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Bakalarska prace se zabyva ochranou rostlin biologickou formou na urovni
bakteridlniho antagonismu proti houbovym patogeniim, které mohou rostlinu tak
jako i mnoho dal$ich druhti viri, bakterii i ZivoCichi v priibéhu vegetace narusovat.
Biologickd forma ochrany rostlin je ve srovnani schemickou ochranou zcela
prirodni, vykazuje dlouhodobéjsi ucinek a je mnohem SetrnéjSi k Zivotnimu
prostredi. V této praci byl konkrétné vybran houbovy patogen Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici a druhy bakteridlnich kmeni (Pseudomonas fluorescens 13525,
Bacillus velezensis DSM 23117, Bacillus subtilis CCM 2217) s potencialem inhibi¢niho
ucinku. Cilem prace bylo pomoci interak¢nich testi na pevném médiu zjistit vliv
antagonisty na rist vybraného houbového patogena.
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SAMUELOVA, A. Biological protection of plants against fungal pathogens of the genus
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Faculty of Natural Sciences. Bachelor thesis supervisor RNDr. Andrea Palyzova,
PhD., 51 p.

The Bachelor thesis deals with protection of plants through a biological form at the
level of bacterial antagonism against fungal pathogens that may disrupt the plant as
well as many other kinds of viruses, bacteria and animals during its vegetation. The
biological form of protection plants compared with chemical protection is
completely natural, it shows a longer effect and is much more environment-friendly.
For this thesis in this particular case the fungal pathogen of Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici has been chosen and species of bacterial strains (Pseudomonas
fluorescens 13525, Bacillus velezensis DSM 23117, Bacillus subtilis CCM 2217) with
the potential of an inhibitory effect. The object of the thesis was to determine the
effect of the antagonist on the growth of the chosen fungal pathogen through
interaction tests on a solid medium.
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Terminologicky slovnik

Aerobni Potrebujici kyslik k Zivotu

Antagonista Protichtidné piisobici

Antimikrobialni Uéinkujici proti mikroorganismu
Fototropismus Rist ve sméru zdroje svétla

Fungicid Chemicky prostredek proti houbam a plisnim
Fytoremediace Dekontaminace plidy s vyuZzitim rostlin
Geotropismus Riist ve sméru gravitacni sily

Inhibice Zpomaleni ¢i zastaveni procesu

Inokulace Naockovani

Intoxikace Otrava

In vitro ,Ve skle” - vlaboratofi, mimo Zivy organismus
Kompetice SoutézZeni, konkurence

Konidie (makro-/mikrokonidie)

Nepohyblivé spora hub (nepohlavni)

Metabolit

Produkt latkové premény metabolismu urcité latky

Parazitismus

Mezidruhovy vztah, kdy organismus Zije na ukor druhého

Sekundarni metabolity

Latky organického ptvodu vytvarené v télech organismi,
které nejsou Zzivotné nezbytné pro proces ristu ¢i jeho
rozmnoZzovani

Sekvestrace

Zachyceni a naslednd izolace latek v prostredi

Spora

Vytrus hub




Seznam pouzitych zkratek

cdw Cell dry weight (suchd hmotnost bunék)

KT] Kolonie-tvorici jednotky

oD Opticka denzita

PBS Phosphate Buffered Saline (fosfatovy pufr)

pH Hodnota poukazujici na kyselost ¢i zasaditost (stupnice 0-14)
SD Smérodatnd odchylka

rpm Otacky za minutu




Uvop

Pribyvajici mnoZzstvi spotiebitel na planeté jde ruku v ruce s nartistajicim zajmem
o zemédélské plodiny. Potreba zdkaznikli mit potraviny v nejvyssi jakosti tak
apeluje na zemédélsky priimysl, ktery se lidem pokousi vyhovét v co nejrychlejSim
Casovém horizontu. S chorobami rostlin se vSak zemédélci setkavaji kazdy den.
Nejen bakterialni a houbové patogeny mohou vynosy plodin zna¢né ovlivnit, a proto
je dlilezité proti nim rostliny chranit.

Velmi Casto se zemédélci setkavaji s riznymi druhy patogennich hub z rodt Botrytis,
Verticillium nebo Fusarium, které vyvolavaji riizné skvrnitosti, hniloby, tvorbu 1éz{
a dal$i radu onemocnéni. Chemické postriky pro péstitele predstavuji idealni formu
efektivni a rychlé ochrany s témér okamzitym nastupem ucinku, a to nejen proti
mikroorganismtim. Jen pro piredstavu lze zminit, Ze ro¢né vyuzivaji zemé v Evropé
okolo 45 % vSech vyrobenych pesticidi na celém svété (Rajmohan et al, 2020).
Chemicka ochrana ovSem do urcité miry ovliviiuje soucasnou krajinu svymi latkami,
které zlistavaji nejen v plidé, ale dostavaji se také do okolnich vod.

Setrna forma ochrany rostlin se jiz dostava vice do povédomi lidi. Nékteré piipravky
na bazi mikroorganisml si CeSti zakaznici mohou v dneSni dobé poridit ve
specializovanych obchodech. Biologicka ochrana rostlin za pomoci mikroorganismi
soucasné napomaha rostlindm k jejich kvalitnimu rlstu a u nékterych miize prispét
k vétsi odolnosti vici stresovych faktoriim, jako je tieba sucho (Su et al, 2017).
Zaroven ma pripravek dlouhodobéjsi ucinek oproti chemické ochrané a skvélé
predpoklady k ochrané krajiny. Studium biologické ochrany rostlin tak vyznamné
prispiva ke zménam v soucasnych technikach ochrany proti patogenim.

Vteoretické casti ma bakalarskd prace za cil popsat vztahy rostlin
s mikroorganismy, které jim mohou byt prospésné ¢i nikoliv. Se vztahy souvisi také
jejich ochrana. Potraviny nékteii zemédélci péstuji spiSe na kvantitu, neZ aby dbali
na samotnou kvalitu, proto ma prace za cil i popis dopadu nebezpecné chemické
ochrany na zivotni prostiedi. Ochrana na bazi prirodnich prostredki, jako jsou
napriklad mikroorganismy, nabira v poslednich letech znacného trendu, coz vede
k vétSimu zajmu se této problematice vénovat.

Hlavnim cilem praktické casti je zaméreni se na inhibi¢ni ucinek vybranych
bakteridlnich kment proti houbovému patogenu Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici na pevnych médiich. Vybér vhodného spolecného média pro kultivaci je
stézejni bod v naslednych experimentech. Ten mize ovlivnit produkci rtiznych latek
antagonisty i patogenu. Pro spravné pochopeni vlastnosti vybranych
mikroorganisml je zapotrebi i laboratorné stanovit jejich rlistové parametry
v tekutych médiich. Ziskané poznatky by mohly byt napomocné v tvorbé
biologickych ptipravkil rostlin s vybranym patogenem na c¢eském trhu.
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1 LITERARNI PREHLED

1.1 Podpora rostliny pomoci mikroorganismii

V pfirodé existuji rlizné vztahy mezi jednotlivymi organismy, které mohou byt
prospésSné pro obé zucastnéné strany, jako je mozZné pozorovat u nékterych
mikroorganismi koexistujicich s rostlinami.

Vyskyt je Casto situovan pobliZ povrchu rostlin nebo také v mistech, kde se nachazeji
vjejich bezprostredni blizkosti, coz muize predstavovat pldni prostor v okoli
kotfenového systému, v rhizosfére. Mikroorganismy vyuzivaji ke zdroji potravy latky
(cukry, organické kyseliny a aminokyseliny) vyluCované koreny rostlin. Jednotlivé
plisobeni mikroorganisma na rostliny lze rozdélit na pfimé a neptrimé procesy
(Olanrewaju et al., 2017; Schirawski & Perlin, 2018).

Do primych mechanismi lze zahrnout produkci sekundarnich latek, které mohou
slouzit rostliné jako podpora jejiho riistu. V pripadé, Ze bakterie produkuje auxiny,
milZe je rostlina vyuZit ve vlastni prospéch ke zlepSeni jejiho geotropismu
i fototropismu. Za zminku stoji taktéz produkce cytokininti, které pomohou rostliné
regulovat starnuti listd ovlivnénim bunécného déleni (Olanrewaju et al, 2017).

Cytokininy zlepSuji téZ odolnost vii¢i suchu. V rdmci studie (Su et al, 2017) byla
zkoumadna rostlina jilek vytrvaly (Lolium perenne) a jeho nizka tolerance k suchu. Pri
vystaveni vysoké miry tohoto stresu se rostlina vyznamné zlepsila po pridani ¢inidla
zadrzujici vodu s konkrétnim druhem bakterie Bacillus amyloliquefaciens GBO3.
S cytokininy byly provadény také experimenty na vojtéskach, kde byl opét prokazan
pozitivni vliv plidnich bakterii, které za pomoci cytokininti dokazaly zlepsit toleranci
rostliny k suchu (Olanrewaju et al, 2017; Schirawski & Perlin, 2018).

S mikroorganismy se také poji i znama fixace dusiku. Vztah pidnich bakterii
naptiklad rodu Rhizobium, Azorhizobium ¢i Allorhizobium je zejména pro bobovité
rostliny velmi vyhodny (Vessey, 2003). Dusik totiz hraje klicovou roli
v Zivotaschopnosti vSech Zivych soustav. Pro bobovité rostliny je mnohem
vyhodnéjsi prijimat dusik ve formé amoniaku, jenz vznikne pfeménou ze vzdusného
dusiku za pomoci jiz zminénych ptdnich bakterii (Olanrewaju et al,, 2017).

Dals$im dilezitym prvkem k riistu rostlin se stava nepochybné fosfor. I pirestoze se
miiZe v plidé vyskytovat ve vétSim mnoZstvi, rostliny si pro svou potrebu neumi brat
z nerozpustnych forem tohoto prvku (Vessey, 2003). VétSina dostupného
organického fosforu se v ptidé vyskytuje ve formé takzvaného fytatu. Jeho rozklad je
pro rostliny velmi obtizny kvili pritomnosti malého mnozstvi enzymu k tomuto
ukonu. Existuji ovSsem bakterie se schopnosti pfeménit nerozpustnou formu fosfati
na vhodnou pro rostliny (Olanrewaju et al, 2017). Mezi u¢inné bakterie této metody
se radi Bacillus cirulans, Pseudomonas putida, Rhizobium a dalsi (Vessey, 2003).
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Zajimavym zjiSténim funkce bakterii podporujici riist rostlin byl vyzkum
(Montalban et al, 2017) zaméreny na vyuZiti téchto mikroorganismi ke zlepSeni
fytoremediace pud, které jsou kontaminované kovy. Jejich studie prokazala, Ze
vybrana rostlina diky pritomné bakterii byla schopna snizit stres iniciovany
kadmiem a zinkem, a zvysit tak produkci své biomasy (Montalban et al, 2017).

