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1

Predmétem &s. autorského osvdddeni &. 199906 prvnihce ze spoluautord je pros{fedek sti-
mulujici pPfi aplikaci na semena Pepy cukrové rist vzchdzejicich rostlin a chrdnici je proti
spdle. Tento prost¥edek obsahuje suspenzi oospor mikromycety druhu Pythium oligandrum v ka-
paling, obsahujici %iviny a 1l4tky podporujici kli¥eni cospor a rdst mycelia, jgko je kvas-
nigni vytaZek.

Pripravek se velmi dob¥e osvéd¥il i v polnich pokusech, av8ak jeho pivodni zplsob vy-
roby stadil jen pro vyzkum a vyvoj, pro pouZiti ve velkém m&ritku byl ménd vhodny jek z di-
vodl ekonomickych, tak i technickych.

Predmétem vyndlezu je novy zplsob vyroby pfipravku stimulujiciho p¥i aplikaci na seme-
na trepy cukrové rist vzchézejicich rostlin a chrénfciho je proti spédle, -obsshujiciho jako
G&innou sloZku propaga?ni orgény mikromycety druhu Pythium oligendrum. P*i tomto novém zpd-
sobu se pomno¥ené kultury Pythium oligandrum kultivuji submerzng za vdtrédni ve sporulaldni
pidé obsahujici 1 aZ 3 % chloridu vdpenatého za ozabovdni viditelnym svétlem, vyhodn& svét-
le modrym nebo zelenym, nadeZ se po skondeném vEtrdni pevné ldétky odd#li, napf. tak, Ze se
obsah tanku nechd sedimentovat, supernatant se odddli a sediment, obsahujici propagule,
zZejména oospory a geummy, se konzervuje vyhodng Setrnym odvodnénim. To lze provést napd.
sprayovanim, sulenim ve vznosu apod., vyhodnd za pifiddni prédkovityech ldtek védzajicich vodu
a obsahujicich Ziviny, Jjako jsou cukry, siran amonny apod.

Takto ziskany pripravek je vhodny pro dopravu a distribuci. T&sn¥ pred aplikaci na
semena se prevede smiSenfim s roztoky, obsshujicimi Ziviny a ldtky podporujici adhezi, nap®.
s kvasnidnym autolyzéiem nebo vytaikem za pPidéni roztoku %elatiny, peptonu apod. na suspen-
zi propaguli mikromycety Pythium oligandrum. Tato suspenze se pak aplikuje na semena vhodnym
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zpdsobem, napi*. sprayovdnim, nebo skrdpé&nim ve vznosu v proudu suchého teplého vzduchu
v suldrné. Koncentrace roztokd Zivin, do nichZ se suseny pfipravek rozmichd, se volf podle
zamysleného zpisobu aplikace na semenea, obvykle v rozmezi asi 0,1 a% 5 %.

Postup lze v rédmci vyndlezu rdznym zpﬁsobem.obméiovat. Tek napt. lze priddvat chlorid
vépenaty bud najednou, na za¥étku nebo v pribshu kultivace, nebo postupn¥. Vghodné je pii-
ddvat chlorid védpenaty aZ po skonden{ hlavni &dsti ristové fdze, na za¥dtku nebo pred za-
ddtkem sporulace. Vyhodné postupy jsou popsény v ndsledujicich p¥ikledech provedeni.

Na v¥t3in& obvyklych pid se sporulace Pythium oligendfum da¥{ budto 3patn&, nebo se
viibec neda¥i. Vhodné pidy obsahuji krom& b&Znych Zivin predeviim chlorid vépenaty a pPimé&-
Peny zdrdj eminokyselin, nap¥. v podob¥ kukuii&ného. vyluhu.

U¥innou sloZkou bioprepardtu jsou vZechny propaga¥ni orgdny mykoparazita Pythium
oligendrum, hlavn& oospory a gemmy. Tyto propagule nanesené na semena zaruduji potfebnou
%#ivotnost mykoparazita od neneseni prost¥edku a% do zaset{ semen do pidy. Ziviny obsaZené
v prepardtu umo¥nuji rychlejdi rozvoj mykoperazitae,ne? tomu je u jednoduché vodné suspenze,
kde propegule jsou suspendovdny v destilované vod¥. Parazitérni{ vldkna mykoparazita vyris-
taji rychle z t&chto zdrodkd a napadaji mikromycety, které jsou pritomny jak na osivu Fe-
py, tek i v pid¥ a jsou zdroven pivodci spdly (Aphanomyces sp., Pythium sp., Rhizoctonia
soleni, Phoma betae, Alternaria sp., Fusarium sp.). Velmi ddleZité je, Ze {¥innd sloZka
prepardtu, tj. propagule Pythium oligendrum,inhibuj{ v¥echny tyto pldvodce ochoieni.

