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Utad pramyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda pfedmét uzitného vzoru

spliiuje podminky zptisobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.
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Fungicidni piipravek na bazi suspenze bakterie Saccharothrix espanaensis pro oSetieni révy
vinné

Oblast techniky

Predkladané technické feSeni se tyka fungicidniho piipravku inhibujiciho rGst a mnoZeni
patogennich hub révy vinné, postihujici zejména dievo a vodivé svazky kminku révy vinné,
zejména houbovych patogenii zplsobujicich onemocnéni komplexu grapevine trunk diseases
(GTD). Fungicidni pfipravek vyuziva bakterie Saccharothrix espanaensis pro inhibici rastu
houbovych patogendt.

Dosavadni stav techniky

Onemocnéni komplexu grapevine trunk diseases (GTD) v soucasné dobé predstavuji jedno
se celosvétové odhaduji na 1,5 miliardy dolart. V Ceské republice se $kody odhaduji na
150 miliont korun.

Celosvétove bylo s GTD spojeno 133 druhii hub patficich do 34 rodt a predstavuji nejvétsi skupinu
patogennich hub, které infikuji vinnou révu. Tyto patogeny se velmi snadno $ifi a jsou silné
virulentni. Do rostliny se dostavaji skrze fezné rany (zimni fez, oseckovani), rostliny nasledné
chfadnou a odumiraji (Gramaje, D., Urbez—Torres, J. R., Sosnowski, M. R. Managing Grapevine
Trunk Diseases with Respect to Etiology and Epidemiology: Current Strategies and Future
Prospects. Plant Disease, 102(1), 2018, 12-39).

Ochrana vici GTD je velmi obtiznd, zvlaste poté, co byl zakazan arsenitan sodny kvili své toxicite.
Uplna eradikace neni mozni, proto je kontrola primarné zaméfena na prevenci
a zmirnéni onemocnéni. V soucasné dob¢ se proti GTD pouziva chemicky ptipravek na bazi médi
(Talo-Sint®). Dale je v EU registrovan ptipravek Folicur s i¢innou latkou tebuconazol a Beltanol
L, ktery obsahuje 8-hydroxychinolin (§8-HCH) sulfat. Méd’ negativné ovliviiuje mikrobialni
spoleCenstvi spojena s révou vinnou a latky tebukonazol a 8-HCH jsou vysoce toxické pro zivotni
prostredi. Tyto ptipravky jsou proto povoleny pouzivat pouze v révovych skolkach vici Petriho
chorobé. V zapéstovanych vinohradech je kontrola GTD zaloZzena zejména na likvidaci
symptomatickych rostlin.

Aktinobakterie (Actinobacteria) nebo také aktinomycety jsou gram-pozitivni pudni bakterie
schopné kolonizovat rostliny. Jsou zndmé svoji schopnosti produkovat mnoho sekundérnich
metabolitli véetné metaboliti fungicidnich. Tyto metabolity mohou poskytovat benefitni ¢inek
hostitelskym rostlinam, jako potlateni patogenity nékterych houbovych patogenti (Alvarez-Pérez,
J. M., Gonzalez-Garcia, S., Cobos, R., Olego, M. A., Tbanez, A., Dien-Galan, A., Garzon-Jimeno,
E., Coque, J. J. R. Use of Endophytic and Rhizosphere Actinobacteria from Grapevine Plants To
Reduce Nursery Fungal Graft Infections That Lead to Young Grapevine Decline. Applied and
Environmental Microbiology, 83(24), 2017, 01564-17).

Nekteré padni bakterie 1ze pouzit k inokulaci rostlin s cilem stimulovat riist, a to pfimym ucinkem,
tj. napft. produkci latek stimulujicich rust, ¢i nepfimym ucinkem, tj. napt. antagonistickym G¢inkem
vuci fytopatogennim houbdm ke zlepSeni zdravotniho stavu rostlin.

