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Vyndlez se tykd prostfedku k preventivmi biologické ochran® semen rostlin, bulev
rostlin a kraiv obsshujfcf mikroorganismy Bacillus subtilis ¥f{slo sbirkového kmene IBE
710 a jeho metabolity, uloZeného ve sbirce kmend Stdtnfho veterindrntho ustavu v Brng,
Mercova &, 54,

Uvedeny mikroorganismus Bacillus subtilis &fslo sbirkového kmene IBE 710 produku-
Je metabolity enzymatického charakteru ze skupiny slkalickych protedz subtilosiny, D,
D karboxildsu a Jjiné metabolity pro makroorganismy rostlin, lidské i zvi{¥eci populace
netoxické, které vykszujf{ Birokospektrdln{ d¥inky mikrobicidnf nebo mikrobistatické,
zejména viak fungicidnf nebo fungistatické, na houbové mikroorganismy t¥fd Archimyce-
tes, Phycomycetes, Ascomycetes a Basidiomycetes, eventudln¥ i virocidni U&inky u n¥-
kterych druhd vird, kteryeh lze vyuZit k preventivni biologické ochran¥® semen rostlin,
bulev rostlin a krmiv za udelem eliminovat negativn{ dopad téchto vrhl mikroorganismd
na uvedené druhy findlnfeh rostlinnych produktd v pribshu jJejich askladovént.

V soulasné dobd v disledku intenzivnf{ho sbdru semen rostlin a bulev rostlin,
eventudlné i nadzemnich ¥4st{ roetlin, ke krmnym ‘leldm v rémei reslizované mechani-
zace Sasto 1 za méné priznivych podminek jejich skladovdnf dochdzi{ k nefddoucim sku-
telnostem, Ze totiZ zeJména houbové mikroorganismy nalézaji za tShhto sloZityech pod-
minek vhodné podminky pro svij riet a vyvo] a &asto i pro produkei toxickych metabo-
1itd. Z pohledu perspektivntho rozvoje zem3d¥lské vyroby a tvorby Zfivotntho prostie-
df pro lidskou a zvi¥eeci populaci wznikd takto i potencidlni nebezpedf vedouci ke
znehodnoceni t¥echto findlnfch produktd rostlinného pivodu a z pohledu preventivnf
toxikologie vzniké nebezpel{ nehromadini toxickyeh metabolitl v uvedenyeh materid-
lech a po jejich konzumsci zvifaty i nebezpedi vzniku mykotoxikéz. Proto také v po-
slednich letech fada ov&fovacich praci Jje zamdBena na d&innou prevenci mykdz jako
potencidlnfho nebezped{ pro lidskou i zvifec{ populaci, kterd je zamiFena na proble-
natiku produkce rostlinnych produktd, ale zejména na problematiku jejich skladovédni.

Pro uvedené zémdry prevence a ochrany rostlin i findlnfch produktd rostlinného
pivodu p¥ed negativnimi d&inky zejména houbovyeh mikroorgenismd jsou v souZasné dobi
pouZivédny rdzné zpisoby a druhy ochrany fyzikdlnfho, nebo chemického charakteru, ja-
ko je sudeni pomoci horkovzduinych suddren, pouffivédn{ chemickyeh ldtek syntetického
pivodu vykazujic{ mikrobistatické d¥inky.

Pro d&ely prehledu existujicich ochrannych 1ldtek chemického charskteru, které
lze pouZit k preventivnf ochrand rostlin nebo v prib¥hu konzervace findlnfch produk-
td rostlinného pivodu, vyddvéd Federdlni ministerstvo zem3ddlstvi CSSR seznam povole-
nych p¥ipravkd na ochranu rostlin tuzemského plvodu i p¥{pravkd importovanych. Uve-
dené druhy pfipravkd k preventivn{ ochren¥ rostlin, nebo pouzivanych ke konzervaci
krmiv ani zpisoby jejich pouZitf nejsou viak totoZné s brostfedkem podle vyndlezu,

