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Novy kmen Bacillus subtilis, ktery produkuje antibiotika a
metabolity majici insekticidni, antifugalni a antibakterialn{
aktivitu. Supernatant tohoto nového kmene obsahuje G¢inny
insekticidni, antifugalni a antibakterialni agens. Metabolit
aktivni proti mandelince Diabrotica undecimpunctata, ktery
ma nizkou molekulovou hmotnost (< 1000 daltont), je
produkovén do supernatantu a je extrahovatelny organickymi
rozpoustédly. Zpisoby ochrany nebo I€cby rostlin v pfipadé
houbovych a bakteridlnich infekei a napadeni mandelinkou
Diabrotica undecimpunctata zahrnujici krok v némz je rostling
aplikovano U¢inné mnoZstvi nového kmene Bacillus subtilis
produkujiciho antibiotikum/metabolit nebo u€inné mnozstvi
antibiotika/metabolitu produkovanych novym kmenem
Bacillus subtilis nebo kombinace obou moZnosti, a vyhodné
tento krok dale zahrnuje pouZiti jiného bakteridlniho kmene
produkujiciho antibiotikum a/nebo chemického pesticidu.
Zptsoby zabranéni vzniku houbovych nebo bakterialnich
infekci nebo jejich 1é€by aplikaci kompletnich kultiva¢nich
tekutin bakterianich kultur nebo supernatantti ziskanych z

kombinaci s chemickymi pesticidy a/nebo jinymi agens
biologické kontroly. Nové antifugélni a natibakterialni
sloudeniny, které se oznacuji jako agrastatiny, a novou
kombinaci obsahujici iturin typu A, plipastatin, surfaktin a
agrastatin. Zptsoby lé¢by a ochrany rostlin v pfipadé
houbovych a bakterialnich infekci a v ptipad€ napadeni
mandelinkou Diabrotica undecimpunctata, zahrnujici podani
novych agrastatinti a nové kombinace zahrnujici iturin typu A,
plipastatin, surfaktin a agrastatin.
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Novy kmen Bacillus pro kontrolu onemocnéni rostlin a mandelinky Diabrotica

undecimpunctata

Oblast techniky

Tato piihlaska vynalezu se tyka oblasti biopesticidu. Specifi€téji se tato pfihlaska tyka
zjisténi, Ze novy kmen Bacillus subtilis AQ713 inhibuje fadu houbovych a bakterialnich
onemocnéni rostlin a rovnéZ vykazuje aktivitu proti mandelince Diabrotica undecimpunctata.
Piihlaska vynalezu se rovnéZz tyka fungicidnich, baktericidnich a insekticidnich prostfedkt
obsahujicich tento novy kmen Bacillus subtilis spolu s antibiotiky a metabolity produko-
vanymi timto kmenem, které jsou pouZity samotné nebo v kombinaci s jinymi chemickymi a

biologickymi pesticidy.

KfiZova citace k aplikacim majicim vztah k vynalezu

Tato piihlagka je pokracovanim Série €. 08/853753, ktera byla zaregistrovana 9.

kvétna 1997,

Dosavadni stav techniky

Mnoho let je znamo, Ze rizné mikroorganismy vykazuji biologickou aktivitu, takze
jsou uziteéné pii potlaovani onemocnéni rostlin. A¢koli byl u¢inén pokrok v oblasti
identifikace a vyvoje biologickych pesticidi pro kontrolu riznych onemocnéni rostlin,
dalezitych z hlediska agronomického i zahradnického, predstavuje vétSina dosud
pouzivanych pesticidl syntetické latky. Mnoho z téchto chemickych fungicidi je klasifi-
kovano EPA jako karcinogeny, které jsou toxické pro organismy v pfirodé i jiné druhy.

Kromé& toho mohou patogenni mikroorganismy vyvinout odolnost k chemickym pesticidam



(viz napf. Schwinn et al., str. 244, Advances in Plant Pathology: Phytophtora infestans, the
cause of late blight of potato (Academic Press, San Diego 1991).

Kazdoroéné jsou pouzity chemické pesticidy v cené 250 aZ 300 miliond dolard
k zabranéni $kod pusobenych mandelinkou Diabrotica undecimpunctata. Rada z t&chto
chemickych pesticidi jsou latky, které jsou toxické pro ¢loveéka, organismy v ptirodé i ostatni
druhy. Né&které z téchto latek byly objeveny i v povrchovych vodach. Vyvoj novych
chemickych insekticidi vyZaduje naklady ve vysi 100 milioni dolart.

Biologicka kontrola pfedstavuje pfitazlivou alternativu k syntetickym chemickym
fungicidim. Biopesticidy (Zivé organismy a latky témito organismy pfirozené produkované)
mohou byt bezpe¢néjsi, 1épe biodegradovatelné a mén¢ nakladné z hlediska vyvoje a vyroby.

Selekéni programy identifikovaly n€které kmeny Bacillus spp. (Bacillus spp. zahrnuje
B. subtilis, B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis), které vykazuji antifungalni aktivitu. (Viz
napf. Stabb et al. (1990) Appl. Environ. Microbiol. 60: 4404-4412). Ukazalo se, Ze tyto
kmeny produkuji zwittermicin-A a/nebo kanosamin (Milner et al. (1996) Appl. Environ.
Microbiol. 62: 3061-3066), dvé antibiotika, ktera jsou u¢inna proti pidnimu onemocnéni
projevujicimu se vadnutim rostlin z pfebytku vlahy, ktera je vyvolavana Phyfophtora
medicaginis, P. nicotianae, P. aphanidermatum nebo Sclerotinia minor (viz vySe Stabb et al.).
Zwittermicin-A je ve vodé rozpustna linearni aminopolyolova molekula stala v kyselém
prostiedi (viz, He et al. (1994) Tetra. Lett. 35 (16) 2499-2502).

US Patent ¢ 5049379 udéleny Handelsmanovi a spolupracovnikiim popisuje jak
zwittermicin-A vyvolava vadnuti rostlin z pfebytku vlahy u vojtésky a soji. Jestlize bylo
semeno pokryto vistvou B. cereus ATCC 53522, byla patogenni aktivita houby zptsobujici
hnilobu kofend potlaGena. Podobné aplikace prostiedki zaloZenych na sporach uréitych
kmeni B. cereus na semena s6ji nebo na pudu obklopujici tato semena se ukazala zlepSovat

urodu s6jovych bobt na poli. (Viz Osburne et al. (1995) Am. Phytopathol. Soc. 79 (6): 551-



556). Metody aplikace biopesticidii jsou v oboru dobfe znamy a naptiklad zahrnuji zvlh&ovaci
prasky, pfipravky v tekuté formé, G¢inna agens v podob& mikrokapsuli, a tekuté nebo pevné
prostiedky antibiotickych frakci vhodnych kultur. (Viz napt. US Patent & 5061495 udéleny
Rossallovi nebo US Patent ¢. 5049379 udéleny Handelsmanovi).

Smith et al. (1993) Plant Disease 77 (2) 139-142 ukazal, Ze aktivita vzduchem piena-
Sené houby Pythium aphanidermatum, ktera vyvolava vatovitou mokrou hnilobu okurek,
mize byt potladena pouZitim kmene B. cereus UW85, ktery produkuje zwittermicin. Leifert et
al. (1995) J. Appl. Bacteriol. 78: 97-108 popsali produkci antibiotik pdsobicich proti Botrytis
a Alternaria dv€ma kmeny bacilld, B. subtilis CL27 a B. pumilis CLA45. Celé médium a
bezbunééné filtraty byly aktivni proti houbam Botrytis a Alternaria v testech in vitro i proti
Botrytis v malych in vivo rostlinnych testech pouZivajicich Astilbe. Leifert et al. (1997) US
Patent €. 5597565 popisuje B. subtilis, B. pumilis a B. polymyxa, které jsou zvlast Ginné pti
potlaceni hub vyvolavajicich poskliziiové onemocnéni. Tito autofi rovnéZz popsali pfitomnost
antibiotik pfitomnych v bezbunééném filtratu kultury a jejich aktivitu pfi riznych hodnotach
pH, avsak tyto slou¢eniny neidentifikovali.

Rossall (1994) US Patent ¢. 5344647 popisuje kmeny B. subtilis s Sirokou antifungalni
aktivitou. Sholberg et al. (1995) Can. J. Microbiol. 41: 247-252, Swinburne et al. (1975)
Trans. Brit. Mycol. Soc. 65: 211-217, Singh and Deverall (1984) Trans. Br. Mycol Soc. 83:
487-490 a Ferreira et al. (1991) Phytopathology 81: 283-287. Baker et al. (1983)
Phytopathology 73: 1148-1152 popisuji pouZiti Bacillus spp. a Bacillus subtilis jako agens
pro biokontrolu houbovych rostlinnych patogend. Baker et al. (1983) Phytopathology 73:
1148-1152 rovnéz popisuje kmen B. subtilis s antifungalnimi u¢inky a jeho vyuZiti proti
rostlinnym patogentum. Pusey et al. (1988) Plant Dis. 72: 622-626, Pusey and Robins (US
Patent €. 5047239), a McKeen et al. (1986) Phytopathology 76: 136-139 popisuji inhibici

poskliziiové hniloby plodi pomoci B. subtilis. McKeen et al. (viz vy3e) ukazal, Ze antibiotika



podobna iturinovym cyklickym polypeptidiim o nizké molekulové hmotnosti pfispivaji k této
fungicidni aktivité€ B. subtilis.

