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médi. Predkladané feSeni se dale tyka

nanokompozitniho materidlu pfipravitelného timto

zpusobem, pfipravku na ochranu rostlin

proti

Xanthomonas euvesicatoria a jejich pouZiti.
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Zpisob piipravy nanokompozitniho materialu na bazi redukovaného grafen oxidu,
dusi¢nanu stfibrného a octanu méd’natého, nanokompozitni material, pripravek jej
obsahujici a jeho pouziti

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka zpusobu pripravy redukovan¢ho grafenoxidu v nanokompozitu
s dusi¢nanem stfibmym a octanem médnatym. Tento kompozit mize byt vyuZzit pro sniZeni
exprese genu specifickych pro rizné patogeny rostlin, ¢imz je dosazeno inhibice replikace
patogenu.

Dosavadni stav techniky

Xanthomonas euvesicatoria patfi mezi nejvyznamnéj$i patogeny rajcat a paprik. Je to gram-
negativni, nesporulujici acrobni bakterie ve tvaru kratkych tyéinek o rozméru 0,4-0,6x1,0-1,8 um.
Skody zpusobuje v mimém az tropickém klimatu v celosvétovém méfitku. Zasadni $kody se
objevuji pfi napadeni mladych rostlin, které mohou vést ke kompletni ztraté vynosu. Na vSech
Castech rostliny se objevuji mensi skvrnky, zprvu vodnaté a se zlutym okrajem, maji hranaty tvar,
postupné se rozrustajici a vedouci ke staeni a odumirani listia a tim k defoliaci rostliny. Kvéty
opadavaji, na plodech jsou vodnaté puchyrky, které obklopuje svétleji zbarvené halo. Nasledné
skvrmy hnédnou a propadavaji se.

Primarni infekce pochazi Gasto zosiva. Sifeni v pudé je omezené, protoze Xanthomonas
euvesicatoria dlouhodob¢ v pud¢ nevydrzi, pokud nepreziva v rostlinnych zbytcich. Do rostliny
vnika pruduchy nebo poranénim. Optimalni teploty pro Sifeni jsou okolo 24 az 28 °C.

Vzhledem k faktu, Ze produkce rajcat a paprik je celosvétove velmi vyznamna, je v zajmu péstitelt
nalézt ucinnou ochranu vi¢i tomuto patogenu.

Dosud byla proti Xanthomonas euvesicatoria pouzivana ochrana, zalozena na pouziti méd’natych
pfipravka vytvarejicich souvisly povlak médi, ktera brani vstupni infekei. Doporucuje se jiz
preventivni oSetfeni pred vyskytem patogenu. Dale byly v ramci vyzkumu zjistény aktivatory
rezistence rostlin vaci Xanthomonas euvesicatoria, naptiklad acibenzolar-S-methyl (pfipravek
Actigard), nicméné v podminkach CR neni registrovan. Probiha i vyzkum $lechténi na rezistenci.

V ramci ochrany vici bakteridlnim chorobam je na trhu registrovan pfipravek Kocide 2000
(Spiess-Urania Chemicals, GmbH, SRN) s aéinnou latkou hydroxidem méd’natym (53,8 % =35 %
kovové médi). Jde o postfikovy, kontaktné pusobici fungicid a baktericid ve form¢ ve vod¢
dispergovatelnych mikrogranuli k ochrané¢ brambor, chmele, révy, rajcat, okurek a tykvovité
zeleniny, broskvoni, jabloni, hrusni, merun¢k, cukrovky a okrasnych drfevin proti houbovym
a bakteridlnim chorobam. Na rostliné vytvafi viditelny, jemny, modrozeleny, rovnomémeé
rozprostfeny pokryv, ktery je odolny smyvani destém.

K ochrang rajcat je povoleno maximalng 5 aplikaci za sezéonu v mnozstvi 3,5 kg pripravku, pfitom
celkova davka Cu na 1 ha rok nesmi prekrocit (spolecné s jinymi pfipravky) 4 kg. U jinych plodin
Jsou obecné povolené davky nizsi. Ochranna lhuta je 7 dni.