Biologické zpisoby ochrany rostlin v prib&hu vegetaintho obdobi a provdddné bio-
logické zpisoby ochrany findlnfch produktd rostlinného pivodu jsou v prvopoddtku je-
Jdich epochy. Ve mvE&tové literature Jsou uvedeny zpisoby biologické ochrany rostlin
nebo findlnich rostlinnych produktd s pouZitim nékolika druhd mikroorganismd, vyka-
zujici{ antagonicky U¥inek zejména ne houbové mikroorgenismy. Tykajf se nap¥. pouli-
t{ houbového mikroorganismu Trichoderma harsisnum proti kofenomorce bramborové zpl-
sobované fytopetogennim houbovym mikroorganismem Rhizoctonia solani, eventudlnd
v soulinnosti s Jinym druhem houbového mikroorgenismu Fusarium solani,

Ddle byl pro rdmec preventivni biologické ochrany pouZit mikroorganismus Corti-
cium spesies proti houbovému mikroorganismu Pythium ultimum, ktery zplsobuje onemoc-
nénf dervené repy. Mikroorganismus Trichoderma harsianum byl ddle pouzit i proti fy-
topatogennimu houbovému mikroorganismu Pythium species a Verticillium species, ktery
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zpisobuje onemocndn{ rostlin i degradaci findlnfch produktd rostlinného plvodu. Rovndi
ani pro tyto uvedendé zplsoby preventivn{ biologické ochrany jsme v dostupnych podkla-
dech Uradu pro vynélezy v Praze nenslezli 34dné vydand Autorské osvidsenf a uvedené
zplisoby ochreny nejsou totoZné s pouZitim prostfedku k preventivni biologické ochra-
né podle vyndlezu,

Biologické preventivni zplsoby ochrany fepy proti spdle ¥epy v pribihu vegetaini-~
ho obdob{ Fesil Vesely, Da¥a, &{slo autorského osvidieni Uradu pro vyndlezy a objevy
v Praze 199 906, p¥ilem? vyufil antegonickych u¥inkd méné patogenniho kmene houbového
nikroorganismu Pythium oligardum. V tomto sm¥ru bylo vyddno je3t& dals{ autorské
osv&d&ent U¥adu pro vyndlezy a objevy v Praze &fslo 204 208 a autorské osviden{i ¥{s-
lo 213 639 tykajici se vyroby a pouZiti p¥fpravku obsahujfeciho mikroorganiemy Pythium
oligardum. Rovn&% tyto uvedené zplsoby biologické ochrany ¥epy v prib&hu jejiho vege-
ta¥niho obdobl ani zplsob vyroby prostiedku nejsou totoZné se zpisoby prostiedku a
jeho aplika&n{ formou podle vyndlezu. Jind sd&lenf tykajfef{ se zplsobu diologické
ochrany rostlin nebo findinf{ch rostlinnych produkti jsme v dostupnych podkladech Ura-~
du pro vyndlezy a objevy v Praze nenalezli.,

Zpisoby biologické ochrany findlnfich produktd rostlinného pivodu, nap¥. sildZo~
vénin nebo sendZovédnim, sleduji pfedeviim tvorbu organickych kyselin v pribdhu fer-
mentainiho procesu z dostupnych cukrd Cinnosti mikroorganismd’ laktobacild a jinych
drund. X témto zplisobdm byly napf{klad pouZity mikrobiologické zdkysy - Frys, Franti-
Zek a kolektiv, &fslo sutorského osvddleni Uradu pro vyndlezy a objevy v Praze
209 136, ddle Midan, Petr pouZil v rdmeci fermentadnftho procesu mikroorganismus Strep-
tococcus fecium, &fslo autorského osv&d&eni 205 734 a &fslo autorského oavédleni
229 498 a &islo autorského osvddden{ 207 829. Uvedendé zpisoby bilologické ochrany majf
zcela jiny cherakter ne% zpisoby 8 pouZitim prostfedku podle vyndlezu a nejsou s nimi
totoiné,