Liu et al. (1995) US Patent ¢. 5403583 popisuji B. megaterium ATCC 55000 a zpdsob
kontroly houbového rostlinného patogenniho organismu Rhizoctonia solani. Islam and Nandi
(1985) Journal of Plant Diseases and Protection 92 (3): 241-246 popisuji B. megaterium
s antagonismem proti Drechslera oryzae zpusobujicimu hnédou skvrnitost ryZe. Stejni autofi,
Islam and Nandi (1985) Journal of Plant Diseases and Protection 92 (3) 233-240 rovnéz
popisuji in vitro antagonismus B. megaterium proti Drechslera oryzae, Alternaria alternata a
Fusarium roseum. Diskutuji tii slozky ve filtratu kultury. Nejaktivnéjsi antibiotikum bylo
vysoce rozpustné ve vode€ a v methanolu s UV maximem pii vinové délce 255 nm a vedlejsim
maximem pii 260 nm, a ukézalo se byt lipopeptidem polyoxinového typu. Cook (1987)
Proceedings Beltwide Cotton Production - Mechanization Research Conference, Cotton
Council, Memphis, str. 43-45) popisuje pouZiti suspense B. megaterium ke sniZeni poctu
bavlnikovych rostlin zahubenych Phymatotrichum omnivorum, které vyvolava hnilobu kofent
bavlniku.

Produkce antibiotik u B. megaterium byla zaznamenana Berdym (CRC Handbook of
Antibiotic Compounds, Vols. I-XIV, (CRC Press, Inc. Boca Raton, FL 1980-87), ktery popsal
produkci peptidovych antibiotik toxickych pro nizsi savce, jako jsou ansamitocin-PDM-O,
bacimethrin, megacin, pentapeptid a homopeptidy.

O bakteriich rodu Bacillus se vi, ze produkuji sekundarni metabolity s antifungalnimi
a antibakterialnimi vlastnostmi (Korzybski et al. (1978)). Vé&de¢ti pracovnici z University of
Wisconsin a Cornell University identifikovali novou fungicidni slou€eninu, zwittermicin A,
ktera je produkovana Bacillus sp. (He et al. (1994) Tetra. Lett. 35 (16):2499-2502). Dalsi

metabolit produkovany stejnym kmenem, majici rovnéz fungicidni vlastnosti, byl nedavno



identifikovan jako znamy aminocukr kanosamin (Milner et al. (1996) Appl. Environ. Microb.
62: 3061-3065).

Dalsi skupina dfive popsanych metabolitti u rodu Bacillus jsou cyklické lipopetidy
tfidy iturind, z nichz nékteré jsou ¢inna fungicidni agens. Tyto latky jsou sloZeny
z cyklického oktapeptidu se sedmi alfa-aminokyselinami a jednou beta-aminokyselinou
s alifatickym postrannim fetézcem. Existuje nékolik skupin iturini, které se lisi v potfadi a
sloZzeni aminokyselinové sekvence. Jsou uvedeny niZe v tabulce 1. Obecné je produkovana
rada pfibuznych molekul, rozli§enych délkou a vétvenim alifatického aminokyselinového
zbytku. Jestlize byly tyto latky testovany proti Saccharomyces cerevisiae, neji¢innéjsi z nich
se ukazal byt mykosubtilin (LC50 = 10 mikrogramti/mL), nasledovany iturinem A a
bacillomycinem L (oba LC50 = 30 mikrogrami/mL) (Beeson et al. (1979) J. Antibiotics 32
(8): 828-833). Bylo zjisténo, Ze mechanismus plsobeni téchto cyklickych lipopeptidl je na
urovni interakce s membranami houbovych organismi, a ze uvedené latky vytvateji
transmembranové kanaly, kterymi se uvoliiuji a unikaji Zivotné€ dulezité ionty (Latoud et al.
(1986) Biochem. Biophys. Acta 856: 526-535). Iturin C neni aktivni proti houbovym

organismim véetné Penicillium chrysogenum (Peypoux et al. (1978) Tetrahedron 34: 1147-

1152).

Tabulka 1

Struktura antibiotik skupiny iturinit

Antibiotikum L-Asz(X1) X4 X5 X6 X7
Iturin A L-Asn L-GIn L-Pro D-Asn  L-Ser
Iturin C L-Asp L-GIn L-Pro D-Asn  L-Ser
Bacillomycin D L-Asn L-Pro L-Glu D-Ser L-Thr
Bacillomycin L L-Asp L-Ser L-Gin D-Ser L-Thr
Bacillomycin F L-Asn L-GIn L-Pro D-Asn  L-Thr

Mykosubtilin L-Asn L-GIn L-Pro D-Ser L-Asn
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Vyzkumna skupina na USDA zkoumala vztah struktury a aktivity u iturin( tim, Ze
syntetizovali fadu analogt, které se li§ily v délce aminokyselinového fetézce. Bylo zjisténo,
Ze aktivita iturini vzristala s délkou postranniho fetézce mastnych kyselin a s koncovym
vétvenim v potadi iso>normalni>anteiso (Bland et al. (1995) Proc. Plant Growth Regulation
Soc. Am. 22nd: 105-107). Autofi na zakladé své prace s fadou kmend Bacillus produkujicich
iturin rovnéz uvad&ji, ze "mnoZstvi iturind ziskanych pfirozenou produkci neni dostatecné
z komer¢niho hlediska ".

Dalsi skupina cyklickych lipopeptida izolovanych z B. cereus jsou plipastatiny. Tyto
slougeniny jsou skupinou acylovanych dekapeptidl, jejichZ struktura je na obr. 1 (Nishikiori
et al. (1986) J. Antibiotics 39 (6): 755-761). Tyto slouCeniny byly piivodné izolovany jako
inhibitory praseci pankreatické fosfolipasy A, (Umezawa et al. (1986) J. Antibiotics 39 (6):
737-744), ale pozdéji se zjistilo, Ze inhibuji nékteré patogenni houby zplsobujici onemocnéni
rostlin, naptiklad Botrytis, Pyricularia a Alternaria (Yamada et al. (1990) Nippon Noyaku
Gakkaishi 15 (1): 95-96). Yamada rovnéZ popsal synergisticky efekt pozorovany mezi
iturinem A a plipastatiny, z nichZ oba jsou produkovany stejnym kmenem B. subtilis.

Byly provedeny pokusy s cilem zlepsit vytézky produkce iturini béhem fermentace
jak v tekutém mediu (Phae and Shoda (1991) J. Ferment. Bioeng. 71: 118-121); Ohno et al.
(1993) J. Ferment. Bioeng. 75: 463-465) tak i na pevném substratu (Ohno et al. (1992)

Biotech. Lett. 14 (9): 817-822; Ohno et al. (1995) J. Ferment. Bioeng. 5: 517-519). Byla



(XY L} . LX ] LX) L X ]
L L2 L L X J L] L] L] L .
. ¢ o8 [ d L] . - -
L] ¢ o L ] L » LX A X X ]
. L I J * * k] L J
7 ae e orhe Gec st (X3 ~e

popséana synergie mezi blizce pfibuznymi surfaktiny, které jsou samy o sobé€ inaktivni, a
ituriny, které byly produkovany stejnym kmenem B. subtilis (Hiraoka et al. (1992) J. Gen.
Appl. Microbiol. 38: 635-640). Byla publikovana nukleotidova sekvence genu podilejiciho se
na koregulaci biosyntézy iturinu A a surfaktinu (Huang et al. (1993) J. Ferment. Bioeng. 76
(6):445-450). Polni pokusy s kmeny produkujicimi iturin se soustfedily na aplikaci v piid¢

s cilem potla&it houbu Rhizoctonia (Asaka and Shoda (1996) Appl. Environ. Microbiol. 62:
4081-4085) a aplikace iturinti v polnich pokusech na listy rostlin nebyla dosud popséna.

Dalsi slou¢eninou typu cyklického lipopeptidu, ktera je produkovéna B. subtilis je
surfaktin, ktery vykazuje vyjime¢nou surfaktantni aktivitu (Kaninuma et al. (1969) Agric.
Biol. Chem. 33: 973-976). Surfaktin obsahuje beta-hydroxymastnou kyselinu majici
v molekule 14 nebo 15 uhlikovych atomd, ktera je laktonovym kruhem vazana k hepta-
peptidové &asti molekuly majici sekvenci LLDLLDL (Arima et al. (1968) Biochem. Biophys.
Res. Commun. 31: 488-494). Sandrin a spolupracovnici ((1990) Biotechnol. Appl. Biochem.
12: 370-375) nalezli kmeny B. subtilis, které produkovaly surfaktin, iturin A, bacillomyciny F
a L a mykosubtilin.