Mimoto jsou v registru jako baktericidy uvedeny Badge WG, Coprantol Duo (Isagro S.p.A.),
Cobran, Cuprozin progress, Defender Dry, Funguran progress (Spiess-Urania GmbH). Vsechny
pripravky maji stejnou ucinnou latku jako Kocide 2000 a predevsim u vSech konéi doba platnosti
registrace nebo spotfebovani zasob nejpozdéji 1. 5. 2021. U pfipravku Kocide 2000 konci
registrace 1. 1. 2020.
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S ucinnou latkou hydroxid médi jsou registrovany dale pripravky vedené s biologickou uéinnosti
pouze jako fungicidy:

e Airone SC, Coprantol Duo, Grifon SC (Isagro S.p.A., platnost do 1. 1. 2020),
e  Bukanyr (Lovela Terezin s.r.o., platnost do 31. 1. 2020),

e  Champion 50 WG (Nufarm AG, AgroBio Opava s.r.o., Agro CS as., Lovela Terezin s.r.o,
platnost do 1. 1. 2023),

e Cuprozin progress (UKZUZ, Spiess-Urania Chemicals GmbH, platnost 1. 1. 2020)
e  Kaderavost STOP (Agro CS as., platnost 1. 1. 2023)

Cilem predkladan¢ho vynalezu je tedy poskytnout pfipravek pro ochranu rostlin, zejména rajéat,
ale 1 paprik a dalSich rostlin, proti Xanthomonas euvesicatoria a dalsim patogentim.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se tyka zpusobu pripravy redukovan¢ho grafenoxidu v nanokompozitu
s dusi¢nanem stfibmym a octanem médnatym. Tento kompozit mize byt vyuZzit pro sniZeni
exprese gend specifickych pro rizné patogeny rostlin. Nanokompozitni material je pfipraven reakci
octanu méd’naté¢ho a dusi¢nanu stfibrného s roztokem grafenoxidu a jejich naslednou redukci
tetrahydridoboritanem sodnym za tvorby nanocastic.

Aplikaci nanokompozitu rGO-Cu-Ag na rostliny neni ovlivnéna exprese zadného testovaného
genu, rostliny nevykazuji stres, ale u vybranych proteint aplikace tohoto nanokompozitu vede
k redukci exprese genti u rostlin oSetfenych nanocasticemi a poté infikovanych bakteriemi.
Nanokompozit rostliny nestresuje, naopak redukuje expresi gena specifickych pro rizné patogeny
rostlin.

Predmétem predkladaného vynalezu je zpusob pfipravy nanokompozitniho materialu na bazi
redukovaného grafen oxidu, dusi¢nanu stfibrného a octanu méd’natého, ktery obsahuje nasledujici
kroky:

1)  pripravi se grafen oxid reakci grafitu s kyselinou sirovou a manganistanem draselnym; reak¢éni
produkt se nasledné smisi s vodnym roztokem peroxidu vodiku a promyje se za vzniku suspenze
grafen oxidu ve vode¢;

1) pfipravi se suspenze grafen oxidu z kroku 1) ve vodném roztoku dusi¢nanu stfibrmého a octanu
médnatého, pficemz molami pomér dusic¢nanu stfibmého a octanu médnatého je 1:1, a pficemz
hmotnostni pomér grafen oxidu ku dusi¢nanu stfibrnému ku octanu méd’natému je 1: 8,5 : 9,1;

1i1) suspenze z kroku i1) se zredukuje redukénim €inidlem za vzniku nanokompozitniho materialu
(rGO-Cu-Ag), obsahujiciho redukovany grafen oxid, v jehoz struktufe jsou inkorporované
nanocastice stfibra a médi.

Nanocasticemi se rozumi ¢astice o velikosti v rozmezi od 1 do 100 nm.

S vyhodou se grafen oxid v kroku 1) pfipravi tak, ze se grafitové vlocky (s vyhodou 5 g) pridaji ke
koncentrované H,SO; (s vyhodou 670 ml, 96 %) a nasledné se pfida KMnOs (s vyhodou 30 g).
Takto pfipravena reakcéni smés se intenzivné micha po dobu alespori 10 dnu. Oxidace grafitu se
ukon¢i pfidanim vodného roztoku H,O: (s vyhodou 250 ml, 30% hmotn.) za intenzivniho michani
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a chlazeni. Vytvoreny oxid grafitu se promyje 1 M HCI a nasledn¢ vodou do konstantni hodnoty
pH (3-4).

