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(54) Prost¥edek na oSet¥eni rostlin

napadenych koryneformnimi
bakteriemi
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(57) Redeni se tykd prostFedku brénieciho
vzniku a rozvoji chorob kulturnich rostlin
pusobenych koryneformnimi bakteriemi. Jako
udinnou 1ldtku obsahuje tento prostiedek
glutamicin CBIIL, ktery je produktem kulti-
vace bakteridlniho kmene Bacillus liche-
niformis CBII CCM 4005 ve staclonarnl £4-~
zi rdstu. Glutamicin CBII méd skupinovd
speclflcky baktericidni d€inek na koryne-
formni bakterie. Tuto biologickou aktivi-
tu si uchovava i po pﬁsobenl proteolytic-~
kych enzymu, po zahr1van1 na 100 0C 30
min a prl skladovanl pr1 4 OC po dobu
nejméné 3 mésicld. Kromd ochrany vojt&sky
proti bakteridlnimu vadnuti je glutamicin
CBII vyuzZitelny i ,proti chorobdm zpisoho-
vanym koryneformnlml bakteriemi u brambo-
™, rajdete, kukuFice a nékterych okras-
nych rostlln.
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Vyndlez se tykd prostfedku na oSet¥eni rostlin, které jsou napaddny koryneformni-
mi bakteriemi zpisobujicimi onemocndni, projevujici se formou vaskuldrniho vadnuti ne-
bo zakrslosti, proliferace pletiv, slizovitosti (gumovitosti) a deformace kvitenstvi,
listové mozaiky a skvrnitosti, listové spdly a nekrdzy stonku. Nalezeni a pouziti
prostYedkid nificich plivodce t&chto chorob a brdnicich vzniku a rozvoji onemocndni u
kulturnich rostlin je zdvaZnym problémem rostlinuné vyroby s vyraznym hospodd¥skym do-
pdem.

Z celkového poftu vice neZ 250 pilivodedl bakteridlnich chorob rostlin pat¥l 16 ke
skupiné koryneformnich bakterii. NejvétSi ztrdty na rostlinné produkci zptsobuji cho-
roby oznaované soubornd jako vaskuldrni (cévni) vadnuti (tracheobakiericzy). P¥ed-
stavuji potencidln& nebezpedi pro dileZité zem8d8lské plodiny jako je brambor (cho~
roba vyvoldvand bakterii Corynebacterium michiganense pv. sepedonicum), kuku¥ice
(C. michiganense pv. nebraskense), vojt&3ka (C. michiganense pv. insidiosum), fazol
(C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens) a cukrovd t¥tina (Clavibacter xyli). Napadend
rogtliny vadnou, usychaji nebo jsou zakrslé a nskonec p¥eddasné odumirajf. U brambor
miZe byt vynos sniZen o 12 aZ 51 %. Jediny napadeny trs bramboru je dfivodem pro za-
mitnuti porostu pro udely mnoZeni sadby. V oblastech viskytu sniZuje bakteridlnf
vadnutl vojt8Sky vynosy v priméru rofn aZ o 20 %, bakteridlni vadnuti rajéete o 10
aZ 30 %. Za ndrodohospodd¥sky méné vyznamné se povaZuji proliferace pletiv, slizovi-
.tost kvitenstvi a mozaika ozimé pSenice, zplisobované dal3imi druhy koryneformuich
bakterii. Ochrana rostlin proti bakteridzdm je zaloZena hlavn$ na profylaktickych
opat¥enich. U chorob zplsobovanych koryneformnimi bakteriemi se pouZivaji nisleduji-
¢l alternativni metody ochrany: karanténni opat¥eni, pou¥ivdn{ osiva a sadby prosté-
ho ndkazy, Slechténi na rezistenci. V praxi se jen vyjimednd vyuZivd mo¥eni osiva
chemickymi ldtkami nebo fyzikdlnimi metodami k odstransni ndkazy na povrchu nebo
uvnit¥ semen. Spektrum baktericidld pouZivanych v ochrand rostlin je velmi dzké.
Uplatndni m&dnatych pFipravki je omezené pro jejich Sdstednou fytotoxicitu a neuspo-
kojivou uGinnost. 2 antibiotik se v ndkterych stdtech vyufivd streptomycin a oxyte-
tracyklin. Ve v&t¥ind evropskych stdtd (i v GSSR) jejich pou¥ivéni neni dovoleno
z obav, Ze ziskané rezistence k antibiotiku u fytopatogennich bakterii se mfiZe p¥e-
nést na bakterie patogenni pro Zlovéka. V Austrdlii, USA a nékterych evropskych ze-
mich nalezl v ochrand rostlin uplatnéni komer&n& vyrdbény neproteinovy bakteriocin
nazvany agrocin 84. Producentem jsou bakterie nefytopatogenniho drubu Agrobacterium
radiobacter, kmene 84. Bakteriocin aplikovany na semena nebo koPeny sazenic zabrini
vzniku nddorovitosti, jejimZ plvodcem je bakterie Agrobacterium tumefaciens. Kromé
agrocinu 84 nebyla od éry antibiotik vyvinuta Z4dnd novd sloudenina, kterd by na-
lezla uplatnéni v ochrané rostlin. Novy systémovy bakteriocid techloflatan je Udin-
ny pouze proti plivodci listové spdly ryZe, Xanthomonas campestris pv. oryzae. Na-
prosto chybi GEinné ldtky schopné penetrovaet do rostliny a zasdhnout bakteriilni
koryneformni patogeny kolonizujici vodivy systém.

