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Biologicky protiplisiiovy kapalny prostfedek s mikroorganismem Pythium oligandrum a
zpusob jeho vyroby

Oblast techniky
Vynalez se tyka biologického protiplisiového kapalného prostfedku s mikroorganismem Pythium

oligandrum s dlouhodobou stabilitou v fadu mésicu. Vynalez se téz tyka zpusobu vyroby tohoto
pfipravku.

Dosavadni stav techniky

Chemické protiplisiové prostfedky vzbuzuji v poslednich desetiletich vzristajici obavy =z
hlediska negativniho vlivu na zivotni prostfedi 1 na samotného spotrebitele. Nicméné je mozné
konstatovat, ze jejich nahrazeni ucinnymi biologickymi prostfedky zalozenymi na mikrobech
schopnych likvidovat plisn¢ cilenym a Setrnym zptisobem zatim neprob¢hlo v Zadoucim rozsahu.
V zemich EU je pro tento ucel nyni registrovano pouze 14 mikrobialnich druhu 1 pfes velmi
intenzivn¢ probihajici vyzkum, jak zdaraziuje nedavny prehledny ¢lanek Gerbore a spol. z roku
2014 [1].

Prakticka aplikace biologického prostfedku vyuzivajiciho protiplisnové ucinky mikroorganismu
Pythium oligandrum je znama jiz od 70. let minulého stoleti s odkazem na klasické prace
Dreschslera [2] z r. 1943 a Deacona [3] z r. 1976 vé€nované biologii tohoto mikroorganismu a
popisujici jeho mykoparazitické vlastnosti. Z tohoto obdobi pochazi mj. patent US 4259317 [4]
dvojice autorii Vesely a Hejdanek s prioritnim datem 5. 7. 1978, vénovany suchym praskovym
pripravkum s obsahem oospor Pythium oligandrum Drechsler pro ochranu pfed plisiovymi
chorobami vzchazejicich vyhonku fepy cukrové s obsahem oospor nejméné 1 milion oospor na g
pripravku, pficemz jako optimalni rozsah je uvadéno mnozstvi mezi 50 az 500 miliony oospor na
g pripravku. Autofi tohoto vynalezu pripoustéji jako pouzitelnou alternativu k suchym
praskovym pripravkam 1 kapalné suspenze oospor, pro jimi pfipravenou aplikac¢ni formu vSak
uvadéji fadu nevyhod, zejména nestabilitu takovych pfipravki limitujici jejich praktickou
pouzitelnost na cca 2 tydny. Po dels§i dobé dochazi k nepfijatelnému snizeni vzchazivosti oospor,
ktera je nezbytna pro uplatnéni mykoparazitického mechanismu ochrany, v dusledku autolyzy
nebo kontaminace hyperparazity. Pokud jde o zdroje jednotlivych kment Pythium oligandrum,
upozomili autofi Baker a Lifshitz ve svém patentu US 4574083 [5] na moznost ziskam
regionalné vhodnych kmenii izolaci z pudy podle standardni publikované metodiky. Tento postup
se mezitim osvedcil a ve verejnych sbirkach tak jsou k dispozici kmeny z riznych geografickych
lokalit. Pro identifikaci izolatu byla v té dob¢ aplikovana prevazné biologicka kritéria: rychlost
ristu, optimalni teplota ristu — byva kolem 30 °C, a morfologie jednotlivych reprodukénich
forem sexualniho 1 asexualniho cyklu. Z tohoto pohledu je jako prulomovy mozZno oznacit
nasledny patent, v némz vynalezce Martin US 5961971 [6] zavadi molekularni charakterizaci
jednotlivych izolati na zakladé presného sekvenéniho protokolu krtickych geni. V témze
patentovém dokumentu jsou detailn¢ uvadény téZ jednotlivé formulace a zpusoby aplikace
mikroorganismu Pythium oligandrum v polnich podminkach, pficemz jako preferované
formulace jsou zmiriovany jednak kapalna formulace po naristu na levnych médiich zaloZzenych
na prumyslovych odpadnich surovinach a jednak praskova formulace prfipravena enkapsulaci
biomasy vysusené po fermentaci do alginatii nebo ve formé vysuseného a rozemleté¢ho produktu.
Mezi dal§imi moznymi formulacemi je jesté uvadéna formulace ve form¢ smacitelnych praska,
béznych prasku, emulgovanych oleju a granuli. Patent CZ 303908 a korespondujici EP 2503892
[7] spoleénosti BIOPREPARATY, spol. s.r.0. z roku 2009 je zaméfeny na poskliziovou ochranu
plodin s pouzitim mikroorganismu Pythium oligandrum. Ve své technologické Casti se zaméruje
na kultivaci tohoto mikroorganismu v béznych fermentorech na kapalnych médiich s obsahem
obilovin bez pridavku dalSich vyzivnych latek. Akcentovana je moznost ziskani cisté¢ho
koncentratu oospor bez pritomnosti vycerpaného média nebo zbytki mycelia, které jsou
odstranény béhem suseni ve sprejoveé susamé v pozdnich fazich vyrobniho procesu. V omezené
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mire byly publikovany poznatky s pfipravou oospor jinych organismu nez Pythium oligandrum.
V patentové prihlasce CN 102807957 A [8] Liu X. a spol. z roku 2012 je popsana pfiprava
vzchazejicich oospor mikroorganismu Phytophthora capsici pro sledovani rezistence vici
ruznym lé¢ivim a pro geneticky vyzkum. Kapalné pfipravky pro biologickou ochranu rostlin
Jsou uvadény v patentové prihlasce US 2014/0212387 [9] Lith z roku 2014, pfiCemz se vSak
jedna vyluéné o kapalné prostfedky s vyuzitim polyethoxy modifikovanych trisiloxanu jako
solventu.

Priprava a stabilizace oospor a jinych reprodukénich forem mikroskopické rasovky Pythium
oligandrum je dale diskutovana do urCité miry v nepatentové literatufe. McQuilken a spol. [10]
publikoval v roce 1990 jednoduchou a reprodukovatelnou metodu pripravy oospor v kapalné
kultufe s pouzitim melasy jako ekonomicky nenaro¢ného substratu. Otazka idealniho zpusobu
uchovani pfipravenych oospor neni vSak v patentové ani nepatentové literatufe uspokojive
vyfeSena. McQuilken a spol. [11] z roku 1992 sledovali vliv miznych osmotik jako je glycerol,
NaCl a KCl na rychlost radialni extenze hyf a vzchazivost oospor fasovky Pythium oligandrum
srovnanim s osmotickym tlakem pfedstavovanym extraktem puady ve vysi —0,5 MPa. Pridavek
osmolyti snizoval rychlost radialni extenze, ale nemé¢l vliv na vzchazivost az do hodnoty cca —
2,0 MPa. Autofi uzaviraji, ze lze pfedpokladat dobrou ucinnost aplikovanych oospor za bézn¢ se
vyskytujicich osmotickych podminek v mistech aplikace za predpokladu, Zze jsou téz splnény
podminky z hlediska optimalni teploty, zpravidla 30 °C, a kyselosti pH 6,0 az 7,5. Z hlediska
skladovatelnosti ziskanych oospor je zminovana autory Takenaka a Ishikawa [12] z roku 2013
jejich vysoka uéinnost po dobu az 379 dni pii uchovani bézn¢ pripravené suspenze v destilované
vod¢ v lednici pri 4 °C.

Jako hlavni pfekazka pro vétsi rozsifeni biologickych ochrannych prostfedki je odborniky jasné
uvadéna zejména zavislost ucinnosti na konkrétnich podminkach aplikace a praktické problémy s
udrZzovanim a pfipravou biologickych pfipravku na ochranu rostlin v kazdodenni zemédélske
praxi. Proto je vyfeSeni praktickych problému spojenych s jednoduchym a aéinnym skladovanim
a aplikaci oospor Pythium oligandrum pro obchodni uspéch biologickych pripravki kritické. Pro
vyfeseni tohoto problému by bylo zadouci vyvinout prostfedky biologické ochrany v kapalném
stavu s vysokou dlouhodobou stabilitou 1 za podminek bézn¢ho skladovani. Dosud publikovana
feSeni vSak trpi fadou nevvhod, které se nepodarilo ani po letech intenzivniho usili odstranit.
V¢tsSina postupu laboratorni pfipravy biologickych pripravki na ochranu rostlin je slozita a
zvladnutelna jen v laboratornim mgéfitku, coz silné omezuje pouziti téchto postupu pro
prumyslovou vyrobu. Dosud preferovany zpusob aplikace ve form¢ smacitelnych praska, ktery
byl uplatnén u celosvétové prodavanych pripravku produkovanych ¢eskou biotechnologickou
firmou Biopreparaty, spol s.r.o. (Polyversum®, Polygandron, BIOREPEL®), neni bez komplikaci
z pohledu cileni ochranné¢ho zasahu 1 ochrany uzivateli. Doposud nebyl publikovan jednoduchy,
dobfe vyzkouseny a konzistentn¢ definovany postup vhodny pro formulaci s dostatecnou
skladovatelnosti pfipravenych reprodukénich forem mikroorganismu Pythium oligandrum,
zejména oospor, v jednoduché a pramyslové snadno vyuzitelné podobe¢.

Podstata vynalezu

Uvedené nevyhody dosud uplatiovanych feSeni protiplisiiovych biologickych pripravki se
odstrani nebo omezi podle tohoto vynalezu, jehoZ podstatou je biologicky protiplisnovy kapalny
prostfedek s mikroorganismem Pythium oligandrum podle nezavislého naroku 1, zahmujici
stabilizovanou suspenzi Pythium oligandrum, ktery obsahuje: 0,05 az 10,0 % hmotn. kultivacni
biomasy mikroorganismu Pythium oligandrum s obsahem kultiva¢niho média, bunéénych forem
tohoto mikroorganismu a latek produkovanych timto mikroorganismem; a 90,0 az 99,95 %
hmotn. stabilizatoru, kterym je alespori jedna komponenta ze skupiny, zahrnujici vodu, solny
roztok, olej, roztoky osmolytu a glycerol; pficemz v 1 ml tohoto biologického protiplisiiového
kapalného prostredku je, po bézné standardizaci, pfedem pozadovany pocet dormantnich oospor
vrozsahu 1 x 10° az 2 x 107.
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Biologicky protiplisiovy kapalny prostfedek s mikroorganismem Pythium oligandrum, podle
tohoto vynalezu také zahmuje stabilizovanou suspenzi mikroorganismu Pythium oligandrum,
ktera obsahuje: 0,05 az 10,0 % hmotn. kultivacni biomasy mikroorganismu Pythium oligandrum
s obsahem kultivacniho média, bunéénych forem tohoto mikroorganismu a latek produkovanych
timto mikroorganismem, 79,77 az 99,95 % hmotn. stabilizatoru, kterym je¢ alesponn jedna
komponenta ze skupiny, zahmujici vodu, solny roztok, olej, roztoky osmolyta a glycerol; a
pripadné zbytek do 100 % hmotn. nejméné jedné bézné modifikujici/aplikacni latky ze skupiny,
zahmujici plnidlo, aroma, vitamin E; pfi¢emz v 1 ml tohoto biologického protiplisiového
kapalného prostredku je, po bézné standardizaci, predem pozadovany pocéet dormantnich oospor
v rozsahu 2,5 x 10*az 1,0 x 10°.

S vyhodou je mikroorganismem Pythium oligandrum kmen Pythium oligandrum Drechsler
ATTC 38472, ktery byl deponovan v Ceské sbirce mikroorganizmi (CCM) Masarykova
Univerzita v Bmé pod oznacenim Pythium oligandrum M.

Hlavni vyhodou tohoto vynalezu je ziskani nového biologického protiplisnového kapalného
prostfedku, vhodného pro dlouhodobé pouziti, a dosazeni jeho dlouhodobého a vyznamného
stabilizacniho ucinku, pficemz pouzité stabilizatory jsou cenové dostupné a poskytuji dalsi
vyhodu pfi ochrané obsazené biomasy mikroorganismu Pythium oligandrum pied mikrobialni
kontaminaci. Narokovany obsah dormantnich bunék vyse uvedeného mikroorganismu ve formé
oospor poskytuje prakticky vyzkouSeny a ekonomicky vyhodny rozsah, umoziujici snadné
davkovani pro Siroky rozsah potfebnych aplikaci. Mohou se pouzit rizné druhy biomasy, které se
zpracuji vhodnou pfipravou. Nizs§i koncentrace dormantnich oospor, napf. v poctu desitek nebo
stovek dormantnich oospor prinasi téz vysledky, ale acinnost tohoto prostfedku je nizsi. Pfedem
stanoveny pocet dormantnich oospor se muze upravovat v pripadé potfeby béznou standardizaci,
tj. zfedénim, nebo koncentrovanim na pozadovanou hodnotu.