S vyhodou se suspenze grafen oxidu, dusi¢nanu stfibrmého a octanu méd’natého v kroku ii) pfipravi
smichanim vodnych roztoki dusi¢nanu stfibmého a octanu médnatého na vyslednou koncentraci
5 mM AgNOs a 5 mM Cu(OAc); a nasledné pridani tohoto roztoku po kapkach za intenzivniho
michani k vodné suspenzi grafen oxidu z kroku 1) o koncentraci 5 g/l.

Ve vyhodném provedeni je redukénim Cinidlem tetrahydridoboritan sodny. S vyhodou se reduk¢ni
¢inidlo v kroku 1i1) pouzije v mnozstvi alespon osminasobku hmotnosti grafen oxidu v suspenzi.

Predmétem predkladaného vynalezu je dale nanokompozitni material na bazi redukovaného grafen
oxidu, dusi¢nanu stfibmého a octanu méd'natého, pfipravitelny postupem podle predkladaného
vynalezu. Tento material obsahuje redukovany grafen oxid (rGO), v jehoz struktufe jsou
inkorporované¢ nanocastice médi a stfibra.

Predmétem predkladaného vynalezu je dale pfipravek pro ochranu rostlin, zeyména rajcat, ale 1
paprik a dalSich rostlin, proti Xanthomonas euvesicatoria. Pripravek obsahuje vodnou suspenzi
nanokompozitniho materialu na bazi redukovaného grafen oxidu, dusi¢nanu stiibmého a octanu
médnatého (rGO-Cu-Ag), pripravitelnou postupem podle predkladaného vynalezu. S vyhodou je
koncentrace rGO-Cu-Ag v pripravku alespori 0,01 pug/ml, vyhodnéji alespori 0,05 pg/ml, jesté
vyhodngji alesponi 0,1 pg/ml, nejvyhodnéji 5 pg/ml. Homi hranice koncentrace rGO-Cu-Ag
v pripravku neni omezend, pfipravek muze byt ve formé koncentratu, slouzicim k pozdéjSimu
naredéni uzivatelem. Pripravek muze dale obsahovat pomocné latky. Pomocnou latkou se rozumi
rozpoustédla (zejména voda), povrchové aktivni latky (surfaktanty - neiontové, kationtové nebo
aniontové surfaktanty), emulgatory, dispergacni latky, zvlh¢ovadla, smacedla, stabilizatory (napf.
rostlinné oleje nebo epoxidované rostlinng oleje), odpénovace (napf. silikonovy olej), konzervacni
pfipravky, viskozitni ¢inidla, pojiva, lepidla, a popripad¢ hnojiva.

Pripravek podle predkladan¢ho vynalezu se mize aplikovat na celé rostliny, na listy, rostlinné
organy nebo rostlinng buriky v tkaniovych kulturach.

Predmétem predkladaného vynalezu je rovnéz pouziti nanokompozitniho materialu na bazi
redukovaného grafen oxidu, dusi¢nanu stfibrné¢ho a octanu méd’natého v zemédélstvi. S vyhodou
lze tento material pouzit pro oSetfeni rostlin proti Xanthomonas euvesicatoria, zejména pro
ochranu rajcat a paprik. OSetfeni lze provést postfikem suspenze nanokompozitu na listy a stonky
rostlin jiz v jejich raném stadiu vyvoje.

Vhodné je oSetfit porost preventivné, a to zejména na lokalitach, kde jiz byla bakterie
zaznamenana. Prvni oSetfeni by mélo prob¢hnout jiz ve fazi 4 pravych listi, v koncentraci 500 pg/l
(50 1/m? nebo 500 1/ha). Dalsi oSetfeni by potom mélo byt provedeno s ohledem na vyskyt
patogenu.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1: Schematické znazoméni postupu syntézy rGO-Cu-Ag nanokompozitu z GO a SEM
obrazky vychoziho materialu GO (A), pfipraveného nanokompozitu rGO-Cu-Ag (B) a EDS
analyzy rGO-Cu-Ag zobrazujici elementami slozeni (C).