Nékteré bakterie mohou svymi nepfimymi mechanismy napomoci k omezeni ristu
patogennich hub i bakterii. Mezi tyto procesy se radi opét produkce sekundarnich
metabolitl z fad antibiotik, sideroforti, pigmentli a toxind, které mohou zabranit
tézkému napadenti infekci (Olanrewaju et al, 2017; Schirawski & Perlin, 2018). Dale
dochazi také k produkci enzymi schopnych degradovat bunécnou sténu patogeni,
které opét dodaji rostliné vétsi Sance na zvladnuti choroby. Diky témto zjiSténim se
mohou nékteré mikroorganismy vyuzivat v biologické ochrané rostlin, ktera je
Setrnd vici zivotnimu prostredi (Olanrewaju et al., 2017).

Samoziejmé i houbové kmeny maji své misto pfi podpore rostlin. Mykorhiza
disponuje vztahem mezi houbou a koteny vys$sich rostlin, kterd vyhovuje obéma
zucastnénym stranadm (Wang & Qiu, 2006). Rostlina poskytuje houbé asimilaty a ta
naopak podporuje jeji riist i dokonce odolnost vii¢i patogenim (Schirawski & Perlin,
2018). Existuji rGzné varianty mykorhiz, znichZz ta nejcastéjsSi nese nazev
arbuskularni vyznacujici se tvorbou internich dtvart zvanych arbuskuly. Houbové
mycelium tak neni jen na povrchu bunék, ale i uvnitt, kde se stromovité vétvi (Wang
& Qiu, 2006). Prikladem arbuskularni mykorhizni houby mize byt Rhizophagus
irregularis (Schirawski & Perlin, 2018).

1.2 Infekce rostlin zplisobené mikroorganismy

Nicivy ucinek nékterych mikroorganismii byva pro rostlinu nepiijemnym setkanim.
Tento bioticky stres zplsobeny rostlinnymi patogeny mizZe vést az
k jejimu samotnému dhynu. Infekce zplisobené mikroorganismy pdachaji téz
ekonomické Skody vramci zemédélského primyslu, nejvétsi dopad na néj maji
nakazy zplisobené predevsim houbovymi patogeny rostlin (Horbach et al, 2011).

Pro zahajeni infekce rostliny vyuzivaji fytopatogeny prevazné efektory - proteiny
amalé molekuly (toxiny, sekundarni metabolity a dalsi), kterymi jsou schopni
manipulovat se strukturou a funkci hostitelskych bunék, potlacit jejich imunitu,
a tak obsadit a rozsirit sebe samotné v dané casti rostliny (Zhang et al, 2022).
Fytopatogen naklada s efektory podle zpiisobu jeho vyzivy, proto biotrofni patogen
se snazi vyluCovanim efektord rozvracet imunitni systém rostliny, ale zaroven
neposkodit Zivotaschopnost bunék (Schirawski & Perlin, 2018). Efektory, které jsou
schopné zplisobit i bunécnou smrt, vylucuje takzvany nekrotrofni patogen. Zaroven
se mohou vyskytovat rlizné alternativy téchto dvou typld vyZivy, kdy
mikroorganismus pirechazi z biotrofni do nekrotické faze, jako je tomu u houbového
patogenu Verticillium dahliae (Horbach et al,, 2011; Zhang et al., 2022).
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Aby mohlo dojit k samotné infekci rostliny, je nutnosti fytopatogenti dostat se do
rostlinnych tkani (Melotto et al, 2006). Poranéni na rostliné ¢i jeji praduchy
predstavuji idedlni volny vstup pro fytopatogeny predevsim z fad bakterii, které
neuméji pronikat skrz epidermis rostlin, jako to uméji houbové patogeny. Rostlina
samoziejmé miize své pruduchy zavirat pied neZadoucimi infekcemi. Kvtli vSak
zminénym efektortim dochdazi zjednoduSené ke zmateni signalG burky, ktera tak
omezi produkci fytohormonu Kkyseliny salicylové, jeZ ma na starost uzavirani
priducht (Melotto et al, 2006; Zhang et al, 2022).

Jako jeden z dal$ich mechanismi vyuzivany k odstranéni fyzické bariéry lze zminit
pouziti efektorti k narusSeni sloZek stén rostlinnych bunék. Za pomoci enzymi
degradujicich bunécnou sténu (naprtiklad celobiohydrolaza ¢i endocelulaza) ziska
navic fytopatogen pottrebné cukry pro sviij rozvoj (Gibson et al,, 2011). Ke vstupu do
hostitelské bunikky mohou vyuzZit i plasmodesmata, ktera spojuji ostatni buriky, ¢imz
zajiStuji komunikaci mezi nimi (Zhang et al, 2022). Bakterialni a houbové patogeny
si uméji zajistit prlichodnost témito plasmodesmaty. Nechaji opét plisobit specifické
efektory, které zabrani ukladani kalézy v blizkosti p6ru v bunécné sténé, jez by méla
za nasledek jejich uzavreni (Liu et al, 2021).

VétSina nekrotrofnich patogenti zabiji hostitelské buriky za pouziti nejraznéjsich
efektort z rad toxind. Ty mohou plisobit na inhibici cytokineze, zptlisobit pylovou
sterilitu, riznym zptisobem ménit fyziologické procesy v burice, ktera tak zptisobi
nekrézu tkané (Horbach et al, 2011). Patogeny na rostlinadch dbaji také na situace,
pti kterych je dokaze rostlinna burika rozpoznat jen podle jejich struktury bunécéné
stény. Casto tak musi houbovy patogen volit pomoci efektorti taktiku maskovani
chitinu, ktery jinak po zaregistrovani rostlinou v ni spousti reakce na jeho destrukci
(Horbach et al, 2011; Zhang et al, 2022). Rostlinna buiika ma tendenci riznym
dalSim atokim se vyvarovat, ne vZdy se ale setka s ispéchem.

1.2.1 Bakterialni patogeny rostlin

Zastoupeni jednotlivych patogent a jejich rozsireni se lisi kontinent od kontinentu,
ovSem v zasadé se jedna o takové patogeny, jejichZ vyhodou je pomérné rychlé
namnoZeni doplnéné o vhodné podminky v podobé teploty a prisunu srazek.
Bakterialnich fytopatogennich druhti existuje v fadu stovek, za ty nejzajimavé;jsi se
pocitaji nékteri zastupci z rodu Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomonas,
Agrobacterium, Pectobacterium, Xylella, Clavibacter ¢i napriklad Erwinia (Mansfield
etal, 2012).

Fytopatogenni bakterie z rodu Pseudomonas, konkrétnéji lze uvést bakterii
Pseudomonas syringae, Ziji ¢asto i na povrsich hostitelskych rostlin. Existuje mnoho
patologickych typli tohoto gramnegativniho druhu, které zptlisobuji nezadouci
bakterialni skvrnitosti, deformace na ovocnych stromech a riizné rakoviny rostliny

(Mansfield et al, 2012; Martins et al,, 2018).
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Ralstonia solanacearum se podle Zebricku nejznaméjsich fytopatogennich bakterii
fadi na druhé misto (Mansfield et al, 2012). Tato pidni gramnegativni bakterie je
hrozbou pro komerc¢ni plodiny brambor, raj¢at, tabaku nebo i banant. Diky
perzistentnim builkdm muze preckat nepfiznivé podminky a znovu napadnout
hostitele (Martins et al, 2018).

U bakterii rodu Xanthomonas se lze setkat s patogennimi druhy jako Xanthomonas
oryzae. Tyto bakterie predstavuji velké riziko pro vSechny péstitele ryZe (Mansfield
et al, 2012). V Ceské republice se vyskytuje napiiklad gramnegativni bakterie
Xanthomonas campestris pv. campestris postihujici brukvovité rostliny, které maji za
nasledek vyskyt cerné hniloby (Macha et al,, 2021).

Své prvenstvi v historii popsanych fytopatogennich bakterii si drzi druh Erwinia
Zivotaschopnosti se pohybuje od 4 °C do 37 °C (Martins et al,, 2018). Tato bakterie
degraduje pravé pomoci jiZz zminénych efektorii bunécnou sténu hostitelskych
bunék (Gibson et al, 2011). U rGzovitych rostlin zplsobuje bakteridlni spalu
(Mansfield et al.,, 2012; Martins et al,, 2018).

1.2.2 Houbové patogeny rostlin

Ve spojitosti s houbovymi fytopatogeny lze narazit na hostitelskou specificitu,
kterou se vyznacuje vétSina jejich zastupct (Schirawski & Perlin, 2018). V ptipadé
houbovych patogent rostlin se mezi jiz zminéné nekrotrofy radi rody jako
Alternaria, Botrytis, Fusarium, Verticillium, Ramularia nebo i Sclerotinia a mnoho
dalSich. Z biotrofnich patogeni stoji za zminku houby z fadu Erysiphales (Horbach
etal, 2011).

Pri styku rostliny s houbovym patogenem rodu Botrytis, naptiklad Botrytis cinerea,
dochazi kromé produkce toxinG také k navozeni reaktivnich forem kysliku
Castym vyskytem tohoto druhu byvaji plody rajcat, vinné révy a jahodnikd, ale miize
se vyskytovat také v listech ¢i stoncich téchto rostlin. Pomoci nepohlavnich spor
zvanych konidie maji moZnost se Sirit vétrem nebo vodou (Hua et al, 2018).

Pomérné znamym houbovym fytopatogennim rodem je Fusarium, ktery casto
infikuje korenovy systém. Mezi konkrétni zastupce patii Fusarium solani
specializujici se na infekci hrachu, Fusarium graminearum napadajici obiloviny, jako
byva pSenice (Zhang et al, 2022). Nebo znamy druh Fusarium oxysporum a jeho
rizné patologické formy mohou kooperovat s plasmodesmaty pti napadeni bunék
hostitele napriklad rajcete jedlého (Liu et al, 2021). U rajcat se vyskytuje také
houbovy patogen Fusarium proliferatum. Charakteristické hnédé nekrotické skvrny

zapric¢ini zméknuty stonek, kviili kterému nasledné uvada cela rostlina, a ta potom
hyne (Schirawski & Perlin, 2018).
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Fytopatogenni houby z radu Erysiphales jsou charakterizovany jako ektoparaziticti
biotrofové. Maji schopnost narusit kutikulu, aby se do bunék dostaly co nejlépe
(Horbach et al, 2011). Tyto patogenni houby jsou zodpovédné za chorobu znadmou
jako padli, ktera vytvari bélavé skvrny na povrchu rostlin. Vyskyt nemusi byt pouze
na listech, ale i na stoncich ¢i plodech. Hostiteli byva hlavné vinna réva, ale i rizné
druhy zeleniny, jiné ovoce nebo Casto i pSenice (Vielba-Fernandez et al, 2020).

1.3 Chemicka ochrana rostlin

Pro uspokojeni zakladnich potteb ¢lovéka je samoziejmosti dostate¢ny prisun Zivin.
Pravé kvili neustdlému se zvySujicimu poctu obyvatel na Zemi vznika velka
poptavka po zemédélskych plodinach, které budou mit minimalni trzni ztraty diky
vyhubeni jejich Skidct (Aktar et al, 2009; Montesinos, 2003).