Soufasné nedokonalé zpisoby biologické ochrany rostlin a zejména biologické ne-
dokonalé zplsoby ochrany findlnfch rostlinnych produktd nebo krmiv - pokud wvibec
existudl - Jmou odstrandny vyrobou a pouZitim prostfedku podle vyndlezu, ktery obsahu-
je v 1,00 ghmnotnosti alespon 10%9 mikroorgenisnd Bacillus subtilig, ¥{slo sbirkového
kmene IBE 710 a jeho metabolity, vykazujici{ Birokospektrdlni{ mikrobistetické a mikro-
bicidnf d¥inky, zejména fungistatické a fungicidnf iZinky na seprofytnf a patogenni
mikroorganismy, pridemZ pro mekroorgsnismy rostlin, organismy lidské i zvifec{ popula-
ce jJsou tyto metabolity netoxické,

Zpisod vyroby prostPedku obsshujfef mikroorganisuy Bacillue subtilis, &fslo sbir-
kového kmene IBE 710, a jeho netoxické metabolity Jje zaloZen na vyrobd tekuté kultury
s poufitim tekuté pomnoZovaci pidy vyrobené tak, Ze se do sterilnf sklen¥né nddoby
nebo fermentoru o obsahu 2 000 ml navd?{ 18,00 a¥ 22,00 g peptonu, 9,00 aZ 11,00 g
laktosy nebo sorbitu, 0,90 eZ 1,10 g calcium glycerin fosfdtu nebo calcium gluconcium,
0,90 a% 1,10 g chloridu sodného, doplnfi se destilovanou vodou nebo odstred¥nym mlékem
(kravskym) do obsahu 1 000 mililitrd, upravi se hydroxidem draselnym nebo sodnym pH
reakce na 7,00 a% 7,4 a provede se sterilizace p¥i teplotd + 120 % po dobu 30 minut.
Po ochlazen{ tekuté steriln{ pomnoZovec{ %ivné pidy ne teplotu + 37 a% 38 °C se prove-
de inokulace mikroorganismem Bacillus subtilis &fslo sbirkového kmene IBE 710 v celko~-
vén mnofstvi alespon 10* na 1 000 mililitrd tekuté, pomnoZovac{ Zivné pidy a ddle
inkubace v termostaté nebo ve fermentoru s pouitim teploty + 37 a¥ 38 °C po dobu 72
hodin, kdy dojde k optimélnimu pomnoZenf uvedeného druhu a kmene mikroorganismu tak,
e 1,00 g tekuté kultury obsshuje alespon 10,00+9 nikroorganisnd.

Timto zpleobem vyrobené tekuté kultury mikroorgenismu Bacillus subtilis, &islo
sbirkového kmene IBE 710, obsshujfc{ i jeho metabolity vykazujlfef fungistatické,
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fungicidn{ a mikrobistatické a mikrobicidn{ d&inky, zejuéna na fytopatogenn{ mikroor-
genismy, mdfe byt poufito ve stenoveném mnoZstvi, formou Jemného post¥ilu k preventiv-
n{ biologické ochrand semen rostlin, bulev rostlin, nadzemnfch &4st{ rostlin, even-
tudlng krmiv Jako mikrobistatického, ¢i mikrobicidnfho prost¥edku, eliminujfefho ne-
gativn{ Udinky mikroorganismd.

V pfipad&, Ze nebude tekutd kultura mikroorganiswu Bacillus subtilis, 8islo sbir-
¥ového kmene IBE 710, pouZita k Jemnému post¥iku v rdmei preventivni biologické ochra-
ny, lze Ji lyofilizovet nebo usudit za sterilnich podminek spolu s adsorbini sypkou
létkou tek, aby kone&ny produkt obsahoval alespon 90 a? 92 procent sudiny, pomlet ho
a egalizovat s vhodnym vehikulem tak, aby findln{ prostiedek obsahoval v 1,00 g hmot-
nosti alespon 10*9 pikroorganismd a bylo ho moZné pouZit jako sypky prostiedek k pre-
ventivni biologické ochrand ve stanoveném mnoZstvi.