Obr. 2: Aparatura synté¢zy kompozitu rGO-Cu-Ag.

Obr. 3: In vitro testy dukazu synergniho ucinku rGO-Cu-Ag dle Prikladu 4.
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Obr. 4: Srovnani ucinnosti kompozitu rGO-Cu-Ag s pfipravkem Kocide 2000 (ucinna latka
hydroxid médnaty 53,8 % = 35 % hmt. kovové mé&di) na skvrnitost rajéat. Cetnost symptomi erné
teCkovitosti na rajcatech 7. a 14. den po inokulaci, sloupce se statisticky vyznamnym rozdilem
(hodnoty p < 0.05, Duncanuv test) jsou mezi sebou rozliSeny pismeny.

Obr. 5: Neosetfena a neinokulovana kontrola (31 dni po vysevu)
Obr. 6: Negativni kontrola — rostliny oSetfené nanokompozitem (31 dni po vysevu)

Obr. 7. Rostliny oSetfené nanokompozitem a nasledné inokulovany baktenii Xanthomonas
euvesicatoria (31 dni po vysevu)

Obr. 8: Pozitivni kontrola — rostliny inokulovany bakterii Xanthomonas euvesicatoria (31 dni po
vysevu)

Obr. 9: Vysledky relativni exprese vybranych genu v Prikladu 7: btub = referencni kontrola
referen¢niho genu pro betatubulin, PR1 = pathogenesis-related protein kddujici gen pro glukan
endo-1,3-beta-D-glucosidasu, pop = sekvence kodujici prekurzor pro polyfenol oxidazu, cat =
sekvence kodujici gen pro katalazu, prq = sekvence kodujici gen pro tvorbu zasadité formy b-1,3-
glukanazy III. tridy, tomq = sekvence kodujici gen pro kyselou formu b-1,3-glukanazu III. tfidy.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Vynalez je dale blize popsan pomoci piikladu provedeni, které v§ak zadnym zpusobem neomezuji
jina mozna provedeni v rozsahu patentovych naroki.

Priklad 1: Priprava grafenoxidu (GO)

5 g grafitovych vlocek (Sigma-Aldrich a 100 mesh, >75% min) bylo pfidano ke koncentrované
H,SO,; (670 ml) a nasledné byl pfidano 30 g KMnOs. Takto pfipravena reakéni smés byla
intenzivn¢ michana. Po 10 dnech byla oxidace grafitu ukoncena pridanim roztoku H,O, (250 ml,
30% hmotn. V H,0, Penta, Chrudim, Ceska republika). Roztok H,0, byl piikapavan pomalu a cela
smés byla intenzivné chlazena a michana. Vytvofeny oxid grafitu byl promyt 6 1 1 M HCI a
nasledn¢ vodou Milli-Q (celkovy pouzity objem 10 1), dokud nebylo dosazeno konstantni hodnoty
pH (3-4).

Priklad 2: Priprava kompozitu rGO-Cu-Ag

Vodné roztoky dusi¢nanu stfibmého (25 ml, 10 mM) a octanu méd’natého (25 ml, 10 mM) byly po
kapkach pfidany k vodnému roztoku GO (1 ml, 5 g/1) za intenzivniho michani. Poté bylo do reakéni
sm¢si pomalu pridano redukéni ¢inidlo Na|BH,] (40 mg) a vysledna smés byla intenzivné michana
po dobu 24 hodin pfi laboratomi teploté. Pfipraveny nanokompozit byl tfikrat promyt vodou Milli-
Q. Kone¢ny objem byl upraven na 10 ml. Koncentrace kompozitu byla stanovena na 5 g/l.
Pripraveny kompozit byl charakterizovany pomoci SEM (rastrovaci elektronové mikroskopie) a
EDS (energy dispersive X-ray spectroscopy) - viz Obr. 1.

Dispergované vzorky byly zfedény v poméru 1:20 Milli-Q vodou a nasledné ponechany uschnout
na silikonové desticce pii laboratorni teploté€ (20 az 25 °C). Desticka byla poté analyzovana pomoci
MAIA 3 SEM (TESCAN Ltd, Brno, Czech Republic), detektor In-Beam SE, 5 keV, vzdalenost 3
mm.