Pro tuto zasadni ochranu plodin byly vytvoreny latky zvané pesticidy, jeZ maiji
riznou podobu z hlediska mnoha faktori. Do pesticidii se v Sirokém pojeti radi také
ty vyrabéné z prirodnich zdrojii a pomoci mikroorganismt, pro které se vyuziva
spisSe nazev biopesticidy (Khan et al,, 2022).

Vyvoj pesticidli ma dlouholetou historii. Koncem 19. stoleti lidé zacali pouzivat
anorganické materidly nejvice na bazi médi a siry. Velky prelom pak nastal
v priblizné poloviné 20. stoleti, kdy se rozsitilo pouzivani chemickych latek jako
pomérné zndmé DDT (trividlnim ndzvem dichlordifenyltrichlorethan), BHC (téz
HCB - hexachlorbenzen), endrin a dal$i (Rajmohan et al, 2020; Tudi et al, 2021).

Pesticidy lze rozdélit dle jejich zaméteni proti Skiidciim, a to na insekticidy (hmyz),
herbicidy (nezadouci rostliny) a rodenticidy (hlodavci). Pro zamezeni infekce
zplUsobené houbovymi patogeny se vyuzivaji fungicidy a pro bakterialni choroby je
moznost vyuZit pesticidy baktericidni ¢i bakteriostatické (Pankey & Sabath, 2004;
Raffa & Chiampo, 2021).

Dale lze vzit v potaz déleni podle jejich miry spektra tcinku, toxicité, strukture, ale
i podle jejich chemického slozZeni. V tomto pripadé je mozné zjednoduSené hovorit
o anorganickych nebo organickych pesticidech, které se v dnesni dobé vyuzivaji
nejvice (Rajmohan et al, 2020; Tudi et al, 2021). Do nich se radi ¢tyri hlavni skupiny.
Organofosfaty a organochloridy fungujici nejcastéji jako insekticidy a herbicidy,
karbamaty jakozto Casti predstavitelé fungicidii a pyrethriny s pyretroidy, které
plsobi toxicky na hmyz (Raffa & Chiampo, 2021; Tudi et al, 2021).

Mnozstvi chemickych pesticidli se od druhé poloviny minulého stoleti stale zvysuje,
i prestoZe existuje pravni posun k jejich sniZeni pomoci alternativ v podobé Setrnych
biologickych pesticidii ¢i tvorba geneticky modifikovanych organism, které budou
odolné viici patogentim, a zajisti si tak vétsi vynosy plodin (Raffa & Chiampo, 2021).
Jedna se o necelé 3 miliony tun chemickych pesticidi ro¢né, pricemz z toho 45 %
vyuZivaji evropské zemé (Rajmohan et al.,, 2020; Tudi et al,, 2021).
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1.3.1 Chemicka ochrana proti houbovym patogeniim

Fungicidy predstavuji pro zemédélsky priimysl rychlé oSetfeni rostlin pred
nebezpecnymi plisnémi a jejich sporami. Z celkového prodeje vSech pesticidi
zaujimaji okolo 40 % (Zubrod et al, 2019). Jsou schopné pronikat do bunék, kde
zapoc¢nou zpomalovat funkci enzymf, které maji na starost spravny metabolismus

VIV

jejich zahubu (Raffa & Chiampo, 2021; Rajmohan et al, 2020).

Kromé toho, Ze maji fungicidy napriklad lipofilni charakter, jsou schopné v mensSich
davkach velmi dobfte ucinkovat na Sirokou skalu houbovych patogenti obyvajicich
predevsim druhy ovoce, zeleniny, ale také obilovin (Petit et al, 2012; Zubrod et al,
2019). Casto se jejich aplikace nevztahuje jen na semena, ale i na samotné plody, coZ
umociiuje zasadni pravidlo, a to dané potraviny pred samotnou konzumaci vzdy
radné umyt. Pri aplikaci postriku ze vzduchu na velké zemédélské oblasti, napriklad
u vinné révy, dochdazi Casto k riziku zaneseni fungicidli vétrem do mist, kde mohou
kontaminovat také vodni systém (Zubrod et al, 2019).

Fungicidni ptipravky vykazuji pomérné vysokou ucinnost a jejich sloZeni zasahuje
i do anorganickych sloucenin, kdy jde €asto o spojeni siry a médi (Petit et al,, 2012).
Prikladem mtize byt komerc¢né vyrabény pripravek cuproxat a kumulus pro ochranu
vinné révy, rajcat, jahod a dalSich plodin. Z anorganickych pripravki se lze setkat
i s takzvanou smési Bordeaux, jejiz hlavni slozkou je siran méd'naty. Smés vyuzivaji
plantaznici k ochrané palmy areky obecné (Mathew et al, 2015; Petit et al, 2012).

Mezi uc¢inné fungicidni organické latky se radi pripravky ziram, mancozeb, benomyl
ucinny pro predskliziiovou i poskliziiovou ochranu a fludioxonil, ktery se vyuziva
proti houbé Botrytis cinerea na vinné révé (Petit et al, 2012). Ze skupiny
organochloridi stoji za zminku chlorothalonil, tebuconazol a captan pisobici spiSe
Sirokospektralné proti houbovym patogentim (Petit et al, 2012; Raffa & Chiampo,
2021; Zubrod et al, 2019).

1.3.2 Chemicka ochrana proti bakterialnim patogenim

U¢innost chemickych pesticidi proti bakteriim je zaloZena pfevazné na dvou typech
inhibice. V pripadé baktericidnich latek dochazi k usmrceni velkého mnoZstvi
bakterii. Oproti tomu bakteriostatické 1atky se snazi zastavit dalsi riist bakterialnich
bunék, bakterie téZ usmrti, ale vtomto piipadé se nejedna o tak vysoké procento,
jako tomu je latek baktericidnich (Pankey & Sabath, 2004; Raffa & Chiampo, 2021).
V porovnani s fungicidy neni rozmanitost téchto chemickych pesticidi natolik
markantni, a tak na bakterie casto pouzivaji zemédélci fungicidni chemické
pripravky (Zubrod et al, 2019).
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Z prikladli onemocnéni zplisobenych bakteriemi lze jmenovat strupovitost
brambor, za kterou je zodpovédna bakterie rodu Streptomyces. Proti této chorobé
zemédélci nejcastéji bojuji aplikaci anorganickych pesticidi obsahujici chlornan
sodny, roztoky kyseliny chlorovodikové, nebo vyuziji pomoci skrz zminéné
fungicidy, kterymi je mancozeb ¢i fludixonil (Pu et al, 2022).

1.3.3 Dopady chemické ochrany

Chemicky pesticid je sice dobry sluha, ale zly pan, proto by se s jeho mnoZstvim
a aplikaci mélo zachazet vidy sco nejvétsi opatrnosti. I prestoZe je konkrétni
pesticid aplikovan na danou rostlinu, vétSina z této aplikované latky konci v okoli
rostliny, zvelké c¢asti vpidé, kde zvladne zabit uZitetné mikroorganismy
napomahajici dané rostliné (Damalas & Eleftherohorinos, 2011; Rajmohan et al,
2020). V ptidé se mohou latky ukladat, dostavat se do podzemnich vod, ale mohou i
putovat a koncit v povrchovych vodnich systémech predstavujici feky a jezera
(Aktar et al, 2009).

Intoxikace povrchové vody zapfriCini i styl aplikace, jako byvaji letecké postriky na
velkych zemédélskych oblastech. V téchto ptipadech jde predevsim o problém, Ze se
plochy ¢asto nadmérné zavlazuji. Plida tak velké mnozstvi vody nedokaze pojmout,
¢imzZ pak dochazi k jejimu odtoku z oblasti (Carvalho, 2017; Tudi et al, 2021).

Ke kontaminaci vzduchu dochazi pouzitim postrikd na zptisob sprejii, diky cemuZ se
do ovzdusi rozsiri drobné kapky, které jsou nasledné unaseny vétrem (Carvalho,
2017; Rajmohan et al, 2020). U vétSiny pesticidii hraje roli téz jejich tékavost. Ta
zapricinuje unik latek do ovzdusi a jejich nasledny transport do oblasti, kde mohou
zpétné tyto latky kondenzovat a kontaminovat zdroje sladkych vod, jako tomu je
v Severni Americe u Velkych jezer (Carvalho, 2017; Li & Jin, 2013). Prenos
chemického pesticidu umocni aktualni pocasi - vitr, dést’ a teplota, ktera zaroven
dokaZe napomoci rychlejsi degradaci latek v pesticidu (Tudi et al, 2021).

Pravé degradace pesticidii je nékdy zalezitosti par hodin, ale miiZe trvat i fadu let.
Nejcastéji k tomuto jevu dochazi pomoci mikroorganismii (pomoci hub a bakterii),
riznych chemickych reakci probihajicich v ptidé nebo za pomoci slune¢ného zarent,
jehoz degradace se projevuje predevsim u insekticidli (Raffa & Chiampo, 2021; Tudi
etal, 2021).

Pouzivani chemickych pesticidii prochazi velmi diraznou kontrolou z hlediska
jejich toxicity viici zivotnimu prostiedi, zptisobu nakladani s vytvorenym odpadem,
ale i z hlediska dopadu na necilové organismy vcéetné samotného ¢lovéka. Pesticidy
nepredstavuji vSak riziko pouze pro pevninu, jelikoz existuji zaznamy o jejich
Skodlivém uc¢inku na kordlové utesy v morich (Carvalho, 2017; Damalas
& Eleftherohorinos, 2011; Rajmohan et al, 2020).
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1.4 Biologicka ochrana rostlin pomoci mikroorganismii

Se zvySovanim vynost zemédélskych plodin na této planeté postupné prevlada
nazor k ochrané korespondujici s Zivotnim prostfedim a zdravim vSech organismi.
Diky tomu byla vytvorena Setrnéjsi metoda ochrany spojena s vyuzitim prirodnich
zdroji (Buttimer et al, 2017; Montesinos, 2003). Tyto zdroje neptedstavuji jen
vSudypiitomné mikroorganismy, ale jejich vyznamny dc¢inek miiZe sniZit dopad
chemickych latek na zemédélské plochy.

Za ty nejvyznamné;jsi predstavitele biologické ochrany z fad mikroorganismi stoji
za zminku nékteré bakterie z rodu Bacillus (jako nap¥t. B. velezensis, B. thuringiensis,
B. subtilis), dale vybrani zastupci rodu Pseudomonas (P. fluorescens, P. putida), ale
fadi se sem i houba Trichoderma harzianum nebo Beauveria bassiana (Chowdhury
et al, 2015; Kowalska et al., 2020; Oliver et al., 2019).

1.4.1 Strategie biologické ochrany mikroorganismy

Nejcastéji se hovoii o mechanismech ucinku piisobeni sekundarnich metaboliti,
které miiZe vést k antagonistickému efektu (Kowalska et al, 2020). Zminéna Gc¢inna
houba Trichoderma harzianum bojuje proti fytopatogennim houbam na rostlinach
pomoci latek zvanych peptaiboly, které uméji potlacit kliceni patogennich spor
azpomali rist hyf u patogeni Botrytis cinerea ¢i Phytopthora parasitica. Dale
produkuje riizné steroidy, laktony a jiné latky schopné inhibice (Khan et al, 2020;
Kowalska et al,, 2020).