Je vyhodné, kdyz stabilizator obsahuje alespon jednu komponentu ze skupiny, zahmujici vodu,
solny roztok, oleje nebo roztoky osmolyti, coz mohou byt roztoky polyolu, typu sacharndi nebo
sacharidovych alkoholi nebo roztoky soli. Roztoky polyolia mohou byt vybrany ze skupiny,
zahmujici metabolizovatelné nebo nemetabolizovatelné roztoky riznych oligosacharidu,
obsahujicich maximalné 10 sacharidovych jednotek a minimalné 2 sacharidové jednotky, jako je
maltodekaosa nebo maltononaosa nebo maltooktaosa nebo maltoheptaosa nebo maltohexaosa
nebo maltopentaosa nebo stachyosa nebo rafinosa nebo sacharéza nebo sukralosa, popfipadé
mohou byt pouzité sacharidy vétvené.

Ve vyhodném provedeni je stabilizaitorem voda v mnozstvi napt. 30,0, az 99,9 % hmotn., nebo
solny roztok v mnozstvi napt. 99,9 % hmotn., nebo osmolyt ve form¢ sachar6zy v mnozstvi napr.
60,0 az 64,95 % hmotn., nebo alespon jeden olej vybrany ze skupiny zahrnujici parafinovy olej,
mineralni olej, slunecnicovy olej v mnozstvi napt. 79,77 az 99,9 % hmotn.

Biologicky protiplisiovy kapalny prostfedek muze obsahovat dal$i modifikujici nebo aplikacni
latky pro dané specifické pouziti jako napf. postupné se uvoliujici biodegradovatelnou matrici
jakoZzto nosi¢ oospor mikroorganismu Pythium oligandrum, jako je polyvinylalkohol, v mnozstvi
napt. 16,0 % hmotn.; nebo plnidlo na bazi oxidu kfemicitého, v mnozstvi napt. 16,0 % hmotn.;
pripadné dalsi aplikacni/modifikujici latky, jako je Salvéjové nebo matové aroma, v mnozstvi
napft. 0,96 % hmotn., nebo vitamin E v mnoZzstvi napft. 0,4 % hmotn.

Pouziti téchto aplikacnich/modifikujicich latek se odviji podle aplikaci biologického
protiplisiového prostredku.

Tudiz, stabilizovana suspenze oospor mikroorganismu Pythium oligandrum muze vyuzit Siroky
rozsah stabilizujicich ¢inidel hydrofilni 1 hydrofobni povahy jako je obycejna voda nebo olej
nebo roztoky riznych cenové nenaronych osmolyta.
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Osmolyty je mozné jejich chemickou povahou idealn¢ prizpusobit na miru potfebnym aplikacim,
nebot’ se ukazalo, Ze osmolyty mohou byt jak iontové povahy, jako jsou roztoky riznych soli, tak
1 neiontové povahy, jako jsou roztoky polyold. Skutecnost, ze polyoly mohou byt predstavovany
napiiklad metabolizovatelnymi nebo nemetabolizovatelnymi roztoky riznych definovanych
oligosacharidi, je pro fadu aplikaci vyhodna, protoZze mohou byt k tomuto ucelu pouzity smési
vhodnych pfirodnich stejné jako syntetickych latek pozadovanych vlastnosti. S vyhodou mohou
pfitom byt pouzity 1 bézn¢ dostupné latka jako je sacharéza, ale pokud je to vyZzadovano, mohou
byt pouzity 1 bézné dostupna nemetabolizovatelna analoga. Kompozice kapalnych suspenzi je
kompatibilni s Sirokou skalou dalSich latek modifikujicich jejich uzitné vlastnosti nebo jejich
aplikaci ve form¢ protioxidacnich latek, pfirozenych aktivatoru a vitaminu, jako je napfiklad oxid
kremicity jakozto plnidlo, vitamin E acetat a jiné latky.

Prekvapivé bylo zjisténo, Ze pokud je bunéény podil vznikly pevnou nebo kapalnou kultivaci po
skonCeni pripravy pfimo upraven do formy suspenze, suspenze reprodukéni formy
mikroorganismu Pythium oligandrum si1 uchovaji v takové teploté. Tento vysledek pritom
vystupuje do popredi o to vice, pokud zvazime nereprodukovatené a variabilni vysledky uvadéné
v publikované literatufe. V literatufe se napfiklad uvadi, Ze suspenze oospor pfipravena v
destilované vodé a skladovana po dobu 188 nebo 384 dni si uchovavala ptivodni vzchazivost pfi
skladovani v lednici pfi 4 °C. Nicméné zcela chybéjici popis zpusobu pfipravy takto
popisovanych preparata €ini téméf nemozné vyhodnotit jejich védeckou platnost, nemluvé jiz o
praktické pouzitelnosti, kdy za provoznich podminek na farmach nemusi byt skladovaci teplota
4 °C dokonce ani k dispozici.

Biologicky protiplisnovy kapalny prostfedek s mikroorganismem Pythium oligandrum se ziska
zpusobem vyroby podle tohoto vynalezu, jehoZz podstata spoCiva v tom, ze pfi acrobni kultivaci
oomycety Pythium oligandrum v kapalné fazi se kapalné médium obsahujici extrakt z obilovin,
titinovou melasu a dal$i nezbytné Ziviny sterilizuje v pamim sterilizatoru. Po vychladnuti se
zaockuje jednim z vybranych kmenitt Pythium oligandrum. Po skonCeni kultivace, v fadu
nékolika dni s vyhodou 13 dni, se biomasa sklidi a zpracuje. Po ukonceni kultivaéni faze Pythium
oligandrum v kapalné fazi se biomasa s kapalnym médiem homogenizuje, aby minimalné 95 %
¢astic v suspenzi bylo v rozmezi 0,050 az 0,300 mm, s vyhodou 0,125 mm. Homogenni suspenze
charakterizovana pocétem oospor se podle poctu oospor suspenze koncentruje nebo ziedi na
pfedem pozadovanou koncentraci oospor v biologickém protiplisnovém prostfedku. S vyhodou
s¢ po fazi homogenizace a koncentrovani nebo fedéni suspenze filtruje.

Vodna suspenze se prfi homogenizaci stabilizuje pfidavkem osmolyta a v kombinaci s
uchovavanim pfi teplotach nizsich nez 8 °C se skladuje ve sterilnich velkoobjemovych nadobach.

V pripad¢ bezvodé suspenze mikroorganismu Pythium oligandrum se po ukonceni kultivacni
faze na pevném substratu nebo v kapalné fazi ziskany material homogenizuje az do dosaZzeni
velikosti minimalné€ 95 % ¢astic v suspenzi v rozmezi 0,050 az 0,300 mm, s vyhodou 0,125 mm.
Ziskana homogenni suspenze charakterizovana poctem oospor se odstredi. Odstfedény material
se po odstran¢éni supernatantu doplni olejem na pfedem pozadovanou koncentraci oospor pro
vyrobu biologického protiplisiiového prostfedku v takovém mnozstvi, aby vysledna koncentrace
oospor v biologickém protiplisiovém prostfedku a takto =ziskany material se nasledné
resuspenduje homogenizaci.

Predkladané feseni se jevi byt vyhodné 1 z pohledu vyznamného zjednoduseni
biotechnologického procesu pfipravy mikroorganismu Pythium oligandrum a tim téz
vyznamného snizeni provoznich nakladu vyrobcu takovych pripravki. Filtrace nebo separace
kultivované biomasy od produk¢niho média, jeji suseni a nasledné mleti na pozadovanou velikost
castic predstavuje nékolik procesu zpracovani, které jsou energeticky a technologicky pomémé
narocng¢, obtizn¢ kontrolovatelné, nachylné k moznosti vzniku kontaminaci a mohou kone¢né
vyznamn¢ poskodit vysledny produkt, pokud nejsou provadény za presné definovanych a
prumyslové vysoce naronych podminek. Naopak technologicky velmi jednoduchym
suspendovanim ziskané biomasy v hustych a viskosnich roztocich osmolytu se ziska velmi
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stabilni vysledny produkt okamzité¢ vhodny pro fadu praktickych aplikaci. Z praktické¢ho hlediska
pfedstavuje nezanedbatelnou vyhodu, Ze pfipravené¢ suspenze mikroorganismu Pythium
oligandrum je mozné témét kvantitativné prenést z kultivacnich nadob nebo fermentori, coz
minimalizuje naklady na jejich ¢iSténi a udrzbu a zaroven minimalizuje i mnoznost uniku
produktu do pracovniho prostfedi vyrobniho provozu. Také samotny fakt, Ze takto ziskany
produkt je dlouhodobé stabilni 1 pfi skladovani v béznych teplotach téZ vyznamné snizuje
provozni naklady a usnadiiuje manipulaci s produktem.

Prekvapivé bylo navic zjisténo, ze krom¢ stabilizanich efektii koncentrovanych roztoku
osmolyti se v konkrétnim pfipadé nami zkoumanych suspenzi oospor mikroskopické rasovky
Pythium oligandrum vyznamné uplatiiuje 1 konzervacni ucinek takovych roztoku, ktery je z
vyrobni 1 b¢Zné praxe dobfe znamy. Takto skladovany produkt je proto chranény pred
kontaminaci nezadoucimi mikroorganismy, které¢ dokonce 1 v pfipad¢ velmi nepravdépodobného
vniknuti do takto stabilizovanych suspenzi se nemohou v navrhovaném chemickém prostredi
rozmnozovat a nemohou proto kontaminovat vysledny produkt. Tato vyhoda je v soudasné
vyrobni praxi zasadni povahy zejména ve svétle stale se zpfisnujicich poZzadavku na uroven
nahodné kontaminace u pesticidnich, biocidnich a kosmetickych produkta.

Kromé¢ ulohy stabilizatoru a ulohy konzervaéni latky mohou roztoky osmolyti téz plnit ilohu
adheziva, ktera se muze prakticky uplatnit pfi mnoha aplikacich, at’ jiz ve formé vodnych roztoka
po nafedéni stabilizovanych suspenzi oospor na optimalni koncentraci s aplikaci namacenim,
nebo pro aplikaci jemnym rozptylenim mikroskopickych castic (tzv. mlzeni). Ve vSech shora
uvedenych prikladech aplikaci tedy napomahaji roztoky polyoli k ucinné adhezi a nasledné
rovnom¢mg aplikaci na oSetfenych mistech, rostlinach nebo plodinach.

V neposledni fad¢ je potom tieba zminit, Ze v pfipadé pouziti metabolizovatelnych osmolyta
mohou pfimo na mistech aplikace slouzit tyto latky jako zivina duleZzita pri kolonizaci a osidleni
cilovych mist, pficemz jde o vyznamnou zivinu zejména v prvé fazi spojené s pfechodem
oospory do mycelarni formy. Nasledné mohou prevzit Glohu zivin dalezitych pro dlouhodoby
rist a udrzeni mikroskopické fasovky Pythium oligandrum na misté aplikace ziviny vice
komplexni povahy pfedstavované¢ nedokonale fermentovanym substratem pouzitym pii
biotechnologickém ristu a namnozeni oospor béhem biotechnologické kultivace.

Mémy obsah oospor a dalSich reprodukénich forem mikroskopické fasovky v suspenzich podle
predkladaného feSeni je srovnatelny nebo vysSi s dfive zkouSenymi a prodavanymi sypkymi
pripravky, coz je dilezité z pohledu logistiky a ekonomiky distribuce takto vyrabéného produktu.
Nové formulace vSak umoziiuji i pouziti niz§ich koncentraci oproti pfedchazejicim feSenim.

V navaznosti na pouzity technologicky postup doSlo u nového kapalného protiplisnového
prostfedku podle tohoto vynalezu k faktické vyznamné redukci kompozi¢ni komplexity, aniz by
toto bylo spojeno s jakymkoliv omezenim funkce, resp. u€innosti takto formulovaného kapalné¢ho
pfipravku. Pokud jde o buné¢nou a partikulari slozku nové navrhovaného pripravku, je tato
témer vyluéné predstavovana stabilizovanymi oosporami s velmi malym podilem mycelialnich
fragmentu, rozemletého prosa a jinych komponent. Tyto komponenty ov§em v hustém prostredi
tvofeném koncentrovanymi osmoly vibec nesedimentuji, coz prekvapivé zarucuje dobrou
homogenitu pfipravku, nesrovnatelné lepsi, nez je tomu u smacitelnych praska aplikovanych ve
form¢ vodnych suspenzi, kdy se jednalo o preparat velmi heterogenni z hlediska velikosti
obsazenych castic. Zejména se toto tyka castic oxidu kfemicitého obsazené¢ho v doposud
vyrabénych pfipravcich, v feseni podle predkladaného vynalezu naopak oxid kiemiéity u vétSiny
prikladi chybi (s vyjimkou zubni pasty, kde je pouzit jako abrasivum). Z hlediska potieb
praktickych aplikaci tudiz nyni nedochazi k ucpavani filtrii a jinych technologickych zafizeni
béhem aplikace pripravku.