Pr{klad 1
Do sklen¥né nddoby nebo fermentoru o obsahu 2 000 ml bylo navédZeno:

peptonu 1,80 éz 2,20 % hmotnostnich
laktosy nebo sorbitu 0,90 a% 1,10 % hmotnostnich
calcium glycerin fosfdtu

nebo calcium gluconicum 0,09 a% 0,11 % hmotnostnich
chloridu godného 0,09 a%'0,11 % hmotnostnich
destilované vody ad 100 % hmotnostnich

Po rozpudténi komponentd se obsah zhomogenizoval, upravila se pH reakce tekuté Zivné
pudy, provedla se Jej{ sterilizace s pouZitim teploty +120 °C po dobu 30 minut a tak-
to vyrobend a sterilnf{ tekutd Zivnd plda se po Jejim ochlazen{ na teplotu +37 aZ 38 ¢
inokulovala mikroorganismem Bacillus subtilis v celkovém mnoZstvi alespon 10+9 aikro-
organismd na 1 000 ml tekuté %ivné pidy a provedla se ddle inkubace p#i teplotd

+37 a% 38 °C po dobu 72 hodin, kdy do3lo k optimdlnfmu pomnoZeni uvedeného mikroorga-
nisou tak, Ze 1,00 g tekuté kultury obsahoval wminimdlnd 10%? nikroorganismd Bacillus
subtilis, &fslo sbirkového kmene IBE 710, a Jjeho metabolity,

Zptisobem vyroby byla z{skéna tekutd kultura obsahujic{ v 1,00 g hmotnosti lO+9
nikroorganismd Bacillus subtilis, ¥fslo sbirkového kmene IBE 710, a jeho netoxické
metabolity a bylo ji mo%né pouZft ve stanovendm mnoZstvi po homogenizaci bud samot-
nou, nebo smfsenou s pitnou vodou neobsahujfc{ volny chldr, p¥fpadn¥ s jinym vehiku-
lem k jemnému postiiku semen rostlin, bulev rostlin, nadzemnich &4st{ rostlin nebo
krmiv v rdmei biologické preventivni ochrany proti negativnfm ud¢inksm patogennfich ne-
bo seprofytnich mikroorganismi, V p¥{pad® Jejiho nepouZit{ k postfiku bylo ji lze lyo~
filizovat nebo smfsit 8 absorbén{ sypkou ldtkou organického nebo snorganického pivodu
a usu3it pPi teplotd +37 aZ 38 °C, 8% celkové mno¥atvi suliny dinilo 90 a% 92 % hmot-
nosti, dédle pomlet tak, ef jako sypky prost¥edek propadl zcela sf{tem o hran& oka
0,2 mm, eventudlnZ egalizovat, aby v 1,00 g hmotnosti prost¥edku k ochran¥ semen, du-
lev a nadzemnfch &dstf{ rostlin nebo krmiv bylo alespon 10%9 nikroorganiamd Bacillus
subtilis, &f{slo sbirkového kmene IBE 710 a jeho metabolity., Takto vyrobeny prostiedek
kx biologické ochran¥ semen, bulev a nadzemnfch &4st{ rostlin proti negativnfm d&in-
kim mikroorganismi bylo moZné pouiit tam, kde nebylo mo¥né poufit k biologické ochra-
né jemny postiik tekutou kulturou.

Pfklad 2

Do sterilni sklen&né nddoby nebo fermentoru o obsahu 2 000 mililitrd bylo navé-
Zeno:
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peptonu 1,80 a% 2,20 % hmotnostnich
laktosy nebo sorbitu 0,90 a% 1,10 % hmotnostnich
caleiuvm glycerin fosfdtu

nebo calcium gluconicum 0,09 a% 0,11 % hmotnostnich
chloridu sodného 0,09 aZ 0,11 % hmotnostnich
odstreddného kravského mléka ad 100 % hmotnostnich