U zastupce Beauveria bassiana doSlo také ke zjiSténi, Ze kromé entomopatogenni
funkce napomaha nékterym rostlindm proti patogenu Verticillium dahliae. Dokonce
zvétrava i horniny, ¢imz prispiva rostlindm k prijmu Zeleza v ptidach bohatych
hlavné na vapnik (Kowalska et al, 2020; Sanchez-Rodriguez et al,, 2018).

Bakterie rodu Bacillus se netaji produkci sekundarnich metaboliti typu lipopeptid
surfaktin ¢i bakteriociny majici antimikrobialni aktivitu proti bakteriim Ralstonia
solanacearum, Erwinia maylovora a jinych zastupcti (Chowdhury et al, 2015; Fan
et al, 2018; Kowalska et al, 2020). Z tohoto rodu se vyznacuji i nékteré (B. velezensis
FZB42) se schopnosti potlaceni houbovych $kiidct jako Fusarium graminearum
(Fan et al, 2018). Kromé vyznamného inhibi¢niho tucinku vic¢i patogentim
napomaha rod Bacillus i s riistem rostliny produkci riistovych hormont. Diky této
schopnosti si ziskaly ohlas u zemédélct (Fan et al.,, 2018; Kowalska et al,, 2020).

Velmi dtleZitou roli hraje téZ produkce sekundarnich latek siderofora vyskytujicich
se napriklad u bakterii rodu Pseudomonas nebo i u rodu Bacillus (Khan et al, 2022;
Oliver et al, 2019). Mikroorganismus produkuje molekuly se schopnosti vazat
zelezo ve formé Fe3+ z pidy, které nasledné vstieba pro svou vlastni vyzivu (Arya
et al, 2018; Buyer et al, 1990).
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Nékteré bakterialni siderofory maji vyssi afinitu k Zelezu nez houbové patogeny na
& Bashan, 1997). Timto procesem zajiStuje biologickou ochranu rostlin bakterie
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ¢i Bacillus subtilis, ktery se podili na
inhibici vadnuti zptisobeného houbou rodu Fusarium (Arya et al,, 2018; Khan et al,
2022; Kowalska et al, 2020). Mimo jiZ zminéné mechanismy ucinku biologické
ochrany mikroorganismi se uvadi také produkce lytickych enzymii ¢i pouhé fyzické
zabrani niky (Khan et al, 2022; Oliver et al, 2019).

1.4.2 Biologicka ochrana v praxi

Vétsina svétové populace tihne k udrzitelnému zemédélstvi, a proto se spolecnost
snazi vyhovét aktudlnim trendim. Proces vyroby biopesticidi Setrnych
vlci zivotnimu prostiedi je c¢asto béh na dlouhou trat. Potencionalni
mikroorganismy schopné biologické ochrany se museji otestovat vici vice
patogentim pro zjisténi jejich spektra ucinnosti (Montesinos, 2003). Mechanismy
plisobeni, nizka toxicita sekundarnich latek, ale také snasenlivost na pesticidy hraji
vyznamnou roli pti vybéru mikroorganismu davajici vznik komer¢nim biologickych
pesticidiim (Kowalska et al, 2020; Montesinos, 2003).

Pii jejich pripravé se nesmi opomenout takzvany nosic, ktery vytvari danému
mikroorganismu ty nejlep$i podminky pro jeho preziti pred samotnou aplikaci
(Malusa et al, 2012). Podle pouzitého materidlu je 1ze délit na suché vyuZzivajici
napiiklad raselinu, jil, ale i tfeba perlit, nebo kapalné, které maji casto zaklad
v raznych suspenzich s olejem a vodou. Nékteré praskové biopesticidy se mohou
rozmichavat v kapaliné, a ta se poté aplikuje dle potreby za vhodného pocasi
(Kowalska et al,, 2020; Malusa et al,, 2012).

V ramci Evropské unie existuje databaze povolenych pesticidii, kde mimo jiné jsou
uvedeny i ty, jeZ maji aktivni sloZku mikroorganismus (Kowalska et al, 2020; Oliver
et al, 2019). Jednim z nich je pripravek SERENADE® ASO, jehoZ ticinnou latku tvori
Bacillus amyloliquefaciens QST 713 (Fan et al, 2018). Z komerc¢né vyrabénych
biologicky Setrnych ptipravkl se pouziva také tekuty pripravek PROMETHEUS®
s bioaktivni bakterii rodu Pseudomonas nebo HIRUNDO® obsahujici bakterie rodu
Bacillus se schopnosti inhibovat rist houbovych patogenii jako je Sclerotinia
sclerotiorum (Novotny & Neuwirthovd, 2014).
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2 METODIKA

2.1 Mikroorganismus

2.1.1 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici CBS KNAW 123 668 (FOL)

Houba byla ziskdna z nizozemské sbirky (CBS - KNAW, Nizozemsko). Jedna se
o ptidni patogen, ktery napada rajce jedlé (Solanum lycopersicum) péstované
v teplych podminkach (ve sklenicich, ale i na polich) v jeho optimalni teploté 28 °C
(Nirmaladevi et al, 2016). Po proniknuti pres rhizodermis rostliny pronika patogen
do xylému, kde zacne tvorit mycelium. U rajcat predevsim zamezi prisun vody, coz
ma za nasledek Zloutnuti listli a jejich nasledné uvadani (McGovern, 2015; Srinivas
etal, 2019).

Houba je schopna tvorit celkem tfi typy spor, a to makrokonidie, mikrokonidie
a chlamydospory. Nejcastéji se vyskytuji makrokonidie se tremi piepazkami, které
jsou na koncich do Spicky. MenSimi sporami jsou mikrokonidie elipsoidniho tvaru
nejcastéji bez prepazek, které napomahaji tvorbé mycelia ve xylému horni casti
rostliny (Nirmaladevi et al,, 2016). Posledni typ spor se jevi jako spici, které cekaji
na vyskyt hostitele (Srinivas et al,, 2019).

Mycelium na Petriho miskach s PDA médiem vypada po okrajich ridce s bélavym
pigmentem, ktery se smérem ke stifedu mycelia méni ve staroriizovou barvu
eskalujici casto do odstint fialové. Na Sikmych agarech s PDA médiem se pigment
mycelia projevuje od dna zkumavky sytou ¢ervenortzovou barvou, ktera se smérem
k hrdlu zkumavky méni na fialovou.

2.1.2 Bacillus velezensis FZB42 (DSM 23117)

Byl ziskdn znémecké sbirky mikroorganismi a bunécénych kultur (DSMZ,
Braunschweig, Némecko). Tato grampozitivni bakterie (difive oznaCovana jako
B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42) ma podobu tycinek vyskytujicich se
samostatné ¢i vdrobnych skupinach (Macha et al, 2021). Bakterii vyhovuji
podminky od 15 °C do 45 °C (Ruiz-Garcia et al, 2005).

Jsou schopné produkovat latky fungujici antimikrobialné, a tim tak biologicky
chranit rostlinu proti houbovym i bakteridlnim patogeniim. Jeji prvni izolace
probéhla z feky Vélez ve Spanélsku (Ruiz-Garcia et al, 2005). Monokolonie této
bakterie vykazuje na LB médiu perlové bilou barvou s vinénym okrajem.
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2.1.3 Bacillus subtilis CCM 2217

Bakterie byla ziskana z ¢eské sbirky mikroorganismii (CCM, Ceska republika). Jeji
vyskyt je nejcastéji situovan v blizkosti korent rostlin v ptidé (Earl et al, 2008).
U této grampozitivni bakterie schopné vytvaret endospory byla zjisténa podpora
ristu samotné rostliny a zaroven jeji biologicka ochrana vyuzivana v zemédélském
primyslu (Nagoérska et al, 2007; Stein, 2005).

Druh B. subtilis je schopen inhibovat rist vice neZ dvéma desitkdm fytopatogeniim
zfad hub i bakterii, a to za produkce antimikrobialnich latek jako je naptiklad
surfaktin nebo pro priklad iturin (Nagérska et al,, 2007; Stein, 2005). Svétle Zlutobila
monokolonie tvori na LB médiu roztrepeny okraj.

2.1.4 Pseudomonas fluorescens ATCC 13525

Bakteridlni kmen byl ziskdn ze sbirky mikroorganismii American type culture
collection (ATCC, Manassas, Virginia, USA). Jde o gramnegativni aerobni bakterii ve
tvaru tycCinek, ktera velmi dobte roste v optimalni teploté 25-30 °C (Kahli et al,
2022; Scales et al., 2014). Vyskyt je pro tento typ situovan v ptidé, kde je v blizkosti
kofenli rostlin. Zarovenn napomahd i jejich ochrané proti fytopatogentim diky
produkci Siroké skaly sekundarnich metabolitd (Arya et al, 2018; Scales et al,
2014).

Bakterie produkuje siderofory schopné vychytavat Zelezo v rhizosfére, o které
soutézi naptiklad i fytopatogenni houby (Glick & Bashan, 1997; Whipps, 2001).
Pigment fluorescein vylu¢ovany bakterii ma charakteristické fluorescencni
vlastnosti pod UV svétlem (Arya et al, 2018; Glick & Bashan, 1997). Monokolonie
sdrobné zvinénym okrajem ma na LB médiu matné bilou barvu s drobnym
zelenavym nadechem.

2.2 Materialy

2.2.1 Kultiva¢ni média

VSechna kultiva¢ni média a roztoky byly sterilizovany v autoklavu po dobu 15 minut
pti 121 °C. Laboratorni sklo a plastovy material prosly sterilizaci 8 hodin p¥i 100 °C.

Potato dextrose agar (PDA médium)

Bramborova infuse 200 g1
Glukoza 20 g1t
Agar 15gl1

Do 1 000 ml destilované vody bylo pridano 39 g pripravené smési a sterilizovano.
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Bushnell Haas Broth médium (BH médium)

KH2PO4 1glt

K2HPO4 1glt

NH4NOs3 1glt

MgSO04 - 7 H20 0,2gl?

CaClz - 2H20 0,02 gl1

FeCls - 6H20 8 uM /200 uM

Navazené slozky byly pridany do 1 000 ml destilované vody pro tvorbu média.
V zavislosti na koncentraci bylo pridavano Zelezo v mnozstvi 0,002 g.I'1 (8 uM Fe3+)
¢i 0,05 g.I1 (200 uM Fe3+). Pro pevna média byl pridan jesté agar (20 g.1'1).

Pro rist obou mikroorganismt bylo pouzito BH médium, do kterého byla po
sterilizaci pridana glukéza (5 g.I'1) a smés aminokyselin (5 g.l-1) - Casamino acids
(Difco) jako zdroje uhliku a energie (BHAK médium).

Komplexni Luria - Broth médium (LB médium)

Trypton 10g
Yeast extrakt 5g
NaCl 10g

Jednotlivé navazené slozky byly rozpustény v 1 000 ml destilované vody a pH
upraveno na hodnotu 7,2 pomoci 40% roztoku NaOH a laboratorniho pH metru. Pro
pripravu pevné piidy k médiu pred sterilizaci bylo pridano 18 g agaru na litr média.
Po ochlazeni agarové plidy na teplotu kolem 50 °C bylo médium rozlito do
pripravenych sterilnich Petriho misek.

