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1 UvoD

U sinic a fas dosud bylo izolovéano a charakterizovano vice jak 3000 no-
vych chemickych struktur pfedstavujicich nové biologicky aktivni latky, pfevazné
sekundarni metabolity. Zejména fada dobfe prozkoumanych a identifikovanych
latek ze sinic byla jiz vyuzita v 1ékafstvi a farmaceutickém pramyslu. Nékteré
z mikroskopickych fas a sinic vykazuji fungicidni aktivitu (Hrouzek a kol. 2011).
Presto sinice bezesporu nalezi k dosud neprozkoumanym zdrojiim ptirodnich 1a-
tek. Z ekonomického hlediska extrakty z fas predstavuji vyznamny potencial v ze-
médélstvi (Smykalova 2016), ackoliv je v tomto odvétvi tento smér pouziti znaéné
opomijen. Jedna z moznosti, jak vyuzit mikrofasy v zemédélstvi je nalezeni
kmene mikrofas s potencidlem inhibovat kliceni parazitickych rostlin (Matasova
a kol. 2004) v piitomnosti hostitelskych rostlin. Navic aplikaci mikrofas do pady
mize byt vytvofen i druhy vedlejsi efekt, a to hnojivy ucinek mikrofas na plodiny
—zvySeni kli¢ivosti osiva plodin, zvySeni obsahu chlorofylu v listech, zvySeni ob-
jemu kotfent a nadzemnich ¢asti, zvysSeni nasazeni plodd, zvyseni proteintl v se-
menech (Ordég a kol. 2015) a snizeni vyskytu patogenti (Ondrackova a kol. 2014).

1.1  Cil metodiky

Cilem metodiky je charakteristika biotesti, které byly vyvinuty nebo mo-
difikovany pro testovani biologicky aktivnich latek z mikrotas. Jedna se o soubor
laboratornich biotestt, které jsou zaloZeny na vzajemné interakci dvou organismi
za definovanych podminek kultivace, nebo rlstu. Ziskané informace jsou vzta-
zeny na problematiku biologické ochrany rostlin, aplikace proti zavaznym houbo-
vym patogenim, na ziskani informaci o pfitomnosti specifickych molekul
indukujicich kli¢eni semen parazitickych rostlin, na zjisténi fytotoxického nebo
fytostimula¢niho G¢inku na rostliny.

1.2  Srovnani novosti postupt

V ramci feSeni projektu byly vypracovany nové postupy piipravy extrakti
z biomasy mikrofas za uc¢elem aplikace v biotestech na ziskani informaci o bioak-
tivité extraktu. Mikrotasy jsou dosud pouzivany v laboratofich na detekci cytoto-
xicity testovanych latek nebo neznamych roztokti nebo na stanoveni pfitomnosti
mikrofas a sinic ve vodach. Vypracovani souboru biotestii pfindsi novy pohled
vyuziti mikrotas jako zdroj bioaktivnich latek a jejich potencialniho vyuziti v je-
jich pfirozenych podminkach nebo v zemédélskych systémech.

1.3 Dedikace

Metodika byla vypracovana za pfispéni finan¢nich zdroju ¢erpanych z Mi-
nisterstva $kolstvi, mladeZe a télovychovy Ceské Republiky v ramci projektu



LD14101 (COST Action FA1206) ,, Studium strigolaktonii a biologicky aktivnich
latek mikroras s vyuzitim v oblastech s invazi plevelnych a parazitickych rostlin
(2014-2017), Slovenskej akadémie vied (podpora MVTS pre COST Action
FA1206) a projektu NPUI LO1417 (MSMT) ,,Centrum experimentdlni biologie
rostlin UK™.

1.4  Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je uréena pro vlastni potfebu testovani mikrofas pro potieby dal-
Sich pracovist zabyvajicimi se biotechnologiemi fas a dale pro Sirokou vefejnost
jako zdroj zkusenosti s biogennimi faktory v zeméd¢lské krajiné. Metodika muze
slouzit jako obecna metodicka ptiruc¢ka pii hledani bioaktivnich latek pochazeji-
cich z rostlinnych organismi véetné mikrofas.

1.5 Ekonomické aspekty

Vyskyt ,,zelenych stop™ na polich charakterizuje vyskyt mikrofas a makro-
fas v pudnim prostfedi (Obrazek 1). Co to znamena pro zemédélstvi a jaky vy-
znam tyto mikrofasy mohou mit z hlediska aplikace prostiedkti ochrany rostlin,
vyskytu ostatnich organismt nebo stanoveni davkovani zivin, 1ze zatim pouze ob-
tizné¢ odhadovat. Souvislost s pfehnojovanim pozemku a zastoupeni ptidnich mi-
krofas v povrchovém profilu pidy je dosud opomijenym aspektem pfi
optimalizaci agrotechniky z pohledu zlepSeni ptidni mikroflory a urodnosti. Mi-
krotasy a sinice mohou plnit v piidé fadu funkci:

- maji vyznamnou ulohu pii udrzeni Grodnosti;

- zvysSuji mnozstvi organického uhliku v pd¢€ a piisobi jako agens stmelujici
pudni ¢astice a omezuji tak erozi;

- hygroskopické slizy produkované ptidnimi fotosyntetickymi organismy zvy-
Suji reten¢ni kapacitu ptidy pro vodu;

- napomahaji zvétravani hornin a uvolfiovani mineralnich latek;

- produkuji bioaktivni latky, u kterych lze ocekavat piimy vliv na zemédélsky
péstované plodiny a jejich vyvoj.

Stanoveni davkovani zivin s ohledem na vyskyt mikrofas a sinic by mohlo
omezit vstup chemickych hnojiv do pidniho prostiedi, které by se mohlo mikro-
fyjici efektivni a udrzitelnou kultivaci i na jinak neturodnych ptidach jsou tudiz
velmi potfebné. Vyznamné jsou i neekonomické piinosy, zejména podpora biodi-
verzity, snizeni uzivani N a P hnojiv (vedouci ke sniZeni ekologické zatéze, eu-
trofizace vodnich tokl Zivinami vymytymi z ptidy, snizeni uhlikové stopy spojené
s vyrobou a aplikaci chemickych hnojiv) a snizeni pouzivani chemickych biocid-
nich latek, jakoz i k zachytu CO, a zvyseni pudni kapacity zadrze vody.