Elementalni sloZzeni kompozitu podle predkladaného vynalezu bylo studovano pomoci EDS
metody, detektorem EDX na MIRA 2 SEM (TESCAN Ltd, Bmo, Czech Republic), In-Beam SE
15 keV, vzdalenost 15 mm.
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FTIR analyza GO obsahovala pasy odpovidajici vibracim C-O (1050 cm™!), C=C (1631 cm!),
C=0 (1737 cm™), C-H (2925 cm™). Siroky pas 3322 cm™! odpovidal O-H vibracim. Analyza
rGO-Cu-Ag obsahovala pasy, odpovidajici C-O (1105 cm'a 1339 cm™) a O-H (2998 cm™ a
3549 cm™!). Poredukci Na[BHs4] byly zachovany pasy O-H skupin a dale jsou pfitomné dalsi
alkoholy, které jsou vysledkem hydrolyzy esteru boru.

Priklad 3: Priprava kompozitii rGO-Ag a rGO-Cu pro potvrzeni synergniho ucinku iontii Ag a Cu

Vodny roztok dusi¢nanu stfibrného (50 ml, 10 mM) pro syntézu rGO-Ag nebo octanu méd’natého
(50 ml, 10 mM) pro syntézu rGO-Cu byl pfidan k vodnému roztoku GO (1 ml, 5 g/l) za
intenzivniho michani. Poté bylo do reakéni smési pomalu pfidano redukéni ¢inidlo Na|BHs] (40
mg) a vysledna sm¢s byla intenzivn¢ michana po dobu 24 hodin pfi laboratorni teploté. Pripraveny
nanokompozit byl tiikrat promyt vodou Milli-Q. Kone¢ny objem byl upraven na 10 ml.

Priklad 4: Antibakterialni aktivita kompozitu rGO-Cu-Ag vs. rGO-Ag a rGO-Cu

Byly zkoumany antibakterialni vlastnosti kompozitu rGO-Cu-Ag vuci bakterialnimu kmeni X.
euvesicatoria a porovnany s antibakterialnimi vlastnostmi rGO-Ag a rGO-Cu.

Antibakterialni aktivita byla posuzovana metodou stanoveni po¢tu Zzijicich bakterii dle colony-
forming units (CFU). Bakteridlni kmen X. ewvesicatoria ¢. 2968 byl poskytnut sbirkou
mikroorganismu National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB, London, UK) a byl
kultivovan v Luria-Bertani (LB) médiu (Sigma-Aldrich) pfi 28 °C pies noc. Nasledné byly bakterie
upraveny na optickou hustotu 600 nm (ODsgo) a nasledné sériové nafedény LB médiem. Vysledné
suspenze byly smichany v poméru 1:1 se suspenzemi rGO-Cu-Ag, rGO-Cu a rGO-Ag,
pfipravenymi v Piikladech 2 a 3 na vysledné koncentrace 5, 0,1 a 0,01 pg-mL™". Suspenze byly
inkubovany 24 hodin pfi 28 °C a tfepany 110 rpm. Pro pfipravu neosetfené kontroly byla pouzita
sterilni destilovana voda misto suspenze nanokompozitu.

Pro stanoveni poctu zijicich bakterii byla pouzita metoda “pour plate method” (metoda pro vypocet
bakterii tvoficich kolonie pfitomnych v kapalném vzorku). 100 pL vzorky z kazdé smési byly
nafedény v desetinasobnych sériich. 100 pL z kazdého nafedéného vzorku bylo napipetovano do
stiedu sterilni Petriho misky (praimér 90 mm) a ke vzorku bylo pfidan sterilni plate count agar
(Himedia, Mumbai, India) (44 az 46 °C), ktery byl promichan se vzorkem. Vzorky byly nasledné
ochlazeny na pokojovou teplotu a inkubovany pii 28 °C po dobu 40 hodin. Vytvofené kolonie
bakterii byly poté spocitany a vyjadfeny jako procento CFU z neosSetfené kontroly.