Malt Extract Broth médium (MEB médium)

Sladovy extrakt 17g
Mykologicky pepton 5g

NavaZzené mnozstvi bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a ndasledné
ponechano 15 minut v klidu pro nabobtnani a standartné sterilizovano v autoklavu.

2.2.2 Roztoky
Fyziologicky roztok
NaCl 9g.I"" (H20)

Roztok byl pripraven smichanim navaZeného chloridu sodného s destilovanou
vodou a nasledné sterilizovano.

-23 -



PBS - TWEEN ® 80

PBS pufr (0,1 M, pH 7.0) 10 ml
TWEEN® 80 10 pl

Roztok byl pripraven smichdnim PBS pufru (WWR) se smacedlem TWEEN® 80
(Sigma). Nasledné byla smés zvortexovana a prenaSena na Sikmé agary pro sbér
konidii.

Tris - Glycerol

Glycerol 40% (v/v)
Tris - HCI 25 mM
MgS04 - 7 H20 1M

Roztok byl pripraven smichanim vsSech slozek a jeho pH bylo upraveno na 7,5
a sterilizovan.

2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Kratkodobé uchovavani kultur na pevnych médiich

Bakterialni kmeny

Pro pozorovani cerstvého materidlu vybranych mikroorganismi bylo zapottebi
kultury kultivovat na Petriho miskach s prislusSnym médiem obohacenym o agar.
Jako vychozi kultura byla pouzita kryokonzerva uchovavana v -80 °C. Sterilné byla
prenesena cast kultury pomoci kiiZového roztéru na pevné medium, pro ovéreni
Cistoty a dosazeni vétSitho ndrustu biomasy. Misky s bakteridlni kulturou byly
inkubovany pfri teploté 28 °C po dobu 24 hodin.

Houbové kmeny

Pri inokulaci houbového patogenu se pouZila metoda preneseni malého Ctverce
agaru (rozmér 0,5 cm) snarostlym myceliem zjedné misky do nové sterilné
pripravené. Misky byly nasledné kultivovany pii 28 °C po dobu 3 dnd.

Dal$i metodou pro kultivaci houbového kmene a jeho pozorovani byl pouZit Sikmy
agar. Do sterilnich zkumavek bylo nalito PDA médium do priblizné vysky 3 cm.
Nasledné se hrdla zkumavek oZehla pomoci kahanu a zazatkovala. Zkumavky byly
opatrné poloZeny na sklenénou tycCinku pro docileni Sikmé pldy a ponechany
ztuhnout. Nasledné byl proveden jednoduchy roztér kultury sterilni klickou po celé
délce agaru. Kultura byla inkubovana pfti teploté 28 °C po dobu 3 dn.
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2.3.2 Priprava konzerv bakterialnich a houbovych kultur

K dlouhodobému uchovavani bakteridlnich kultur nejsou pevné misky ani Sikmé
agary nejvhodnéjsi. Z tohoto dlivodu byly pripraveny takzvané kryokonzervy, které
byly pouZity pro dalsi experimenty. Pro pripravu bakteridlni konzervy bylo pouZito
stejné mnozstvi Tris/glycerolu a bakterialni kultury z narostlého inokula v tekutém
médiu, tedy vzdy v poméru 1:1. Nasledné byla smés v Kkryozkumavce
homogenizovana, popsana a uchovana v -80 °C.

U pripravy konzerv s houbovym patogenem rodu Fusarium byly pouzity jeho
konidie. Pro jejich ziskani se odebralo houbové mycelium, které rostlo na Sikmém
agaru po dobu 3 dnt pii teploté 28 °C. Pro ziskani konidii bylo vyuzito roztoku
sloZzeného z PBS pufrua TWEENS8O0. Do zkumavky se Sikmym agarem byly nality 2 ml
tohoto roztoku a nasledné jemnymi tahy jednorazovou bakteriologickou klickou
stahovany konidie z mycelia do roztoku. Tekutina s konidiemi byla prefiltrovana
pres sterilni filtr typu Syringe Strainer (firma) o velikosti 15 um za pomoci injekéni
stiikacky kvytvoreni podtlaku. Prefiltrovana tekutina byla smichana
s Tris/glycerolem v poméru 1:1 na tvorbu konzervy pro dlouhodobé uchovani
a opét prenesena do -80 °C.

2.3.3 Priprava inokula houbové kultury

Z narostlé Petriho misky s houbovym myceliem byly odebrany 3 ctverce agaru
(rozmér 0,5 cm). Do tekutého MEB média byly tyto ctverce vloZeny, a poté
kultivovany po dobu 26 hodin pfi 28 °C a 190 rpm. Za pomoci Ultra-turrax
homogenizatoru bylo narostlé mycelium vpodobé pelet 30 sekund
homogenizovano. Takto pripravené inokulum bylo pouZito pro dal$i experimenty.

2.3.4 Kultivace houbové kultury v tekutém médiu

Rist houbové kultury pro dalsi experimenty byl sledovan v ptripraveném tekutém
komplexnim médiu. Pro houbovou kulturu bylo vybrano médium MEB. Inokulac¢ni
kultura byla pripravena postupem vysvétlenym vysSe. Nasledné byl do 500 ml banék
doplnénych 100 ml MEB média ptridan 1 ml pripraveného inokula. Uzaviena barka
byla kultivovana pti 28 °C a 190 rpm a v priibéhu jejiho ristu byly sledovany
v pravidelnych casovych intervalech (8., 20. a 26. hodin) ristové a fyzikalni
parametry (cdw, pH). Ristova kinetika pro dané casové tuseky se mérila ve trech
paralelach. V pripadé optimalizovaného BH média s 8 pM Fe3+, doplnéném gluké6zou
(5 gI1) a smés aminokyselin (5 g.I'1) jako zdroje uhliku (BHAK), byla kultivace
provadéna obdobnym zplisobem.
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2.3.5 Kultivace bakterialni kultury v tekutém médiu

Pro pripravu bakterialniho inokula bylo 100 ml LB média zaoCkovano kulturou
z glycerinové konzervy. Po 24 h riistu pti 28 °C a 190 rpm byla tato kultura pouZzita
jako inokulum pro vlastni rlstovy experiment. Na 100 ml sterilniho
tekutého komplexniho LB média a optimalizovaného BHAK média bylo zaockovano
1 ml narostlé bakterialni kultury.

V pripadé kultivace na optimalizovaném BHAK médiu byla pouzita kultura ziskana
centrifugaci (6 min, 6 000 rpm a 21 °C) z10 ml LB média a promytim 10 ml
fyziologického roztoku pro odstranéni zbytk(i bohatého média. Cely experiment
probihal ve trech paralelach. Kultivace probihala pri 28 °C v orbitalnim inkubatoru
pii 190 rpm. V pribéhu ristu byly odebirany vzorky pro stanoveni optické denzity
(OD) pri 600 nm, pH a koncentrace Zivotaschopnych bunék (KT]/ml). Zaroven
v pripadé optimalizovaného BHAK média byla stanovena koncentrace zbytkové
glukézy jako zdroje uhliku.

2.3.6 Interakce na pevném médiu

Pri zjiStovani plsobeni antagonisty bakteridlniho kmene na patogena rodu
Fusarium na pevném mediu BHAK bylo zapotiebi rozdélit Petriho misku na dvé
stejné poloviny. Na vhodny typ média byla nanesena po celé poloviné vybrana
bakteriadlni kultura za pomoci bakteriologické klicky, ktera nesla inokulum dané
bakterie. Na druhou polovinu Petriho misky bylo naneseno mycelium houbového
patogenu. Inkubace probihala po dobu 7 dni do doby vytvoteni inhibi¢ni zény
antagonistou.

2.3.7 Stanoveni suché biomasy houbové kultury

Po kultivaci houbového kmene byla pouzita kultiva¢ni kapalina, ktera byla
prefiltrovana pomoci aparatury s vyvévou. Mokry filtrat zachyceny na filtra¢nim
papife byl zvaZen a nasledné vysuSen v laboratorni susarné do konstantni vahy.
Sucha hmota mycelia byla vypoctena jako rozdil mezi mokrou a suchou vahou.

2.3.8 Stanoveni glukézy v médiu

Ke zjisténi ubytku glukézy jako zdroje cukru v tekutém optimalizovaném BHAK
meédiu byla pouZita souprava ¢inidel od spolecnosti BIOLATEST - GLUKOSA GOD
1500 (GLU GOD 6x250). Nejprve bylo zapotiebi pripravit pracovni roztok, ktery se
sklada zcinidla 1 obsahujici enzymy (peroxidaza, 4-aminoantipyrin,
gluk6zaoxidaza) a z ¢inidla 2 obsahujici pufr - chromogen (fosfore¢nanovy pufr,
3- methyl-fenol) smichané v destilované vodé dle navodu.
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Pfed samotnym stanoveni vlastnich vzorkii byla pripravena kalibra¢ni tada
s 6 riznymi koncentracemi glukézy (mmol/1). Ta poslouzila pro vysledny prepocet
stanovenych hodnot u vlastnich vzorkd.

Ve zkumavkach byl smichan vzdy pracovni roztok s kalibra¢nimi vzorky, vzorky
supernatantu kultury i kontrolnim vzorkem v poméru 100+1, v tomto pripadé 1 ml
pracovniho roztoku a 10 pl vzorku. Kontrolni roztok obsahoval destilovanou vodu.
Vzorky supernatantli kultur ztekutého optimalizovaného BHAK média byly
pripraveny oddélenim peletu centrifugaci 0,5 ml vzorku (3 minuty, 6 000 rpm, 24
°C). Inkubace probéhla po dobu 15 minut pti 37 °C bez primého kontaktu se svétlem,
a pak byla mérena jejich absorbance pti vinové délce 540 nm do 40 minut.

2.3.9 Stanoveni Zzivotaschopnosti bunék

V pribéhu ristové Kinetiky bakteridlniho kmene bylo zaznamenavano KTJ/ml
(kolonie tvorici jednotky), diky cemuz se zjiStovalo mnoZstvi Zivotaschopnych
kolonii pomoci vysevu na Petriho misku s pevnym médiem LB. Spravny pocet
kolonii na misce pohybujici se vrozmezi od 30 do 300 bylo treba ziskat pomoci
takzvaného desitkového redéni fyziologickym roztokem.

Suspenze bunék byla vzdy fedéna na 10x niZsi koncentraci Cistym fyziologickym
roztokem ve stanoveném pomeéru (0,9 ml fyziologického roztoku a 0,1 ml kultury).
Na pevné médium pak bylo naneseno 0,1 ml fedéné suspenze nejméné ze tii redéni
a rozetieno mikrobiologickou hokejkou. Misky byly inkubovany pti 28 °C 24 hodin,
kde bylo nasledné spocitdno mnozstvi kolonii. KT]/ml kultury bylo vypocteno
vynasobenim poctu kolonif prislusnym redénim.