2 POPIS metodiky
2.1  Priprava biomasy a extraktt z mikroias
2.1.1 Kaultivace mikroras v kultiva¢nich systémech, produkce biomasy

Testovany organismus: jednotlivé druhy ze sbirky kment mikrofas (na
tuzemi CR http://ccala.butbn.cas.cz/; http://botany.natur.cuni.cz/algo/caup.html;

a dal$i odkazy na mezinarodni algologicka pracovisté a sbirky mikrotas a sinic Ize
nalézt na strankach http://www.sinicearasy.cz).

Produkce biomasy a biologicky aktivnich latek: dosaZeni dostate¢ného
mnozstvi biomasy s maximalnim a stabilizovanym obsahem biologicky aktivnich
latek, vzorek Dbiologického materidlu vhodny pro piipravu extrakti
(lyofilizovany).

Hodnoceni riistu — parametry: specifickd ristova rychlost p=c.ln2
charakterizujici exponencialni fazi ristu, nebo stanoveni optické hustoty bunék,
prométenim absorbance (optické hustoty, OD) fasové suspenze pii vinové délce
750 nm (SPECOL, EK1, Carl Zeiss Jena).

Material a pomiucky:
- kmen mikrotas na agarové pude;
- sterilni sklo, ockovaci ty¢inka;
- sterilni zivné medium v uzaviratelné nadobg;
- kultivaéni valec s uzaviratelnym vstupem pro smés vzduch s CO»;
- centrifugacni nadobky;
- nadobky nebo uzaviratelné sdcky na uchovani vzorkd, popisovace.

Postup:

Z algologickych sbirek jsou vybrany kmeny k testovani jejich biologické
aktivity. Kmeny mikrofas jsou udrzovany na Sikmych agarech za konstantnich
svételnych a tepelnych podminek. Pti zakladani kultivace mikrofas lze vyuzit
rizné druhy kultivatori a jejich vybér se zaklada na ti¢elu, pro ktery se mikrorasy
péstuji. V pripad¢ aplikace mikrofas v nize uvedenych biotestech lze vyuZit sys-
tém kultivacnich trubic s fizenym rezimem optimalniho ristu pro dany kmen (Ob-
razek 2). Slozeni kultiva¢nich medii dle zastupcti mikrofas je uvedeno v Tabulce
1. Sterilni kultivaéni medium se pfipravuje do uzaviratelnych nddob a zaockovani
fasového inokula probiha ve flowboxu, ve sterilnich podminkach (viz nize, kapi-
tola 2.2.). Z agarové plotny se bunécnd kultura kmene mikrofas prevede ockovaci
ty¢inkou do mensiho objemu zivného media ve valci, a uzavfe se specialnim uza-
vérem s vyvody pro cirkulaci smési CO, ve vzduchu (objemové procento 3,4 %).
Takto pripraveny valec se umisti do vodni 1azné, kde je nastaven teplotni rezim,



odpovidajici produkénimu optimu. Rist bunék probiha za konstantnich kontinu-
alnich svételnych podminek, opét odpovidajicich pozadavkiim kmene a cile kul-
tivace. Jedna se o produkéni systémy, kde je mozné kultivovat nékolik kment
paraleln¢ v piipad¢ podobnych pozadavkd kmend na rtst. V piipadé¢ jednodu-
chych testl 1ze kmeny docasné péstovat v Erlenmayerovych bankach na tfepacce
(cca 80 rpm). Kmeny se ¢asto vyznacuji rozdilnou ristovou charakteristikou a tim
je ovlivnéna doba kultivace v kultivatorech. VétSina kmend ma v umélych kulti-
vacich definovanou stacionarni fazi, kdy je dosazeno maximalni produkce bio-
masy, kterd mize byt odli$na od faze maximalni produkce biologicky aktivnich
latek. Pro biotesty se musi po¢itat i s témito dulezitymi faktory. Optimalizace kul-
tivac¢nich podminek je nesporné dilezitym aspektem, ktery mize ovlivnit cely vy-
sledek biotestu. Sklizei biomasy probihad s pouzitim centrifugace k oddé€leni
biomasy bun¢k a vycerpaného kultivaéniho media. Otacky se fidi vlastnostmi pro-
dukované biomasy, n¢které kmeny maji vysoky podil lipidickych latek, je nutné
zvysit otacky z 3000 na 5000 rpm, (5 minut). Pro biotesty se pouzije biomasa Cer-
stva, nebo se biomasa zamrazi (—80 °C) a zlyofilizuje (pf. Lyovac GT2, Leybold
Hereaus). Pro biotesty se da pouzit rovnéz vycerpané odpadni medium, které je
v piipadé mikrotas bohaté na biologicky aktivni latky a opét se da zpracovat cen-
trifugaci a lyofilizaci. VSechny vzorky jsou uchovany do doby jejich dalsiho zpra-
covani pii teploté —20 °C.

2.1.2  Zpracovani biomasy mikrofas a priprava extrakti pro biotesty

Testovany material: biomasa kmene mikrotfas nebo kultivaéni medium, cerstvé
nebo lyofilizované.

Priprava extraktii: pouziti extrakénich ¢inidel (organicka rozpoustédla) a postup
extrakce a fedéni, hodnoceni u¢innosti v biotestech.

Material a pomiicky:

- organicka rozpoustédla (70% metanol, 100% aceton, 100% etyl-acetat);

- tfeci sklenéna nebo porcelanova miska s tlouckem;

- jemny kiemi€ity pisek (5—15 nm, Silica, Sigma-Aldrich Inc.);

- mikropipety se $pickami (100, 1000 a 5000 pl);

- centrifugacni kyvety a sklenéné zaklapavaci vialky na uchovani hrubych ex-
traktd;

- centrifuga, evaporator nebo vakuova vyvéva;

- silikonové kolonka C18 (3 ml) pro zakoncentrovani vzorkt (pf. DSC18, Su-
pelco, Sigma-Aldrich Inc.);

- mikrozkumavky typu Eppendorf (tzv. Eppendorfky) 1.5-2 ml, Erlenmayerovy
nadoby;

- sterilni destilovana voda.