Mezi aktinomycety patii naptiklad bakterie Saccharothrix espanaensis, izolovana ze vzorki
mekkyst Anadara addedoni odebranych v Japonském mofi v Rusku.
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Podstata technického feSeni

Predkladané technické feSeni se tyka fungicidniho pfipravku pro oSetfeni révy vinné, ktery
eliminuje ¢i omezuje rust patogennich hub zptisobujicich onemocnéni komplexu grapevine trunk
diseases (GTD). Fungicidni ptfipravek obsahuje druh bakterie Saccharothrix espanaensis,
s vyhodou v koncentraci 4x10° CFU-ml! (Colony Forming Units).

Jako kmen bakterie Saccharothrix espanaensis lze pouzit Saccharothrix espanaensis ulozeny ve
sbirce DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Leibniz Institute,
Inhoffenstrae 7B, 38124 Braunschweig, Némecko, pod oznacenim DSM 42033.

Predmétem predkladaného technického feseni je tedy fungicidni pfipravek pro osetfeni révy vinné,
ktery obsahuje kmen bakterie Saccharothrix espanaensis a vodu, piicemz koncentrace bakterii
Saccharothrix espanaensis v pipravku je v rozmezi od 2x10® CFU-ml! do 6x10° CFU-ml",
s vyhodou 4x10° CFU-ml".

V jednom provedeni muze piipravek dale obsahovat zivné médium ISP2, které stimuluje rist
bakterii a usnadnuje bakteriim kolonizaci kotent sazenic révy vinné.

Mnozstvi ISP2 ve fungicidnim piipravku je s vyhodou v rozmezi od 5 % hmotn. do 10 % hmotn.,
vztazeno na celkovou hmotnost pripravku.

Fungicidni ptipravek podle predkladaného technického feseni je vhodny k aplikaci prostfednictvim
hydratace sazenic po dobu 24 hodin pted vysadbou tak, aby byl ponofen cely kofenovy systém
rostliny ve fungicidnim pfipravku.

Vysvetlivky zkratek a pojmii:

semi-solid PDA = polotuhy bramborovy dextrozovy agar (potato dextrose agar)

ISP2 (International Streptomyces Project 2) = zivné médium béZné pouzivané pro kultivaci
bakterii. Obsahuje sladovy a kvasinkovy extrakt a dextrosu. Litr uvedeného média lze ptipravit

smichanim 4 g kvasni¢ného extraktu, 10 g agaru se sladovym extraktem, 4 g glukosy, 20 g agaru
a doplnénim do 1 litru vodou.

Objasnéni vykresu

Obr. 1: Velikost inhibi¢ni zony okolo diski s bakterii Saccharothrix espanaensis (S.E.)

Priklady uskuteénéni technického fe$eni

Priklady uvedené nize dokladaji inhibi¢ni piisobeni fungicidniho ptipravku, obsahujici bakterie
Saccharothrix espanaensis DSM 42033 na riist a mnoZeni houbovych patogenti zptisobujicich
onemocnéni komplexu grapevine trunk diseases (GTD).

Ptiklad 1: Priprava fungicidniho pripravku na bazi suspenze bakterie Saccharothrix espanaensis
pro oSetreni révy vinné