Novy organismus AQ713, ktery byl objeven autory tohoto vynalezu, byl pivodné
povazovan za kmen B. megaterium, ale nyni byl identifikovan jako kmen B. subtilis. Tento
kmen produkuje ituriny A, plipastatiny a surfaktiny. Produkce této kombinace lipopeptidi
jednim mikroorganismem dosud nebyla popsana. Kromé toho autofi vynalezu zjistili, Ze kmen
AQ713 rovnéz produkuje nové popsanou skupinu latek nazvanych "agrastatiny". Kombinace
vSech tfi vySezminénych latek s nové popsanymi agrastatiny je rovnéZ nova.

Jednim z béZné& pouZivanych biopesticidnich prostfedkd je grampozitivni bakterie
Bacillus thuringiensis. Kmeny B. thuringiensi,s majici pesticidni vlastnosti, produkuji béhem
sporulace krystalické proteiny, které jsou specificky toxické pro ur¢ité fady a druhy hmyzu a

nematodu (viz napf. US Patenty &. 4999192 a 5208017). Endotoxiny proteinové povahy, které



jsou produkovany B. thuringiensis, rovn&Zz pusobi jako insekticidni agens proti mandelince
Diabrotica undecimpunctata a jinym broukim (napt. US Patent ¢. 5187091; Johnson, T.J. et
al. (1993), J. Economic Entomology 86: 330-333). Endotoxiny B. thuringiensis jsou u¢inné
v podobé purifikovanych krystal, promytych bunéénych pelet a exprimovanych proteint.
Warren et al. (WO 96/10083) popisuje neendotoxinové proteiny, které jsou produkovany
b&hem vegetativniho stadia B. cereus a B. thuringiensis. Tyto vegetativni proteiny nazvané
Vipl1 a Vip2 vykazuji vysokou uéinnost proti mandelince Diabrotica undecimpunctata
(severnimu i zapadnimu) (Estruch et al. (1997) Nature Biotechnology 15: 137-141 a Mullins
et al. (1997) Appl. Environ. Microbiol. 63 (v tisku).

Jeden z termostabilnich metabolitG B. thuringiensis, ktery byl nazvan beta-exotoxin,
ma rovnéz pesticidni vlastnosti. Burgjeron a Biache ((1979) Entomophaga 11: 279-284)
popisuji beta-exotoxin, ktery je aktivni proti mandelince bramborové (Leptinotarsa decem-
lineata). Kromé toho vykazuji znamé beta-exotoxiny B. thuringiensis nespecifickou pesticidni
aktivitu a zabijeji nejen nematody, ale rovnéZ mouchy, vojnice, rozto€e a mandelinku
Diabrotica undecimpunctata. Sigma exotoxin ma strukturu podobnou beta-exotoxinu a je
aktivni vii¢i mandelince bramborové (Argauer et al. (1991) J. Entomol. Sci. 26: 206-213).
Alfa-exotoxin je toxicky pro larvy Musca domestica (Cluthy (1980) FEMS Microbiol. Lett. 8:
1.7). Gama-exotoxiny jsou rizné proteolytické enzymy, chitinasy a proteasy. Toxicky ucinek
gama-exotoxini se projevi pouze v kombinaci s beta-exotoxinem nebo delta-endotoxinem
(Forsberg et al. (1976) "Bacillus thuringiensis: Its Effects in Environmental Quality" National
Research Council of Canada). Stonard a spolupracovnici ((1994) ACS Symposium Series
551: 25) popsali ve vodé rozpustné sekundarni metabolity aktivni proti mandelince Diabro-
tica undecimpunctata v supernatantu kultury kmene B. cereus.

Dosud nebyly popsany kmeny bacili, které by mély jak fungicidni aktivitu, tak i byly

aktiygi proti mandelince Diabrotica undecimpunctata. Nejsou znamy Zadné metabolity



produkované B. subtilis, které by m&ly molekulovou hmotnost mensi nez 10000 a byly by

extrahovatelné nepolarnim rozpoustédlem.

Podstata vynalezu

Je popisovan novy kmen B. subtilis produkujici antibiotika a metabolity, ktery byl
piivodné identifikovan jako B. megaterium, ktery vykazuje Sirokou fungicidni a baktericidni
aktivitu, a rovnéZ vykazuje aktivitu proti mandelince Diabrotica undecimpunctata. RovnézZ jej
popsan novy metabolit nového kmene B. subtilis vykazujici aktivitu proti mandelince Diabro-
tica undecimpunctata. Je rovn&z popsan zpusob jak 1é€it rostliny v pfipadé houbovych a
bakterialnich infekci a chranit je proti témto infekcim, ktery zahrnuje krok aplikujici u¢inné
mnoZstvi B. subtilis produkujiciho antibiotikum. B. subtilis produkujici antibiotikum lze
pouzivat v podob& kompletni bakterialni suspenze kultury v mediu nebo jako supernatant této
kultury kmene Bacillus produkujiciho antibiotikum, ktery obsahuje toto antibiotikum. Rovnéz
je popsan zpGisob ochrany kofend rostlin proti napadeni mandelinkou Diabrotica undecim-
punctata nebo 1é&by v piipadé tohoto zamofeni, ktery zahrnuje krok, kdy je aplikovano u¢inné
mnozstvi kmene Bacillus subtilis produkujiciho novy metabolit. Kmen B. subtilis produkujici
novy metabolit Ize aplikovat jako kompletni suspenzi bakterialni kultury v mediu nebo jako
supernatant této kultury obsahujici metabolit nebo jako purifikovany metabolit pfipraveny
z kultury mikroorganismu v tekutém mediu. RovnéZ jsou popsany nové slouceniny, agrasta-
tiny, které jsou produkovany novym kmenem AQ713, a nova kombinace slou¢enin zahrnujici

iturin A, plipastatin, surfaktin a agrastatin.

Kratky popis obrazka

Obr. 1 ukazuje strukturu plipastatinovych antibiotik.
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Obr. 2 ukazuje HPLC chromatogram metabolit kmene AQ713.

Zpusoby provedeni vynalezu

Tato piihlaska vynalezu popisuje novy kmen B. subtilis AQ713, ktery byl plvodné
identifikovan jako B. megaterium, nebo jeho mutanty s §irokou antifungalni a antibakterialni
aktivitou, a novou kombinaci antifungalni aktivity a aktivity proti mandelince Diabrotica
undecimpunctata. Tento novy kmen byl nazvan AQ713 a byl ulozen v NRRL 7. bfezna 1997
podle ustanoveni Budapest'ské smlouvy o mezinarodnim uznavani sbirek mikroorganismi pro
&ely patentového postupu jako pfirtistek & B21661 (Budapest Treaty on the International
Recognition of the Deposit of Microorganisms for the Purpose of Patent Procedure under
Accession No. B21661). Tato piihlaska vynalezu rovnéZ zahrnuje zplisoby zabratiujici vzniku
fungalnich a bakterialnich onemocnéni rostlin a jejich 168by s pouzitim téchto bakterialnich
kment nebo supernatantii jejich kultur obsahujicich uvedena antibiotika nebo Cistych
antibiotik ziskanych z t&chto bakterialnich kmenu. Pfihlaska vynalezu rovn€Zz zahrnuje
zplsoby aplikace na tirovni kofend rostlin nebo pudy s cilem potlagit larvy mandelinky
Diabrotica undecimpunctata pomoci bakterialni suspenze kmene AQ713 nebo pomoci
supernatantu kultury kmene AQ713 obsahujiciho metabolity nebo pomoci purifikovanych
metabolitd kmene AQ713. Prihlaska vynéalezu rovnéz zahrnuje metabolit, ktery je extraho-
vatelny organickym rozpoustédlem, a ktery vykazuje aktivitu proti mandelince Diabrotica
undecimpunctata a ma molekulovou hmotnost nizsi nez 10000 daltont. Pfihlaska vynalezu
dale zahrnuje nové slouceniny, agrastatiny, které jsou produkovany novym mikroorga-
nismem. Rovnéz je zahrnuta nova kombinace predstavovana iturinem A typu, plipastatinem,

surfaktinem a agrastatinem.
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Definice

"Biologicka kontrola" pouzivana v pfihlasce patentu je definovana jako kontrola
patogenu nebo hmyzu pomoci druhého organismu. Znamé mechanismy biologické kontroly
zahrnuji enterobakterie, které ptisobi proti hnilobé kofend tim, Ze "vyt€sni" houby s nimiz
soupeti o prostor na povrchu kofene. Bakterialni toxiny jako jsou antibiotika jsou pouzivany
ke kontrole patogent. Toxin Ize izolovat a pfimo aplikovat na rostlinu nebo miize byt
aplikovan dany bakterialni druh, aby produkoval toxin in sifu.