2.3.10 Stanoveni koncentrace bunék

Za pomoci spektrofotometru byla méfena hustota bakteriadlni kultury pfi vilnové
délce 600 nm. Vzorek byl stanovovan proti blanku (médium nebo redéné médium)
v plastovych kyvetach (d=1 cm) o objemu 1,5 ml. Hodnoty optické denzity se pro
spravnost pristroje museji pohybovat v rozmezi od hodnot 0,1-0,6, proto bylo nutné
vzorky kultury patfi¢né redit.
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2.3.11 Vypocet a grafické znazornéni ristovych parametri

Pro grafické znazornéni zvétSovani mnozstvi biomasy bakterialni kultury byl
vynesen graf zavislosti ODeoo na ¢ase. K dal$im charakteristickym vlastnostem riistu
bylo pottfeba vynést graficka zavislost 1og20D na Case. Pro zjisténi dané smérnice
primky po tomto grafickém vyneseni byla pouZita rovnice:

y=k-x+q

Pri zjiStovani poCtu generaci za ¢asovou jednotku je smérnice pfimky z vyneseni,,c*:

c=k[h1]

Rychlost mnozeni bakterii byla ziskana vypoctem specifické rlistové rychlosti ,u“:

w=c-ln 2 [h1]

Pro zjisténi doby zdvojeni biomasy , T“ byl vyuzit vztah:

T =(c1)-60 [min]
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2.4 Pristrojova technika

Pristroj Nazev Vyrobce Zemé pavodu
Trepany inkubator ISS-7100R Jeio Tech Korejska republika
UV/VIS spektrofotometr UV -1601 Shimadzu Japonsko
Mikroskop LABOVAL 3 Kodak USA

Centrifuga Centrifuge 5804R Eppendorf Némecko
Vortex VORTEX GENIUS 3 IKA Némecko
Michacka RH basic 2 IKA Némecko
Susicka HS122A BMT Ceska republika
Flowbox BIO 96 Labox Ceska republika
pH metr pH 340 WTW Némecko

Vahy AJ-2200CE VIBRA Japonsko
Homogenizator IKATP18/10 ULTRA-TURRAX Némecko
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3 VYSLEDKY

3.1 Vybér kultivacniho média

Na samotném pocatku prace byly vybrany tfi rtizné sbirkové bakterie, u kterych byla
popsana schopnost inhibovat riist nezadoucich fytopatogennich mikroorganismi.
Konkrétné se jednalo o B. velezensis FZB42 (DSM 23117), dale B. subtilis CCM 2217
a P. fluorescens ATCC 13525. Pro tyto tfi bakterie a zaroven pro sbirkovou patogenni
houbu F. oxysporum f. sp. lycopersici 123 668 bylo nutné vybrat spole¢né kultiva¢ni
médium, jeZ by bylo vhodné pro sledovani vzajemnych interakci. Dale bylo také
zapotiebi zjistit kvalitu ristu a Cistotu jednotlivych kment.

Z pevnych médii pro testovani rlstu bylo vybrano LB a PDA médium, ktera
predstavuji komplexni bohaté médium. BH médium s 8 a 200 uM Zelezem je
minimalni definované médium, kde zdrojem uhliku a energie je glukéza. Kazdy ze
Ctyl mikroorganismi na Ctyiech typech médiich byl kultivovan pti 28 °C. Jejich riist
byl pozorovan po dobu tii dni.

Z hlediska rychlého mnoZeni se vybranym bakteriim darilo nejlépe na LB médiu, kde
po 24 hodinach byl narist jiZ okem patrny. Na tomto médiu dobfte rostla i houba
Fusarium, ktera dokazala po 72 hodinach vytvorit z mista ¢tverce silnou bélavou sit
mycelia v priméru 6 cm (Obr. ¢. 1).

Obr. ¢. 1: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, pevné LB médium, 72 hodin, 28 °C
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Na PDA médiu tvorila patogenni houba po tfech dnech bohaté mycelium s vyrazné
nartzovélym pigmentem (Obr. ¢. 2). Bakterie vykazovaly znamky riistu na tomto
médiu jiz po 24 hodindach, ale oproti LB médiu byl nartist bakterii vyrazné mensi.

Obr. €. 2: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, pevné PDA médium, 72 hodin, 28 °C

Z hlediska BH médii bylo patrné, Ze riist vybranych bakterii i patogenni houby byl
pomalejsi. Kolonie obou bakterii rodu Bacillus a s nimi bakterie rodu Pseudomonas
vykazovaly znatelny nartst aZ po 48 hodinach od pocatku kultivace, a to jak na BH
médiu s nizkou, tak i s vysokou koncentraci Zeleza.

Pfi pohledu na houbu rodu Fusarium mycelium vykazovalo na povrchu bilé
zabarveni. Po tfech dnech kultivace dosahovala velikost mycelia v priméru 6,2 cm
u BH média s nizkou koncentraci Zeleza, s vysokou koncentraci ¢inil pramér 7 cm.

Vzhledem k podobné rychlosti ristu bakterii i houby na BH médiu bylo vybrano
pravé toto médium ke spole¢nym interakcim. OvSem pro zajisténi vétsi kompetice
o zdroj Zeleza bylo pouzito BH médium s jeho nizsi koncentraci (8 uM Fe3+). Pro
optimalizaci ristu bylo navic BH médium obohaceno jesté o glukézu (5 g.l-1) a smés
aminokyselin (Casamino acids - Difco) (5 g.1'1) jako zdroje uhliku (BHAK).

Pfi testovani rastu na optimalizovaném BHAK médiu projevovala bakterie
P. fluorescens drobny fluoreskujici charakter, a nasledné po 24 hodinach kultivace
pti 28 °C plné porostla Petriho misku, zbyvajici dvé bakterie na tom byly s rlistem
obdobné (Obr. ¢. 3).
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Z dtvodu lepsi manipulace s patogenem pii vzajemnych interakcich se vyuzivala
zhomogenizovana forma. Rlst houby Fusarium, které bylo na pevnou pldu
nanaseno homogenizované, po 72 hodinach dosahl viditelného nariistu a projevil se
myceliem bilé barvy (Obr. ¢. 3).

Obr. €. 3: Testovani riistu na optimalizovaném BHAK médiu, 28 °C, 72 hodin
a) P. fluorescens b) B. velezensis c) B. subtilis d) Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

3.2 Interakcni testy na vybraném pevném médiu

Na Petriho miskach s optimalizovanym BHAK médiem obsahujici 8 uM Zelezo byly
provadény interakce vybranych tri bakterii proti patogenni houbé. Kultivace
probihala pfi teploté 28 °C po dobu 72 hodin.

Pro lepsi zachyceni inhibi¢ni z6ny byla miska pomyslné rozdélena na dvé poloviny,
kde na jednu polovinu byl rozetfen patogen a proti nému jeho bakteriadlni
antagonista. Jako kontrolni vzorek byl sledovan riist mycelia u patogenni houby
Fusarium. Ta byla nanesena po poloviné Petriho misky s pevnym BHAK médiem
(Obr. ¢. 4).
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Obr. ¢. 4: Vpravo nanesené Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici na
optimalizovaném BHAK médiu, 72 hodin, 28 °C

Pti interakci houby a antagonistické bakterie B. subtilis CCM 2217 se v oblasti zony
interakce tvorilo velmi slabé mycelium houby. Lze pozorovat viditelny tlak
antagonistické bakterie na houbu, jejiz bilé shluky mycelia jsou zatlaceny az
k samotnému okraji Petriho misky, ¢imz byla dokazana inhibi¢ni vlastnost této
bakterie (Obr. ¢. 5).

Obr. ¢. 5: Vlevo B. subtilis a vpravo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici na
optimalizovaném BHAK médiu, 72 hodin, 28 °C
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V pripadé ptsobeni bakterie B. velezensis DSM 23117 proti patogenu Fusarium
nebyl na Petriho misce vidét dostatecny inhibic¢ni efekt. Fusarium tvorilo mycelium
do shluki i v oblasti interakéni zény mezi obéma mikroorganismy. Do interakéni
z6ny mycelium zasahovalo i v pripadé vyskytu bakterie, ktera sviij rist v této oblasti
nemeéla natolik vyrazny (Obr. C. 6).

Obr. ¢. 6: Vlevo B. velezensis a vpravo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici na
optimalizovaném BHAK médiu, 72 hodin, 28 °C

Nejvétsi antagonisticky dcinek oproti patogenu Fusarium byl pozorovan u bakterie
P. fluorescens ATCC 13525. V misté kontaktu téchto dvou mikroorganisml byla
patrna inhibi¢ni zéna o velikosti 0,2 cm bez pritomnosti mycelia houbového
patogena. Opét jako v pripadé B. subtilis byl rist mycelia zatlacen az k okraji Petriho
misky (Obr. ¢. 7).

Po porovnani tii interakci bylo vyhodnoceno, Ze pro dalsi inhibi¢ni experimenty
proti Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici se nejlépe osvédcila bakterie
P. fluorescens ATCC 13525.
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Obr. ¢. 7: Vlevo P. fluorescens a vpravo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici na
optimalizovaném BHAK médiu, 72 hodin, 28 °C

3.3 Ristové parametry v tekutych médiich

Vedle inhibi¢nich testi na pevnych médiich bylo nutné zjistit riistové vlastnosti
mikroorganismi v tekutych médiich, aby bylo mozné nasledné pristoupit ke studiu
mikrobidlnich interakci v submerzni kultivaci. Houbovy patogen byl kultivovan
v komplexnim MEB médiu a optimalizovaném BHAK médiu s 8 pM Zelezem,
glukézou a smési aminokyselin. U bakterie byla rlistova kinetika sledovana na
stejném interakénim BHAK médiu, ale zaroven i na komplexnim tekutém LB médiu.
Ristova kinetika u obou mikroorganismii probihala ve tiech paralelach.

3.3.1 Rust Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici v MEB médiu

Narostla zhomogenizovana kultura houbového patogenu v MEB médiu (26 hodin,
28 °C, 190 rpm a pH 5,2) byla vyuzita pro pripravu 1% inokula. Vlastni ristovy
experiment nasledné probihal v komplexnim MEB médiu po dobu 26 hodin pfi
teploté 28 °Ca 190 rpm.

0d zacatku experimentu se v tekutém MEB médiu po 4 hodinach zacaly tvorit dobre
viditelné pelety mycelia. Biomasa s postupem casu rostla a tvorila neuspoiadané
vlaknité mycelium, které ulpivalo na povrchu barky. Pro ziskani veSkeré biomasy
byl cely objem kultury z banky filtrovan pres filtra¢ni papir, a ndsledné promyt
50 ml destilované vody. Ziskana biomasa byla vyuzita pro stanoveni suché
hmotnosti.
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Pri méreni pH kultury dochazelo postupné k jejimu sniZovani, kdy v osmé hodiné se
jednalo hodnotu pH 5,17 + 0,09, ktera klesla ve 26. hodiné hodnotu pH 4,49 + 0,23.
Hmotnosti vysuSenych filtratl byly zaneseny do grafu, kde je patrné zvySovani
hmotnosti biomasy v zavislosti na ¢ase (Obr. C. 8).
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Obr. ¢. 8: Ristova kinetika suSiny na tekutém MEB médiu patogenni houby
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

3.3.2 Rust Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici v optimalizovaném BHAK
médiu

Pro sledovani rlstu v optimalizovaném BHAK médiu s gluk6zou a smési
aminokyselin bylo médium inokulovano 1% homogenizovanym myceliem, které
bylo ziskano z kultury narostlé v MEB médiu. V tomto experimentu byla pozorovana
ristova Kinetika patogenni houby stanovenim suché hmotnosti vyprodukované
suSiny pti 28 °C, 190 rpm po dobu 48 hodin ve tfech paralelach. Pocate¢ni houbova
kultura, ze které se pripravovalo 1% inokulum, méla hodnotu pH 6,09.