VySe uvedeny nedostatek se odstrani pomoci prost¥edku podle vyndlezu, plisobici-
ho baktericidné ns koryneformni bakterie, zplsobujici vaskuldrni a jiné choroby

kulturnich rostlin, ktery jako uinmou ldtku obsshuje produkt kultivace kmene mi-
kroorganismu Bacillus licheniformis CBII CCM 4005.

Uvedend uUcinnd ldtka, kterd byla pojmenovdna glutamicin CBII, je produkovina
bakteridinim kmenem Bacillus licheniformis CBII CCM 4005 p¥i jeho kultivaci ve sta-
ciondrni fdzi rdstu. P¥i aplikaci vodného roztoku glutamicinu CBII prosi¥ednictvim
koFenového systému nebo na list vojtésky seté (Medicago sativa L.) p¥edchdzejicd
infekei (zdm&rné inokulaci) této rostliny bakterii Corynebacterium michiganense
pv. ingidiosum je d€imm& potlafovdn rozvoj bakteridlniho vadnuti vojt&sky tim, e
glutamicin CBII pronikd dovnit¥ rostliny, kde znemoZnuje pomno¥eni bun¥k fytopa-
togena a ndslednou tvorbu trombd (ucpdvek) v cévdch rostliny. Glutamicin CBII
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phsobl baktericidnd i na koryneformni baktérie vyvoldvajici proliferaci pletiv, listo-
vou mozaiku - skvrnitost, spdlu, slizovitost a deformaci kvdtenstvi kulturnfich rostlin.

Glutamicin CBII md skupinové specificky baktericidni Udinek na koryneformni bak-

terie vdetné Corynebacterium michiganense pv. insidiosum. P¥i jeho preventivni ko¥eno-

vé i folidrni aplikaci u vojt83ky seté se vjrazné (asi o 50 %) sniZuje intenzita cho-
roby (tracheobaktericzy) vyvoldvané timto patogenem. Vyhody prost¥edku podle vyndlezu
spodivaji v tom, Ze:

= po aplikaci na rostlinu penetruje glutamicin CBII do vnit¥nich pletiv a svazky cév-
nimi je translokovdn po celém systému rostliny. Rostlinolékastvi takovy systémovy
baktericid WSinny proti koryneformnim bakteriim kolonizujfcim cévy xylénu a vyvold-
vajicim vaskuldrni vadnuti doposud postridd

- p¥i aplikaci na rostliny nepotladuje glutamicin CBII ostatni rhizosfernt a fyloplanni
mikrofloru zahrnujici mnohé pro rostlinu prospésné a saprofytni bakterie

~ protoZe glutamicin CBII je ldtka bakteriocinového typu s Gzkym spektrem ddinku, lze
pPedpoklddat, Ze nepYedstavuje potencidlni nebezpedsi pro Zivotni prost¥edi a pro
zdravi €lovEka. Vzhledem k jeho odli¥nosti od antibiotilk pouZivanych v humdnni a ve-
terindrni medicind, p#i pou¥ivéni glutamicinu CBII v ochrang rostlin nep¥ichdzi v
Uvahu mo¥nost negativnich disledkl p¥enosu determinanty rezistence k nému na bvakte-
rie patogenni pro 8lovdka.

U8innd 14tka - glutamicin CBIT - se p¥ipravi tak, Ze se bunky kmene Bacillus li-
cheniformis CBIT CCM 4005 kultivuji ve 100 ml tekuté pidy CY (obsahujici na 1 1 desti-
lované vody 10 g Bacto-casitone (Difco), 5 g kvasnidného extraktu (Difco), 3 g K HPO,
1g KH, PO, a 1 ml zdsobniho roztoku o obsahu 0,5 g PeS0y.7 Hy0 2 0,5 g MnS0,.4 H,0
na 100 ml destilované vody) p#i 30 °C 30 h za t¥epdni. Potom se bunky 0dddli centri-
fugaci (6 000 x g, 20 min) a k supernatantu se p¥idd siran amounny do 70 % saturace
roztoku. Tato suspenze se dr¥i p¥i teplotd 4 °C p¥es noc, vznikld sra¥enina se shro-
mdZdi centrifugaci (6 000 x g, 30 min) a rozpusti v 0,05 M Tris-CHL pufru (pH 8,0;