Termin "houba" nebo "houby" zahrnuje velmi rizné jaderné sporulujici organismy,
které neobsahuji chlorofyl. Priklady hub zahrnuji kvasinky, plisn€, snéti, rzi a kloboukaté
houby.

Termin "bakterie" zahrnuje jakykoli prokaryontni organismus, ktery nema bun&cné
jadro.

"Fungicidni" znamena schopnost latky zvySovat mortalitu hub nebo inhibovat jejich
rust.

" Antibiotikum" pfedstavuje jakoukoli latku, ktera je schopna zabijet nebo inhibovat
mikroorganismus. Antibiotika mohou byt produkovana néjakym mikroorganismem nebo
pfipravena pomoci syntetického nebo polosyntetického procesu. Termin proto zahrnuje latku,
ktera inhibuje nebo zabiji houby, naptiklad zwittermicin A nebo kanosamin.

" Antifungalni" zahrnuje jakoukoli latku, ktera je schopna zabijet nebo inhibovat rust
hub.

Termin "kultivace" znamena propagaci organismid v nebo na mediich rizného typu.
"Kompletni kultivaéni tekutina" znamena tekutou kulturu obsahujici jak buriky tak i medium.
“Supernatant" znamena tekutinu kultury, ktera ziistane po oddéleni buné€k rostoucich v této
tekutiné, pomoci centrifugace, filtrace, sedimentace nebo jiného zpusobu, ktery je v oboru

dobfe znam.
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"Uginné mnozstvi" je mnoZstvi dostatedné pro navozeni pozadovaného ¢&i pozitivniho
vysledku. U&inné mnoZstvi 1ze podat v jedné nebo ve vice davkach. V terminech 1é&ba
(oSetfeni) a ochrana piedstavuje "G¢inné mnozstvi" takové mnozstvi, které je dostatecné pro
zlepSeni, stabilizaci, zastaveni, zpomaleni nebo zpozdéni progrese stavu houbového nebo
bakterialniho onemocnéni.

V této prihlasce termin "hmyz" zahrnuje v§echny organismy tfidy "Insecta-Hmyz".
"Nedospély" hmyz znamena jakoukoli formu organismu pied dosaZenim dospélého stadia,
napfiklad vajicka, larvy a nymfy. "Insekticidni" znamena schopnost latky zvySovat mortalitu
nebo inhibovat rist hmyzu. "Nematicidni" znamena schopnost latky zvySovat mortalitu nebo
inhibovat rst nematodl. "Pesticidni" znamena schopnost latky zvySovat mortalitu nebo
inhibovat rist hmyzu, nematodd a roztocu.

"Pozitivni kontrola" znamena sloudeninu, o niz se vi, Ze ma pesticidni aktivitu.
"Pozitivni kontrola" zahrnuje komer¢né dostupné chemické pesticidy, avSak neni na n¢
omezena. Termin "negativni kontrola" znamena slouceninu, o niZ je zndmo, Ze nema zadnou
pesticidni aktivitu. Pfiklady negativni kontroly jsou voda a ethylacetat.

Termin "solvent" zahrnuje jakoukoli kapalinu, ktera udrzi dalsi latku v roztoku.
"Solventem extrahovatelny" znamena jakoukoli slouceninu, ktera se rozpousti v solventu, a
kterou potom lze ze solventu izolovat. Pfiklady solventti zahrnuji organické solventy jako
ethylacetat, avSak nejsou jimi limitovany.

Termin "metabolit" pfedstavuje jakoukoli slouceninu, latku nebo vedlejsi produkt
fermentace mikroorganismu, které maji pesticidni aktivitu. Antibiotikum, tak jak je
definovano vyse, je metabolitem, ktery vykazuje specifickou aktivitu proti mikroorganismu.

Termin "agrastatiny" se tyka skupiny novych latek, které maji nasledujici strukturu:
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R {-CH-CH,-CO-GIx-Om-Tyr-Thr-Gix--X--Pro-Gix-Tyr-Val

' |

OR, o

kde R, je vétveny nebo piimy alifaticky postranni fetézec, C8-C20; X je bud” Ala nebo Val;
R; je acetat nebo derivat esteru; a Glx je Gln nebo Glu. Tyto sloudeniny maji antibakterialni a
antifungalni aktivitu i aktivitu proti mandelince Diabrotica undecimpunctata.

Popisujeme novy metabolit a kmen B. subtilis produkujici antibiotika, ktery byl
pivodné identifikovan jako B. megaterium, ma $irokou antifungélni a antibakterilni aktivitu,
a ktery rovnéZz zabiji nebo brani v ristu larvam mandelinky Diabrotica undecimpunctata.

V dalSim aspektu tato prihlaska vynalezu popisuje zptisob ochrany rostlin pfed houbovymi a
bakterialnimi infekcemi a jejich 16&by pomoci aplikace G¢inného mnoZstvi supernatantu
ziskaného z kultury B. subtilis AQ713 podle tohoto vynalezu. Supernatant lze ziskat
zpisobem dobfe znamym v oboru jako naptiklad centrifugaci, filtraci, sedimentaci a podobné.

V dalSim aspektu prihlaska vynalezu zahrnuje zptisob ochrany rostlin pfed houbovymi
a bakterialnimi infekcemi a jejich 1é¢by pomoci aplikace u¢inného mnozstvi kompletni
kultivacni tekutiny kultury nového kmene B. subtilis.

V dal§im aspektu ptihlagka vynalezu zahrnuje zptisob ochrany rostlin pfed houbovymi
a bakterialnimi infekcemi a jejich 1é&by pomoci aplikace G¢inného mnozstvi antibiotika
produkovaného novym kmenem B. subtilis.

V dalSim aspektu tato prihlaska vynalezu popisuje zpisob ochrany rostlinnych kotfent
pied napadenim mandelinkou Diabrotica undecimpunctata a jejich 1é&by pomoci aplikace
ucinného mnozstvi supernatantu ziskaného z kultury B. subtilis AQ713 podle tohoto
vynalezu. Supernatant lze ziskat zptisobem dobfe znamym v oboru jako centrifugaci, filtraci,

sedimentaci a podobné.
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V dalSim aspektu pfihlaska vynalezu zahrnuje zpisob ochrany rostlin pfed napadenim
mandelinkou Diabrotica undecimpunctata a jejich 168by pomoci aplikace uginného mnoZstvi
kompletni kultivaéni tekutiny kultury nového kmene B. subtilis.

V dal$im aspektu se pfihlaska vynalezu tyka zpisobu ochrany rostlinnych kofenti pred
napadenim mandelinkou Diabrotica undecimpunciata a jejich 16&by pomoci aplikace
u¢inného mnozstvi metabolitu produkovaného novym kmenem B. subtilis.

Aby bylo dosazeno dobré disperze a adheze prostiedkl podle tohoto vynalezu, miiZe
byt vyhodné pouzit v jednom pfipravku kompletni kultiva¢ni tekutinu, supernatant a/nebo
metabolit/antibiotikum spolu se slozkami, které napomahaji disperzi a adhezi. Vhodné slozeni
je odbornikiim v oboru znamo.

Piipravky podle tohoto vynalezu mohou mit podobu smacivych prasgkl, granuli a
podobné, nebo mohou mit podobu mikrokapsuli, kde je pfipravek enkapsulovan ve vhodném
mediu, apod. Pfiklady jinych typt pfipravka zahrnuji rozpustné prasky, smacivé granule,
tekuté formy vodného nebo ,suchého* typu, smagivé dispergovatelné granule, emulsifi-
kovatelné koncentraty a vodné suspenze. Jiné vhodné typy pfipravki jsou znimy odbornikiim
v oboru.

V dalsim aspektu tohoto vynalezu je popisovana nova skupina slou¢enin nazvanych
"agrastatiny". Tyto latky vykazuji antibakterialni a antifungalni aktivitu, kromé aktivity proti
mandelince Diabrotica undecimpunctata.

V dal8im aspektu tohoto vynalezu je popsana nova kombinace zahrnujici iturin typu
A, plipastatin, surfaktin a agrastatin.

V dal§im aspektu tohoto vynalezu jsou popisovany zpusoby ochrany rostlin pied
houbovymi a bakterialnimi onemocnénimi a jejich 1é¢by pomoci aplikace G€inného mnoZstvi

noveé kombinace latek zahrnujicich iturin typu A, plipastatin, surfaktin a agrastatin.
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V3sechny patenty a publikace citované v této patentové piihlasce jsou uvedeny jako
reference v Gplné podobé. Nasledujici pfiklady ilustruji tento vynalez. Vynalez vsak témito

ptiklady neni nijak omezen.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Charakterizace kmene AQ713

Izolat byl identifikovan na zakladé pouziti metody Biolog (Biolog microplate panel,
Biolog, Inc., Hayward, CA) tak jak je popisovana Bochnerem (1989) Nature 339: 157-158.
Mikrodeska Biolog se sklada z jamek v panelu, které obsahuji 95 rGznych uhlikovych
substratt, které jsou nejprve naneseny a poté vysuseny, a jsou voleny s ohledem na
grampozitivni a gramnegativni bakterie. Izolat byl kultivovan v tekutém mediu pfi 28 °C, a po
24 hodinach byla promyta buné¢na suspenze (0,85 % W/V chlorid sodny) inokulovana do
kazdého otvoru v panelu GP Microplate (Biolog, Inc.). Po inkubaci po dobu 24 hodin pfi
teploté 28 °C byly vyhodnoceny reakce utilizace uhliku. Profily utilizace substratt byly
porovnany s databazi Biolog Gram-Positive Data Base (verze 3,50) a vztazeny k nejbliz§im
podobnym druhim. Vysledky metody Biolog poskytly index podobnosti (similarity index) o
hodnot¢ 0,883 pro B. megaterium.

