurumS0RKC20 >10°
Paenibacillus amyolyticus 50TCL4 =10¢
Pantoea agglomerans DBM 3797 3.20=10®
Smés vySe uvedenych 1:1:1 1.10=10°
Shrnuti

Funkéni vzorek (jeho redlna podoba viz Obr.1) valorizuje vedlejsi produkt Zivocisné vyroby
(kuteci pefi) tim, Ze ho vyuziva pro pfipravu kultivaéniho média namisto syntetického LB
média. Smés endofytnich bakterii byla vybrana tak, aby jednotlivé bakterie byly nejen
schopné rlstu v péfovém hydrolyzatu, ale zaroven disponovaly rlznymi vlastnostmi



prospésnymi pro rostliny. Jednotlivé slozky vzorku si nekladou zvlastni naroky na uchovani,
jejich skladovani (zatim testovany 2 mésice) vyzaduje pouze lednici nebo béiny mrazak
(teplota -18 °C) a také samotna predaplikacni pfiprava (smichani, stani pfi pokojové teploté
po dobu 12-24 h a naredéni vodou) je velmi jednoducha a pfipravek je mozné aplikovat jak
jako zalivku do puady, tak na listy. Vzorek Ize aplikovat na rostliny jako ristovy stimulant a
zaroven ho i vyuzit pro doplnéni zdrojl dusiku, fosforu a drasliku. Do budoucna bude
testovana trvanlivost pfi dlouhodobém skladovani, mozind nahrada perlitovych kuli¢ek
rozlozitelnym materidlem jako je biouhel a zejména ve spoluprdci s partnery podpora rlstu
rostlin po aplikaci pripravku.
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