Jak ukazuje Tabulka 1 a Obr. 3, bakterialni rust byl inhibovan v§emi tfemi zkoumanymi kompozity
pii pouZiti koncentrace nanokompozitu 5 pg-mL™'. Pfi nizSich koncentracich byly pozorovany
rozdily v antibakterialnich vlastnostech kompozita, pficemz kompozit rGO-Cu-Ag dle
pfedkladan¢ho vynalezu vykazoval nejvétsi antibakterialni uéinky.

Tabulka 1: Antibakterialni uc¢inky kompoziti na rust bakterii kmene X. euvesicatoria. Vysledky
Jsou vyjadfeny jako procento rostoucich bakteni v porovnani s neosetfenou kontrolou.

Koncentrace Bakternialni rust (%)
kompozitu (ug/mL) rGO-Ag rGO-Cu rGO-Cu-Ag
5 0 0 0
0,1 16,28 938 30,12
0,01 96,28 97,57 33,57

Z Tabulky 1 a Obr. 3 je zfejmé, zZe rGO-Cu a rGO-Ag vykazovaly antibakterialni aktivitu pouze v
koncentraci 5 pg/mL (rGO-Cu), popt. jest¢ 0,1 pg/mL (rGO-Ag), kompozit rGO-Cu-Ag dle
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pfedkladan¢ho vynalezu vykazoval synergicky ucinek a potlacoval efektivné bakterialni rast 1 pii
koncentraci 0,01 pg/mL.
Vysledky antibakterialnich in vitro testi byly zakladem pro nasledné testy na rostlinach.

Priklad 5: Sklenikovy experiment 1icinku kompozitu rGO-Cu-Ag na rostliny rajcat

Pro experiment byl pouzit kultivar rajéete odridy Mandat. Rostliny byly péstovany v 280 ml
nadobach obsahujicich standardni substrat TS 4 (Klasmann-Deilmann GmbH, Geeste, Germany)
a udrzovany pfi 22 az 26 °C a > 70 % relativni vlhkosti vzduchu. Pro experiment byly pouzity
rostliny ve stadiu ¢tyf listd, na které byl sprejem aplikovan nanokompozit podle predkladaného
vynalezu, pfipraveny v Piikladu 2 a nafedény na koncentrace 50 a 500 pg'mL™"'. Po 24 hodinach
byla na rostliny sprejem aplikovana bakterialni suspenze X. euvesicatoria (1 x 108 CFU). Po
inokulaci byly rostliny zakryty polyethylenovymi pytli na dobu 48 hodin, aby se zvysila vlhkost.
Pro pozitivni kontrolu byl misto nanokompozitu pouzit sterilni vodny solny roztok. Negativni
kontrola byla oSetfena pouze nanokompozitem v koncentraci 500 ug-mL ™! a misto roztoku bakterii
byl pouzit sterilni vodny solny roztok. Jako dalsi zptisob osetfeni byl zvolen 0,35% hmt. standardni
komer¢ni pripravek Kocide® 2000 (DuPont, Wilmington, DE, USA), ktery obsahuje jako ucinnou
latku hydroxid méd’naty 53,8 hmotn. % = 35 hmotn. % kovové médi. Kazdému z vyse popsanych
osetfeni bylo podrobeno 10 rostlin a cely experiment byl dvakrat opakovan. Analyza symptomu
byla provedena sedmy a ¢trnacty den po inokulaci. Bakterialni symptomy byly vyhodnoceny na
zaklad¢ Ctyfstupriové stupnice: 0 — zdravé listy bez symptomu, 1 — nizké zastoupeni symptomu (1
az 3 skvmy na listu), 2 — tfetina povrchu listu infikovana, 3 — vysoky vyskyt symptomu (vice nez
tfetina povrchu listu infikovana). Na zakladé vyhodnoceni symptomi byl stanoven stupen
zavaznosti infekce v procentech (DS, disease severity) pomoci nasledujiciho vzorce:

suma {polet roatiin ¢ urditdm stupnl onemocnéni x urdity stupedl cnemacnéni}
stupeft zavaZnost infekce = x 10C

cetkovy padet rastlin x maximéin{ stupen cmenocngni

Vysledky ziskané na rostlinach raj¢at sedm a ¢tract dni po inokulaci jsou vyobrazené na Obr. 4.
Stupeni zavaznosti infekce je podstatné niz§i u rostlin osetfenych rGO-Cu-Ag nez u rostlin
osetfenych pripravkem Kocide® 2000 a neZ u pozitivni kontroly.