Mnohem dikladnéj$i charakterizace AQ713 byla provedena sbirkou mikroorganismt

American Type Culture Collection v Rockville v Marylandu.
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Izolat dodan jako: neznamy, kmen AQ713.

Izolat identifikovan jako: s pouZitim dostupnych fyziologickych a biochemickych dat se tento
kmen nejvice podoba Bacillus subtilis.

Bunééna morfologie: pohyblivé buriky jsou nalézany jako jednotlivé, s jednou endosporou
umisténou v centralni nebo subterminalni poloze. Buriky se uniformné barvi jako Gram-
pozitivni.

Morfologie kolonie: kolonie jsou matné a nepravidelné s konvexnim vyvy$enim, povrch je

hruby, nebarevny a ma nepravidelné zoubkovany okraj.

Charakterizace dat kmene AQ713:

Ty¢inky + Hydrolyza kaseinu +
Rovné ty€inky + Ztekuceni zelatiny +
Zahnuté ty€inky - Hydrolyza hippuratu -
Jednotlivé burnky + Lecitinasova degradace -
Retizky bungk - Hydrolyza krobu +
Konce zaspicat¢€lé - Hydrolyza Tweenu 80 +
Konce zakulacené + Rozklad tyrosinu -
Konce hranaté - Ruist v 2% NaCl +
Vytvofena endospora + Rust v 5 % NaCl +
"Nabobtnalé" sporangium - Rust v 7 % NaCl +
Jedna spora na buriku + Rast v 10% NaCl +
Spora kulata - Rast v 0,2% azidu \%
Spora valcovita + Rust pii pH 4,5 +
Spora ovalna + Rust pii pH 6,0 +
Spora centralni + Kyselina z arabinosy -
Spora terminalni - Plyn z arabinosy -
Spora subterminalni + Kyselina z celobiosy slaba
Gramovo barveni + Kyselina zpozdéna>14 dni slaba
Gram pozitivni + Plyn z celobiosy -
Gram negativni - Kyselina z fruktosy +
Gram variabilni - Kyselina zpozdéna>14 dni -
Vakuoly pfitomny - Plyn z fruktosy +
Kolonie prihledna - Kyselina z glukosy +
Kolonie transparentni - Kyselina zpozdéna>14 dni -
Kolonie matna + Plyn z glukosy -
Kolonie celistva - Kyselina z laktosy -
Kolonie zoubkovana + Plyn z laktosy -
Kolonie lalo¢nata - Kyselina z manitolu -
Kolonie kruhova - Plyn z manitolu -

Kolonie nepravidelna + Kyselina z mannosy -



Tabulka - pokracovani

Kolonie rhizoidni
Kolonie konvexni nizka
Kolonie konvexni vysoka
Kolonie plocha

Kolonie vypoukla
Kolonie leskla

Kolonie bezbarva
Kolonie sucha

Kolonie hladka

Kolonie drsna

Hnédy rozpustny pigment
Cerny rozpustny pigment
Zluty rozpustny pigment

Hnédy nerozpustny pigment
Cerny nerozpustny pigment

Zluty nerozpustny pigment

Oranzovy nerozpustny pigment
Cerveny nerozpustny pigment

Burky pohyblivé
Rast pii 15 °C
Rust pii 20 °C
Rast pii 26 °C
Rast pfi 30 °C
Rist pii 37 °C
Rast pti 45 °C
Rist pti 50 °C
Rast pii 55 °C
Rust pfi 60 °C
Rust pfi 65 °C
Katalasa
Oxidasa

+ o+ o+ o+t
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Plyn z mannosy
Kyselina ze sacharosy

Plyn ze sacharosy
Kyselina z trehalosy
Plyn z trehalosy
Kyselina z xylosy
Plyn z xylosy

Aerob

Fakultativni
Mikroaerofil
Anaerob

Plyn z ,,uzavieného* nitratu -
Plyn z ,uzaviené“ glukosy -

Indol
Nitrat na nitrit
Nitrat na plyn

+

Redukce metylenové modii +
Reoxidace metylenové modfi -

Lakmusové mléko kyselé

Lakmusové mléko koagul. -
Lakmusové mléko alkalické+
Lakmusové mléko reduk. +
Lakmusové mléko pepton. +

VP (5198) pozitivni
VP (5331) pozitivni

+
+

pH VP 5198 6,0 nebo méné -

pH VP 5198 6,5 az 7,5
pH VP 5198 8,0 nebo vice
Utilizace citratu

Utilizace propionatu

_+_

slaba
Kyselina zpozdéna>14 dni slaba

+

Poznamka: JestliZe pouZijeme dostupna fyziologicka a biochemicka data, tento kmen se

nejvice podoba Bacillus subtilis.
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Testy charakterizace Kmen AQ713 Bacillus subtilis
"Nabobtnalé" sporangium - -
Anaerobni rist mikroaerofilni mikroaerofilni
VP reakce + +

pH VP reakce 7,0 5,0 az 8,0
Maximalni riistova teplota 55°C 45 az 55 °C
Rust v 7% NaCl + +
Kyselina z glukosy + +
Kyselina z arabinosy - +
Kyselina z xylosy - +
Kyselina z manitolu - +
Rozklad kaseinu + +
Rozklad tyrosinu - -
Utilizace citratu + +

Utilizace propionatu

Citace: Gordon, R.E., W.C. Haynes and C.H.N. Pang. 1973. The Genus Bacillus. Handbook

No. 427. US Department of Agriculture, Washington D.C.

Piiklad 2

Aktivita AQ713 proti mandelince Diabrotica undecimpunctata

Vzorky bakterie Bacillus byly kultivovany v kultivaénim mediu pro Bacillus. Medium

2 obsahovalo 5 % pepton, 5 % dextrosu, 3 % kvasniény extrakt, 1,5 % proflo extrakt

z bavinikovych semen (59 % proteinu,, 4,26 % tuku, 6,73 % popela, 3.19 % vlakna a stopova
p

mnoZzstvi gossypolu; zbytek je voda), 10 % sojové mouky, a 0,5 % MgSQO, . 7 H,0. Medium 3

obsahovalo stejné slozky s vyjimkou 20 % peptonu a 3,4 % KH,PO4 a 4,3 % K;HPO,. Jeden

den staré kultury na agaru byly pouZity k inokulaci 250 mL t¥epacich ban&k opatfenych

vystupky. Bariky byly tfepany pfi 200 otatkach za minutu pfi teplot& 29 °C po dobu 5 dni.

K tesgy insekticidni aktivity byl objem 35 mL kultivagni tekutiny centrifugovan pfi rychlosti
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5200 otacek za minutu po dobu 20 minut a supernatant byl pouZit v mikrotestu, ktery je
popsan nize.

Stanoveni bylo provadéno na mikrodesti¢kach majicich 96 jamek. KaZda jamka
obsahovala pevny agarovy substrat, testovany organismus a pozitivni kontrolu nebo negativni
kontrolu nebo supernatant ziskany tak jak je popsano v Pfikladu 1 z nového kmene Bacillus.

Pro testovani insekticidni aktivity byl do jamek mikrodesti¢ky pfipraven agarovy
substrat podle Marrone et al. (1985), J. Econ. Entomol. 78: 290-293. Pro stanoveni
nematicidni aktivity byl v jamkach misto toho pouZit &isty agar (1,5 %).

Roztok Avid® (avermektin) o koncentraci 1 ppm byl pouzit jako pozitivni kontrola.
Jako negativni kontrola byla pouzita deionizovana voda. Pro kazdé stanoveni byly pouZity
dvé paralely testovaného vzorku nebo kontroly. Do kazdé jamky bylo vneseno 40 mikrolitrt
vzorku supernatantu nebo kompletni kultivaéni tekutiny z kultury rostouci v mediu 1, 2 nebo
3. Mikrodesticky byly poté umistény do laboratorniho zafizeni s odtahem, aby uschly, coz
trvalo piiblizn€ 2 az 3 hodiny, nez byl agarovy roztok doopravdy suchy.