Krom& nich inhibuji i ¥irsfi okruh hostitelskych mikromycet, které jsou v rhizosféie
fepy p¥{tomny a mohly by svym pfipadnym entesgonismem znemoZnit ochrannou dlohu mykoparazita
neneseného na semena Pythium oligandrum po pot¥ebnou dobu Sesti tydnd nebo dobu, kterou
rostliny pot¥ebuji, aby dosdhly ristové fdze 2 af 4 pravych listd, kdy jiZ akutni spdle
vechézejici Fepy neohrozuje. Zjistilo se, Ze pripravkem jsou inhiboveny i houby, které
produkujf entibiotika, nep¥. Trichoderma viride, T. koningii a T. glaucum.

Proto%e jsou zdérodky P. oligendrum inokulaci{ semen introdukovédny do pidy v hojn&jii
ni¥e a mohla by vyvstat némitka, ¥e se tim do urdité miry narusuje biologické rovnovéha
tohoto ekosystému, jsou dileZitd zjisténi o tom, Ze P, oligandrum udZinn& inhibuje Gaeumen-
nomyces graminis, znémého pivodce Zerndni pat stébel obilnin, zejména ozimé p¥enice
(DEACON, J. W., 1976: Studies on Pythium oligendrum, an eggressive parasite of other fungi.
Trans. Brit. mycol. Soc. 66, 383-391. BENDKROVX, M. - VESELY, D., 1977: Change of Microbial
Population in Wheat Rhizosphere in the Presence of Gaeumannomyces greminis and Pythium
oligendrum. Folia Microbiologica. Vol. 22, Mo. 6.

Zdsadni vyznem md visk origindlnf zJji¥t&ni autord vyndlezu o tom, Ze rhizosféru fepy
cukrové osidluji sntagonisté, nap¥. Drechslera sp. (konidiové stadium od Cochliobolus sa-
tivum). Tato mikromyceta P. oligandrum v pid¥ rychle nidéf. Osfdleni semen repy druhem Hel-
minthosporium sativum zjistil prvni GAMBOGI, 1964 (GAMBOGI, P.: Sulla micoflora dei glome-
ruli di barbabietola. Universitd di Pisa. Estratto da Annali della Spezimentazione Agraria
N. S. XVIII, 1964, 56, 815~849).

Autor se vsek nezminuje o sntagonistickych vlastnostech tohoto orgenismu. Rovn&d% tak
ani u P. oligendrum, které tento autor také nelezl jako prvni na semenech Fepy, nehovoli
o mykoparazitickych vlastnostech. Naopak uvddi, %e p¥{tomnost P. oligandrum ne semenech
tepy nemd %ddny. fytopatologicky vyznam a %e Je povaZovédno jen za kontamina¥ni houbu. Zjis-
t¥n{ hyperparazitickych vlastnosti Drechslera sp. bylo potvrzeno a ovéieno jak mikrobiolo-
gickymi enalyzemi pidy, tak i del#imi modelovymi pokusy in vitro. V rhizosféFe fepy tek
vznikd Petdzec fytopatogennich a hyperparazitickych hub, ktery uzavird Drechslera sp. Tuto
zdvislost je mo¥no vyjd4d¥it jednoduchym schématem, kde smér 3ipek vyznaduje. organismus
hostitele.
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Repnd rostlina <——  patogennf houby <¢—— mykoparazit <—— antagonisté
(P. oligandrum) (Drechslera sp.)

Uvedens zdvislot znemo¥nuje, aby po oSetfen{ semen ¥epy bioprepardtem podle vyndlezu
dochézelo v pidé k nadmdrnému hromaddni na semenech introdukovenych zdérodkl Pythium oli-
gandrum. .

PF¥i technologickém postupu submerzni kultivace P. oligandrum se doséhne vysokého stup-
n& fruktifikace a vytvéteni propagadnich orgéni, ozafovénim v pfﬁbéhu kultivace v oblasti
viditelného zdifenf, pri%em? nejlepdich vysledkd se dosdhne pii pou¥itf sv&tlemodrého filt-
ru. Bez pr{tomnosti sv&tla je fruktifikace pom&rnd mald. Dokazuji to srovndvaci pokusy.
Byl-li podet oospor pfi kultivaci bez osv&tleni povaZovan za 100 %, pak vzrostl pFi osvét-
leni dennim svdtlem na 195 %, pfi osvétleni zelenym svdtlem na 247 %, pPi osvdtleni tmavé-
modrym filtrem na 257 %, pPi osvdtleni svétlemodrym svdtlem na 333 %.

Priklad 1

500 g loupaného prosa se dliikladn& promyje tekouci studenou vodou a pfebytek vody se
slije.