Pokud by pro urcité aplikace byla na zavadu pfitomnost mensich mnozstvi metabolizovatelnych

vvvvvv

pripravku chemicky blizkymi nemetabolizovatelnymi osmolyty.
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V pripad€, Ze by bylo technologicky vhodnéjsi ziskany produkt vysusit, nabizela by se jako
vhodna technologie mrazové sublimace (lyofilizace) v pfistrojich s vysokou hodnotou vakua,
nebot’ pouziti koncentrovanych roztoku osmolyti jako kryopreservantii a ochrannych latek pri
lyofilizaci je dobfe znamé a Siroce vyuzivané. Jako priklad je mozné uvést osmolyty Siroce
vyuzivany jako ochranné kryopreservanty v fade citlivych aplikaci vcetné kryopreservace
lidskych oocytl popsané napriklad v pifehledném ¢clanku Wright [15] z roku 2004.

Velkou prednosti pripravku ziskanych podle predkladaného vynalezu je, Ze tyto pfipravky jsou
vhodné pro vSechny aplikace, v nichz se jevi vvhodné vyuzit protiplisnovych mykoparasitickych,
elicitorovych a ristovych vlastnosti mikroorganismu Pythium oligandrum. Zejména se tedy jedna
o pouziti tohoto pripravku jako rostlinného biofungicidu, pro humanni a veterinami pouZiti
mikroorganismu Pythium oligandrum, pro rozruSeni biofilmu a odstranéni dysbios vyskytujicich
se pii riznych l¢kafskych diagnosach a téz pro komunalni ochranu pfed plisnémi vyskytujicimi
se¢ v zivotnim a/nebo pracovnim prostfedi. V zavislosti na pouzitych matricich v kapalném
suspenznim koncentratu lze tento pouzit jako ochranny postiik rostlin v pfitomnosti
degradovatelného biopolymeru, ktery slouzi nejen jako ochranny faktor, ale také jako postupné se
uvolrujici degradovatelna matrice, a tedy vlastng¢ jako ,nosic" matenalu Polyversum s oosporami
aktivniho mikroorganismu Pythium oligandrum.

Ochrana proti plisnim, houbam, patogennim bakteriim a kvasinkam s pouzitim stabilizované
koncentrované suspenze oospor mikroorganismu Pythium oligandrum, spo€ivajici v aplikaci této
stabilizovan¢ koncentrované suspenze, v nefedéné nebo rfedéné podob€, na mista postizena
vyskytem plisni nebo hub nebo patogennich bakterii nebo patogennich kvasinek nebo
mikrobialni dysbiosou, umoziuje definovat Siroky okruh aplikaci pro stabilizovany kapalny
koncentrat.

V oblasti rostlinné ochrany je mozné kompozice vyuzit k ochrané proti plisnim, houbam, nebo
patogennim bakteriim a kvasinkam tak, Ze se stabilizovana koncentrovana suspenze v redéné
nebo nefedéné formé aplikuje na rostliny nebo jejich prostfedi nebo semena nebo plodiny nebo
plody a to jak pred sklizni, tak po sklizni jako napfiklad i ve skladech, véetné aplikace ve formé
acrosoll, samorozpustnych kapsli obsahujicich koncentrovanou suspenzi, pfihnojovani k paté
rostlin, maceni plodin, postfik plodin, mofeni plodin, mlzeni plodin, hnojeni a pfihnojovani jako
soucast komplexnich hnojiv, a aplikaci ve formé hydroponii.

Pfi ochrané dutiny ustni se mize stabilizovana koncentrovana suspenze v fedéné nebo nefedéné
form¢ aplikovat na mista postizena oralnim plakem nebo paradent6zou, vyskytem infikovanych
nehojicich se ran zejména u diabetiku, vyskytem dermatofytalnich nebo kvasinkovych infek¢énich
onemocnéni a vyskytem jinych symptomd spojenych s mikrobialni dysbiosou kize a
povrchovych sliznic ¢lovéka.

Pro pouziti v komunalni ochrané se stabilizovana koncentrovana suspenze v fedéné nebo
nefedéné formé aplikuje na mista na zdech a zdivu postizena vyskytem plisni. Dal§i inovativni
oblasti pouziti zahrnuji protiplisiovou ochranu chladicich zafizeni, klimatizaci, oblasti
postizenych zaplavami a povodnémi a jind mista s castym vyskytem cilovych plisni pro
mikroorganismus Pythium oligandrum.

Objasnéni vvkresu

Vynalez je dale podrobné popsan na prikladnych provedenich a blize osvétlen na pripojenych
schématickych vykresech.

Obr. 1A, 1B, 1C blize osvétluji srovnani rychlosti rustu fytopatogenni plisné Fusarium
graminearum bez pritomnosti mikroorganismu Pythium oligandrum a v pritomnosti tohoto
mikroorganismu.
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Podrobngéji ukazuje:

obr. 1A rust kolonii fytopatogenni plisn¢ Fusarium graminearum samostatné (Ctverec) a pii
soucasn¢ inokulaci Pythium oligandrum z dormantnich oospor a z kapalné a pevné kultivace
(hvézdicky a trojuhelniky);

obr. 1B fotografie 4 prikladi Petriho misek na né¢z byl v levé ¢asti inokulovan mikroorganismus
Pythium oligandrum z dormantnich oospor a v pravé casti fytopatogenni plisefi Fusarium
graminearum (homi fada) a na kontrolnich miskach byla inokulovana pouze plisen Fusarium
graminearum, pfitom narust byl zaznamenan po 4 dnech;

obr. 1C Fotografie Petriho misek se soucasnou inokulaci mikroorganismus Pythium oligandrum z
dormantnich oospor fytopatogenni plisné¢ Fusarium graminearum. kde narust byl zaznamenan po
11 dnech.

Obr. 2A, 2B, 2C znazoriuji vysledky laboratomich pokust s narustem psenice v pritomnosti
fytopatogenni  plisné Fusarium graminearum, mikroorganismu Pythium oligandrum, a
kombinace obou téchto mikroorganismi.

Podrobngji se ukazuji na:

obr. 2A Erlenmayerovy banky, v nichz rostla na agarové pudé pSenice v pfitomnosti pouze
fytopatogenni plisné Fusarium graminearum, tvorici bilé ostruvky, zaznamenany po 20 dnech od
inokulace ke klicku pSenice;

obr. 2B Erlenmayerova barky, v nichZ rostla na agarové pudé psSenice v pritomnosti jak
fytopatogenni plisn¢ Fusarium graminearum, tak také mikroorganismu Pythium oligandrum,
baiky byly zaznamenany po 20 dnech od soucasné inokulace ke klicku psSenice; a

obr. 2C Erlenmayerovy barky, v nichZ rostla na agarové pud¢ psenice v pfitomnosti pouze
mikroorganismu Pythium oligandrum, banky byly foceny po 20 dnech od inokulace této plisné ke
klicku pSenice.

Na obr. 3A, 3B, 3C, 3D, 3E je vyobrazena aplikace protiplisiiového pfipravku na ochranu rostlin
podle piikladu provedeni 1 a nasledna analyza populacni dynamiky mikroorganismu Pythium
oligandrum pozorovana v polnim pokuse na pSenici a prilehlé pudé véetné reakce na pfitomnost
plisni sledovana genovou expresi a genetické sledovani urovné plisnové kontaminace.

Podrobnéji znazomiuji na:

obr. 3A obsah mikroorganismu Pythium oligandrum stanoveny genetickym testem na rostlinach
(svétle Sedé sloupce) a v okolni prilehlé pudé (tmavé Sed¢ sloupce) v riznych casech po aplikaci;

obr. 3B vyvoj teplot méfenych infracervenym teplomérem pfimo na poli v dobé odbéri (svétle
Sedé sloupce) a teplotni zaznam ziskany z mistni meteorologické stanice (tmavé Sedé sloupce);

obr. 3C prubéh genovych expresi genu pro celulasu (POCELL), endo—B-glukanasu (POENDO) a
strukturni protein bohaty na serin a threonin (POSTRU) v jednotlivych ¢astech rostliny a v okolni
pud¢ (So, puda, R, kofen. St, stonek, L, list) sledovany v ¢ase 6 az 120 h, pfiCemz uroven exprese
genu byla normalizovana na expresi konstitutivniho genu B-tubulinu (POTUBU) a je
vyjadfovana oproti kontrole bez aplikace pripravku dle citované metodiky [12];

obr. 3D uroven plisiiové kontaminace v identickych vzorcich jako v panelu C méfenou pomoci
kvantitativni PCR s obecnymi amplifika¢nimi primery pro amplifikaci plisni.
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obr. 3E korela¢ni graf sledujici korelaci mezi trovni exprese genu pro celulasu (POCELL) a
urovni plisnové kontaminace.

Obr. 4A, 4B, 4C, 4D znazoruji test ucinnosti zubnich past dle prikladu provedeni ¢islo 4 z
hlediska jejich schopnosti eliminovat biofilmy uméle vytvofené na keramickych
hydroxylapatitovych destickach, a to v homi ¢asti obrazku s pouzitim slin zdravého jedinec a ve
spodni ¢asti obrazku s pouzitim slin jedince postizeného paradentozou.

Podrobnéji se ukazuje na:

obr. 4A fotografie Sestijamkové desticky s pouzitim slin zdravého jedince po uvolnéni promytych
biofilmu do roztoku a vyjmuti keramickych hydroxylapatitovych desticek, které byly predtim
¢istény kartaCkem bez pasty, pastou Odol, pastou Enzycal, pastou s glycerolem dle pfikladu
provedeni Cislo 4 bez pridavku mikroorganismu Pythium oligandrum, pastou s glycerolem dle
pfikladu provedeni Cislo 4 bez pridavku oxidu kfemicitého a tplnou pastou s glycerolem dle
prikladu provedeni Cislo 4;

obr. 4B kvantitativni vyhodnoceni obsahu biofilmu méfenim intenzity zabarveni v jednotlivych
jamkach obr. 1A na destickovém spektrofotometru pii vinové délce 562 nm;

obr. 4C fotografie Sestijamkové desticky s pouzitim slin jedince s paradentdézou po uvolnéni
promytych biofilmu do roztoku a vyjmuti keramickych hydroxylapatitovych desticek, které byly
predtim ¢istény kartackem bez pasty, pastou Odol, pastou Enzycal, pastou s glycerolem dle
pfikladu provedeni Cislo 4 bez pridavku mikroorganismu Pythium oligandrum, pastou s
glycerolem dle prikladu provedeni Cislo 4 bez prfidavku oxidu kiemicitého a uplnou pastou s
glycerolem dle pfikladu provedeni ¢islo 4; a

obr. 4D kvantitativni vyhodnoceni obsahu biofilmu méfenim intenzity zabarveni v jednotlivych
jamkach obr. 1C na destickovém spektrofotometru pfi vinové délce 562 nm.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Biologicky protiplisniovy kapalny prostfedek obsahuje mikroorganisms Pythium oligandrum a ve
vSech prikladnych provedenich, mikroorganismem Pythium oligandrum je kmen Pythium
oligandrum Drechsler ATTC 38472, ktery byl deponovan v Ceské sbirce mikroorganizmia CCM,
Masarykova Univerzita v Bmé, pod oznacenim Pythium oligandrum MI, a pod timto oznacenim
je dale uvadén v prikladnych provedenich.

Dale je uvedena Sekvenéni Listina tohoto mikroorganismu dle ST25 PCT:

<160> 2

<210> 1

211> 759

<212> DNA

<213> Pythium oligandrum strain M 1
<221> ITS rRNA gene

<400> 1
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Priklad 1

Biologicky protiplisniovy kapalny prostfedek uréeny k postfikim kulturnich plodin s vysokym
hmotnostnim procentem biomasy

Priprava:

Biomasa ziskana kultivaci mikroorganismu Pythium oligandrum M1 na pevném substratu byla v
nadob¢ homogenizatoru (prumyslového mixéru) smichana s demineralizovanou vodou a
homogenizovana. Homogenizace probchla za otacek 3000 az 5000 ot/min po dobu 3 minut.
Nasledné byl do vychozi nefedéné suspenze pfidan osmolyt (sacharéza) v mnozstvi, které
odpovida vysledné hmotnostni koncentraci 60 % hmotn. a pozadovanému poctu oospor.
Suspenze s osmolytem (sacharézou) byla poté homogenizovana v mixéru 1 minulu pfi
2000 ot/min. Poté byla suspenze ulozena do sterilnich nerezovych tanku pii teploté pod 8 °C.