Organismy pouzité v testu byly bud’ nedospéli jedinci mandelinky Diabrotica
undecimpunctata, nedospéli jedinci Svaba (Blatella germanica), nedospéli jedinci vojnice
(Spodoptera exigua), nedospéli jedinci mouchy octomilky (Drosophila melanogaster) nebo
jedinci kmene N2 nematoda Caenorhabditis elegans. Testovaci organismy byly "nafedény”
do 0,1 % agaru na finalni koncentraci ptiblizné 5 jedinct na 25 mikrolitri agaru, ktery byl
vnesen do kazdé jamky. Mikrodesti¢ka byla uzaviena proti pristupu vzduchu pomoci zvlastni
latky jako je napt. Mylar® a ke kazdé jamce byl umoznén piistup vzduchu pomoci jehlového
rameCku. Desti¢ky byly inkubovany pfi teploté 27 °C maximalné 7 dni.

Po inkubaci byly jamky vyhodnoceny zjisténim hodnoty mortality nebo stupné vyvoje
larev. Jamkam obsahujicim pouze mrtvé nebo zakrnélé larvy byla pfifazena hodnota 1, jamky

obsahujici n€které mrtvé a nékteré silné zakrnélé larvy obdrzely hodnotu 2, jamky obsahujici
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Zivé, ale zakrn€lé larvy byly hodnoceny jako 3 a jamky, v nichZ nebyly nalezeny z4dné mrtvé
larvy obdrzely hodnotu 4. Hodnoty paralel jednotlivych vzorki byly zpriimérovany. Vysledky

jsou souhrnné uvedeny v tabulkach 2 a 3.

Tabulka 2: Hodnoceni aktivity kompletni kultiva¢ni tekutiny kultury AQ713 proti hmyzim
skidcim.

C. elegans D. undecim- Vojnice Octomilka Pozit.  Negat.

punctata kontrola kontrola
Medium 2 NT 1,0 4,0 4.0 1,0 4,0
Medium 3 NT 2.0 4,0 4,0 1,0 4,0

NT = netestovano

Tabulka 3: Hodnoceni aktivity supernatantu kultury AQ713 proti hmyzim $kidcim.

C. elegans D.undecim- Vojnice Octomilka Svab Pozit.  Negat.

punctata kontrola kontrola
Medium 2 4,0 3,0 4,0 4,0 4,0 1,0 4,0
Medium 3 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 1,0 4,0

Tyto testy ukazuji, ze AQ713 byl aktivni pfi kultivaci v obou mediich, byl-li aplikovan jako
kompletni kultiva¢ni tekutina, nejlepsi aktivita byla pozorovana v pfipadé pouziti media 2.

Supernatant byl aktivni pouze jestlize byl AQ713 kultivovan v mediu 2.

Priklad 3

Chemické vlastnosti metabolitu kmene AQ713 aktivniho proti mandelince Diabrotica
undecimpunctata
Kmen AQ713 byl kultivovan v mediu 2 v objemu 50 mL. Ke kaZzdé kultuie bylo

pfidano 50 mL ethylacetatu a smés byla tfepana v déli¢ce po dobu 2 minut. Vodna vrstva byla
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odstranéna a frakce organického rozpoustédia byla prevedena do batiky obsahujici siran
hore¢naty. Frakce v organickém rozpoustédle byla zfiltrovana do bariky s kulatym dnem a
organické rozpoustédlo odpafeno na rota¢ni vakuové odparce.

Pro biologické stanoveni byl odparek znovu rozpustén ve 2,5 mL acetonu. Alikvot o
objemu 40 mikrolitri byl nafedén na objem 800 mikrolitri smési aceton/voda (70 %). Tento
roztok predstavuje 10 x koncentrovany organicky extrakt. Byla provedena série fedéni, ¢imz
byly ziskany vzorky, které byly testovany na Cerstvé vylihlych larvach mandelinky
Diabrotica undecimpunctata (1 larva na jamku mikrotitraéni destiky tak jak je uvedeno
vyse), a po 7 dnech byla vyhodnocena mortalita v procentech. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 4.

Tabulka 4: Aktivita ethylacetatovych extrakti kultur AQ713 proti mandelinceDiabrotica
undecimpunctata.

Vzorek Mortalita (v %)
AQ713 Organicky extrakt 10 x 89
Organicky extrakt 5 x 93
Organicky extrakt 1x 65
Kompletni kultivacni tekutina 100
70 % smées aceton/voda 27
Voda 59

Vysledky ukazuji, ze AQ713 produkuje metabolit, ktery je extrahovatelny organickym
rozpoustédlem, a ktery usmrcuje mandelinku Diabrotica undecimpunctata.

Abychom stanovili molekulovou hmotnost aktivniho metabolitu, byl AQ713 péstovan
na mediu 2 v kultufe o objemu 50 mL. Jeden mililitr kultury byl pfenesen do centrifugacni
zkumavky a centrifugovan pfi rychlosti 12000 otagek za minutu po dobu 15 minut. Superna-
tant byl oddé€len. 500 mikrolitrii supernatantu bylo naneseno na centrikonovy filtr (rozhrani

molekulové hmotnosti, 10000 daltont). Po centrifugaci podle instrukci vyrobce (12000
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otaCek/min, 35 minut) byl odebran filtrat a vzorek zadrZeny nad filtrem byl oddélen centrifu-
gaci a promytim filtru. Vzorky supernatantu, filtratu a tekutiny, ktera zistala zadrZena nad
filtrem, byly testovany na Cerstvé vylihlych larvach mandelinky Diabrotica undecimpunctata
(desticka o 96 jamkach s obsahem jamek podle Marrone et al., viz vy$e, 40 mikrolitrd vzorku
na jamku a 8 jamek pro kazdy vzorek, 1 larva na jamku). Vysledky testu jsou uvedeny

v tabulce 5.

Tabulka 5: Uréeni molekulové hmotnosti metabolitu kmene AQ713.

Procento mortality proti mandelince
Diabrotica undecimpunctata

AQ713 Supernatant 43
Filtrat 63
Tekutina zadrZzena na filtru 17

Vysledky ukazuji, Ze supernatant a filtrat byly aktivni proti mandelince Diabrotica

undecimpunctata a tedy molekulova hmotnost metabolitu je niz§i nez 10000 daltond.

Piiklad 4

Chemické vlastnosti metabolitu kmene AQ713 aktivniho proti rostlinnym patogeniim.

Kmen AQ713 byl péstovan na mediu 2 v kultufe o objemu 50 mL. Ke kazdé kultuie
bylo pfidano 50 mL ethylacetatu a smés byla tfepana v déli¢ce po dobu 2 minut. Vodna vrstva
byla odstranéna a vrstva organického rozpoustédla byla pfevedena do bariky obsahujici siran
hotedénaty. Frakce v organickém rozpoustédle byla ptefiltrovana do bariky s kulatym dnem a

rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové odparce.
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Pro biologické stanoveni byl odparek rozpustén ve 2,5 mL acetonu. Byl odebran
alikvot o objemu 40 mikrolitrd a nafedén na celkovy objem 800 mikrolitri smési aceton/voda
(70 %). Tento roztok je oznaovan jako 10 x koncentrovany organicky extrakt. Bylo provede-
no stanoveni aktivity organického extraktu proti rostlinnym patogenam Pythium ultimum a
Botrytis cinerea na mikrodestice o 96 jamkach (viz niZe). Vzorek celé kultury (kompletni
kultiva¢ni tekutina) mél hodnotu 100 % (hodnota = 1), aviak 10 x koncentrovany organicky
extrakt nevykazal zadnou aktivitu proti obéma rostlinnym patogenim (hodnota = 4). To
znamena, Ze aktivni antibiotika produkovana AQ713, na rozdil od aktivnich metabolith
pusobicich proti mandelince Diabrotica undecimpunctata, nejsou extrahovatelna organickym
rozpoustédlem jako je ethylacetat.

Dalsi testovani zahrnulo izolaci nové slou€eniny, agrastatinu A. Z fermentadni
tekutiny byl pfipraven butanolovy extrakt, nejprve dvojitou extrakei s jednim objemem
ethylacetatu, a vrstvy byly ponechany, aby se oddélily. Poté byla vodna frakce extrahovana
dvakrat jednim objemem butanolu. Butanolové extrakty byly spojeny a rozpoustédlo
odstranéno odparenim na rotacni odparce. Lyofilizaci vysledného odparku byl pfipraven
praskovy produkt.