Ve 200 ml vody se rozpusti: ZnS0y 50 mg
KHpPOy 150 mg
MnsSO, 50 mg
CaClj 250 mg

Roztok se zahfeje k bodu varu a nalije na promyté proso a za mfrného michdni se spo-
ruladn{ médium nechd vst¥ebat do prosnych zrn. Sprédvnd pripravené proso je nelepivé a kaZ-
dé zrno je jednotlivé odd&lené. ’

Po povareni se nédoba s prosem piikryje a zaball do izola¥ni vrstvy, kde se ponechd
20 a% 30 minut. Po této dob& se proso rozprostre na filtradni papir v tenké vrsivé a nechd
vychladnout a oschnout. Takto pPfipravené proso se rozpliuje po 25 a% 30 g (objem 50 ml ké-
dinky) do 500 ml Erlenmayerovych bandk. Zdtky jsou z buni¥ité vaty a Jjsou chréndny kalikem
nebo gézou.

Sterilizace je provedena v parnim autokldvu pri teplotd 120 °C po dobu 40 minut. Ste-
rilizace je po 24 hodindch opskovéna za stejnych podminek. Po keZdé sterilizaci se proso

lehce protiepe.

Vysterilizované proso sevoékuje 3 a% 4 ml inokula, pripraveného z vybrené a ovétené
kultury. Je moZno olkovat primo suspenzi oospor nebo vegetativnim inokulem.

Kultivace vegetativniho inokula je provedena na pomnoZovaci pidé tohoto sloZeni:

8krob bramborovy 30 g
siran smonny 15 g
fosforednan dras. kys. 58
siran hofednaty 0,5 g
kvasnice sudené 10 g
uhliditan vdpenaty 10 g
sdjové mouka . 50 g
voda 1 000 ml

pH 6,0; sterilizace 120 °C 30 minut
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Kultivace je provedena na reciproké t¥epalce, rozkyv 10,5 cm, 96 kyvd za minutu p¥i
teploté 20 °C, 48 hodin.

Po naodkovéni se proso dikladnd protiepe a nskonec mirnym poklepem vyrovnd do stejno-
mérné vrsivy.

Kultivace se provdd{ v termostatu p¥i 18 a% 20 OC p#i relativni vlhkosti vzduchu 80
a¥ 90 % po dobu 10 a% 14 dnd. V p¥ipadé o8kovéni prosa suspenzi oospor Jje tato pFipravena
z vysporulovanych sporuladnich egard, 2 aZ 3 kust smytim do 100 ml sterilni destilované
vody.

Po skondené sporulaci prosnych konzerv je proveden tesi sterility a spoditéno mnoZstvi
oospor na | g prosa. Prosné konzervy po skonlené kultivaci jsou uskladnény pii teplotéd
-10 OC. :

Submerzni sporulace:
Pro o&kovéni prvni vegetativni generace je pouZita ovifend prosnd konzerva, 2z které

byla za aseptickych podminek p¥ipravena oosporovéd suspenze ve 100 ml vody. V oEkevacim
tanku je p¥ipravena pomnofovaci pida tohoto sloZeni:

kukuiény vyluh zahudtény 3%
sacharo6za 3%
uhli&iten vépenaty 0,5 %

-

pH pred sterilizaci 5,5-6,0
sterilizace 120 °C 30 minut

N

Na ke¥dych 100 1 pldy v oZkovacim tanku je pouZito k nao&kovéni 2 a% 3 kust prosnych -
konzerv a kultivace je provedena pfi 20 ©C 48 hodin pii vzdugninf 0,8-1 objem. B&Zhem kul-
tivace je sledovén ndrist a sterilita.

Po dosa¥eni vhodnych fyziologickych znekd je pomnoZend kultura pFsodkovéna do dal3f
generace, kterd obsahuje sporula¥ni ptdu tohoto sloZeni:

$krob bramborovy 3%
dusidnan sodny - 0,6 %
fosforednan dras. prim. 0,15 %
chlorid védpenaty 2,5 %
siren hofednaty 0,05 %
uhliditan vépenaty 1%
sdjovd mouka 2%

pH 5,0-5,5

sterilizace 120 °C 30 minut

Pida je odkovdna 10 a% 15 % inokula z o¥kovaciho tanku, kultivace je provéd&na pii
20 9C 120 hodin p¥i vzdudn¥ni 1 objemem. Obsah reaktoru (tenku) se phitom ozatuje Zdrovkou
500 W s modr&m filtrem propoudtdjicim paprsky od 435 do 480 nm. B&hem kultivace je sledo-
véna v pravidelnych intervelech sterilita a tvorba oospor. PFi skon&eni kultivace a pPed
konzervaci je provedeno vyhodnoceni po&tu oospor ve 100 ml kultivované kapaliny.
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Po sedimentaci byla kapalina odddlena, sediment ZX4ste¥nd vysufen prfi 20 a% 30 9C ve
vekuové suddrnd, smiSen s 20 a¥ 40 % prdaskovité sechardzy. V takto upraveném stavu podriely
oospory klf¥ivost po nskolik m&sfcl. Pfed aplikec{ na semena ¥epy byl p¥ipravek suspendovén
v jednoprocentnim sterilnim roztoku Zelatiny.