Priklad 6: OSetreni rostlin pomoci kompozitu rGO-Cu-Ag

Pro sledovani uéinku aplikace nanokompozitu byly vyuZzity 4 varianty:

e  necoSetfena kontrola,

e rostliny oSetfené nanokompozitem pfipravenym v Prikladu 2,

e rostliny oSetfené nanokompozitem pripravenym v Prikladu 2 a nasledné inokulované bakterii
Xanthomonas euvesicatoria,

rostliny neosSetfené nanokompozitem a inokulované bakterii Xanthomonas euvesicatoria

Nanokompozitni material pfipraveny dle Pfikladu 2 o objemu 10 ml a koncentraci 5 g/l byl nafedén
vodou na koncentraci kompozitu 500 pg/l a nasledné byl aplikovan postiikem v koncentraci (50
ml/m?) na kazdou rostlinu rajéete ve fazi 4 pravych listi. Pro inokulaci byl vyuzit bakterialni kmen
Xanthomonas euvesicatoria v suspenzi 1.108 KTJ (kolonii tvoficich jednotek). Rostliny byly
analyzovany 31 dni po vysevu: neosetfena a neinokulovana kontrola (Obr. 5), negativni kontrola
— rostliny oSetfené¢ nanokompozitem (Obr. 6), rostliny oSetfené nanokompozitem a nasledné
inokulovany baktenii Xanthomonas euvesicatoria (Obr. 7) a pozitivni kontrola — rostliny
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inokulovany bakterii Xanthomonas euvesicatoria (Obr. 8). Z obrazku je patmé, Zze nanokompozit
rGO-Cu-Ag uCinn¢ inhibuje rozvoj onemocnéni zpusobeného kmenem Xanthomonas
euvesicatoria a navic nebyl pozorovan zadny fytotoxicky efekt nanokompozitu na studované
rostliny.

Priklad 7: Viiv rGO-Cu-Ag na relativni expresi genii v rostlindch rajcat

Pro sledovani ucinku aplikace nanokompozitu rGO-Cu-Ag byly vyuzity 4 varianty rostlin, stejné
jako v Prikladu 6 (varianta 1 = neoSetfena kontrola, varianta 2 = rostliny oSetfené nanokompozitem
pfipravenym v Pfikladu 2, varianta 3 = rostliny oSetfené nanokompozitem pfipravenym v Pfikladu
2 a nasledn¢ inokulovany bakterii Xanthomonas euvesicatoria, varianta 4 = rostliny neosetfené
nanokompozitem a inokulované bakterii Xanthomonas euvesicatoria).

Pro sledovani uc¢inku rGO-Cu-Ag byla izolovana celkova RNA. Pro extrakei celkové RNA byly
pouzity rostliny raj¢at odridy ‘Mandat’, RNA byla extrahovana s vyuzitim kitu Spectrum Plant
Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, USA). Extrakce RNA byla provedena neprodlené¢ po prvnim
vyskytu symptomu Cemé teckovitosti, a to z 6 tydnu starych rostlinnych pletiv, pricemz odbér
vzorkii prob¢hl soucasné ze vSech 4 varnant (pro varianty viz Obr. 9). Byly odebrany
symptomatické Casti rostlin, a to listy a ¢asti stonku. Rostlinné pletivo bylo homogenizovano
s vyuzitim tekutého dusiku, pfi¢emz pro extrakci RNA z jednoho vzorku bylo pouzito vzdy 100
mg homogenizovaného rostlinného pletiva. Pro test genové exprese byly optimalizovany protokoly
pro celkem 11 gent, z toho 2 pro geny referencni, nasledné bylo vybrano 6 genu z diivodu jejich
exprimace v dusledku riznych typu stresu u rostlin.