Préasek byl rozpustén ve smési acetonitril/voda (80 %) a sonikovan. Roztok byl
extrahovan pomoci extrakce na C-18 pevné fazi (SPE extraction), ktera byla aktivovana
methanolem a ekvilibrovana smési acetonitril/voda (80 %). Naplii SPE byla eluovana smési
ACN/voda (80 %) a eluat byl posléze odparen. Eluované latky byly dale purifikovany pomoci
HPLC. Byla pouzita kolona C-18 (1 cm x 25 cm) pro HPLC chromatografii (UV detekce pfi
210 nm) s gradientem rozpoustédel acetonitril + 0,05 % smés TFA/voda + 0,05 % TFA
v nasledujicim rezimu: 0 az 20 minut, 33 % ACN; 20 az 30 minut, 40 % ACN; 30 az 45 minut

45 az 55 % ACN; a 45 az 63 minut, 55 % ACN.
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HPLC chromatogram AQ713 ukazuje pfitomnost iturint, slou¢enin iturinu podobnych
(plipastatiny a agrastatiny) a surfaktinQ, viz obr. 1. Ituriny A2, A3, A4, A7 a A6 byly
identifikovany pomoci kombinace dat z NMR, kapalinové chromatografie-hmotnostni
spektrometrie a porovnanim s daji v literatufe. Surfaktiny byly identifikovany porovnanim
s koupenymi surfaktinovymi standardy pomoci HPLC a kapalinové chromatografie spojené
s hmotnostni spektrometrii.

Pomoci aminokyselinové analyzy a kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni
spektrometrii bylo zji§t&no, Ze iturinim podobné latky jsou smési plipastatinl a novych
agrastatind. Pro jednu z novych slouenin byl rovnéz shromazdén rozsahly soubor dat NMR
(HPLC, peak 20); tato latka byla pojmenovana agrastatin A. Bylo zji§té€no, Ze agrastatin A
obsahuje tyto aminokyseliny: Thr; 3 Glu, Pro; Ala; Val; 2 Tyr; a Orn. To zna¢i rozdil proti
plipastatinu A dany pfitomnosti Val a ztratou Ile. Molekulova hmotnost agrastatinu A byla

stanovena 1448, coz odpovida nasledujici struktufe:

CHg(CH,) ,Q-CiH -CH,-CO-Glu-Om-Tyr-Thr-Glu-Ala-Pro-Gin-Tyr-Val

OH s |

Povaha piimého fet&zce ¢asti obsahujici mastnou kyselinu byla potvrzena 'H NMR.
Poloha aminokyselin v cyklickém peptidu byla uréena podrobnou analyzou pomoci soubort
dat TOCSY a ROESY.

Hmotnostni spektrometrie a aminokyselinova analyza agrastatinu B (HPLC, peak 26)
ukazuji, Ze jeho struktura je podobna plipastatinu B2 s nahradou zbytku Ala Val. Struktura je

uvedena nize:

CH3CH,CH (CH2)1O-C‘)H—CHZ-CO-Glu-Om-T){r-Thr-Glu-Val-Pro-Gln-Tyr-Ve_u -
CHg OH O |
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Priklad 5

Aktivita kmene AQ713 proti rostlinnym patogenim v kultufe in vitro (mikrodesti¢ka o 96
jamkach).

S cilem uréit, zda AQ713 je G¢inny proti houbam Phytophthora infestans, Pythium
ultimum, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani a Alternaria solani, byly provedeny nasledujici
experimenty. Mikrodesti¢ky o 96 jamkach (s plochym dnem, 400 mikrolitrd na jamku, Nunc)
byly naplnény agarovym mediem (bramborovy dextrosovy agar, PDA, Difco). Kultury P.
infestans byly kultivovany po dobu 3 dnt v tekutém mediu YPG-1 (0,4 % kvasinkovy extrakt,
0,1 % KH;POy4, 0,5 % MgSO4 . TH,0, 1,5 % glukosa). V piipad€ ostatnich druhti hub byly
spory seSkrabnuty z povrchu agarovych ploten a alikvoty o objemu 0,1 az 0,2 mL deionizova-
né vody a sporové suspenze (o koncentraci priblizn€ 2 x 10° spor/mL) patogenni houby byly
naneseny na agar.

Kmen AQ713 byl kultivovan po dobu 72 hodin v mediu 2 nebo 3 tak jak je popsano
v Pikladu 2. Supernatanty byly ziskany centrifugaci kompletni kultiva¢ni tekutiny kultury pfti
rychlosti 5200 otacek za minutu po dobu 20 minut. Houbové organismy patogenni pro
rostliny byly napipetovany na desti¢ky o 96 jamkach (8 jamek pro 1 patogenni organismus).
Pfitom-nost a nepfitomnost ristu houby byla zaznamenavana pro vsech 8 jamek. Do kazdé
jamky bylo pfidano pfiblizné 40 mikrolitrii supernatantu kultury AQ713 nebo 20 mikrolitri
kompletni kultiva¢ni tekutiny. Hodnota 1 znamena Gplnou inhibici ristu houbového
organismu. Hodnota 4 znamena nulovou inhibici ristu houby. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 6.

.
see see
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Tabulka 6: Inhibice ristu houbovych organismi in vitro (destiCka s 96 jamkami)

Supernatant AQ713 Medium 2 Medium 3
Hodnoty Hodnoty
Phytophthora infestans 1 1
Pythium ultimum 1 1
Botrytis cinerea 1 1
Rhizoctonia solani 4 1
Alternaria solani 1 1

Kompletni kultivaéni tekutina kultury AQ713

Colletotrichum cocodes 1 NT
Alternaria brassicicola 1 NT
Botrytis cinerea 1 NT
Cladosporium cucumerinum 1 NT
Monilia fructicola 1 NT
Venturia pyrina 1 NT
Rhizoctonia solani 1 NT
Alternaria solani 1 NT

NT = netestovano.

Vysledky ukazuji, ze kmen AQ713 ma Siroké fungicidni spektrum in vitro, a ze jak
kompletni kultiva¢ni tekutina tak i supernatant jsou vysoce aktivni. Supernatant byl aktivni
proti houb& Rhizoctonia solani, jestlize byla bakterie AQ713 péstovana na mediu 3, ale ne

jestlize byla péstovana na mediu 2.

Ptiklad 6

Aktivita kmene AQ713 proti rostlinnym patogentim v kultufe in vitro (zonové stanoveni)
Pro stanoveni aktivity kmene AQ713 metodou difuze v agaru (zonova metoda), byly

spory rostlinnych patogeni nao¢kovany na povrch bramborového dextrosového agaru

v Petriho miskach o priiméru 10 cm. Do agaru byly udé€lany jamky o velikosti 7 mm a do

téchto jamek byly vneseny 100 mikrolitrové vzorky supernatantu kultury AQ713 narostlé

v mediu 2. Supernatant byl pfipraven centrifugaci pfi rychlosti 4200 otagek za minutu po
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ot./min, 40 minut). Typické vysledky zahrnovaly vznik zony bez jakéhokoli rustu
patogenniho organismu okolo jamky a/nebo s redukovanym ristem tohoto patogenniho
organismu. Velikost zony vyjadiena v milimetrech byla zméfena a zaznamenana. Vysledky

jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Inhibice ristu houbovych rostlinnych patogent i vitro (zénovy test)

Velikost zony (mm)

Alternaria Botrytis Monilia
brassicicola cinerea Jfructicola
Supernatant AQ713 16 23 14
Kompletni kultiva¢ni tekutina
kultury AQ713 22 15 18
Priklad 7

Aktivita kmene AQ713 proti bakterialnim rostlinnym patogenim

Standardni stanoveni pomoci difuze v agaru bylo zalozeno jako v Prikladu 6. Povrch
Petriho misky byl zaockovan bakterialnim patogennim mikroorganismem tak, aby mohl
vytvofit souvisly narist. Do kazdé jamky bylo napipetovano 100 mikrolitri kompletni
kultivaéni tekutiny kultury kmene AQ713 rostouciho na mediu 2. Velikost zony byla

vyjadiena v milimetrech.
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Tabulka 8: Inhibice bakterialnich rostlinnych patogen in vitro (zonovy test)

Kompletni kultivaéni tekutina kultury AQ713 Inhibi¢ni z6na (mm)
Acidovorax avenae subsp. citrulli 18
Pseudomonas syringae pv. tomato 11
Xanthomonas campestris pv. campestris 18

Erwinia carotovora subsp. carotovora 11
Clavibacter michiganense subsp. michiganense 22

AQ713 byl aktivni proti véem druhiim bakterialnich rostlinnych patogent testovanym in vitro.

Priklad 8

Aktivita kmene AQ713 proti rostlinnym patogentim v rostlinnych testech

Aktivita kmene AQ713 byla testovana proti §edé plisni Botrytis cinerea na fazolich a
na listech pelargonie, proti Alternaria solani na semenaccich rajCete, a proti plisni salatové
Bremia lactucae na salatu.