Postup:

Pro ziskani hrubého extraktu z mikrofas se stanovi navazka nebo objem
vzorku. Vzorek se umisti do tfeci misky, pfidd se malé mnozstvi jemného kiemi-
¢itého pisku (na Spicku navazovaci 1zicky), prida se objem 3 ml organického roz-
poustédla a vzorek (cca 200—-1000 mg) se tie do ziskdni homogenatu, ktery se
prevede do sklenéné centrifugacni kyvety a necha se stat 20 minut, poté se pouzije
Vortex k homogenizovani vzorku, pted centrifugaci (3 500-5 000 rpm, 5 min).
Supernatant (prvni ¢ast hrubého extraktu) se opatrné prevede do Cisté sklenéné
nadobky s uzavérem (pozadovany celkovy objem nadobky je pfiblizn¢ 10 ml). Na
zbyly sediment se nanese opét objem 3 ml organického rozpoustédla, homogeni-
zuje se Vortexem a necha se opét stat pii pokojové teploté 20 minut. Pfi reextrakci
se postupuje shodné, ziskd se druhd cast hrubého extraktu a oba dily se spoji a
uchovaji do doby dal$iho zpracovani ve sklenénych uzaviratelnych nddobkach pfi
teplot¢ —20 °C. V piipad¢ ziskani latek z odpadnich medii se pfistupuje k zakon-
centrovani a separaci biologicky aktivnich latek na DSC18 kolonkach nebo sili-
konovych naplnich s filtry. Ziskany eluat (promyti kolonky pozadovanym
organickym rozpoustédlem a objemu 500 nebo 1000 pl) se uchova ve sklenénych
zaklapavacich vialkach pfi teploté —20 °C. Timto zptisobem se muze prefiltrovat
az 1500 ml odpadniho media v zavislosti na obsahu odpadnich a biologicky ak-
tivnich latek.

Vzorky hrubych extraktl se dale upravuji v zavislosti na aplikovaném bi-
otestu. Obecn¢ se da postupovat tak, ze se odebere objemovy aliquot (500,
1 000 pl) do sklenéné vialky bez vicka a necha se odpafit na vakuové vyveéve nebo
odparce do odpafeni rozpoustédla. Po odpafeni se vzorky opét mohou uchovat pfi
teploté —20 °C. Tésné pied aplikaci extraktd v biotestech se odparek resuspenduje
do pozadovaného objemu rozpoustédla, mensiho nez byl vychozi objem (napf.
100 pl), tj. dojde k zakoncentrovani vzorku a biologicky aktivnich latek obsaze-
nych v hrubém extraktu. Takto zkoncentrovany hruby extrakt se mtize ptimo po-
uzit anebo se muze fedit sterilni destilovanou vodou (napf. v poméru 1:9, tj.
zakoncentrovany hruby extrakt: sterilni destilovand voda a toto fedéni se mize
dale opakovat), zejména u biotestt, kde testovany material mize byt citlivy na
ptitomnost organického rozpoustédla a mohl by negativné ovlivnit prubeh bio-
testu.

Obrazek 3. ukazuje postupné kroky ptipravy hrubého extraktu a vzhled
odpareného vzorku objemového aliquotu hrubého extraktu. V zavislosti na kmenu
mikrofasy se mohou vzorky od sebe znacné barevné lisit. Dochézi k soucasné ex-
trakci pigmentu.



2.2  Popis in vitro biotestt

Tabulka 2 uvadi pouzité biotesty pro ziskavani informaci o pfitomnosti
biologicky aktivnich latek v mikrotasach. Jedna se o soubor jednoduchych testt
s vyuzitim jinych zivych organismil a jsou ¢asto vyhodnocované pouhym pozoro-
vanim, fotodokumentaci s naslednou analyzou obrazu nebo stanovenim zaklad-
nich rstovych parametrl jako je stanoveni Cerstvé a suché hmotnosti. Proto jsou
tyto biotesty pouzitelné pro $irsi uzivatelské prostiedi. Jedna se rovnéz o biotesty,
které vyzaduji praci ve sterilnich podminkach.

2.2.1  Zasady prace ve sterilnich podminkach

Pro ziskani sterilniho rostlinného materialu je nutné dodrzovat zasady
prace ve sterilnich podminkéch, a proto veskera manipulace probiha ve sterilnich
kabinetech (laminarni boxy), kde je zarucen sterilni provoz a pouzivaji se sterilni
nastroje (pinzety, skalpely, niizky, jehly, Spicky a nddoby). Sklo a kovové néstroje
jsou sterilizovany v horkovzdusném sterilizatoru (180 °C, 20 min); sklo, plast,
media ¢i dal§i pomicky jsou sterilizovany autokldvovanim (15 min, 121 °C,
120 kPa). Pro povrchovou sterilizaci rostlinného materialu se pouzivaji sterili-
zacni Cinidla (zpravidla na bazi chlornanit) v kombinaci se smacedly a sterilni
destilovana voda k odstranéni zbytkd detergentu. K ptipravé kultivaéniho média
se pouzivaji chemikalie v Cistoté p.a. vhodné pro tkanové kultury (produkty firem
Duchefa, Sigma—Aldrich atd.) a destilovana nebo deionizovana voda. Agar nebo
jina gelujici slozka se v destilované vod¢ rozvaii v mikrovinné troub€. Pfipravend
media lze kratkodob¢ uskladnit v chladnicce pii teploté 4 °C do doby jejich pou-
Ziti.

2.2.2  Invitro kofenovy biotest
Testovany organismus: Arabidopsis thaliana (pt. ekotyp Columbia-0, Col-0).

Fotodokumentace: Petriho misky s kli¢enci A. thaliana jsou oskenovany na
stolnim skeneru (pf. Epson perfection V750 pro). Pro snimani je vhodné pouzit
standardizované nastaveni skeneru (Gamma, doba expozice, nastaveni minima a
maxima, doporuc¢ené rozliseni 1 200 DPI) po celou dobu skenovani vSech obrazi,
umoziujici posléze davkové zpracovani obrazu. Obrazy jsou uloZeny ve formatu
TIFF, 48 bit, 1 200 DPI.