0d pocatku experimentu bylo patrné, Ze nariist biomasy na optimalizovaném BHAK
médiu byl odliSny ve srovnani s MEB médiem. Pelety biomasy se zacaly tvorit
mnohem pozdéji aZ kolem 18. hodiny, coZ znamena delSi adaptaci bunék na
prostredi. Vzniklé pelety byly mnohem mensi velikosti neZ v kultiva¢nim
experimentu na MEB médiu.
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Pii méreni pH po 24. hodinach dosahovaly hodnoty 4,6 + 0,07. Ty se ke konci
experimentu dostaly na hodnotu 4,19 + 0,09. Hodnoty suché hmotnosti bunék
stoupaly v zavislosti na ¢ase pri kultivaci kmene v optimalizovaném BHAK médiu,
kdy po 48 hodinach kultura dosahla maximalni hodnoty 0,42 + 0,02, coz je
zaznamenano v grafu niZe (Obr. ¢. 9).
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Obr. ¢. 9: Ristova kinetika suSiny na optimalizovaném BHAK médiu patogenni
houby Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

3.3.3 Riist P. fluorescens ATCC 13525 v LB médiu

Pro pripravu inokula byl antagonisticky kmen P. fluorescens kultivovan v LB médiu
pti 28 °C a 190 rpm. Po 24 hodinach ristu ¢inila hodnota ODeoo kultury 6,88 s pH
7,25 a KTJ/ml kultury bylo stanoveno na 2:1011. Jeden ml této kultury byl pouZit pro
zaockovani 100 ml tekutého LB média. Kultivace pokracovala pri 28 °C se 190 rpm
ve trech paralelach. V pravidelnych ¢asovych intervalech byly odebirany vzorky pro
stanoveni OD, pH a KTJ/ml. Priibéh rastové krivky bakterie a jejich hodnot pH
zachycuje graf (Obr. ¢. 10).

V devaté hodiné bylo stanoveno mnoZstvi kolonii na 1,6-101! KT]/ml, pfi 26. hodiné
bylo vypocteno na 4-10° KT]/ml. Pomoci hodnot ODeoo ze tfech paralel bylo moZné
vypocitat, Ze bakterie ma v tomto LB médiu dobu zdvojeni 67,6 minut se specifickou
ristovou rychlosti 0,62 hl. Sucha hmotnost bunék P. fluorescens cCinila po
26 hodinach 1,34 g.l-1. Hodnoty se smérodatnymi odchylkami (SD) jsou zanesené
v tabulce (Tab. ¢. 1).
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Tab. ¢ 1: Rlstové parametry P. fluorescens v LB médiu asucha hmotnost po
26 hodinach kultivace se smérodatnymi odchylkami (SD)

T [min] +SD u [h1] +SD cdw [g.]'1] +SD
67,6 4,2 0,62 0,03 1,3 0,18
4,50 8,5
4,00 B I I T
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Obr. ¢. 10: Ristova kinetika a hodnoty pH u bakterie P. fluorescens ATCC 13525 v LB
médiu

3.3.4 Rust Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 v optimalizovaném BHAK
médiu

Pro sledovani ristu v optimalizovaném médiu bylo 100 ml BH média doplnéné
08 uM Fe3*, pridanou glukézu a smés aminokyselin 1% zaockovano kulturou
promytou fyziologickym roztokem v LB médiu, ktera je popsana v kapitole 3.3.3.
Postup promyvani je uveden v kapitole 2.3.5.

V pribéhu kultivace byly odebirany vzorky pro stanoveni OD, pH i KT]/ml.
V9. hodiné od pocatku kultivace KT]J/ml dosahovalo hodnoty 3-10°. Na konci
experimentu pri 26. hodiné byla tato hodnota o rad vyssi 1-1010. V grafickém
zobrazeni jsou znazornény hodnoty OD a pH béhem 26 hodin (Obr. ¢. 11).
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Z pribéhu ristové krivky jsou viditelné dvé faze ristové krivky, které znac¢i moznou
diauxii, ktera je zplisobena pritomnosti dvou zdroji uhliku v kultiva¢nim ristovém
médiu, z nichz jeden je pro bakterii snadnéji metabolizovan.

Preferovany cukr je spotfebovan jako prvni, coz vede k rychlému riistu, ke snizeni
pH, po némZ nasleduje kratka prechodova faze. Béhem této faze je aktivovan
bunécny aparat pouzivany k metabolizaci aminokyselin. Nasledné je metabolizovan
druhy zdroj uhliku predstavujici smés aminokyselin, jehoZ spotreba je
dokumentovana zvySenim hodnot pH (Obr. ¢. 11).

Prvni exponencidlni faze riistu je zaznamendna mezi 2. a 8. hodinou kultivace,
hodnoty rlstovych parametrii jsou nasledujici: doba zdvojeni 60 min a specificka
ristova rychlost 0,73 h-L. Druha faze riistu byla podle vypoctu rychlosti mnoZeni za
jednotku Casu stanovena na dobu od 10. do 16. hodiny, kde byla doba zdvojeni
vyrazné pomalejsi, a to 487,4 minut, coZ predstavuje zaokrouhlené 8 hodin. Sucha
hmotnost bunék P. fluorescens €inila po 26 hodinach experimentu ze tf{ paralel 1,6

+ 0,08 g.I'1, coZ predstavuje vys$si hodnotu oproti suché hmotnosti bunék v LB médiu.
Ristové parametry spolecné s hmotnosti susiny jsou dostupné v tabulce (Tab. ¢. 2).
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Obr. ¢. 11: Rastova kinetika a hodnoty pH u bakterie P. fluorescens ATCC 13525
v optimalizovaném BHAK médiu
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Tab. ¢. 2: Rlistové parametry P. fluorescens v optimalizovaném BHAK médiu a sucha
hmotnost po 26 hodinach kultivace se smérodatnymi odchylkami (SD)

T [min] *SD u [h-1] +SD cdw [g.1'1] +SD

I. (2.-8.h) 60,0 1,4 0,73 0,03

1,6 0,08
II. (10.-16.h) [ 487,4 19,2 0,09 0,01

3.3.5 Stanoveni ubytku glukdzy v optimalizovaném BHAK médiu

Kromeé méreni riistové kinetiky obou mikroorganismi byl stanovovan tibytek zdroje
uhliku v podobé pridané glukdézy (5 g.l!) do minimalniho BH média, které dale
obsahovalo i zminénou smés aminokyselin. Pro stanoveni jejtho mnozstvi béhem
ristu u obou antagonistli v tekutém médiu byly odebirany vzorky ze tii paralel a ty
dale méteny dle postupu uvedeného v kapitole 2.3.8.

Postupny ubytek glukézy béhem 26 hodiny kultivace u P. fluorescens byl
zaznamendan v grafu niZe (Obr. €. 12), kde béhem prvnich deviti hodin dochazelo
k rapidnimu sniZeni mnoZstvi a spotrebovani témér 70 % z celkového mnozZstvi
glukézy. V dalsi fazi riistu bakterie byl ubytek glukézy pomalejsi. Ve 24. hodiné €inila
hodnota zbytkové koncentrace glukozy jen 4 %.

Hodnoty zbytkové koncentrace gluk6zy u patogenni houby rodu Fusarium klesly po
24 hodinach ristu na optimalizovaném BHAK médiu na 2 %. Po nasledujicich 48
hodinach od pocatku kultivace byla tato procentualni hodnota glukézy jen 0,55 %.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

mnozstvi glukozy (%)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
cas (hodiny)

Obr. ¢. 12: Procentudlni dbytek glukézy u P. fluorescens v optimalizovaném BHAK
médiu
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4 DISKUZE

Zemédélstvi shodujici se zasadami kvalitniho Zivotniho prostiedi se v posledni dobé
stale inovuje. Chemické pesticidy se tak castéji nahrazuji alternativni Setrnou
formou. Proti chorobé na raj¢atech zptisobené houbou Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici se napriklad v druhé poloviné 20. stoleti az do roku 2014 ve Spojenych
statech americkych aktivné aplikoval chemicky fungicid methylbromid, ktery
s velikou ucinnosti potlacil tento patogen (Chitwood-Brown et al, 2021).

Proti houbé Fusarium se stale pouziva rada dalsich chemickych fungicidi, které ale
nejsou tak uc¢inné jako methylbromid. Neustdle je vsSak vidét snaha vytvorit
rezistentni odridy rajcat proti této chorobé ¢i snaha uvést na trh Setrnou ochranu
s podporou ristu rostliny pomoci mikroorganismi (Chitwood-Brown et al, 2021;
Ramamoorthy et al., 2002).

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda je moZné potlacit riist houbového patogenu
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici za pomoci vybranych bakteridlnich kmeni.
Vétsina studi (Elanchezhiyan et al, 2018; Sundaramoorthy & Balabaskar, 2013;
Vignesh et al, 2021) provadi interakce na PDA médiu, které je vyhodné predevsSim
pro kultivaci plisni. V ramci této prace bylo optimalizovano definované BH médium
s 8 uM Fe3+, glukézou (5 g.1'1) a smési aminokyselin (5 g.1-1) jako zdroje uhliku.

Jak jiZ bylo zminéno v kapitole 2.1, vSechny tfi bakterie se aktivné zapojuji do
biologické ochrany rostlin proti mnoha patogentim. Pfi vzajemnych interakci byla
pouZita jind metoda aplikace, kdy se neaplikovaly disky mycelia na Petriho misku
(Srivastava et al, 2010) ani se antagonisticka bakterie nenanasela jako pouhy jeden
pruh proti patogenu (Vignesh et al, 2021). V kazdé poloviné soutéZil o prostor
a Ziviny bakterialni kmen proti Fusarium. Antagonista ani patogen nebyl zfedén, coZ
by jinak mohlo mit vliv na velikost inhibicni zony, ktera je zavisla také na rychlosti

ristu obou mikroorganismi, koncentraci latek v pevném médiu nebo tfeba na difazi
latek do buneék.