Vyhodnéji byl biologicky protiplisnovy kapalny prostfedek pfipraven slouc¢enim kroku
homogenizace v demineralizované vod¢ a nasledného pfidani osmolytu (sachardzy) v jeden, a to
tim zpusobem, Ze biomasa ziskana pevnou kultivaci byla homogenizovana v nadob¢
prumyslového homogenizatoru v roztoku osmolytia (65% roztoku sacharozy). Homogenizace
prob¢hla za otacek 3000 az 5000 ot/min po dobu 3 minut. Po stanoveni poctu oospor ve vychozi
suspenzi, byla tato suspenze zfedéna osmolytem (65% roztokem sachardzy) béznym zpusobem
tak, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace oospor v pripravku. Nasledn¢ byla suspenze
uloZena do sterilnich nerezovych tanka pri teploté pod 8 °C.

Pocet dormantnich oospor byl stanoven mikroskopicky s pouzitim Sedgcwick—Rafterovy pocitaci
komurky a stabilita byla méfena na zakladé mikroskopického sledovani poctu viabilnich oospor s
pouzitim plazmolytické metody v souladu s publikaci s Etxeberria a kol. [13] z roku 2011. Pokud
mnozstvi viabilnich oospor nepokleslo pod 90 % vychozi hodnoty, byl pfipravek oznacen jako
stabilni.

Slozeni pfipravku:

Sacharéza jako stabilizator 60 % hmotn.
Voda jako stabilizator 30 % hmotn.
Kultivaéni biomasa 10% hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum 5x 10°/1 ml.
Vlastnosti:

Stabilita: 6 mésicu pri teploté do 25 °C.
Priklad 2

Biologicky protiplisinovy kapalny prostiedek urCeny k postfikim kultumich plodin s nizkym
hmotnostnim procentem biomasy

Priprava:

Biomasa Pythium oligandrum ziskana kapalnou kultivaci byla v nadobé homogenizatoru
(prumyslového mixéru) smichana s osmolytem (sachardézou) a homogenizovana tak, aby bylo
dosazeno pozadované¢ho poctu oospor a koncentrace osmolyti (sachardézy). Homogenizace
prob¢hla pii rychlosti 3000 az 5000 ot/min po dobu 3 minut. Poté byla suspenze ulozena ve
sterilnich nerezovych tancich pii teploté pod 8 °C. Pocet dormantnich oospor byl stanoven
mikroskopicky s pouzitim Sedgewick—Rafterovy pocitaci komurky a stabilita byla méfena na
zaklad¢ mikroskopického sledovani poctu viabilnich oospor s pouzitim plazmolytické metody v
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souladu s publikaci Etxeberria a kol. [13] z roku 2011. Pokud mnozZstvi viabilnich oospor
nepokleslo pod 90 % vychozi hodnoty, byl pripravek oznacen jako stabilni.

SloZeni:

Stabilita: 6 mésicu pii teploté do 25 °C.

Sacharéza jako stabilizator 64 % hmotn.
Voda jako stabilizator 35,9 % hmotn.
Kultivaéni biomasa 0,1% hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M1 5x 10°/1 ml.
Vlastnosti:

Priklad 3

Biologicky protiplisiiovy kapalny prostfedek uréeny k mofeni zma
Priprava:

Biomasa ziskana kultivaci mikroorganismu Pythium oligandrum M1 na pevném substratu byla v
nadob¢ homogenizatoru (prumyslového mixéru) smichana s demineralizovanou vodou a
homogenizovana. Homogenizace probéhla pii 3000 az 5000 ot/min po dobu 3 minut. Nasledné
byl do vychozi nefedéné suspenze pridan osmolyt (sachardéza) v mnozstvi, které odpovida
vysledné hmotnostni koncentraci 60 % hmotn. a pozadovanému poctu oospor. Suspenze s
osmolytem (sachar6zou) byla poté homogenizovana v mixéru 1 minutu.

Vyhodnéji byl prostfedek pripraven slou¢enim krokii homogenizace v demineralizované vod¢ a
nasledného pridani osmolytu (sacharozy) v jeden, a to tim zpusobem, Ze biomasa ziskana pevnou
kultivaci byla homogenizovana v nadob¢ prumyslového homogenizatoru v roztoku osmolyti
(65% roztoku sachardzy). Homogenizace probéhla za otacek 3000 az 5000 ot/min po dobu 3
minut. Po stanoveni poctu oospor ve vychozi suspenzi, byla lato suspenze zfedéna osmolytem
(65% roztokem sacharozy) béznym zpusobem tak, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace
oospor v pripravku. Nasledné byla suspenze uloZena do sterilnich nerezovych tanka pii teploté
pod 8 °C.

Poté byla ziskana suspenze uloZena ve sterilnich nerezovych tancich pii teploté pod 8 °C. Pocet
dormantnich oospor byl stanoven mikroskopicky s pouzitim Sedgewick—Rafterovy pocitaci
komurky a stabilita byla méfena na zaklad¢ mikroskopického sledovani poctu viabilnich oospor s
pouzitim plazmolytické metody v souladu s publikaci Etxeberria a kol. [13] z roku 2011. Pokud
mnozstvi viabilnich oospor nepokleslo pod 90 % vychozi hodnoty, byl pfipravek oznaéen jako
stabilni.

Stabilita: 6 mésicu pii teploté do 25 °C.

SloZeni:

Sacharéza jako stabilizator 60 % hmotn.
Voda jako stabilizator 36 % hmotn.
Kultivaéni biomasa 4 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M1 2,5 x 101 ml.
Priklad 4

Biologicky protiplisiiovy kapalny prostfedek jakozto suspenzni koncentrat s nizkym obsahem
vody

-11 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 308399 B6

Priprava:

Biomasa Pythium oligandrum M1 z kapalné kultivace byla po sklizeni odstfedéna. Supemantant
byl po odstfedéni odstranén a odstfedény material byl doplnén parafinovym olejem tak, aby
vysledny pocet oospor byl 500 000 oospor na 1 ml pfipravku. Poté byla smés homogenizovana v
prumyslovém mixéru po dobu 3 minut. Suspenze byla uloZena ve sterilnich nadobach pri teploté
pod 8 °C. Pocet dormantnich oospor byl stanoven mikroskopicky s pouzitim Sedgewick—
Rafterovy pocitaci komurky a stabilita byla méfena na zaklad€é mikroskopického sledovani poctu
viabilnich oospor s pouzitim plazmolytické metody v souladu s publikaci Etxeberria a kol. [13] z
roku 2011. Pokud mnozstvi viabilnich oospor nepokleslo pod 90 % vychozi hodnoty, byl
pripravek oznacen jako stabilni.

Slozeni:

Kultivaéni biomasa 0,1 % hmotn.
Parafinovy olej jako stabilizator 99,9 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M1 5x10°/1 ml.
Vlastnosti:

Stabilita: 6 mésicu pri teploté do 25 °C.
Priklad 5

Biologicky protiplisiiovy kapalny prostfedek aplikovany formou nanovlaken tvoficich postupné
se uvolnujici degradovatelnou matrix pro mikroorganismus Pythium oligandrum M1

Priprava:

Biomasa Pythium oligandrum z kapalné kultivace byla po sklizeni odstfedéna. Supernantant byl
odstranén a odstfedény material byl doplnén o osmolyt (65% sachardzu) a biopolymer, ktery pak
byl dale zpracovavan technologii elektrostatického zvlaknovani s pouzitim netoxického,
biodegradibilniho polymeru polyvinylalkoholu (PVA). Pocet dormantnich oospor byl stanoven
mikroskopicky s pouzitim Sedgewick—Rafterovy pocitaci komirky a stabilita byla méfena na
zaklad¢ mikroskopického sledovani poctu viabilnich oospor s pouzitim plazmolytické metody v
souladu s publikaci Etxeberria a kol. [13] z roku 2011. Pokud mnozZstvi viabilnich oospor
nepokleslo pod 90 % vychozi hodnoty, byl pripravek oznacen jako stabilni

SlozZeni:

1. Hlavni slozka (kapalna suspenze mikroorganizmu Pythium oligandrum. 84 % hmotn.
z toho

Sacharéza jako stabilizator 63 % hmotn.
Voda jako stabilizator 36 % hmotn.
Kultivaéni biomasa 1 % hmotn.

2. PVA nosi¢

PVA jako degradovatelny nosic¢ 16 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M1 5x 10°/1 ml.
Vlastnosti:

Stabilita: 6 mésicu pri teploté do 25 °C.
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Priklad 6

Biologicky protiplisiiovy kapalny prostfedek aplikovany ve formé impregnacniho natéru nebo
nastriku

Priprava:

Biomasa Pythium oligandrum M1 z kapalné kultivace byla po sklizeni homogenizovana a
filtrovana filtra¢ni technologii separujici ¢astice s velikosti do 300 um. Po odstfedéni byla takto
pfipravena biomasa smichana s mineralnim olejem o nizké viskozité, tak aby bylo dosazeno
pozadovaného poctu oospor v 1 ml pfipravku. Podet dormantnich oospor byl stanoven
mikroskopicky s pouzitim Sedgewick—Rafterovy pocitaci komurky a stabilita byla méfena na
zaklad¢ mikroskopického sledovani poctu viabilnich oospor s pouzitim plazmolytické metody v
souladu s publikaci Etxeberria a kol. [13] z roku 2011. Pokud mnozZstvi viabilnich oospor
nepokleslo pod 90 % vychozi hodnoty, byl pripravek oznacen jako stabilni.

Slozeni:

Kultivaéni biomasa 0,1 % hmotn.
Mineralni olej jako stabilizator 99.9 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M 2x 10°/1 ml.
Vlastnosti:

Stabilita: 6 mésicu pri teploté 10 az 45 °C (v zavislosti na typu sekundarni latky).
Priklad 7

Biologicky protiplisiovy kapalny prostfedek aplikovany jako sanitacni prostfedek pro
klimatizace

Priprava:

Biomasa Pythium oligandrum M1 z kapalné kultivace byla po sklizeni homogenizovana a
filtrovana filtracni technologii separujici Castice s velikosti do 100 um. Po odstfedéni byla
biomasa zfedéna roztokem soli na pozadovany pocet oospor v 1 ml pfipravku. Princip piisobeni
je oplach ¢i nastrik filtra €1 potrubi klimatizacnich nebo chladicich jednotek. Pritomnost
mikroorganismu Pythium oligandrum M1 zarucuje odolnost vici plisnim a houbovym chorobam.

Cisténi pylovych filtra:

Filtr byl ponofen do sanita¢niho roztoku a byl v ném ponechan pusobit po dobu 10 az 30 minut;
poté oplachnut. Alternativou je, Ze tentyZz roztok muze byt nastfikan na filtr v jeho pracovni
pozici. Znecisténi a zbytky €inidla budou vyfoukany ven stlaCenym vzduchem.

Sanitace odparovace a filtri:

Po vycisténi odparovacu a/nebo filtri se aplikuje roztok produktu bez oplachovani. Vyborného
sanitacniho G¢inku je dosazeno 1 tehdy, jestlize se produkt pouzije vyhradn¢ jenom jako detergent
k omyti. PoCet dormantnich oospor byl stanoven mikroskopicky s pouzitim Sedgewick—
Rafterovy pocitaci komurky a stabilita byla méfena na zakladé mikroskopického sledovani poctu
viabilnich oospor s pouzitim plazmolytické metody v souladu s publikaci Etxeberria a kol. [13] z
roku 2011. Pokud mnozstvi viabilnich oospor nepokleslo pod 90 % vychozi hodnoty, byl
pripravek oznacen jako stabilni.
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Slozeni:

Kultivaéni biomasa 0,1 % hmotn.
Solny roztok jako stabilizator 99,9 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium 5x 10°/1 ml.
oligandrum M1

Vlastnosti:

Stabilita: 6 mésicu pri teploté 10 az 45 °C (v zavislosti na typu sekundarni latky).
Priklad 8

Biologicky protiplisnovy kapalny prostfedek aplikovany jako sanitacni prostiedek pro oSetreni
sedimentii — pro bahenni nanosy, vyplavené uzemni celky

Priprava:

Biomasa Pythium oligandrum M1 z kapalné kultivace byla po sklizeni homogenizovana a
filtrovana filtracni technologii separujici Castice s velikosti do 400 um. Po odstfedéni byla
biomasa zfedéna destilovanou nebo demineralizovanou vodou na pozadovany pocet oospor v 1
ml pfipravku. Principem puisobeni je vytvoreni vodné suspenze dle fedéni uvedeného nize a
aplikovani v oblastech postizenych kontaminovanymi nanosy bahna a sediment, jako melioracni
postup ke zlepSeni vlastnosti pid a zemin. Pocet dormantnich oospor byl stanoven
mikroskopicky s pouzitim Sedgewick—Rafterovy pocitaci komurky a stabilita byla mérfena na
zaklad¢ mikroskopického sledovani poctu viabilnich oospor s pouzitim plazmolytické metody v
souladu s publikaci Etxeberria a kol. [13] z roku 2011. Pokud mnozZstvi viabilnich oospor
nepokleslo pod 90 % vychozi hodnoty, byl pripravek oznacen jako stabilni.