Pr{klad

2

Submerzni sporulaci je mo%no provést na pid¥ tohoto sloZeni:

sacharéza

dusi&nan sodny
fosfore&nan dras. prim.
siran ho¥elnaty
uhli¥itan védpenaty
sdjovéd mouka

pH 5,5-6,0
sterilizace 120 °C 30 minut

3%
0,6 %
0,15 %
0,05 %
1%
2%

) Inokulace 10 a%f 15 % pomnoZovaci pddy, 48hodinovéd kultivace, vzdu¥néni 0,8 a% 1 objem,
kultivadni teplota 18 a% 20 °C a doba kultivace 96 a% 120 hodin. Ozafovéni Zérovkou se ze-
lenym filtrem propoudtéjicim paprsky od 500 do 560 nm. Jingk bylo postupovéno jeko v pi-

kladu 1.

Priklad

3

~

Vhodnd submerzni pida s optimdlnimi vysledky ve sporulaci mé sloZeni:

kukufidny vyluh zshuitdny
sachardza '
chlorid vépenaty

pH 5,5 a% 6,0
sterilizace 120 °C 30 minut

3%
3%
2,5 %

Inokula¥ni podminky jsou stejné jake v prfedchozich p¥ikladech, kultivadnf doba je
zkrdcena ne 72 hodin, vzdusnsni minimdln& 1 objemem. V ostatnim bylo postupovéno podle pi-

kledu t.

Priklad

4

kukubidny vyluh zahudtény
sachar§za

chlorid védpenaty

siran zine&naty

siran manganaty

pH 5,5 aZ 6,0
sterilizace 120 °C 30 minut

»

3%
3%
2,5 %
0,05 %
0,02 %
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Inokulace 20 % pomno%ovaci pidy 48 hodin staré, vzdudn&nf{ 0,5 a. 0,8 objemu, kulti-
va¥ni doba 96 &% 120 hodin a kultivadni teplota v rozmezi 20 aZ 22 OC. V ostatnim byl po-
stup jako v pi¥ikledu 1. )

Ve v3ech pfipadech po dosaZeni maximélni tvorby oospor Je provedena separace kultivad-
ni kepaliny a z{skeny sediment je konzervovén vhodnymi zplisoby tak, aby byla zachovéna ma=-
ximélni vitalita bioprepardtu. Nap¥.: sufeni pfi -10 a% +50 ©C, spreybvanim, odejmut{ vlih~-
kostl cukry nebo anorgenickymi solemi. o

PREDMET VYINALEZU

1. Zpisob vyroby prostiedku stimulujiciho p¥i aplikaci na semena Fepy cukrové rist
vzchdzejicich rostlin a chrdniciho je proti spdle, obsahujlciho Jeko i&innou sloZku pro-
paga¥ni orgédny mikromycety Pythium oligandrum .podle autorského osvdd¥eni ¥. 199906, vyzna¥
geny tim, Ze se pomnoZené kultury Pythium oligandrum kultivuji{ submerzn& za vétrsni ve
sporulacni pid% obsahujfcf 1 a% 3 % chloridu védpenatého za ozerovéni viditelnym svitlem,
vyhodnd svétlemodrym nebo zelenym, na¥e¥ se pevnd hmots 0dd¥li, nap¥. tak, Ze se obsah
tanku nechd sedimentovat, supernatant se 0dd¥li s sediment obsshujici propagule, zejména
oospory a gemmy sSe konzervuje, vyhodnd Betrnym odvodninim, a tekto konzervovany pripravek
se pred aplikaci na semena smisi s vodnym roztokem obsahujicim Ziviny a ldtky podporujfci
adhezi, napr. kvasni¥ny autolyzdt nebo vy¥taZek, Zelatinu, pepton nebo jejich smési.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznaeny tim, Ze se ke sporulaci pouiijé pid obsahujicich
krom& 2 a% 3 % chloridu vépenatého a minerdlnich ¥ivin zdroven kuku¥idny vyluh.

3. Zp8sob podle bodu 1 a 2, vyznaleny tim, %fe se Setrné odvodndni provddi sudenim za

mirné teploty -10 a¥ +50 9C a za pridéni préskovitych ldtek schopnych vézat vodu a obsshu-
Jjicich Ziviny, jeko jsou cukry, siran amonny nebo jejich smési.

Severografia, n. p.. zévod 7. Most’
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