Vyhodnoceni bioaktivity: kvantifikace ptisobeni aplikované latky na rozvoj
kotenového systému prostiednictvim digitadlniho vyhodnoceni obrazu (pt. NIS-
ELEMENTS vers. 3.22., 64 bit., LIM Praha).

Parametry hodnoceni: délka a pocet kofent riizného typu (primarni a postranni),
celkova délka kofenového systému, oSetfena varianta je porovnana s negativni



kontrolou (zakladni Zivné medium s pfidanim odpovidajictho mnozstvi
organického rozpoustédla, napt. acetonu).

Material a pomucky:

- spotiebni plasty (Spicky, Eppendorfky), sterilni destilovana voda, sterilizacni
roztok;

- sterilni kultivaéni Petriho misky (pf. 120 x 120 mm);

- sterilni jehly a pinzeta;

- kultiva¢ni medium v autoklavovatelnych lahvich;

- popisovace;

- paska na uzavieni Petriho misek (napf. Omnipor 3M);

- lednice nebo chladici box (46 °C);

- kultivaéni mistnost (22 =1 °C, osvétleni 250 umol.m
8/16h);

- stojan na Petriho misky.

2571, cirkadialni rytmus

Postup:

Semena Arabidopsis thaliana Col-0 se povrchové vysterilizuji 10% rozto-
kem chlornanu sodného s detergentem Tween20 (0,2 % v/v) za obcasného promi-
chéani po dobu 3 minut. Zbytky steriliza¢niho roztoku jsou peclivé odstranény
sterilni destilovanou vodou (3x). Sterilni semena se ponechaji v posledni vodg,
pii teploté 4 °C po dobu 2—3 dnii (jarovizace) pro indukcei a synchronizaci kli¢eni.
Je rovnéZz mozné semena po sterilizaci rovnou vysit na agarové plotny a jarovizo-
vat.

Déle se pripravi kultivacni MS medium (Murashige a Skoog, 1962), slo-
zeni je uvedeno v Tabulce 3. Zakladni slozeni je pro testované extrakty rozdéleno
na pozadované objemy. Pro kazdou Petriho misku, kde je mozné péstovat 68
rostlin, je pfipraven objem 70 ml media. Dostate¢né a stalé mnozstvi media
v misce je podminkou srovnatelného rdstu na jednotlivych miskach. Po dosazeni
dostatecného poctu opakovani a nasledné statistické zpracovani je vhodné volit
12—-16 rostlin (2 misky na variantu). Medium je sterilizovano autoklavovanim (viz
vyse).

Po zchladnuti pfipraveného media na 60 °C, pfed nalitim media do Petriho
misek, jsou pfidany extrakty z mikrotas, které se pfipravi takto: suchy extrakt ve
sklenéné zaklapavaci vialce (10 ml) se rozpusti ve 200 pl 100% acetonu p.a., z to-
hoto extraktu se do sterilni Ependorfky (1,5-2 ml) odebere 100 pl a natedi se ste-
rilni destilovanou vodu na kone¢ny objem 1 000 pl, tento natedény vzorek se cely
pfida k mediu (150 ml), homogenizuje se protiepanim a z tohoto objemu media
se naliji 2 Petriho misky. Kontrolni vzorek je medium s ¢istym acetonem naiede-
nym ve stejném objemu jako vzorky (100 ul acetonu + 900 pl H,O na 150 ml
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media). Pro vysev semen na pfipravené plotny je vhodné pouzit §ablonu, aby rost-
linky vyrtstaly ve stejné vzdalenosti od sebe. Vysev se provadi mikropipetou
s odfezanym koncem S$picek (zabraiiuje ucpani) v kapce vody. Petriho misky se
umisti do stojanil se sklonem cca 45° a ptfenesou se do kultiva¢nich mistnosti.
Vyhodnoceni klicenct probiha po 8, 12 a 14 dnech.

Vyhodnoceni kofenového biotestu ilustruje Tabulka 4.
2.23  Biotest Kklicivosti I

Testovany organismus: jarni jecmen (Hordeum vulgare L.), odrtda pf. Pribina,
izolat fytopatogennich hub pt. Rhizoctonia solani nebo Sclerotinia sclerotiorum.

Vyhodnoceni bioaktivity: inhibice nebo stimulace kliceni, v pfipadé¢ infekénich
biotesttl 1 protihoubové aktivity.

Parametry hodnoceni: délka nadzemnich ¢asti a kofenti (cm); Cerstva a sucha
hmotnost (g); vzhled (fotodokumentace), porovnani s kontrolou (destilovana
voda).

Material a pomiicky:
- sklenéné nebo plastové kultivacni Petriho misky (@ 9 cm);
- vyseky z filtra¢niho papiru (@ 9 cm), destilovana voda;
- kultiva¢ni mistnost (22 =1 °C);
- kalibrované méfitko;
- laboratorni vahy, psaci potfeby, fotoaparat, suSarna.

Postup:

Do cistych v susarné vysuSenych sklenénych Petriho misek se polozi 2 vy-
seky filtra¢niho papiru, na ktery se aplikuje fedény extrakt z fas (1 000 pl) a necha
se odpafit pfi laboratorni teplote, na filtracni papiry se rovnomérné rozlozi obilky
je¢mene (10-30 obilek) a pfida se 10 ml destilované vody. Biotest probiha neste-
rilng, se zavienymi vicky Petriho misek a ve tfech opakovanich. Kultivace probiha
za konstantnich tepelnych a svételnych podminek (19-22 °C), kontroluje se vlh-
kost, v ptipadé potieby se pridava destilovana voda a poznamenava se ptidany
objem.