Fungicidni ptipravek dle predkladaného technického feSeni byl piipraven dle nasledujiciho
postupu. Kultura Saccharothrix espanaensis byla ptipravena na ISP 2 médiu (International
Streptomyces Project 2), které se sklada ze 4 g1 kvasni¢ného extraktu (yeast extract dextrose;
YED), 10 g-I"' agaru se sladovym extraktem (malt extract agar; MEA), 4 g1 D(+) glukozy
a 20 g'1"" agaru. Inkubace probihala po dobu 7 dnii pii 28 °C a ve tmé&. Mycelium rostouci na
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povrchu média bylo seskrabéano sterilni klickou a pieneseno do 5 ml sterilnitho PBS pufru. Byly
pridany sterilni keramické kulicky, aby se suspenze homogenizovala pomoci vortexu (3 minuty).
Homogenizovana suspenze (5 ml) byla ptidana k 500 ml tekutého média ISP2 v 1L Erlenmeyerove
barice a inkubovana na orbitalni tfepacce pii 28 °C a rychlosti 120 otacek za minutu po dobu 7 dni.
Sedmidenni tekuté kultury byly homogenizovany pomoci mixéru (BlendForce 11 BL4358, Tefal)
na rychlostni stupen 2 po dobu 60 s. Homogenizovana kapalna kultura (470 ml) byla zifedéna
kohoutkovou vodou (4 030 ml) a byla zméfena optickd hustota (ODgp=0,523). Pro vyc¢isleni
jednotek tvoticich kolonie (CFU) bylo pfipraveno 100 ml suspenze o stejné optické hustoté za
sterilnich podminek. Suspenze byla zfedéna metodou desitkového fedéni (100x - 100 000x) ve
sterilnim PBS pufru. 100 pl kazdého tfedéni bylo naneseno na médium ISP2 v duplikatech za
pouziti L-klicky. Misky byly inkubovany pii 28 °C po dobu 7 dnil a poté byly spocitany viditelné
kolonie. Ziskana koncentrace suspenze byla 4x10° CFU-ml! a mnozstvi ISP2 v pfipravku bylo
10 % hmotn.

Priklad 2: In vitro testovani inhibicniho ucinku Saccharothrix espanaensis DSM 42033

Nejdiive byly dle Piikladu 1 pfipraveny kultury bakterie Saccharothrix espanaensis DSM 42033
na ISP 2 médiu a patogennich hub na PDA agaru. Inkubace probihala po dobu 7 dnii pii 28 °C a ve
tmé.

Pro in vitro test inhibi¢niho ucinku Saccharothrix espanaensis bylo ptipraveno zivné médium
semi-solid PDA (24 g1 potato dextrose broth + 7.5 g-I"' agaru), do kterého byly pfidany
homogenizované roztoky s patogeny (Tabulka 1). VSechny testované patogeny jsou komercné
dostupné. Jejich homogenizované roztoky byly pfipraveny tak, ze z piipravenych kultur houbovych
patogenti byly vyfezany disky o priméru 10 mm. Disky byly steriln€ preneseny do 5 ml
fyziologického roztoku a roztoky byly homogenizovany na michacce Vortex. Po Ctyficetiminutové
inkubaci Petriho misek se semi-solid PDA a roztoky patogenti v laboratorni teploté byly do stfedu
kazdé misky aplikovany disky s bakterii Saccharothrix espanaensis DSM 42033 o priméru 5 mm.
Nasledovala aktivace bakterii pti teploté 4 °C po dobu 2 h. Inkubace probihala ve tmé a konstantni
teploté 25 °C. Vsechny varianty byly zaloZeny ve tfech opakovanich. Kontrolni varianty byly
zalozeny také ve tfech opakovanich a obsahovaly semi-solid PDA médium s ptfidanymi
homogenizovanymi roztoky patogent a disky ISP2 agaru bez bakterie. Poté, co mycelia patogeni
v kontrolnich variantdich dosahla okraje misky, byla zméfena inhibicni zéna okolo diskd
s bakteriemi. Saccharothrix espanaensis DSM 42033 vykazovala inhibi¢ni G¢inky vuci vSem
testovanym GTD patogenim s vyjimkou Phaeoacremonium minimum, u kterého nebyla
pozorovana zadna inhibi¢ni zéna (Obr. 1).

Tabulka 1: Seznam testovanych patogenti komplexu GTD

Patogen Izolat Oznaceni

MEND-F-196 BDI
Botryosphaeria dothidea

MEND-F-0760 BD II

MEND-F-0552 EL1
Eutypa lata

MEND-F-0759 EL I

MEND-F-0754 DA
Diaporthe ampelina

MEND-F-0766 DA II

MEND-F-175 DTI
Dactylonectria torresensis

MEND-F-174 DT II
Diplodia seriata MEND-F-0190 DS
Phaeomoniella chlamydospora MEND-F-0176 PC