2 % pivodniho objemu); nerozpustny materidl se odstrant centrifugaci. Roztok sz za-
h¥{v4 na 100 °C 10 min a vytvo¥end sraZenina se odstrani centrifugaci. U findluiho
¢irého roztoku, obsshujiciho 14tku nazvanou glutamicin CBII, se stanovi inhibiSni
aktivita vi8i indikdtorovému kmenn Brevibacterium flavum 2117 upravenou metodou po-
psanou pro bakteriociny (Fredericq P. Ann. Rev. Microbiol. 11, 7 a# 22 (1957)).
Arbitrdrni jednotka (AU) aktivity glutamicinu CBII byla definovéna jako pPevrdcend
hodnota nejvysSiho Fedéni, p¥i kterém je ve spojitém ndrlstu indikdtorové kultury
na pevné pidd je$td zPetelnd inhibidni zdna.

Glutamicin CBII purifikovaeny b&¥nymi chromatografickymi technikami nejprve na
kolond s gelem Sephadex G-50 (eluce 0,05 M Tris-HCL pufrem pH 8,0) a potom na kolond
s DEAE-celulézou (eluce nejd¥ive 0,05 M Tris-HCL pufrem pH 8,0 a ddle gradientem
0 aZ 1 M NaCl) vykazuje ndsledujici charakteristiky:

- difunduje celofdnovou membrénou propusinou pro molekuly o maximdlni hmotnosti
10 000 g/mol

- jeho sedimentani koeficient sgo W odpovidd 1,1 S (stanoveni ultracentrifugadni
y
metodou)
~ Jeho aktivita se nemdni p¥i zsh¥ivdni na 100 °C 30 min ani p¥i uchovdni p#i 4 °C
b&hem 3 m&sich
- Je rezistentni k plsobeni chloroformu, trypsinu, chymotrypsinn, pronasy a subti-
lismu

Je aktivni v intervalu pH 3 a% 11, optimum je p¥i pH 7 aZ 8
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- poskytuje barevnou reakeci typickou pro glykoproteiny

- podle vysledkd elektroforézy v polyakrylamidovém gelu a spekira 1H—NMR obsahuje jen
velmi mdlo bilkovimné sloZky.

22 o

Glutamicin CBII md specificky baktericidni #8inek na koryneformni bakterie, tedy
i na bakteridlniho plvodee vadnuti vojtésky Corynebacterium michiganense pv. insidi-
osum. Preventivni oSetfeni rostliny roztokem glutamicinu CBII jako ochrana pfed in-
fekei timto fytopatogenem bylo provedeno u vojt&Sky setd (Medicago sativa L.), kmene
534, a to jednak prostfednictvim koFenového systému (1), jednak aplikaci ma list (2).

Glutamicin CBII jako prostfedek na oSet¥eni rostlin napadenych koryneformnimi
bakteriemi je vyuZitelny zejména:

- ve Slechtdni a mnoZeni rostlin k ziskdni a uchovdni bakterii prostych klonk rostlin
z infikovanych hliz nebo matednych rostlin, majicich hospodd¥sky mimo¥ddng cennd
vlastnosti. Tento zplsob vyuZiti pFichdz{ v dvahu hiavnd u rostlin bramboru (infi-
kovanych bakteriemi Corynebacterium michigenense pv. sepedonicum) a u vojtésky
(infikované C. michiganense pv. insidiosum) p¥Ll tvorbé tzv. syntetickych odriid

- k mofeni semen rajdete proti Corynebacterium michiganense pv. michiganense a obi-
lek kuku¥ice proti C. michiganense pv. nebraskense

- k oSet¥eni koYenl sazenic rajete pFed vysadbou a k folidrnim post¥ikém na ochranu
proti bakteridlnimu vadnuti rajéete

- k ochrané okrasnych rostlin (Chrysanthemum, Lathyrus, Pelargonium, Asparagus, Li-
lium, Verbascum aj.) proti ristovim deformacim zplsobovanym bakteriemi Corynebacte-
rium fascians a k ochrané ftulipdni proti skvrnitosti, jejimZ plvodcem je C. flac-
cumfaciens subsp. oortii.

Krom& doporudovaného vyuziti glutemicinu CBII v ochran¥ hospodd¥sky vyznasmnych
rostlin jsou redlné pfedpoklady (zaloZené na skupinové specifiBnosti baktericidniho
dinku glutamicinu CBIL) pro vyuZiti glutamicinu CBIT v oblasti taxonomie bakterii.