Pfiprava extraktu z mikrofas je dana cilem testovani, nejlépe opét v fedéné
formé 1 : 9 (hruby extrakt:destilovana voda, pt. 100 pul : 900 pl). Infekce obilek
houbovym izoldtem (obaleni vyzralym myceliem) jeste pred aplikaci extraktu pro-
bihéd 3 dny ve tmé a vyhodnoceni riistovych parametra klicencti po 7, 10 dnech
pusobeni extraktu z mikrotfas. Vyhodnoceni délky nadzemnich ¢ésti a kofentt me-
fenim jejich délky (v cm), rozdéleni nadzemnich ¢asti a kofend, zvazeni Cerstvé
hmotnosti se provadi oddélené pro kazdou rostlinu. Ziskané vzorky se umisti do
susarny (80 °C, 24 h), poté se zvazi susina a experiment se vyhodnoti. Vzhled
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klicenct jeémene po 10 dnech kultivace a vysledky ziskanych hodnot rustovych
parametrt jsou uvedeny na Obrazku 4. V piipad¢ fytotoxicity extraktii mize do-
chézet k deformacim kli¢enci, napf. tloustnuti kofenovych kréki, inhibice rustu
postrannich kotend, tvorba nekrotickych a chlorotickych pletiv apod.

2.2.4  Biotest kli¢ivosti II

Testovany organismus: Striga sp., Phelipanche sp.
Vyhodnoceni bioaktivity: specificka biostimulace kliceni

Parametr hodnoceni: stanoveni procenta kliivosti semen z celkového poctu
oSetfenych semen, porovnani mezi oSetfenou variantou mikrofasami a pozitivni
kontrolou (synteticky analog strigolaktoni GR24, Strigolab, Turin, Italie) a
negativni kontrolou (sterilni destilovana voda a pouzité organické rozpoustédlo).

Material a pomiicky:

- sterilni destilovana voda, sterilizacni chemikalie (viz postup);

- sterilni plastové kultivacni Petriho misky (@ 9 cm);

- sterilni filtracni papiry, kulaté vyseky a kruhy;

- sterilni disky ze sklenénych mikrovldken (pf. MN GF @ 21 mm, Macherey-
Nagel, Diiren, Némecko);

- mikropipety a sterilni $picky (1 000 a 100 pl);

- nadoba s lihem;

- sterilni pinzety;

- popisovace;

- izolacni paska (pf. parafilm);

- termostat (21 =1 °C pro semena rodti Phelipanche nebo Orobanche, 30 =1 °C
pro semena druhu Striga hermonthica);

- stereoskopicky mikroskop (binolupa).

Postup:

Pracujeme v laboratofi i ve sterilnim flowboxu se semeny parazitickych
rostlin. Nejprve semena zbavime piipadnych necistot peclivym vy¢isténim na Cis-
tém bilém papiru. Velikost tmaveé hnédych semen je 0,2-0,4 mm v zavislosti na
druhu parazitické rostliny. Pfi manipulaci se semeny parazitickych rostlin v labo-
ratofich je nutné dodrzovat pravidla zachazeni s parazitickymi organismy, tj. po-
micky a plast, které pfisly do styku se semeny, nespotfebovana semena a semena
po vyhodnoceni testl je nutné likvidovat autoklavovanim. Charakterizujeme zdroj
sbéru semen, jejich schopnost kli¢it v destilované vode a v pfitomnosti GR24 (viz
postup nize). Po ovéfeni klicivosti pfistupujeme k vlastnimu experimentu.

Semena se umisti do sklenénych nadobek (pf. vialky 10ml), ke sterilizaci
semen parazitickych rostlin se pouZzije promyti 2% vodnym roztokem chlornanu
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sodného s kapkou 0,02% Tween 20 po dobu 5 minut, roztok se odpipetuje a se-
mena se fadné proplachnou sterilni destilovanou vodou (3 x 5 min). Poté se se-
mena s kapkou vody (100 pl) ptenesou na sklenéné filtry (disky), po 50-100
semenech na jeden disk. Do Petriho misek se umisti 2 kulaté vyseky z filtra¢niho
papiru (@ 9 cm), na koleCka se umisti 12 diskli se semeny a do kazdé Petriho
misky se prida 3 ml sterilni destilované vody. Petriho misky se uzaviou parafil-
mem a daji se v termostatu predkultivovat ve tmé a pfi teploté odpovidajici optimu
druhu parazitické rostliny.

Predkultivace (pfedptsobeni) semen trva 10—12 dnti pii teploté 30 +1 °C
pro rod Striga a 12 dnt pfi teploté 21 +1 °C pro rody Phelipanche a Orobanche.
Po této dobé se pristoupi k aplikaci extrakti z mikrotas. Disky s pfedplsobenymi
semeny jsou vyjmuty z termostatu a ve sterilnim boxu jsou pfeneseny do Cisté
Petriho misky na sterilni kruh z filtraéniho papiru o Sifce 1 cm. Disky se semeny
jsou vysuseny po dobu 20 minut v otevienych Petriho miskach ve flowboxu. Na-
fedéné vodni extrakty z mikrofas jsou pfipraveny v fedéni 1 : 9 a takto se aplikuji
se ve tfech opakovanich (po 40-50 pl na disk). Jako negativni kontroly se pouziva
sterilni destilovana voda a organické rozpoustedlo v koncentraci shodné s kon-
centraci v extraktu fas. Pozitivni kontrola pfedstavuji koncentrace GR24 (napf.
0,1; 0,01; 0,001 uM GR24). Potom se ptida 0,9 ml sterilni destilované vody na
kruhy z filtra¢niho papiru. Petriho misky se uzaviou parafilmem a nechaji se in-
kubovat opét v termostatu a ve tmé, pii stejnych teplotnich optimech. U rodu
Striga hodnoceni biostimulaéni aktivity na kli¢eni semen probiha po 2 dnech in-
kubace a u rodt Orobanche a Phelipanche po 5—6 dnech. Pod binolupou se hod-
noti pocet naklienych semen na disku a procentudlné¢ se vyjadii vzhledem
k celkovému poctu semen na disku. Experiment se vzdy hodnoti v porovnani
s kontrolami.