Po rozpusténf{ koumponentd ge obssh dtkladn& zhomogenizoval, upravila se pH reskce
na 7,00 a% 7,4, provedla se sterilizace p¥i poufit{ teploty +120 °¢ po dobu 30 minut a
takto vyrobend tekutd Zivnd pida se po jejfm ochlazeni na teplotu -+ 37 a% 38 °C ino=
kulovala mikroorgenismem Bacillus subtillis, ¥fslo sbirkového kmene IBE 710, v celko-
vém mnoZstv{ alespon 10%? mikroorganismd na 1 000 mililitrd tekuté pomnoZovaci Zivné
pidy, ddle se provedla inkubace pri teplot® +37 a% 38 °C po dobu 72 hodin, kdy do3lo
k optimdlnimu pomnoZen{ mikroorganismd Bacillus subtilis, ¥1slo sbirkového kmene
IBE 710, tak, %e tekuté kultdre obsahovala v 1,00 g hmotnosti alespofr 10%7 mikroorga-

nismd.,

Takto vyrobenou tekutou kulturu mikroorganismu Bacillus subtilis, &fslo sbirko~
vého kmene IBE 710, bylo moZné pou¥{t v rdmei preventivn{ biologické ochrany semen,
bulev, mdzeanich &4st{ rostlin a krmiv formou jemného postiilku kultury nebo smisenou
spolu s pitnou vodou proti negativnfm d&inklm mikroorganismi. V p¥fpad®, Ze nedyla
pouZita tékutd kultura jako prostfedek k ochran¥ semen, bulev, nadzemnich &4sti rost-
1in nebo krmiv formou Jjemného post¥iku, bylo ji moind lyofilizovat nebo usudit spolu
se sterilni sypkou absorbini ldtkou p¥i teplotd +37 aZ 38 °¢ tak, a% celkové mnoZstvi
suliny &inilo 90 ai 92 % huwotnostnich, ddle pomlet, aZ jako sypky prostiedek propadl
zcela gsitem o hran& oka 0,2 wm, p¥f{padnd egalizovat tak, aby v 1,00 g hmotnosti
prosttedku k biclogické ochrand bylo alespon 10*? nikroorganismd Bacillus subtilis,
¢1glo sbirkového kmene IBE 710, a jeho metabolity a bylo ho moiné pouZit k preventiv~
ni biologické ochran® semen, bulev, nadzemnfch dst{ rostlin a krmiv viude tam, kde
nebylo vhodné pouiit jemny postiik tekutou kulturou. -

Pr{klad 3

Do sterilni sklen¥né nédoby nebo fermentoru o obsahu 2 000 mililitrd bylo navé-
Zeno:

peptonu 1,80 az 2,20 % hmotnostnich
calcium glycerin fosfdtu

nebo calcium gluconicum 0,09 aZ 0,11 % hwotnostnich
suieného odstred¥ného mléka 30,00 aZ 33,00 % hmotnostnich
destilované vody ad ‘ 100,00 % hmotnostnich

Po rozpudtdnf{ uvedenych druhd komponentl se obsgah dlkladn& zhomogenizoval, upra-
vila se pH reakce na 7,00 &% 7,4, provedla se sterilizace pfi pouZit{ teploty +120 ©C
po dobu 30 minut a takto vyrobend tekutd pomnoZovaci Zivnd plda se po jejim ochlazent
na teplotu +37 a¥ 38 °C inokulovala mikroorganismem Bacillus subtilis, &{slo sbirkové-
ho kmene IBE 710, v celkovém mnoZstvi lO+9 ninimdlng cel. podtu mikroorganisad na
1 000 mililitrd tekuté Zivné ptdy, ddle se provedla inkubamce p¥i teplotd +37 a% 38 °C
po dobu 72 hodin, kdy do3lo k optimdlnimu pomnoZenf uvedeného druhu mikroorgenismi tak,
Ze 1,00 g tekuté kultury obsahoval alespon 10+9 mikroofganismﬁ Bacillus subtilis, &fs~
lo sbirkového kmene IBE 710,

Takto vyrobenou tekutou kulturu mikroorganismi Bacilus subtilis, &falo sbirkového
kmene IBE 710, bylo mo¥né pouift ve stanoveném mnoZstvi sufsenou & pitmou vodou neocbsa-
hujfci volny chlér k jemnému postfiku semen, bulev, nadzemnich ¥dst{ rostlin a krmiv
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v rémei preventivnf biologické ochrany pred negativnim Udinkem zejména houbovych
mikroorganismi.