Slozeni:

Kultivaéni biomasa 0,1 % hmotn.
Destilovana voda jako stabilizator 99,9 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M 5x 10°/1 ml.

Aplikaéni vyuzitelnost je od 250 g/ha pii koncentraci 500 000 oospor na ml.
Vlastnosti:

Stabilita: 6 mésicu pri teploté do 25 °C.

Priklad 9

Biologicky protiplisiiovy kapalny prostfedek jakozto stabilizovand vodna suspenze oospor
Pythium oligandrum M1

Priprava:

Biomasa Pythium oligandrum M1 ziskana kapalnou kultivaci je po odstfedéni (4000 ot/min,
5 min) a odstranéni supematantu smichana se sterilni destilovanou vodou a homogenizovana.
Homogenizace probiha za vysokych otacek (20 000 ot/min) po dobu 1 minuty. Poté mize byt
suspenze podle potfeby filtrovana a koncentrovana za ucelem ziskani suspenzniho koncentratu
obsahujiciho v 1 ml pozadovany pocet oospor Pythium oligandrum M1 a neobsahujiciho zbytky
puvodniho média ani zbytky mycelia. Ziskany suspenzni material maze byt ulozen ve sterilnich
tancich pfi teploté 1 az 8 °C. Pocet dormantnich oospor byl stanoven mikroskopicky s pouzitim
Sedgewick—Rafterovy pocitaci komurky a stabilita byla méfena na zakladé mikroskopického
sledovani poctu viabilnich oospor s pouzitim plazmolytické metody v souladu s publikaci
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Etxeberria a kol. [13] z roku 2011. Pokud mnozstvi viabilnich oospor nepokleslo pod 90 %
vychozi hodnoty, byl pfipravek oznacen jako stabilni.

Slozeni:

Sterilni destilovana voda jako stabilizator 99,9 % hmotn.
Kultivaéni biomasa 0,1 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M1 5x10°/1 ml.
Vlastnosti:

Stabilita: minimaln¢ 6 mésicu pfi teplot¢ do 25 °C.
Priklad 10

Biologicky protiplisiiovy kapalny prostfedek jakoZto stabilizovana suspenze s vysokou
koncentraci oospor Pythium oligandrum M1

Priprava:

Biomasa Pythium oligandrum M1 ziskana kapalnou kultivaci byla v nadobé homogenizatoru
(prumyslového mixéru) homogenizovana. Homogenizace probéhla pfi 20 000 ot/min po dobu 3
minut. Pote byla suspenze odstfedéna a biomasa po odstranéni supematantu koncentrovana na
pozadovany pocet oospor v 1ml pfipravku smichanim s osmolytem (65% sacharézou).
Suspenzni koncentrat byl ulozen ve stenilnich nerezovych tancich pfi teplot¢ pod 8 °C. Pocet
dormantnich oospor byl stanoven mikroskopicky s pouzitim Sedgewick—Rafterovy pocitaci
komurky a stabilita byla méfena na zaklad¢ mikroskopického sledovani poctu viabilnich oospor s
pouzitim plazmolytické metody v souladu s publikaci Etxeberna a kol. [13] z roku 2011. Pokud
mnozstvi viabilnich oospor nepokleslo pod 90 % vychozi hodnoty, byl pripravek oznacen jako
stabilni.

Slozeni:

Sacharéza jako stabilizator 60 % hmotn.
Voda jako stabilizator 35 % hmotn.
Kultivacni biomasa 5 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M1 2x107 1/ ml.
Vlastnosti:

Stabilita: 6 mésicu pii teploté do 25 °C.

Priklad 11

Biologicky protiplisfiovy prostfedek ve formé pasty na bazi glycerolu
Priprava:

Do laboratorniho homogenizatoru bylo nalito 1197,1 g glycerolu farmaceutické kvality (Glycerol
99 % PharmEur) a poté bylo opatmé pfisypano 239.4 g oxidu kfemicit¢ho Sident® 22 S, 43,1 ¢
kultiva¢ni biomasy, 14,4 g vitaminu E a 6 g Salv€jového aromatu. Smés byla michana pfi 60
otackach za minutu po dobu 10 minut pfi laboratomi teploté. Poté byla smés plnéna po 75 g do
plastovych tub s uzavérem, celkové bylo vyrobeno 20 ks takovych tub. Pocet dormantnich oospor
byl stanoven mikroskopicky s pouzitim Sedgewick—Rafterovy pocitaci komirky a stabilita byla
méfena na zakladé mikroskopického sledovani poctu viabilnich oospor s pouzitim plazmolytické
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metody v souladu s publikaci Etxeberria a kol. [13] z roku 2011. Pokud mnozstvi viabilnich
oospor nepokleslo pod 90 % vychozi hodnoty, byl pfipravek oznacen jako stabilni.

Slozeni:

Glycerol 99% Pharm Eur jako stabilizator 79,77 % hmotn.
Si0; Sident® 22 S jako plnidlo na bazi oxidu kiemigitého 16,00 % hmotn.
Kultivaéni biomasa Pythium oligandrum M1 2,87 % hmotn.
Vitamin E acetat jako aplikacni latka 0,96 % hmotn.
Salvéjové aroma FCO02 Bio 35 % jako aroma 0,40 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M1 2,5x10*/1 ml.
Vlastnosti:

Stabilita: neyméné 6 mésicu pri teploté 25 °C.

Priklad 12

Biologicky protiplisiiovy prostfedek ve formé pasty na bazi olivového oleje
Priprava:

Do laboratorniho homogenizatoru bylo nalito 600 g panenského olivového oleje a poté bylo
opatmé pfisypano 120 g oxidu kfemiéitého Sident® 22 S, 21,6 g kultivaéni biomasy, 7.2 g
vitaminu E a 3 g matového aromatu. Smés byla michana pii 20 otackach za minutu po dobu 10
minut pfi laboratorni teploté. Poté byla smés plnéna po 75 g do plastovych tub s uzavérem,
celkem bylo vyrobeno 10 takovych tub. Pocet dormantnich oospor byl stanoven mikroskopicky s
pouzitim Sedgewick—Rafterovy pocitaci komurky a stabilita byla méfena na zakladé
mikroskopického sledovani poctu viabilnich oospor s pouzitim plazmolytické metody v souladu s
publikaci Etxeberria a kol. [13] z roku 2011. Pokud mnozstvi viabilnich oospor nepokleslo pod
90 % vychozi hodnoty, byl pfipravek oznacen jako stabilni.

SlozZeni:

Olivovy olej rafinovany jako stabilizator 79,77 % hmotn.
Si0; Sident® 22 S jako plnidlo na bazi oxidu kfemicitého 16,00 % hmotn.
Kultivaéni biomasa Pythium oligandrum M1 2,87 % hmotn.
Vitamin E acetat jako aplikacni latka 0,96 % hmotn.
Esencialni oleje mata pepma HNA jako aroma 0,40 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M1 2,5 x 10*/1 ml.
Vlastnosti:

Stabilita: 6 mésicu pri teploté 25 °C.

Priklad 13

Biologicky protiplisfiovy kapalny prostfedek na ochranu akvatickych organismii

Pripravek je urCen k preventivni ochrané ryb a rybi nasady (kapr, plotice, cejn) pied spektrem
plisniovych onemocnéni (zejména Aspergillus spp.). Piipravek je aplikovan preventivné do

chovnych nadrzi. Pfipravek je dale ur€en k preventivni ochrané rybich jiker pfed napadenim
spektrem plisnovych onemocnéni (zeyména rody Fusarium spp., Aspergillus spp.).
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Priprava:

Biomasa Pythium oligandrum M1 ziskana kapalnou kultivaci byla v nadobé homogenizatoru
(prumyslového mixéru) homogenizovana. Homogenizace probéhla pri 20 000 ot/min po dobu 3
minul. Poté byla suspenze odstfedéna a biomasa po odstranéni superatantu koncentrovana na
pozadovany pocet oospor v 1 ml pripravku smichanim s osmolytem (65% sachardzou). Suspenze
byla uloZena ve sterilnich nerezovych tancich pii teploté¢ pod 8 °C. Pocet dormantnich oospor byl
stanoven mikroskopicky s pouzitim Sedgewick-Rafterovy pocitaci komirky a stabilita byla
méfena na zakladé mikroskopického sledovani poétu viabilnich oospor s pouZzitim plazmolytické
metody v souladu s publikaci Etxeberria a kol. [13] z roku 2011. Pokud mnozstvi viabilnich
oospor nepokleslo pod 90 % vychozi hodnoty, byl pfipravek oznacen jako stabilni.

Slozeni:

Sacharéza jako stabilizator 63 % hmotn.
Voda jako stabilizator 36 % hmotn.
Kultivaéni biomasa 1 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M1 5 x 10%1 ml.
Vlastnosti:

Stabilita: 6 mésicu pri teploté do 25 °C.
Priklad 14
Biologicky protiplisiiovy tekuty pfipravek k oSetfeni véelich plastu

Pripravek je uréen k preventivnimu osetfeni véelich plasta pfed napadenim Sir§Sim spektrem plisni
predevs§im rodu Aspergillus a Fusarium. Piipravkem lze oSetfit plasty urcené k uskladnéni mimo
vceli ul 1 plasty uvnitf v¢eliho ulu neobsazen¢ho véelami.

Priprava:

Biomasa Pythium oligandrum M1 ziskana kapalnou kultivaci byla v nadobé homogenizatoru
(prumyslového mixéru) smichana s osmolytem (sacharézou) a homogenizovana tak, aby bylo
dosazeno pozadované¢ho poctu oospor a koncentrace osmolyti (sachardézy). Homogenizace
probéhla pii 20 000 ot/min po dobu 3 minut. Poté byla suspenze ulozena ve sterilnich nerezovych
tancich pfi teploté¢ pod 8 °C. Pocet dormantnich oospor byl stanoven mikroskopicky s pouzitim
Sedgewick—Rafterovy pocitaci komurky a stabilita byla méfena na zakladé mikroskopického
sledovani poctu viabilnich oospor pouzitim plazmolytické metody v souladu s publikaci
Etxeberria a kol. [13] z roku 2011. Pokud mnozstvi viabilnich oospor nepokleslo pod 90 %
vychozi hodnoty, byl pfipravek oznacen jako stabilni.

Slozeni:

Sacharéza jako stabilizator 64 % hmotn.
Voda jako stabilizator 35,9 % hmotn.
Kultivaéni biomasa 0,1 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M1 1x10%/1 ml
Vlastnosti:

Stabilita: 6 mésicu pri teploté do 25 °C.
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Priklad 15

Biologicky protiplisnovy kapalny prostfedek jakozto bezvody suspenzni koncentrat urCeny k
postfikiim kulturnich plodin

Biomasa ziskana kultivaci mikroorganismu Pythium oligandrum M1 na pevném substratu byla v
nadobé homogenizatoru (primyslového mixéru) smichdana demineralizovanou vodou a
homogenizovana. Homogenizace prob¢hla za otacek 3000 az 5000 ot/min po dobu 3 minut. Po
homogenizaci byla ziskana suspenze smichana s anorganickym nosi¢em (Sipemat), ususena a
semleta odstrfedivym mlynem na vyslednou velikost ¢astic do 350 pm. Sucha, kultivacni biomasa
s nosiCem pak byla smichana s parafinovym olejem tak, aby bylo dosazeno pozadované
koncentrace oospor v pfipravku. Suspenze byla uloZzena ve sterilnich nadobach pii teploté do
25°C.