Biostimulace kliceni semen v pfitomnosti extraktii z mikrofas je pozoro-
vana v ptipad¢, Ze procento kli¢eni semen je vyssi nez kli¢eni semen ve vodeé (tzv.
spontanni kli¢ivost), v pfipadé hodnoceni kli¢ivosti semen na discich s GR24 se
hodnoti citlivost a vitalita semen, tj. schopnost kli¢it se standardnim stimulatorem
parazitickych semen. Obrazek 5 dokumentuje zaloZeny biotest a kliceni semen
parazitickych rostlin v pfitomnosti biostimula¢nich latek ptitomnych v extraktech
mikrofas.

2.2.5 Diskovy biotest

Testovany organismus: izolat fytopatogennich hub Sclerotinia sclerotiorum,
Rhizoctonia solani.

Fotodokumentace: vytvareni obrazu Petriho misek s koloniemi fytopatogennich
hub vypliujici celou plochu misky (v pfipadé pozitivni inhibice se vytvari
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inhibi¢ni zona) s pouzitim snimaciho zafizeni a digitalniho obrazového softwaru
pro vyhodnocovani objektd, pro vicendsobné pofizovani snimkid je nutna
kalibrace na shodné hodnoty po celou dobu skenovani vSech obrazi, ulozeni
obrazu ve formatu TIFF, 48 bit, 1200 DPI.

Vyhodnoceni bioaktivity: inhibic¢ni aktivita vii¢i fytopatogennim houbam.

Parametr hodnoceni: méfeni velikosti inhibi¢ni zény v rGstové dynamice
mycelia fytopatogenni houby, porovnani s pozitivni (fungicid) a negativni
kontrolou (voda).

Material a pomiicky:
- sterilni destilovana voda;
- sklenéné kultivaéni Petriho misky (@ 9 cm);
- komer¢ni zivna ptida pro kultivaci fytopatogennich hub (Czapek Dox Agar,
HiMedia);
- dérovacka, sterilni disky filtra¢nich papirti (5 mm);
- mikropipeta a sterilni Spicky (100 pl);
- plynovy nebo lihovy kahan;
- kovovy korkovrt na vyfezavani inokulac¢nich blockt (Smm);
- popisovace;
- termostat (20 £1 °C).

Postup:

Ptipravi se stanoveny pocet Petriho misek se Zivnou ptidou pro rist kolonii
fytopatogennich hub. Piiprava Czapek Dox media (Tuite, 1969) spociva v nava-
zeni potiebného mnozstvi komeréniho produktu Czapek Dox Agaru (HiMedia,
CR), ktery obsahuje: sacharézu — 30 g/1, dusi¢nan sodny — 2 g/l, hydrogenfosfo-
rec¢nan draselny — 1 g/1, siran hotecnaty — 0,5 g/l, chlorid draselny — 0,5 g/1, siran
zeleznaty — 0,01 g/l a agar— 15 g/l. Z jednoho litru media (pH 7,3 + 0,2) se mize
pripravit 50 nebo 65 agarovych ploten pfi naliti 15 nebo 20 ml kultiva¢niho media
na jednu misku.

Ze sbirky izolatt fytopatogennich hub (Sclerotinia sclerotiorum, Rhizocto-
nia solani) rostoucich na agarovych plotnach se kovovym korkovrtem vyrazi ko-
le¢ko agaru (zdroj aktivniho mycelia) a pfenese se na nové agarové plotny
s Cerstvym zivnym mediem 0,5 cm od okraje misky, kde jiz jsou papirové disky
s odpafenymi extrakty na opacném konci. Extrakty se aplikuji na 3—4 vrstvy pa-
pirovych diskt. Aplikace je 20—30 pl nefedéného extraktu z mikrotas. Mize se
pouzit extrakt se 70% metanolem, 100% etyl-acetatem, nebo 100% acetonem, viz
ptiprava extraktti (kapitola 2.1.2.). Po odpafeni rozpoustédla se misky uzaviou
sklenénym vikem a nechaji se inkubovat v termostatu (20 =1 °C) po dobu 10-14
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dnti, do doby, kdy mycelium u negativni kontroly zaplni celou Petriho misku. Pfi-
tomnost inhibi¢nich latek v extraktech je zfejma, pokud se kolem papirovych
diskti s nanesenym extraktem vytvofi inhibi¢ni zdéna, ktera neportsta myceliem
fytopatogenni houby. Petriho misky se vyfoti a biotest se vyhodnoti jako plosna
velikost inhibi¢ni zény vzhledem k celkové plose Petriho misky. Jako pozitivni
kontrola je pouzita Petriho miska, kde k izolatu hub byl na papirovy disk apliko-
van komercni fungicid (pf. Rancona). Na Obrazku 6 jsou zachyceny Petriho
misky s inhibici mycelia a moznost miniaturizace tohoto biotestu.

2.2.6  Vsadkové (batch) testy

Testovany organismus: Lecanicillium muscarium

Vyhodnoceni bioaktivity: biostimulac¢ni vliv odpadnich medii po kultivaci
mikrofas na rozvoj mycelia uzite¢nych hub.

Parametr hodnoceni: suchd hmotnost mycelia, porovnani s kontrolou (zékladni
zivné medium).

Material a pomicky:
- sterilni Erlenmayerovy bariky (100 nebo 300 ml), nalevky;
- zivné medium pro kultivaci mycelia hub (viz postup);
- sterilni destilovana voda, flowbox;
- mikropipety a sterilni Spicky (100 pl);
- sterilni nadoba s lihem;
- popisovace;
- kovovy korkovrt na vyfezavani inokulacnich bloc¢kd (Smm);
- kolecka z filtracnich papirt;
- termostat (20 £1 °C);
- laboratorni vahy.