V pripadé Bacillus subtilis CCM 2217 dosSlo ke schopnosti snizeni riistu houby
Fusarium, kdy vicevrstevné mycelium se tvorilo aZ 1 cm od hranice interakcni zony.
Jedna ze studii (Sundaramoorthy & Balabaskar, 2013) uvadi, Ze stejna bakterie
v kombinaci s P. fluorescens je schopna patogen mnohem vice omezit, ato i o vice jak
2 cm. Pri samostatné interakci bakterie B. subtilis studie uvadi velikost inhibicni
zony okolo 1 cm. V ramci této bakalarské prace bylo potvrzeno, Ze bakterie vykazuje
inhibi¢ni efekt projevujici se stejnou interakéni zonou (1 cm), jak uvadi zminéna
studie (Sundaramoorthy & Balabaskar, 2013), ktera byla ovSem provadéna na
komplexnim PDA médiu.
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Druha zvolena bakterie Bacillus velezensis DSM 23117 nedokazala vytvorit silny
inhibi¢ni efekt proti houbé na optimalizovaném BHAK médiu, jako tomu bylo
u ostatnich dvou kmeni. Zminéna bakterie se jiZ v biologické ochrané hojné vyuziva
(Novotny & Neuwirthova, 2014). Jeji inhibicni efekt proti stejnému Fusarium vSak
zaznamenal vyzkum (Elanchezhiyan et al, 2018), ktery interakce testoval opét na
komplexnim PDA médiu. K méreni interakci vyuzili tyden staré disky mycelia.
Uvadéji, Ze v in vitro podminkach byla inhibice podobnad jako ve vyzkumu s B. subtilis
(Sundaramoorthy & Balabaskar, 2013). Je tak mozZné, Ze v pripadé experimentu
v ramci této bakalarské prace se inhibi¢ni efekt B. velezensis nedostavil z diivodu
zvoleného optimalizovaného BHAK média.

Vinterakci patogena s bakterii Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 doSlo na
optimalizovaném BHAK médiu knejvétSimu sniZeni ristu mycelia, kdy byla
detekovana interakcéni zéna bez pritomnosti mycelia o velikosti 0,2 cm. O jeji
schopnosti inhibice informuje mnoho studii (Alzandi & Naguib, 2019; Couillerot
et al, 2009; Srivastava et al, 2010; Vignesh et al, 2021), které tento fakt aplikovaly
i v praxi na semena rajcat ¢i vzrostlé rostliny. Pokusy biologickych prostiedkd na
rostliny zkouSeli vyzkumnici (Srivastava et al, 2010) také v kombinaci
s Trichoderma harzianum.

Teplotni rozsah pro kultivaci P. fluorescens se pohybuje v rozmezi od 4 °C do 42 °C,
pricemZ nejlepSimi podminkami pro riast disponuje pii 28 °C, kdy se burnky jevi
vyrazné silnéjsi neZ pri vysokych teplotach (Kahli et al, 2022). Diky jejich vlastnosti,
kterd jim umoziuje Zit v pomérné rozsahlé skale podminek, se dobi'e adaptuji na
dané prostiedi, coz Castecné potvrzovalo i testovani na optimalizovaném BHAK
médiu.

Hlavnim aspektem potlaceni rlistu patogenu je pro bakterii produkce sekundarnich
latek, jez mohou zastavit nebo omezit rist Fusarium. U rostlin se diky produkci
sekundarnich metabolitli miZe nastartovat indukovana systémova rezistence, diky
niZ mize rajce okamzité zareagovat na onemocnéni zptisobené timto patogenem
(Alzandi & Naguib, 2019; Ramamoorthy et al, 2002). Na tento fakt poukazuje
zvySené mnozstvi kyseliny jasmonové (prirozeny rostlinny ristovy regulator, ktery
je zarazovan mezi rostlinné hormony) jakozZto signalni molekuly aktivujici se
stresem (Alzandi & Naguib, 2019).

SniZeni mnozZstvi Zeleza v optimalizovaném BHAK médiu bylo provedeno z dtivodu,
aby se projevil vliv jeho nedostatku v antagonistickych reakcich. Bakterie
P. fluorecens je schopna produkovat siderofory (pyoverdin a pyochelin), které
dokazi chelatovat Zelezo v prostoru, kde je ho nedostatek. Pravé tento kli¢covy zdroj
miiZe mit za nasledek zvyhodnéni antagonisty P. fluorescens v konkuren¢nim boji
s houbovym patogenem (Couillerot et al,, 2009).
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Pti pozorovani plisobeni sideroforti v jedné studii (Arya et al, 2018) bylo zjiSténo,
Ze se snizujicim se mnozZstvim koncentrace Zeleza v médiu se zvysuje velikost
inhibi¢ni zény. Zaroven jiz bylo zminéno, Ze afinita nékterych bakteridlnich
sideroforti k Zelezu je vétsi jak u houbovych patogent (Glick & Bashan, 1997), ¢imz
by se potvrdil vétsi inhibi¢ni ac¢inek u P. fluorescens nez u zbylych bakterii.

Pro charakterizaci dalSich vlastnosti bakterie P. fluorescens ATCC 13525 byly
provedeny kultiva¢ni testy riistu v tekutych médiich. V porovnani komplexniho LB
média pro riist s optimalizovanym BHAK médiem bylo patrné, Ze primérna hodnota
suché hmotnosti bunék se v optimalizovaného BHAK médiu pohybovala o 0,3 g vySe
nez v pripadé komplexniho LB média. Vétsi mnoZstvi biomasy dokazuje i méteni
KTJ/ml ve 26. hodiné, které bylo pro optimalizované BHAK médium 1-1010, VLB
médiu Cinila hodnota KTJ/ml 4-10°.

Rist probihajici v komplexnim LB médiu mél pouze jednu exponencialni fazi, ovSsem
v optimalizovaném BHAK médiu méla bakterie dva zdroje uhliku, které se
v grafickém znazornéni ristové kiivky (Obr. ¢. 11) projevily diauxii, kdy byla kirivka
sloZena ze dvou riistovych krivek. Pti zjiSt ovani mnoZstvi gluk6zy v BHAK médiu lze
usoudit, Ze pro zdroj uhliku nejprve cerpala bakterie glukézu, kterou postupné
nahradila ve druhé fazi riistu smési aminokyselin. Jak je ale vidét z grafu (Obr. ¢. 12),
bakterie Pseudomonas veSkeré mnozstvi glukoézy ihned nespotiebovala a po 10
hodinach kultivace byl obsah glukézy v médiu necelych 30 %.

U houbového patogenu byl narlist biomasy v pripadé optimalizovaného BHAK
média pozvolnéjsi, coZ si Ize vysvétlit nutnou adaptaci Fusarium na nové kultivacni
prostredi. MnoZstvi biomasy bylo nasledné srovnatelné s hodnotami, které byly
naméiené v komplexnim MEB médiu. Neceld 2 % z ptivodniho mnoZstvi glukézy
zlstaly v upraveném tekutém BH médiu p¥i stanoveni po 24 hodinach kultivace.

Pro dalsi pokracovani v charakterizaci mikroorganismt by bylo vhodné se zamérit
predevsim na jiZ zminéné sekundarni metabolity, a to konkrétnéji na siderofory.
Pravé nedostatek Zeleza v plidé, které rostliny potrebuji pro Zivot, miize mit za
nasledek oslabeni rostliny, ¢imZ se zvySuje jeji nachylnost Kk propuknuti
onemocnéni. Bylo také potvrzeno (Radzki et al, 2013), Ze produkce siderofori
bakteriemi zajiSt'uje rostlindm nejen ochranu pred houbovymi patogeny, ale i prisun
Zeleza pro jejich rist.

Vjaké mire se bude zvySovat produkce siderofori zavisi na zvoleni kultiva¢niho
média (Vindeirinho et al, 2021), proto by se prace v budoucnu zamérila na produkci
sideroforti ve zminéném upraveném BH médiu. Otestovanim média by se nasledné
mohlo vice specifikovat, zda mnoZstvi sideroforti zavisi na mnozstvi pridané smési
aminokyselin a glukéze, stopovych prvki nebo kultivacni teploté. Pienesenim
téchto znalosti do praktického vyuZiti by bylo jisté napomocné k udrzitelnému
zemédélstvi.
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ZAVER

Biologicka ochrana rostlin zajiStuje budoucim generacim adekvatni alternativu
k chemickych postrikiim, které by jinak Zivotni prostfedi nadale devastovaly.
Vyuzivanych mikroorganismii v praxi je uz pomérné mnoho, ale na ¢eském trhu se
stale tyto alternativy nevyskytuji ve velkém méritku.

Vramci teoretické casti byly splnény vSechny cile popisu jednotlivych okruht
tykajicich se vztahli mezi rostlinou a mikroorganismy, zaroven také ochrany rostlin,
kde byl rozebran neblahy ucinek chemické ochrany na Zivotni prostredi z hlediska
plidy, vodstva a vzduchu.

Hlavnim cilem praktické ¢asti prace bylo zjistit, jaky je inhibi¢ni ucinek vybranych
bakteridlnich kmenti na daném houbovém patogenu. Tento cil byl zcela naplnén.

Pti hledani spolecného média byl kladen dliraz na omezeni pouZzivani komplexnich
médii, které by mohly zkreslovat inhibi¢ni efekt. Ve vétSiné studiich se interakce na
pevnych médiich provadély na komplexnim PDA médiu. Pravé zvolené upravené BH
médium s 8 uM Fe3*, glukézou (5 gl!) a smési aminokyselin (Casamino
acids - Difco) (5 gl1) poskytlo nejlepsi vysledky pro bakterii Pseudomonas
fluorescens, ktera oproti Bacillus subtilis a Bacillus velezensis vykazovala nejvétsi
potlaceni riistu proti houbovému patogenu Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

P. fluorescens a patogen Fusarium byly nasledné podrobeny sledovanému rilistu
v tekutych médiich. Rlstova krivka u bakterie vykazovala diauxicky rist
v optimalizovaném BHAK médiu, pti kterém méla cerpat dva zdroje uhliku.
Z nasledného méreni ubytku glukézy a zméné hodnot pH vyslo najevo, Ze jako prvni
zdroj Cerpala bakterie P. fluorescens glukdzu.

V ramci bakalarské prace byly splnény vSechny stanovené cile a do budoucna by se
prace méla zamérit predevSim na sekundarni metabolity jako antagonistické
nastroje produkované bakterii P. fluorescens ve zvoleném optimalizovaném médiu.
Hlavnim stfedem zajmu bude produkce siderofori, kterda ma vyznamny vliv na
inhibici rostlinného patogena a zaroven vliv na samotny rist rostliny
prostrednictvim sekvestrace Zeleza. Nedilnou soucasti pri produkci hraje zvolené
médium, kdy v limitovaném prostiedi Zeleza se produkce siderofori zvétsuje.

Pokud by se potvrdilo, Ze makronutrienty ¢i mikronutrienty (napft. zdroje C, N a kovy
Fe, Cu, Zn) vyznamné ovliviiuji produkci sekundarnich metaboliti na drovni
sideroforli, mohl by upraveny biologicky pripravek s P. fluorescens obsahovat vétsi
mnozstvi téchto antagonistickych nastrojii, a napomoci tak k Setrnému zplisobu
ochrany rostlin.
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v optimalizovaném BHAK MEIU .....c.vureerirereireeeseissessesssesessesssessssesssesessssssesssessssssens -39-

Obr. €. 12: Procentualni ubytek glukozy u P. fluorescens v optimalizovaném BHAK
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