Vyhodou pripravku oproti prikladu jedna je delsi stabilita pripravku, ktera je zajiSténa
pfitomnosti vody. Anorganicky nosi¢ na bazi oxidu kfemicit¢tho zajistuje dobrou
suspendovatelnost pevnych ¢astic (biomasy) v pfipravku.

Pocet dormantnich oospor byl stanoven mikroskopicky s pouzitim Sedgewick—Rafterovy pocitaci
komurky, stabilita byla stanovena na zaklad¢ mikroskopického sledovani poctu viabilnich oospor
s pouzitim plazmolytické metody v souladu s publikaci s Etxeberria a kol. [ 13] z roku 2011.

Slozeni:

Kultivaéni biomasa 1,5 % hmotn.
Sipemat 22 jako anorganicky nosic¢ 6,5 % hmotn.
Parafinovy olej jako stabilizator 92 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M1 1x10%/1 ml
Vlastnosti:

Stabilita: 24 mésicu pri teploté do 25 °C.
Priklad 16

Biologicky protiplisnovy kapalny prostfedek jakozto bezvody suspenzni koncentrat ureny k
postrikim kulturnich plodin v ekologickém zeméd¢lstvi

Biomasa ziskana kultivaci mikroorganismu Pythium oligandrum M1 na pevném substratu byla v
nadobé homogenizatoru (primyslového mixéru) smichana demineralizovanou vodou a
homogenizovana. Homogenizace prob¢hla za otacek 3000 az 5000 ot/min po dobu 3 minut. Po
homogenizaci byla ziskana suspenze smichana s anorganickym nosi¢em (Sipemat), usuSena a
semleta odstfedivym mlynem na vyslednou velikost ¢astic do 350 pm. Sucha, kultivacni biomasa
s nosiCem pak byla smichana se slune¢nicovym olejem tak, aby bylo dosazeno pozadované
koncentrace oospor v pfipravku. Suspenze byla uloZzena ve sterilnich nadobach pii teploté do
25°C.

Vyhodou pfipravku oproti piikladu jedna je delSi stabilita pripravku, ktera je zajisténa
pfitomnosti vody. Anorganicky nosi¢ na bazi oxidu kfemicit¢ho zajiStuje dobrou
suspendovatelnost pevnych castic (biomasy) v pripravku.

Pocet dormantnich oospor byl stanoven mikroskopicky s pouzitim Sedgewick—Rafterovy pocitaci

komurky, stabilita byla stanovena na zaklad¢ mikroskopického sledovani poctu viabilnich oospor
s pouzitim plazmolytické metody v souladu s publikaci s Etxeberria a kol. [13] z roku 2011.
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Slozeni:

Kultivaéni biomasa 1,5 % hmotn.
Sipemat 22 jako anorganicky nosic? 6,5 % hmotn.
Sluneénicovy olej jako stabilizator 92 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M1 1 x 1051 ml
Vlastnosti:

Stabilita: 24 mésicu pii teploté do 25 °C.
Priklad 17
Biologicky protiplisiiovy tekuty pfipravek se snizenou koncentraci oospor

Biomasa Pythium oligandrum M1 ziskana kapalnou kultivaci byla v nadobé homogenizatoru
(prumyslového mixéru) smichana s osmolytem (sacharézou) a homogenizovana tak, aby bylo
dosazeno pozadované¢ho poctu oospor a koncentrace osmolyti (sacharozy). Homogenizace
probchla pii 20 000 ot/min po dobu 3 minut. Nasledn¢ byla suspenze smichana s osmolytem
(65% sacharozou) tak, aby koncentrace oospor v pripravku odpovidala pozadavkum na
pfipravek. Poté byla suspenze uloZena ve sterilnich nerezovych tancich pfi teploté pod 8 °C.

Pocet dormantnich oospor byl stanoven mikroskopicky s pouzitim Sedgewick—Rafterovy pocitaci
komurky a stabilita byla méfena na zaklad¢ mikroskopického sledovani poctu viabilnich oospor s
pouzitim plazmolytické metody v souladu s publikaci Etxeberria a kol. [13] z roku 2011. Pocet
dormantnich oospor se v pripad¢ potieby stabilizuje béznym zpusobem.

Slozeni:

Sacharéza jako stabilizator 64,95 % hmotn.
Voda jako stabilizator 35 % hmotn.
Kultivaéni biomasa 0,05 % hmotn.
Pocet dormantnich oospor mikroorganismu Pythium oligandrum M1 1x10°/1 ml
Vlastnosti:

Stabilita: 12 mésicu pii teplotach od 2 do 8 °C; 6 mésicu pii teploté do 25 °C.
Priklad 18

Test laboratorni ucinnosti  biologickych  protiplisnovych  kapalnych  prostfredku na
mykoparasitickych experimentech

Laboratorni test proliferace Pythium oligandrum M1 z dormantnich oospor suspenzniho
koncentratu podle prikladu provedeni 1 a nasledného mykoparasitismu na fytopatogenni plisni
Fusarium graminearum byl proveden na sterilnich agarovych plotnach s zivnym médiem na bazi
sladového extraktu. Zfedény koncentrat na aplikacni uroven, tj. 0,2 ml koncentratu na 11 vody,
byl nanesen na agarovou plotnu, ¢ast této plotny byla po vykli¢eni oospor vyjmuta a pfenesena na
Jiny agar, ktery byl souc¢asné¢ inokulovan plisni Fusarium graminearum.

Vysledek tohoto testuje predstaven na Obr. 1 ukazujicim vyznamné zastaveni rustu fytopatogenni
plisné Fusarium graminearum po pridani mikroorganismu Pythium oligandrum M1 ve srovnani
s¢ standardnim rastem (obr. 1A). Tato situace je dale ilustrovana pomoci série Petriho misek
vyfotografovanych po 4 dnech jednak spolecné¢ho ristu obou mikroorganimu a jednak rustu
samotn¢ fytopatogenni plisné¢ (obr. 1B). Po 11 dnech kultivace je patmé vyrazné potlaceni
fytopatogenni plisn¢ narustem mikroorganismu Pythium oligandrum M1 (obr. 1C). Pokud
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mnozstvi viabilnich oospor nepokleslo pod 90 % vychozi hodnoty, byl pfipravek oznacen jako
stabilni.

Priklad 19

Protiplisiiova uéinnost vuci fytopatogennim plisnim demonstrovana v laboratornim experimentu
s pSenici

Semena kulturnich plodin (pSenice) byla oSetfena roztokem Sava (1 az 5%roztok) a nakliCeny na
soil extract agaru. Po nakliceni byly klicky znova oSetfeny 1% roztokem Sava a umistény na
vrstvu fytoagaru v 250 ml Erlenmayerové baiice. Baiky byly inokulovany kouskem agaru (5
mm) s fytopatogenem Fusarium graminearum nebo mikroorganismem Pythium oligandrum Ml
(dormantni oospory v suspenznim koncentratu) o aplika¢ni koncentraci 0,2 ml/L a objemu 0,2 ml
ve variantach: 1) fytopatogen: 2) fytopatogen + Pythium oligandrum M1: 3) pouze Pythium
oligandrum MI; 4) kontrolni vzorek, ktery nebyl inokulovan. Banky byly uzavieny tenkou
vrstvou buni¢iny a gazy. Kultivace probihala v mistnosti pfi teplot¢ 24 °C. Byl sledovan nartst
kolonie fytopatogenii a mikroorganismu Pythium oligandrum M1 a stav rostliny.

Vysledek tohoto laboratorniho experimentu je predstaven na obr. 2. V pripad¢ pfidani samotného
fytopatogena je dobfe patrny nejen jeho vyznamny narust v okoli rostouci psSenice, ale téz
poskozeni rostliny timto patogenem (obr. 2A). Pokud byl kromé fytopatogenni plisné pridan i
mikroorganismus Pythium oligandrum M1, nebyla pritomnost fytopatogena viditelna a dochazelo
k dobrému naristu péstované rostliny (obr. 2B). Kontrolni experiment provedeny pouze v
pfitomnosti mikroorganismu Pythium oligandrum MI ukazal normalni narist rostlinek pSenice,
ktery byl srovnatelny s experimenty bez pridani jakéhokoliv mikroorganismu (obr. 2C).

Priklad 20

Test uéinnosti biologického protiplisnového kapalného prostiedku urceného k postfikim
kulturnich plodin podle pfikladu provedeni €. 2 ve sklenikovém pokuse na fepce Brassicanapus

Byly pouzity 4 sektory ve firemnim skleniku v Uhercich s rostouci fepkou Brassica napus var.
Lohana Cl, pficemz aplikace byla zahajena ve stadiu BBCh 15 - 21. V prvém sektoru byl
aplikovan sypky biofungicid s mykoparazitickym mikroorganismem Pythium oligandrum M1
(Polyversum®), ve druhém sektoru byl aplikovan novy kapalny fungicid podle pfikladu provedeni
1 tohoto vynalezu, ve tfetim sektoru novy kapalny protiplisnovy pfipravek podle prikladu
provedeni 2 tohoto vynalezu a v poslednim ¢étvrtém sektoru byl aplikovan novy kapalny
protiplisnovy prostfedek podle prikladu provedeni 4 tohoto vynalezu. Ve vsech pfipadech byla
aplikaéni koncentrace 0,5 g/L popfipad¢ 0,5 ml/L s rozprasenim 100 ml takto koncentrovaného
pfipravku na 1 m? osetfené plochy. V kazdém sektoru bylo oznaceno odbérové misto pro odbér
vzorkii zahmujicich rostlinu a pudu mezi fadky. Béhem kazdého odbéru byly téz provadény
fotodokumentace a odecet teploty ve skleniku v okamziku odbéru. Odebrané vzorky byly béhem
hodiny pfeneseny do laboratofe a uloZzeny v mrazniéce pii —20 °C aZz do okamziku analyzy.
Odbéry byly provedeny pred aplikaci protiplisnovych pfipravka a poté¢ 1 hodinu, 2 hodiny, 7
hodin, 20 hodin, 2 dny, 3 dny, 4 dny, 5 dna, 6 dnu, 7 dnu, 8 dnd, 11 dnd, 14 dnd, 17 dna a 20 dna
po aplikaci.

Laboratori zpracovani vzorku zahmovalo fotodokumentaci jednotlivych rostlin, separaci listu a
kofene, stanoveni vlhké hmotnosti vzorku, homogenizaci vzorku v DNA extrakénim pufru,
centrifugaci a provedeni molekulamich analyz. Kvantitativni stanoveni pfitomnosti
mikroorganismu Pythium oligandrum M1 bylo provedeno metodou qPCR se sondou cilenou na
ITS sekvence, kvantitativni stanoveni DNA fepky bylo provedeno identickou metodou se sondou
cilenou na Fat(A)A sekvenci. Kvantitativni stanoveni zahrnovalo provedeni 50 cyklui DNA
amplifikace za standardnich podminek a vypocet koncentrace cilovych sekvenci pomoci
kalibracni kfivky. Podobné byla té¢Z detekovana uroven plisiového zamofeni na zakladé¢
standardniho protokolu.
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Vysledky testu uéinnosti jsou uvedeny v nasledujici Tabulce 1. Uginnost dosahovana pro nové
kapalné protiplisiiovy pfipravky podle tohoto vynalezu je ve vSech pfipadech srovnatelna nebo
lepsi nez ucinnost pevného sypkého pripravku. K potlaceni cizorodych plisni vzdy dochazelo v
zavislosti na kolonizaci a amplifikaci mikroorganismu Pythium oligandrum M1 na misté
aplikace. Nizka uroven kontaminace plisnémi se poté¢ udrzela 1 po sniZzeni koncentrace
mikoorganismu Pythium oligandrum M1 na konci experimentu. Dynamika populace
mikroorganismu Pythium oligandrum M1 byla sledovana v tomto experimentu pouze po dobu 15
dni, a proto neni mozné komentovat dlouhodobé efekty. Nicméné z hlediska protiplisfiové
ucinnosti pripravku je nepochybné, Ze schopnost potladit plisn€ je vyznamna a dlouhodoba: doslo
ke snizeni vyskytu téchto plisni zhruba o jeden fad za 24 hodin po aplikaci, a za dalSich 24 hodin
s¢ jednalo také o sniZeni témér o fad.

Tabulka 1
“Méfeni obsahu mikroorganisma Pythiunt oligandrum M{a a méieni absahu plisai aa listech
Fepky ve skienikovém pokusu. Vysledky jsou svedeny jako pocty detekovanyeh diploiduich

t genomi nx | ug hostitelské DNA fepky.