Postup:

Pro batch statickeé testy (bez tiepani) je vyuZito izolatd uzite¢nych hub, jako
jsou Lecanicillium sp., Clonostachys sp. Trichoderrma sp., Isaria sp., jejichz my-
celium vytvaii na povrchu media souvislou vrstvu. Intenzita ristu se hodnoti sta-
novenim koneéného vytézku biomasy v porovnani se zakladnim zivnym mediem.
Pro test se muze pouzit organické medium, kde jsou zakladem pivovarské kvas-
nice (48 % N-latek): 6 g/l pivovarskych kvasnic, 5 g/l glukozy, 5 g/l sacharozy
nebo standardni medium: NaNOs (0,311 g/l); KNOs (0,12 g/1); MgSO4 (0,1 g/1);
KH,P0O4(0,075 g/l); Ca(H.PO4) (0,118 g/l). Sterilni medium se ptipravi do uzavi-
ratelnych nadob. Do prazdnych sterilnich Erlenmayerovych banék (300 ml) se po-
uzije 50 ml standardniho media a 50 ml tekutého odpadniho media z kultivace
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mikrofas. Toto medium se ziska Setrnym odstfedénim fasovych bunék (centrifu-
gace, viz kapitola 2.1.2). Batch kultivace probihé pii pokojové teploté v labora-
tornich podminkach (termostat, 20 =1 °C) po dobu 3—4 tydnd. Obrazek 7.
dokumentuje sadu testovanych odpadnich medii mikroras (7 kmeni) a testovani
zivného media obohaceného o resuspendovany vodny lyofilizat (susina) odpad-
niho media vybraného kmene mikrofasy. Ziskana biomasa mycelia houby se po-
stupné piefiltruje pies filtracni papiry, které byly pied tim zvazeny. Biomasa se
vysusi (80 °C, 24 h) a stanovi se hmotnost susiny (g) a porovna se s kontrolni
variantou, kde bylo pouzito zakladni medium bez pfidavku produktii z mikrofas.
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5 Prilohy

Kde se berou zelené stopy na polich?

\.
A
g
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Wi

Pudni profil na polich do 2 cm, nej¢astéjsi mikrofasa je Klebsormidium sp.

Obrazek 1. Vyskyt a zastoupeni druhd mikrotas v polnich podminkach, na polich
s intenzivni zemédélskou ¢innosti.
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Obrazek 2. Kultivace kment mikrotas v trubicovych
kultivacnich systémech pro biotechnologickou produkci biomasy
mikrotas a ke stanoveni jeji bioaktivity.
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Obrazek 3. Priprava extraktl z biomasy mikroras. Lyofilizovana biomasa mikroras
(obrazek A); hrubé extrakty pochézejici z riznych kment mikrotas se lisi zabarvenim
(obrazek B), odpaiené sedimenty extraktd (obrazek C).

20



Tabulka 1. SloZeni kultiva¢nich medii pro kultivaci mikroras. Medium BBM (Bold-
Basal/Bristol medium, Bischoff a Bold, 1963) pro kultivaci terestrickych fas a sinic a
BG11 medium (Allen 1968) pro kultivaci sladkovodnich, plidnich, termalnich a
moftskych sinic.

Typ Ziviny mg/ | media
Makroelementy BBM (pH 7,0) BG11 (pH 7,4)
CaCl,.2H,0 25 35
NaNO; 250 1500
MgS0,.7H,0 75 75
KH,PO4 175

K;HPO, 75 40
KOH 31

NaCl 25

N82C03 20
Na-EDTA 50 1
Mikroelementy

FeNH, citrat 6,00
FeS0,4.7H,0 4,98

MnCl,.7H,0 1,44 1,81
Co(NO3),.6H,0 0,49 0,05
MoO3 0,71

CuS04.5H,0 1,57 0,08
N32M004.2H20 0,39
H3BO3 11,42 2,86
ZnS0,4.7H,0 8,82 0,22
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Tabulka 2. Seznam a stru¢ny popis in vitro biotestli, uvedenych v této metodice,
vhodnych pro vyhledavani biologicky aktivnich latek z mikroras.

In vitro bio-
testy

Testovany organismus

Vyhodnoceni bioak-
tivity

Parametr hodnoceni

Kofenovy bio-
test

husejnicek rolni
Arabidopsis thaliana

pozitivni nebo nega-
tivni plsobeni na roz-
voj kofenového
systému husejnicku

délka a pocet korend,
porovnani s kontrolou
(zakladni Zivné medium
s organickym rozpous-
tédlem)

Biotest klici-
vosti |

jeCmen sety
Hordeum vulgare L.

inhibice nebo stimu-
lace kliceni a rdstu
klicenct je¢mene

délka nadzemnich casti
a kofenQ; Cerstva a su-
cha hmotnost; vzhled,
porovnani s kontrolou
(voda)

Biotest klici-
vosti |l

striga, zaraza
Striga sp., Phelipanche
sp.

specificka stimulace
kliceni semen parazi-
tickych rostlin

procento kli¢ivosti, po-
rovnani s pozitivni
(GR24) a negativni kon-
trolou (voda)

Diskovy bio-
test

hlizenka hliznatd, kore-
nomorka bramborova
Sclerotinia sclerotio-
rum, Rhizoctonia solani

potlaceni rozvoje fy-
topatogennich hub

méreni velikosti inhi-
bi¢ni zény, porovnani
s pozitivni (fungicid) a
negativni kontrolou
(voda).

Vsadkové (ba-
tch) testy

Lecanicillium
muscarium

stimulacni vliv od-
padnich medii po kul-
tivaci mikroras na
rdst mycelia

sucha hmotnost, po-
rovnani s kontrolou (za-
kladni Zivné medium)
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Tabulka 3. Pevné MS medium (Murashige and Skoog, 1962) - makro- a mikroprvky.
Postupné pridavani komponent je dle sledu uvedeného v tabulce. Uprava pH roztoku
se provede jesté prred pridanim agaru a titraci pmoci KOH se upravuje na hodnotu 6,0
(dGivodem je skutecnost, Ze po pridani agaru a po autoklavovani hodnota pH klesne o
0,2 na pozadovanych 5,8).