Piiklad 1. Preinfekéni ko¥enovd aplikace

g

49 rostlin vyrostlych ve skleniku bylo ve std¥i 56 dnf pono¥eno svymi ko¥eny
do sterilniho vodného roztoku glutamicinu CBII o aktivitd 6,5 AU po dobu 12 h a
ihned potom do suspenze Corynebacterium michiganense pv. ingidiosum (inokulace)
také po dobu 12 h. Po*inokulaci byly rostliny umistény v japanu. Hodnoceni @&innos-
ti glutamicinu CBIT proti bakteridlnimu vaduuti vojt&Sky bylo provedeno po 65 dnech
ristu pokusnych rostlin od inokulace stanovenim intenzity choroby (u kaZdé rostliny
byl stanoven stupen napadeni podle histologickych p¥iznakd na p¥iéném Yezu koYenem
a vypoditdn index choroby (Kidela V., Rostl. Vyr. 16, 1 041 a% 1 050 (1970)) a hmot-
nosti rostlin v Cerstvém stavu (byla vypodtena prim&rnd hmotnost jedné rostliny a
jeji smérodatnd odchylka). Byl zjiSt¥n index choroby 14,35 a primSrnd hmotnost
1 rostliny 2,26 & 1,30 g, zatimco paralelnd sledovany soubor 55 pokusnfch rostlin
neoSet¥enych pFfed inokulaci patogenni bakterii glutamicinem CBII vykazoval index
choreby 27,77 a primérnou hmotnost 1 rostliny 1,56 + 0,86 g. Intenzita bakterisl-
niho vadnuti rostlin, u nichZ byl p¥ed inokulaci C. michiganense pv. insidiosum
aplikovdn glutamicin CBII, se tedy sniZila o 48 %.

“n
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Priklad 2. Preinfekdni folidrni aplikace

V8echny rostliny rostly po dobu celého pokusu v klimaboxu Conviron p¥i reZimu:
16 h sv8tlo, 8 h tma, teplota p¥i svdtle 18 °C, ve tmd 16 °¢, relativni vlhkost
vzduchu 70 %.
U 99 rostlin ve std¥{ 7 dnl byl na d8loZni listky post¥ikem aplikovén sterilni vodny
roztok glutamicinu CBII o aktivitd 6,5 AU. (a) 42 takto oSet¥enych rostlin bylo po
1 h infikovéno odst¥iZenim vrcholu dloZnich 1istkf nifkami namoCenymi v inokulu
C. michiganense pv. insidiosum a post¥ikem timto inokulem, (b) 57 rostlin oSet¥enych
glutamicinem CBIT bylo infikovédno stejnym patogenem tym# zplsobem a¥ po 24 h. Hodno-
ceni Uinnosti glutamicinu CBII proti bakteridlnimu vadnuti vojt&8ky bylo provedeno
po 57 dnech rlstu pokusnych rostlin od inokulace stejnym zplsobem jako v p¥ipadd (1).
U rostlin (a) inokulovanych patogenem 1 h po aplikaci glutamicinu CBII byl zjistén
index choroby 19,89 a pramérnd hmotnost 1 rostliny 0,32 + 0,18 g, glutamicinem CBII
oSet¥ené rostliny (b) infikované a¥% po 24 h vykazovaly index choroby 10,26 a pri-
mérnou hmotnost 1 rostliny 0,37 + 0,19 g. Kontrolni soubor 53 rostlin neoSet¥enych
pFed inokulaci patogenem glutamicinem CBII m&l index choroby 22,16 a 1 rostlina pri-
mérnou hmotnost 0,43 + 0,27 g. P¥i varianté (a) tedy preinfekdni folidrni aplikace
glutamicinu CBIT sniZila intenzitu choroby o vice ne¥ 10 %, p¥i variantd (b) +éms¥
0 54 %. Z porovndni variant (a) a (b) lze usuzovat, e folidrng aplikovany gluta-
micin CBIT byl rostlinami p¥ijat do vnit¥nich pletiv a translokovin do xylému, kde
jsou lokalizovdny patogenni korynebakterie.

PPi kofenové aplikaci glutamicinu CBII byly u rostlin vojt&sky pozoroviny ndk-
teré neobvyklé histologické mdlezy na Yezu ko¥enem, primsrni hmotnost rostlin opro-
ti kontrolnim rostlindm v3ak nebyla snifena. Folidrng aplikovany glutamicin CBII
nevyvoldval na rostlindch zjevné nekrdzy ani chlordzy, pouze u mladfch rostlin
mirné sniZoval jejich primérnou hmotnost v porovndni s kontrolnimi rostlinami.

PREDMET vYINALEGZU

Prostiedek na‘oSetFeni rostlin napadenych koryneformnimi bakteriemi, vyznaduji-
¢l se tim, ¥e jako uUSinnou ldtku obsahuje produkt kultivace kmene mikroorganismu
Bacillus licheniformis CBII CCM 4005.
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