Cas TSektor 1T VSektor2 [ Sektor3 | Sektord
odbery | Pripium | Plisne | Pydhiam | Plisng | Pyiinm | Plisaé ‘"'ii{:}k}é}}};f'“i-i’(ié}iéw"
(h) .
0 i ikt Iesi0t 2 ox 10T 2k 1
2 R A N AN R T C S T S LA
20 R T A B SN T I I T R I B T I N T L e R T
26 B SN L R T A I I T A S T NN T B R IO
T B T e B ST U I T L e T
T S SY SO T
i R
RIS Tox
Priklad 21

Test uéinnosti biologického protiplisnového kapalného prostfedku ur¢eného k postrikim
kulturnich plodin podle pfikladu provedeni 1 v polnim pokuse na pSenici Triticum aestivum

Ozima pSenice Triticum aestivum byla vyseta v fijnu 2015 na firemnim poli v blizkosti osady
Uherce u Loun. V souladu s agrotechnickymi normami a schvalenou registraci pro protiplisiovy
pfipravek pro rostlinnou ochranu Polyversum® byla v listopadu 2015 provedena na vyznacenych
drahach aplikace protiplisnového pripravku podle prikladu provedeni 1 tohoto vynalezu
standardni postiikovou metodou v mnozstvi 100 ml na 1ha. Na 4 vyznacenych odbérovych
mistech byly provadény odbéry pfed aplikaci a dale rizny pocet dni po aplikaci, odebirany byly
rostouci rostliny pSenice a dale pida v blizkosti odbéru. Ihned po odbéru byly vzorky zmraZzeny a
uchovavany v uzavienych saccich nebo zkumavkach pfi -20 °C az do okamziku analyzy.
Nukleové kyseliny byly z odebranych vzorku extrahovany s vyuzitim publikované metodiky
(Klimes R, Suchanek M, Mastalkova L a spol. /2016/ Comparison of the efficacy of treatment of
dermatophytosis by chemical and biological antifungals: soil peronosporomycete Pythium
oligandrumis as efficient as the antifungal enilconazole in the guinea pig model. Vet Dermatol, v
tisku) a pouzity pro molekularni analyzy).
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Pokud jde o dvnamiku vyskytu mikroorganismu Pythium oligandrum M1 po postiiku kapalnym
pfipravkem podle prikladu provedeni 1, normalizované koncentrace na rostlinach a v okolni padé
sledovaly podobnou zavislost. Zatimco pfed aplikaci mohly byt genetickym testem qPCR
identifikovany jen jednotlivé bunky na g vzorku, po aplikaci kapalného preparatu odpovidajiciho
standardnimu normalizovanému mnozstvi se tento pocet zvysil na stovky bunék na g vzorku. Po
48 hodinach po aplikaci doslo k viditelnému namnozeni mikroorganismu Pythium oligandrum
M1 za danych experimentalnich podminek, pfiemz tento pozitivni trend byl pferusen za
podminek konkrétniho experimentu mrazovou episodou pocatkem prosince 2015, po niz se jiz
dynamicky populacni riust neobnovil (srovnej obr. 3A a obr. 3B).

Mnozstvi hodnotnych informaci bylo ziskano analyzou genovych expresnich profili metodou
RT-qPCR provadénych ve ,,vrcholové" fazi experimentu s nejvét§im nariistem mikroorganismu
Pythium oligandrum MI. Hodnoty koncentraci transkripti ukazovaly rychlou reakci na
vyskytujici se fungalni patogeny v prvé fazi (vyrazna exprese genu pro celulasu) nasledované
zvySenym vyskytem zoospor (exprese endoglukanasy). Teprve po 48 ha 120 h je zvyseny
charakteristicky genovy marker sporulace, a to zejména v okolni pud¢ a kofeni (obr. 3C).
Zaroveni bylo mozné pozorovat vyznamné snizeni relativniho obsahu plisni jiz 48 hodin po
aplikaci (obr. 3D) a toto sniZeni recipro¢né korelovalo s expresi genu pro celulasu odpovédnou za
degradaci povrchovych sacharidii v plisnich béhem mykoparasitického piisobeni mikroorganismu
Pythium oligandrum M1 (obr. 3E).

Priklad 22
Test ucinnosti zubnich past v modelu oralniho biofilmu s mechanickym odstraniovanim plaku.

Pro sledovani ucinnosti pripravenych zubnich past byl proveden laboratorni test s pouzitim
modelu oralniho biofilmu s mechanickym odstrafiovanim plaku dle publikace Verkaik MJ a spol.
[14] z roku 2010. Byla pouzita verze (B) vysSe publikované¢ho protokolu spocivajici ve
dvouhodinové adhezi s naslednym ristem pies noc (16-hodinovy biofilm) a mechanickym
¢isténim. Uginnost glycerolové zubni pasty s mikroorganismem Pythium oligandrum MI a zubni
pasty s olivovym olejem a mikroorganismem Pythium oligandrum MI pfi odstranéni
mikroorganismu zubniho plaku byla srovnana se dvéma druhy bézn¢ dostupnych zubnich past
(Odol a Enzycal) a jako kontrola bylo pouZito pouze mechanické ¢isténi zubnim kartackem bez
pasty (oznaceno Kontrola). V kontrolnim experimentu byla pouzita identicka pasta jednak bez
obsahu Pythium oligandrum a jednak bez pouzitého abraziva oxidu kfemicitého.

Vysledek tohoto testuje popsan na vysledkové tabuli v obrazku 4. Ten prokazal, Ze pasta podle
prikladu provedeni ¢islo 4 vykazovala vyznamné vyssi ucinnost pfi odstranéni zubniho biofilmu
a plaku nez alternativni pouzivané pripravky, dokonce i1 u jedincu postizenych paradent6zou (obr.
4A az obr. 4D). Zatimco dosud bézné pouzivané pasty snizily intenzitu tvorby biofilmu zhruba na
polovinu, nové pasty podle tohoto vynalezu az na desetinu. U kontrolni pasty bez obsahu
mikroorganismu Pythium oligandrum M1 byl jeji ucinek srovnatelny s béznymi pastami, u
kontrolni pasty bez oxidu kfemicit¢ho jiz byl ulinek vyznamné vysSi. U pacienta s
periodontalnim onemocnénim byla celkova uroven tvorby biofilmu vyznamné vyssi a bylo
mozno 1 1épe pozorovat rozdily v ucinnosti jednotlivych past.

Priklad 23

Test ucinnosti biologického protiplisnového kapalného prostredku podle prikladu provedeni 1 na
ochranu obytnych prostor pfed sporami plisni

Protiplisnovy pfipravek podle prikladu provedeni ¢islo 1 byl nafedén vodou na koncentraci
330 000 oospor na litr aplikacniho roztoku, tj. bylo pfidano 0,66 ml kapalného koncentratu na 1
litr roztoku. Dale byl pfipraven kontrolni roztok za identickych podminek, avSak bez obsahu
biomasy Pythium oligandrum M1, biomasa byla nahrazena vodou. Takto pfipravené roztoky byly
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aplikovany ve dvou malych uzavienych mistnostech v zeméd€lské usedlosti v Uhercich u Loun
¢p. 2 ve formé rozstfiku jemné mlhy rozprasovacem. Po aplikaci byly obé mistnosti neprodysné
uzavieny a byly provadény spadové zkouSky na obsah spor metodou podle Omeljanského.
Vysledky byly vyhodnoceny v laboratofi Dr. Miroslava Kolarika v Mikrobiologickém ustavu A
V CR v Praze.

Vysledky experimentu jsou znazomény v nize uvedené Tabulce 2. Experiment probihal v
uzavienych mistnostech bez proudéni vzduchu, proto jsou pozorované zmény pomalejsi a byly
pozorovatelné az po n¢kolika mésicich. Z vysledku je nicméné patrmé, Zze v kontrolni mistnosti 1
s aplikaci pomocnych latek zjisténé pocty spor kolisaly, po celou dobu pozorovani vSak
nepoklesly pod limit WHO (Svétové zdravotnické organizace) ve vysi 500 spor na 1 m* vzduchu.
Naopak v mistnosti 2 doslo po 3 mésicich od aplikace ke statisticky vyznamnému poklesu spor.
ktery posléze poklesl pod limit WHO 6 mésicu od data provedeni aplikace.

Tabulka 2
MéFeni poltu plisdovych spér na 1 m” v mistoosti 1 s aplikaci kentrolnibo pripravkuo

a v mistnosti 2 s aplikaci pripravku s aktivai Gitkoa Pythiom oligandrum M1

“Mésice po 0 i 3 6
aplikaci {8 ~

pied aplikaci)

Mistnost | 3000 U 4sR0 3500 Tase0
kontr.

{(pfipravek podie

prikladu

provedent ¢isdo 1)

Priklad 24
Zpusob vyroby biologického protiplisnového kapalného prostiedku s Pythium oligandrum M1

Detailni povaha biologického protiplisiiového kapalného prostiedku s Pythium oligandrum M1
podle tohoto vynalezu byla podrobné demonstrovana na predchozich prikladech provedeni.

Dale jsou uvedeny priklady zpusobu vyroby tohoto biologického protiplisnového kapalného
prostiedku s Pythium oligandrum M1 podle tohoto vynalezu.

K aerobni kultivaci oomycety Pythium oligandrum M1 v kapalné fazi se pouzije médium
obsahujici extrakt z obilovin, titinovou melasu a dal$i nezbytné Ziviny. Kapalné médium se
sterilizuje v pamim sterilizatoru. Po vychladnuti se zaockuje jednim z vybranych kmeni Pythium
oligandrum M1. Po skonceni kultivace, ktera trva pfiblizn¢ 13 dni, se biomasa sklidi a zpracuje,
jak je uvedeno ve shora uvedenych piikladech provedeni.

Pro kultivaci mikroorganismu Pythium oligandrum M1 na pevném substratu se pfipravi médium
obsahujici zma obilnin, vyhodné loupané obilky prosa, napt. Panicum miliaceum L, které se
smichaji s podilem zZivného kapalného média. Médium se v kultivacnich nadobach sterilizuje v
pamnim sterilizatoru. Po vychladnuti se médium naockuje jednim z vybranych kmena Pythium
oligandrum M1. Po skonéeni procesu kultivace, ktery trva piiblizn¢ 8 dni. se sklizena biomasa
dale zpracuje do formy suspenzniho koncentratu, jak je popsano ve shora uvedenych pfikladech
provedeni.
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Po ukonéeni kultivacni faze Pythium oligandrum M1 v kapalné 1 pevné fazi se biomasa s
kapalnym médiem homogenizuje, napf. primyslovym mixérem tak, aby minimalné 95 % ¢&astic v
suspenzi bylo v rozmezi 0,05 az 0,30 mm, s vyhodou v rozmezi 0,050 az 0,125 mm. Homogenni
suspenze je nasledné¢ charakterizovana poétem oospor. Podle poctu oospor se suspenze
standardizuje — zkoncentruje nebo zfedi — na pfedem pozadovanou koncentraci oospor vhodnou k
pfipravé daného biologického protiplisnového kapalného prostredku.

Po ukonéeni kultivaéni faze Pythium oligandrum M1 na pevném substratu se biomasa
homogenizuje, s vyhodou primyslovym mixerem, v odpovidajicim objemu demineralizované
vody tak, aby vysledna velikost minimaln¢ 95 % castic v suspenzi byla v rozmezi 0,050 az
0,300 mm, s vvhodou v rozmezi 0,050 az 0,125 mm. Homogenni suspenze je¢ nasledné
charakterizovana poctem oospor. Podle poctu oospor se ziskana suspenze zkoncentruje nebo
zfedi na prfedem pozadovanou koncentraci oospor vhodnou k pfipravé dan¢ho biologického
protiplisiového kapalné¢ho prostredku.

K zajisténi maximalni pfipustné velikosti Castic v daném rozmezi se po fazi homogenizace a
koncentrovani, pripadné¢ nafedéni, suspenze separuje, napf. filtruje. V pripad¢ ziskani ¢astic
kolem 0,05mm az 0,125 mm je vysoka pravdépodobnost ziskani koncentrované suspenze,
respektive téméf Cist¢ koncentrované suspenze oospor Pythium oligandrum M. VEtSina
prikladnych provedeni shora uvedenych méla velikost ¢astic prevazné 0,050 az 0,125 mm.

Vodna suspenze se pfi homogenizaci muze stabilizovat pfidavkem osmolyti a v kombinaci s
uchovavanim pfi teplotach nizSich nez 8 °C ji lze skladovat ve sterilnich velkoobjemovych
nadobach.