Makroelementy mg/ I media |zasobni roztok g/| prl'prava; odpipetovany
objem

CaCl, 332,02 6,64 Vsechny komponenty po-

KNO3 1900,00 38 stupné navazovat do ka-

MgS0O, 180,54 3,61 dinky, a rozpoustét

KH,PO, 170,00 3,4 v destilované vodé,

NH;NO3 1 650,00 33 do konec¢ného objemu 11;
aplikace 25 ml
pfiprava; odpipetovany

Mikroelementy mg/l media |zasobni roztok g/l |objem

Roztok Zeleza

Na,EDTA 37,25 7,45 Rozpustit zvlast, smichat a

FeS0,4.7H,0 27,85 5,57 zahrat az roztok zeZloutne;
aplikace 2,5 ml

Roztok A

CoCl,.6H,0 0,025 2,5mg Navazit a postupné prida-

CuS0,4.5H,0 0,025 2,5mg vat do destilované vody,

Na;Mo004.2H,0 0,25 25 mg celkovy objem 100 ml; apli-

Kl 0,83 83 mg kace 0,5 ml

Roztok B

H3BO3 6,20 62 mg NavaZit a postupné prida-

MnSQO4.H,0 16,90 169 mg vat do destilované vody,

ZnS04.7H,0 8,60 86 mg celkovy objem 100 ml; apli-
kace 5 ml

sacharoza 10g

MES buffer 0,5g

pH 6,0 méreni a Uprava pH (za stalého michani) pomoci

2M roztoku KOH
agar 10g PF. KOBE |

23




Tabulka 4. Korenovy biotest. Rust klicencti Arabidopsis thaliana v kofenovém in
vitro biotestu. Priklad obrazu vytvoreného skenovanim jednotlivych klicencii - pro
aplikaci vyhodnoceni kotfenové soustavy. Testovaci varianty (vzorek ¢. 9 - odpadni
medium z kultivace mikroras, vzorek ¢. 11 - 70% metanolovy extrakt z kmene
mikroras) jsou porovnany s kontrolni variantou (vzorek Kontrola). Vyhodnoceni
parametri z obrazové analyzy (software pro vyhodnoceni kofenové soustavy): TL -
celkova délka korenového systému v mm; PL - délka primarniho kotene; LL- délka
postrannich kotfenti; T# - pocet kofenovych $picek; L PLwpw - délka nevétvené ¢asti
primarniho korene; L#]I - pocet postrannich kofent prvniho fadu; LL/TL - pomér
délky postrannich koieni a celkové délky.

Kontrola Skenovana rostlina Vysledky méreni DOA

TL[mm] 584,87+74,93
PL[mm] 78,86+1,26
LL[mm] 506,01+74,10
T#51,3317,87

L#1 49,33+7,30

LL/TL 0.865
PLwpw[mm] 24,3048,45

Vzorek 9

TL[mm] 407,52+104,82
PL[mm] 71,58+7,46
LL[mm] 335,94+98,40
T# 41,5018,26

L#1 38,3817,05
LL/TL0.824
PLwpw[mm] 18,7319,20

Vzorek 11

TL[mm] 366,88+120,10
PL[mm] 76,37+10,39
LL[mm] 290,51+110,76
T# 44,33117,35

L#1 35,8919,23
LL/TL0.792
PLwpw[mm] 24,14+4,09

24



ylindrospermumC24 (300 mg/50 g)

Nostoc 109 (300 mg/50 g)

nsnyod Juszojez od usp / OUSI0UPOH

Nostoc 103 (300 mg/50 g)

106,00 140

ENC mK ENC mK
104,00 120
102,00 100
100,00 80
(=]
98,00 60
96,00 40
94,00 20
92,00 0

extrakt 1:9 extrakt extrakt  extrakt 1:9  extrakt P80 extrakt 1:9 P80

%

Obrazek 4A-C Biotest klicivosti I. A. Porovnani vzhledu klicenci po aplikaci obaleni
obilek je¢mene jarntho (odrtida Pribina) lyofilizovanou biomasou sinic
v koncentracich uvedenych na obrazku. B. Hodnoceni (% kontroly) délky nadzemnich
gasti (NC) a kotenti (K) kli¢enct jeémene o$etfenych hrubym extraktem ze sinice bez
fedéni a v fedéni 1:9. C. Obilky pouzité k testovani pochazeji z polnich experimentt
neosetienych nebo oSetfenych biomasou sinic P80.
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Obrazek 5A-C Biotest klicivosti II. A. Aplikace hrubého extraktu na mikrofiltry ze
sklenénych vlaken spolu se semeny parazitickych rostlin jako jsou rody Striga,
Phelipanche, Orobanche. B. Reakce na specificky chemicky stimul iniciaci kliceni.
Potvrzeni piftomnosti biostimulaénich latek kli¢eni u parazitickych rostlin. C. U¢inny
biotest na zjiStovani pritomnosti téchto biologicky aktivnich latek u mikroras se
vyhodnocuje procentem kli¢ivosti semen.
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RzS_Vzorek1 RzS_Vzorek2 RzS_Vzorek11

Obrazek 6A-C. Diskovy biotest. A,B. Aplikace hrubého extraktu mikrofasy na
terciky/disky z filtra¢niho papiru v pritomnosti izolatu fytopatogenni houby
Rhizoctonia solani (RzS) a Sclerotinia sclerotiorum (SS) s pouzitim sklenénych Petriho
misek (@ 9cm). Vzorek1 = extrakce Zivé biomasy mikrotasy 70% metanolem; vzorek2
= extrakce Zivé biomasy mikrotasy 100% etyl-acetatem, odpateni, resuspendace 70%
metanolem; vzorekll = extrakce lyofilizované biomasy (navazka 200 mg) 70%
metanolem. C. Miniaturizace testu se Sestijamkovymi kultiva¢nimi plastovymi
deskami. Cervené zabarveni media je dano aplikaci fungicidu p¥. RANCONA (pozitivni
kontrola).

27



Obrazek 7A,B Vsddkové (batch) testy. Aplikace odpadnich medii po kultivaci a
odstfedéni biomasy 7 riznych kmenti mikrofas a odpadniho media z bioaktivniho
kmene mikrotas k obohaceni mineralniho (A) nebo organického media (B) k za-
loZeni biotestd pro kultivaci a stanoveni ristu mycelia uzitecné mykoparazitické
houby Lecanicillium muscarium.
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