20

25

CZ 37247 Ul

Phaeoacremonium minimum MEND-F-0013 PM
Cadophora luteo-olivacea MEND-F-0454 CLO

Priklad 3: In planta testovani inhibicniho ucinku Saccharothrix espanaensis DSM 42033

Pro in planta test inhibi¢niho U¢inku Saccharothrix espanaensis DSM 42033 byla dle Prikladu 1
piipravena bakterialni suspenze (koncentrace 4x10° CFU-ml "), ktera byla aplikovana na kofeny
sazenic révy vinné po dobu 24 hodin pfed vysadbou. Nésledovala aplikace patogenu
Dactylonectria torresensis (DT), ktery na mladych sazenicich zplsobuje ¢ernani kofenovych
krckt, které je zahrnuto mezi onemocnéni GTD komplexu. Pétimilimetrové disky s patogenem
byly aplikovany do oblasti kofenového kréku. Misto aplikace bylo obaleno vlhkou vatou
a Parafilmem a nasledovala vysadba sazenic do tfilitrovych kontejnerd. Po Sesti mésicich probéhlo
hodnoceni velikosti nekroz, vysky sazenic a délky kotend. S. espanaensis DSM 42033 pozitivné
ovlivnila velikost nekrézy a délku kofentd, coz potvrdilo fungicidni vlastnosti Saccharothrix
espanaensis vuci patogennim houbdm révy vinné. V piipadé vysky sazenic nebyl prokazan
statisticky vyznamny rozdil vii¢i negativni ani pozitivni kontrole (Tabulka 2).

Tabulka 2: Namétené hodnoty vysky rostlin, délky kotenil a velikosti nekrozy: bez = sazenice bez
aplikace mikroorganismu, DT = sazenice s aplikovanym patogenem Dactylonectria torresensis,
S.E. = sazenice s aplikovanou bakterialni suspenzi S. espanaensis, a — statisticky vyznamny rozdil
vuci kontrolam

Bakterie |Patogen |Vyska rostliny [cm] Délka korenti [cm] Velikost nekrozy [cm]
bez bez 107,60 18,20 21,40

bez DT 110,40 19,80 22,20

S.E. bez 129,60 27,402 0,60°

S.E. DT 134,80 32,40° 12,80°

Prumyslova vyuzitelnost

Suspenze bakterii Saccharothrix espanaensis ve formée antifungalniho ptipravku nebo pomocného
pfipravku na ochranu rostlin mtize slouzit k omezeni §itfeni patogentt komplexu GTD nachazejicich
se na réve vinné. Péstitelé révy vinné by tento piipravek mohli vyuZzivat jako preventivni oSetfeni
pii zakladani novych vysadeb. Dale by pripravek byl vyuzitelny ve Skolkach produkujicich
sazenice révy vinng.



10

CZ 37247 U1

NAROKY NA OCHRANU

1. Fungicidni pfipravek pro oSetfeni révy vinné, vyznaceny tim, Ze obsahuje kmen bakterie
Saccharothrix espanaensis avodu, ptfiCemZ koncentrace bakterii Saccharothrix espanaensis
v piipravku je v rozmezi od 2x10° CFU-ml™! do 6x10° CFU-ml.

2. Fungicidni ptipravek podle naroku 1, vyznafeny tim, Ze koncentrace bakterii Saccharothrix
espanaensis v ptipravku je 4x10% CFU-ml"!.

3. Fungicidni pfipravek podle naroku 1 nebo 2, vyznaceny tim, ze dale obsahuje zivné médium.

4. Fungicidni pfipravek podle naroku 3, vyznaceny tim, Ze obsah Zivného média je v rozmezi od
5 % hmotn. do 10 % hmotn., vztaZzeno na celkovou hmotnost ptipravku.

5. Fungicidni ptipravek podle kteréhokoliv z pfedchozich narokli 1 az 4, vyznaceny tim, Ze
kmenem bakterie Saccharothrix espanaensis je kmen Saccharothrix espanaensis DSM 42033.

1 vykres
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