V piipad€ bezvodé suspenze mikroorganismu Pythium oligandrum M1 se po ukonceni kultivacni
faze na pevném substratu nebo v kapalné fazi ziskany material s¢ homogenizuje, s vyhodou
prumyslovym mixérem tak, aby vysledna velikost minimalné 95 % ¢astic v suspenzi byla 0,050
az 0,300 mm, s vyhodou v rozmezi 0,050 az 0,125 mm. Ziskana homogenni suspenze,
charakterizovana poctem oospor, se nasledn¢ odstfedi a odstfedény material se po odstranéni
supernatantu doplni olejem, na pfedem pozadovanou koncentraci oospor vhodnou k pfipravé
dan¢ho biologického protiplisnového kapalného prostfedku. Nasledné se ziskany material
resuspenduje, napf. prumyslovym mixérem.

Konkrétni neomezujici mozné zpusoby vyroby jsou uvedeny ve shora uvedenych prikladech
provedeni.

Prumyslova vyuzitelnost

Novy kapalny protiplisnovy prostfedek obsahujici stabilizovanou suspenzi oospor je mozno
vyrab¢t ve znanych objemech predevsim proto, Ze u tohoto prostfedku jsou jak faze fermentaéni
vyroby, tak faze formulacni technicky dobfe zvladnuté. Novy kapalny prostfedek najde uplatnéni
ve vSech oblastech, v nichz byly doposud aplikovany a pouzivany jiné formy mikroskopické
oomycety Pythium oligandrum, zejména tedy v biologické ochrané rostlin, pro ochranu budov a
obydli pfed plisnémi a popfipad¢ 1 pro potlacovani plisni a kvasinek a pri nastoleni fyziologické
rovnovahy mikroflory pfi humannich a veterinarnich aplikacich. Jako velmi inovativni je mozno
uvést pouziti jako ochranného postriku rostlin s degradovatelnym biopolymerem, ktery slouzi
nejen jako ochranny faktor, ale také jako postupné se uvoliujici degradovatelna matrice ,,nosic"
oospor mikroorganismu Pythium oligandrum. Pripravek podle tohoto vynalezu je mozno s
vyhodou pouzit k natéru ¢i nastfiku dfevénych konstrukci, kdy dochazi zaroven k ucinné
impregnaci dfeva olejovymi komponentami pripravku. Pfitomnost mikroorganismu zarucuje
odolnost vii€i plisnim a houbovym chorobam a ,defektim" dreva. Jako zcela nové pouziti je pak
mozno uveést pouziti pro ucinnou konzervaci vzduchotechnickych zafizeni, klimatizacni a
chladicich jednotek. Pro snizeni urovné plistové kontaminace v oblastech zasazenych
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povodnémi, ve vysusovanych oblastech a v okoli rekultivovanych vodnich ploch se jevi vvhodné
pouZziti pfipravku specialné vyvinutého pro tyto ucely.
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1. Biologicky protiplisiiovy kapalny prostfedek s mikroorganismem Pythium oligandrum,
s dlouhodobou stabilitou v fadu mésicti v podminkach bézného skladovani, vyznacujici se tim,
ze

zahmuje stabilizovanou suspenzi mikroorganismu Pythium oligandrum, a obsahuje

0,05 az 10,0 % hmotn. kultivaéni biomasy mikroorganismu Pythium oligandrum s obsahem
kultiva¢niho média, bunécnych forem tohoto mikroorganismu a latek produkovanych timto
mikroorganismem a

90,0 az 99,95 % hmotn. stabilizatoru, kterym je alespon jedna komponenta ze skupiny, zahmujici
vodu, solny roztok, olej, roztoky osmolytii a glycerol, pficemz

v 1 ml tohoto biologického protiplisnového kapalné¢ho prostredku je, po bézné standardizaci,
pfedem poZadovany po&et dormantnich oospor v rozsahu 1 x 10° az 2 x 107;

nebo
zahmuje stabilizovanou suspenzi mikroorganismu Pythium oligandrum, a obsahuje

0,05 az 10,0 % hmotn. kultivaéni biomasy mikroorganismu Pythium oligandrum s obsahem
kultivacniho média, bunécnych forem tohoto mikroorganismu a latek produkovanych timto
mikroorganismem,

79,77 az 99,95 % hmotn. stabilizatoru, kterym je alespon jedna komponenta ze skupiny,
zahmujici vodu, solny roztok, olej, roztoky osmolytu a glycerol, a pfipadné

zbytek do 100 % hmotn. nejméné jedné bézné modifikujici/aplikacni latky ze skupiny, zahmujici
plnidlo, aroma, vitamin E, pfi¢emz

v 1 ml tohoto biologického protiplisnového kapaln¢ho prostfedku je, po bézné standardizaci,
pfedem pozadovany poéet dormantnich oospor v rozsahu 2,5 x 10*az 1,0 x 10°.

2. Biologicky protiplisiiovy kapalny prostfedek s mikroorganismem Pythium oligandrum podle
naroku 1, vyznacujici se tim, Ze

mikroorganismem Pythium oligandrum je kmen Pythium oligandrum Drechsler ATTC 38472,
ktery byl deponovan v Ceské sbirce mikroorganizmi (CCM) Masarykova Univerzita v Bmé pod
oznacenim Pythium oligandrum M.

3. Biologicky protiplisiiovy kapalny prostfedek podle n€které¢ho naroku 1 az 2, vyznaé€ujici se
tim, Ze

stabilizovana suspenze mikroorganismu Pythium oligandrum obsahuje stabilizator na bazi vody v
rozmezi 30,0 az 99,9 % hmotn.

4. Biologicky protiplisnovy kapalny prostfedek podle naroku 3, vyznacujici se tim, Ze
stabilizatorem vodné suspenze je destilovand voda nebo sterilizovana destilovana voda v
mnozstvi 99,9 % hmotn.

5. Biologicky protiplisiiovy kapalny prostiedek podle naroku 3, vyznacujici se tim, Ze
stabilizatorem vodné suspenze je solny roztok v mnozstvi 99,9 % hmotn.

6. Biologicky protiplisiiovy kapalny prostifedek podle naroku 3, vyznacujici se tim, Ze
stabilizator vodn¢ suspenze obsahuje vodu a osmolyt, a to

vodu v mnozstvi 30 az 36 % hmotn. a

osmolyt ve form¢ sacharozy v mnozstvi 60 az 95 % hmotn.
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7. Biologicky protiplisiiovy kapalny prostfedek podle n€kter¢ho naroku 1 az 2, vyznaé€ujici se
tim, Ze

stabilizovana suspenze mikroorganismu Pythium oligandrum je bezvoda, stabilizatorem je
alespon jeden olej vybrany ze skupiny zahrujici parafinovy olej, mineralni olej, olivovy olej a
slune¢nicovy olej v mnozstvi 79,77 az 99,9 % hmotn.

8. Biologicky protiplisiiovy kapalny prostfedek podle naroku 7, vyznacujici se tim, Ze
bezvoda suspenze obsahuje jeden olej vybrany ze skupiny, zahrnujici

parafinovy olej v mnozstvi 92,0 az 99,9 % hmotn.

mineralni olej v mnozstvi 99,9 % hmotn.

olivovy olej v mnozstvi 79,77 % hmotn. a

slune¢nicovy olej v mnozstvi 92,0 % hmotn.

9. Biologicky protiplisiiovy kapalny prostfedek podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze
stabilizovana suspenze mikroorganismu Pythium oligandrum je bezvoda a stabilizatorem je
glycerol v mnozstvi 79,77 % hmotn.

10. Biologicky protiplisiovy kapalny prostredek podle nékterého z predchazejicich naroku 1 az
9, vyznacujici se tim, Ze

obsahuje, jakoZto nosi¢ oospor mikroorganismu Pythium oligandrum,

6,5 % hmotn. oxidu kfemicitého

nebo

16,0 % hmotn. postupné se uvoliujici biodegradovatelnou matrici jako je polyvinylalkohol.

11. Zpusob vyroby biologického protiplisiiového kapalného prostfedku s mikroorganismem
Pythium oligandrum, zahmujici stabilizovanou suspenzi mikroorganismu Pythium oligandrum
podle n¢kterého z naroku 1 az 10, vyznacujici se tim, Ze

a) k aerobni kultivaci oomycety Pythium oligandrum v kapalné fazi se pouzije kapalné médium
obsahujici extrakt z obilovin, titinovou melasu a dalsi nezbytné Ziviny, kapalné médium se
sterilizuje,

b) po vychladnuti se zaockuje jednim z vybranych kmenta Pythium oligandrum,

¢) po skonceni kultivace se biomasa sklidi a zpracuje,

d) nasledné po ukonceni kultivaéni faze Pythium oligandrum v kapalné fazi se biomasa s
kapalnym médiem homogenizuje, aby velikost minimaln¢ 95 % c¢astic v suspenzi byla v rozmezi
0,050 az 0,300 mm, s vyhodou v rozmezi 0,050 az 0,125 mm a

f) ziskana homogenni suspenze, charakterizovana poétem oospor, se podle poctu oospor
naslednou béZnou standardizaci — zkoncentruje nebo zfedi — na pfedem pozadovanou koncentraci
oospor daného biologického protiplisiového kapalného prostredku.

12. Zpusob vyroby biologického protiplisiového kapalného prostfedku s mikroorganismem
Pythium oligandrum, zahmujici stabilizovanou suspenzi mikroorganismu Pythium oligandrum
podle nékterého z naroku 1 az 10, vyznacujici se tim, Ze

g) pro kultivaci mikroorganismu Pythium oligandrum na pevném substratu se pfipravi médium
obsahujici zma obilnin, vyhodné loupané obilky prosa, napt. Panicum miliaceum L., které se
smichaji s podilem Zivného kapalného média,

h) médium se v kultiva¢nich nadobach sterilizuje,

1) po vychladnuti se médium naockuje jednim z vybranych kmenu Pythium oligandrum, po
skonceni procesu kultivace se sklizena biomasa dale zpracuje do formy suspenzniho koncentratu,
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k) po ukonceni kultivacni faze Pythium oligandrum na pevném substratu se biomasa
homogenizuje, v odpovidajicim objemu demineralizované vody tak, aby vysledna velikost
minimalné 95 % ¢astic v suspenzi byla v rozmezi 0,050 az 0,300 mm, s vvhodou v rozmezi 0,050
az 0,125 mm a

1) ziskana homogenni suspenze, charakterizovana poctem oospor, se podle poctu oospor
naslednou béZnou standardizaci — zkoncentruje nebo zfedi — na pfedem pozadovanou koncentraci
oospor vhodnou k pripravé dané¢ho biologického protiplisnového kapalného prostiedku.

13. Zpusob vyroby biologického protiplisiového kapalného prostfedku s mikroorganismem
Pythium oligandrum podle nékterého z naroku 11 nebo 12, vyznacujici se tim, Ze

m) pro bezvodou suspenzi mikroorganismu Pythium oligandrum se po ukonceni kultivacni faze
na pevném substratu nebo v kapalné fazi ziskany material homogenizuje, aby vysledna velikost
minimalné¢ 95 % ¢astic v suspenzi byla 0,050 az 0,300 mm, s vyhodou v rozmezi 0,050 az
0,125 mm,

n) ziskana homogenni suspenze, charakterizovana poctem oospor, se nasledné odstiedi

0) a odstfedény material se po odstranéni supernatantu naslednou béznou standardizaci doplni
olejem nebo glycerolem na pfedem pozadovanou koncentraci oospor vhodnou k pripravé daného
biologického protiplisnového kapalného prostiedku,

p) nasledn¢ se ziskany material resuspenduje.

14. Zpisob vyroby biologického protiplisnového kapalného prostfedku s mikroorganismem
Pythium oligandrum podle nékterého z naroku 11 az 13, vyznac€ujici se tim, ze

k zajisténi maximalni pfipustné velikosti ¢astic mikroorganizmu Pythium oligandrum v daném
rozmezi 0,050 az 0,300 mm, s vyhodou 0,050 az 0,125 mm, se suspenze po homogenizaci
separuje, napt. filtruje na predem danou velikost ¢astic a naslednou béznou standardizaci se
suspenze zkoncentruje nebo nafedi.

15. Zpusob vyroby podle nékter¢ho z naroku 11 az 14, vyznacujici se tim, Ze

vodna suspenze se pfi homogenizaci stabilizuje béznou standardizaci pridavkem osmolytu a v
kombinaci s uchovavanim pfi teplotach nizSich nez 8°C se skladuje ve sterilnich
velkoobjemovych nadobach.

4 vykresy
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Prstanendir Yolisaasiny Yrsvensy

Obr. 1A, 1B, 1C
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Obr. 3A, 3B, 3C
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Obr. 4A, 4B, 4C

-32 -