Exprese kontrolniho genu btub (betatubulin) byla u vsech Ctyf vanant 1-4 stejna, relative quantity
(RQ) v hodnot¢ 1,5. Kvantifikace exprese genu PR1 (pathogenesis-related protein 1 kodujici gen
pro glukan endo-1,3-beta-D-glucosidasu) poskytla hodnoty RQ var. 1 (0), var. 2 (0), var. 3 (3,2) a
var. 4 (13,8) (viz. Obr. 9). Osetfeni nanokompozitem snizilo exprimaci genu PR1 4.3 krat. Velmi
podobné vysledky exprimace byly zaznamenany u dalSich gent pop (sekvence kddujici prekurzor
pro polyfenol oxidazu), cat (sekvence kodujici gen pro katalazu) a prq (sekvence kodujici gen pro
tvorbu zasadit¢ formy b-1,3-glukanazy III. tfidy) spojenych s obrannou reakci rostlin. SniZeni
exprimace genu spojenych s biotickym stresem rostlin potvrzuje antagonisticky uéinek rGO-Cu-
Ag.

Prumyslova vvuzitelnost

Pripraveny a pouZzity nanokompozitni material popsany dle vynalezu je vyuZzitelny pro sniZeni
exprese genl specifickych pro rmizné patogeny rostlin. Pro jeho vyhodné vlastnosti 1ze ocekavat
jednodussi aplikaci v zemédélské praxi. Tento nanokompozitni materidl je mozné pouzit v oblasti
ochrany rostlin a rostlinnych materniala.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob pripravy nanokompozitniho materialu na bazi redukovaného grafen oxidu, dusi¢nanu
stfibrého a octanu méd’nat¢ho, vyzna€eny tim, ze obsahuje nasledujici kroky:

1)  pripravi se grafen oxid reakci grafitu s kyselinou sirovou a manganistanem draselnym; reakéni
produkt se nasledné smisi s vodnym roztokem peroxidu vodiku a promyje se za vzniku suspenze
grafen oxidu ve vode¢;

1) pfipravi se suspenze grafen oxidu ve vodném roztoku dusi¢nanu stfibmého a octanu
méd’natého, pficemz molami pomér dusi¢nanu stfibmého a octanu méd’natého je 1:1, a pficemz
hmotnostni pomér grafen oxidu ku dusi¢nanu stfibrmému ku octanu méd’natému je 1: 8,5 : 9,1;

ii1) suspenze z kroku ii) se zredukuje redukénim ¢inidlem za vzniku nanokompozitniho materialu,
obsahujiciho redukovany grafen oxid, v jehoz struktufe jsou inkorporované nanocastice stfibra a
meédi.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznaceny tim, Ze redukéni Cinidlo je tetrahydridoboritan sodny.

3. Zpusob podle naroku 1 nebo 2, vyznaceny tim, Zze reduk¢ni Cinidlo v kroku ii1) se pouZije
v mnozstvi alespon osminasobku hmotnosti grafen oxidu v suspenzi.

4. Nanokompozitni material na bazi redukovaného grafen oxidu, dusi¢nanu stfibrného a octanu
meéd'natého, pripravitelny postupem podle kteréhokoliv z naroka 1 az 3.

5. Pripravek pro ochranu rostlin proti Xanthomonas euvesicatoria, vyznaceny tim, zZe obsahuje
vodnou suspenzi nanokompozitniho maternialu na bazi redukovaného grafen oxidu, dusi¢nanu
stiibmého a octanu méd’naté¢ho podle naroku 4, a alespon jednu pomocnou latku, vybranou ze
skupiny zahmujici rozpoustédla, povrchové aktivni latky, emulgatory, dispergacni latky,
zvlhéovadla, smacedla, stabilizatory, odpéniovace, konzervaéni pripravky, viskozitni ¢inidla,
pojiva, lepidla, hnojiva.

6. Pripravek podle naroku 5, vyzna€eny tim, Ze koncentrace nanokompozitniho materialu na
bazi redukovan¢ho grafen oxidu, dusi¢nanu stfibmého a octanu médnaté¢ho podle naroku 4
v pripravku je alespon 0,01 pg/ml.

7. Pouziti nanokompozitniho materidlu na bazi redukovaného grafen oxidu, dusi¢nanu
stiibmého a octanu médnatého podle naroku 4 nebo pfipravku podle naroku 5 nebo 6

v zeméd€lstvi, zejména pro osetieni rostlin proti Xanthomonas euvesicatoria.

6 vykresu
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