V pti{pad® jejfho nepouZitf k Jemnému postiiku, bylo moiné a teké ji bylo pouZito
k lyofilizaci nebo k usuleni spolu se sterilni absorbéni 1dtkou organického nebo anor-
ganického pivodu pri poufit{ teploty +37 a# 38 °C, a¥ celkové mnoZstvi sudiny &inilo
90 aX 92 % hmotnostnich, nadeZ bylo provedeno pomlet{ lyofilizdtu nebo suSeného
prostfedku tak, aby jako sypky propadl zcela sf{tem o hran& oka 2,00 mm, dédle dbyla
provedena egalizace tak, aby prostfedek obsshoval v 1,00 g hmotnosti alespon 10+9
mikroorgenismi Bacillus subtilis, &fslo sbirkového kmene IBE 710, a jeho metabolity
a prostifedku mohlo byt pouZito k preventivni biologické ochrand¥ gemen, bulev, nadzex-
nfch &istf rostlin a krmiv ve stanovenych dédvkdch proti negativanfm ddinkdm zejména
houbovyech mikroorganismd v pf{padech, kdy nebylo mo%né pouiit jemného posthiku teku-
té, pfipadn& egalizované kultury uvedeného mikroorganismu,

K testaci fungistatickych a fungicidnich d¥inkt byly poufity jednotlivé druny
semen rostlin a krmiv v wmno%stvi 500 g jeden vzorek, a to jak pokusny, tak xontrol-
ni,

Uvedené druhy semen rostlin a krmiv byly vlofeny v uvedeném mnoZstvi do samos~
tatnych sklen&nych lahv{i oznalenych poradovymi E{sly a datem zahdjenf ovdfovacich
praci a testaci,

Ke kaZ?dému vzorku pokusné skupiny semen rostlin nebo krmiv bylo p¥imfseno
0,5 g prostiedku k biologické ochran¥ semen rostlin, bulev rostlin a krmiv obsahu-
jtef v 1,00 g hmotnosti amlespon 10+9 mikroorganismd Bacillus sudtilis, &i{slo sbir-
kového kmene IBE 710, a jeho metabolity absorbovenych na k¥emelin&, Prostiedek byl
sypké, pudrovité koneistence. Obgah vzorkd pokusné skupiny byl ddle spolu s prostied-
kem k biologické ochran& po provedeném navédZeni dlkladn& zhomogenizovén, a3 dokona-
le ulp&l na semenech rostlin., Po provedené homogenizacl vzorkovnice pokusné skupiny
vzorkd byly uzavieny. Ke vzorkim semen rostlin a kraiv kontrolnf skupiny nebyl
proveden %4dny p¥{davek protektivn{ létky a vzorkovnice dyly rovns% uzavieny sklen&-
nou zétkou.

Skladovén{ vzorkd semen rostlin a krmiv ve sklen¥nych lshvich (prachovmnicich)
bylo provedeno v laboratornich podmfnkdch -~ Jak pokusnd, tak { kontrolnf skupine
vzorkl po dobu Jednoho roku. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka &. 1

Sledovdn! fungistatickych a fungicidnfch U&inkd prostfedku urdeného k preventivnf
biologické ochran¥ semen rostlin, bulevnin a krmiv cobsahujfciho mikroorganismus
Bacillus gubtilis, ¥f{slo sbirkového kmene IBE 710 - (aplikovdno 1,00 g prostiedku
na 1,0 kg materidlu)

ggggf.' Mykolo- Pokusnéd skupina vzorkd Kontrolnf skupina vzorkd$
naten gicky intenzita rdstu intenzita ristu
fifi‘“ nélez V4 2/4 3/4 4/4 34 2/4 3/h 4/4
p8Senice %:;?rsggé. + + + + o ++ +4 +4+4+
2ito ggiié.nig: + + + + U Y
oves 2232;.n§5&. + - + + +4 e 44 4
je&men é%:gf.ﬁgig. < - - - FH+ b H
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PREDMET VYNALALEZU

Prost¥edek k preventivnf biologické ochrand semen, bulev a nadzemnich &dst?
rostlin vdetn¥ krmiv, vyznaleny tim, %e v 1,00 g hmotnosti obsahuje alespon 10*9
mikroorganismy Bacillus subtilis, &{slo sbfrkového kmene IBE 710 a jeho metabo-
1ity.
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