V piipadé 4. solani byly semenacky rajCete ve stadiu 2 az 3 listi vysazeny ve
skupinach po Sesti rostlinach a byly postiikany, az pfebytecna tekutina zaala odtékat,
kompletni kultiva¢ni tekutinou kultury kmene AQ713 rostouci na mediu 2. Po postiiku byly
semenacky ponechany aby oschly (asi 1,5 hodiny). Semenacky byly poté postiikany suspenzi
obsahujici 5,0 x 10* spor/mL. Semenagky byly zakryty plastikovym krytem a inkubovany pti
teploté 28 °C v Percivalové inkubatoru. Voda bez AQ713, s a bez spor patogenniho organ-
ismu, byla pouzita jako negativni kontrola a pozitivni patogenni kontrola. O ¢tyfi dny pozdéji
byl test vyhodnocen. Ve vodné kontrole 4. solani byly zjistény uniformni 1éze na vSech
listech a délohy byly oddéleny a silné infikovany (hodnota 5 = uplna infekce, Zadna inhibice).
Rostliny oSetfené kmenem AQ713 mély né€kolik lehkych 1ézi rozptylenych na skuteCnych
listech. Dglohy byly neoddélené, ale mély na sobé nékolik malych 1ézi (hodnota 1). Negativni

kontrpla nebyla infikovana.
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Druhy test byl proveden s oddélenymi raj¢atovymi semenacky (stonky ulomené na
trovni pidy) umisténymi do kameninovych nadob naplnénych vodou, které byly zakryty
plastikovymi kryty a uchovavany jak je uvedeno vyse. Rostliny byly postiikany tak jak je
uvedeno vyse a pfiznaky infekce A. solani byly zaznamenany po ¢tyfech dnech. U
negativnich kontrol nebyly zadné priznaky. U pozitivnich kontrol byly na semenaccich
nalezeny uniformni léze. O$etieni pomoci kmene AQ713 bylo hodnoceno jako 1 (malo nebo
Z4dné 1éze). O dva dny pozdé&ji byly rostliny pozitivni kontroly zni¢eny, avSak semenacky
oSetfené kmenem AQ713 byly naprosto ¢isté a vypadaly stejné jako negativni kontroly
(vodou postiikané rostliny).

V pfipadé testu s Botrytis cinerea byly prvni skuteéné listy rostliny fazole poranény
pritladenim usti kultivaéni zkumavky o rozméru 13 x 100 mm na kazdy list. Na kazdém list&
byla takto vytvofena dvé& poranéni. Listy byly postfikany kompletni kultiva¢ni tekutinou
kultury kmene AQ713 rostouciho na mediu 2 nebo samotnou vodou nebo samotnym
patogennim organismem. Po ususeni byly listy opét postiikany sporami B. cinerea (0,8 x 10°
spor/mL). Listy byly umistény v sadbovacich piekrytych plastickymi kryty a uchovavany pfi
teploté 18 az 20 °C v Percivalové inkubatoru. Po péti dnech byla pozitivni kontrola (samotny
patogen) postizena hnilobou v oblasti majici prumér asi 25 mm. Negativni kontrola (samotna
voda) nevykazovala zadné znamky hniloby. V pfipadé aplikace AQ713 nebyla zji5té€na zadna
infekce na 7 z 8 kruht, kde listy byly poranény. Jediny kruh, ktery vykazoval infekci, mél
znamky lehké infekce na dvou mistech okolo kruhu.

V piipadé testu s houbou Bremia byla semena salatu umisténa do vrstvy sterilizované
smési uzivané v kvétinadich, ktera obsahovala raselinu, perlit a vermikulit v malych rostlin-
nych kondominiich z &iré plastické hmoty, ktera byla asi 8 centimetrii vysoka a §iroka. Po
vykli¢eni semen (1 tyden) byly semenacky salatu postiikany kompletni kultiva¢ni tekutinou

kultury AQ713 nebo vzorkem supernatantu. Rostliny byly ponechany, aby oschly, a poté byla
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na semenacky nastiikana suspenze spor salatové plisné z infikovanych semenacku salatu. Pies
rostliny byly umistény kryty z plastické hmoty a rostliny byly inkubovany pfi teplot€ 18 az 20
°C v Percivalové inkubatoru. Po jednom tydnu byl test vyhodnocen. Kmen AQ713 nezabranil

rozvinuti salatové plisné Bremia na semenaccich salatu.

Piiklad 9

Utinnost kmene AQ713 proti rostlinnym onemocné&nim (sklenikovy test)
Nepravé padli hroznt (grape downy mildew)

Kmen AQ713 byl kultivovan v mediu obsahujicim soju ve 400 litrovém fermentoru po
dobu 48 hodin. Rostliny vinné révy (kultivar Chardonnay) byly postiikany kompletni
kultiva¢-ni tekutinou kultury zfedénou 2 x a 4 x sterilni vodou pomoci ruéni stfikacky az do
stupné kdy tekutina zaCala stékat po povrchu. Po oschnuti byly rostliny postiikany podruhé.
Po osuseni byly rostliny inokulovany patogennim organismem vyvolavajicim nepravé padli
hroznt, Plasmopara viticola. Kazdou davkou byly oSetfeny 3 rostliny. Kazda rostlina byla
hodnocena z hlediska procenta inhibice onemocnéni, které mélo hodnotu od 0 do 100 %
kontroly. 100 % kontrola je rostlina, ktera nema viditelné léze. Chemicky fungicid metalaxyl

byl pouzit pro srovnani. Ziskané vysledky byly nasledujici:

AQ713 2 x ziedéna kompletni kultivacni tekutina 97,7 % kontroly
AQ713 4 x ziedéna kompletni kultivacni tekutina 100 % kontroly
Metalaxyl 30 ppm 100 % kontroly
Metalaxyl 10 ppm 98,3 % kontroly
Metalaxyl 1 ppm 80 % kontroly

Vysledky ukazuji, Ze kmen AQ713 inhiboval nepravé padli hroznt stejné jako chemicky

fungicid.
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Piiklad 10

Utinnost kmene AQ713 proti padli tykve (squash powdery mildew)

Kmen AQ713 byl kultivovan na s6jovém mediu ve 400 litrovém fermentoru po dobu
48 hodin. Rostliny tykve (Crookneck a Acorn) byly postiikany kompletni kultivaéni tekutinou
z fermentace ve 400 litrovém fermentoru (viz vyse) a touto tekutinou 2 x zifedénou sterilni
vodou pomoci ruéni stiikacky do stadia, kdy tekutina zacala stékat. Po oschnuti byly rostliny
inokulovany patogenem Sphaerotheca fuliginea pisobicim padli tykve. Kazdou davkou byly
oSetfeny 2 rostliny. Rovnéz byl testovan prasek kompletni kultivacni tekutiny kultury ziskany
susenim v sprejové susarné. Kompletni tekutina kultury z kultivace ve 400 litrovém fermen-
toru byla susena ve sprejové susarné. 10 % a 2,5 % roztoky tohoto prasku byly pouzity pro
postfik rostlin az do stadia, kdy tekutina zacala stékat (viz vyse). Vyskyt onemocnéni padli
byl hodnocen v rozmezi 0 az 5. Hodnota 5 znamena 100 % onemocnéni, zatimco 0 znamena

zadné onemocnéni. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9.
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Testovana
suspenze

Tykev Acorn
rostlina 1

Tykev Acorn
rostlina 2

Tykev Crookneck
rostlina 1

Tykev Crookneck
rostlina 2

AQ713 0
kompletni

kultiva¢ni

tekutina

AQ713 0
2 x zfedéna

kompletni

kultivacni

tekutina

AQ713 0
sprejove

10 %

suseny prasek

AQ713 0
2,5%

sprejové

suSeny prasek

0,5

Kompletni tekutina z kultivace kmene AQ713 a sprejové suSeny prasek témér uplné

inhibovaly padli tykve.

Priklad 11

Uginnost kmene AQ713 pii pouziti ve skleniku proti plisni bramborové (late blight), plisni

Sedé (gray mold), padli révovému (grape powdery mildew), obilnému padli (cereal powdery

mildew), snéti pochvy plisobené kofenomorkou bramborovou (sheath blight) a onemocnéni

ryze zvané "rice blast"
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Kmen AQ713 byl kultivovan v s6jovém mediu po dobu 72 hodin ve 250-mL tfepacich
barikach. Onemocnéni, patogenni mikroorganismus vyvolavajici toto onemocnéni a hostitel
jsou uvedeni niZe v tabulce 10. Kompletni kultivaéni tekutina kultury kmene AQ713 byla

testovana na rostlinach tak jak je uvedeno niZe v tabulce 11.

Tabulka 10

Onemocnéni Rostlinny patogen Hostitel
Pliseri bramborova (late blight) Phytophthora infestans rajce
Pliseri $eda (gray mold) Botrytis cinerea paprika
Snét’ pochvy (sheath blight) Rhizoctonia solani ryze
"Rice blast" Pyricularia oryzae ryze
Padli révové (powdery mildew) Uncinula necator vinna réva
Padli (powdery mildew) Drysiphe graminis f. sp. pSenice

graminis

Kompletni kultivaéni tekutina kultury v nefedéném stavu byla nanesena pomoci ru¢ni
stfikacky na testované rostliny aZ zaGala stékat s jejich povrchu. Po oschnuti byl postfik
proveden podruhé. Tii rostliny byly oSetfeny pro kazdé onemocnéni a 1é€bu. Po oschnuti byly
rostliny inokulovény patogennimi organismy. Kazda rostlina byla hodnocena z hlediska
procentualni inhibice onemocnéni v rozsahu 0 az 100 % kontroly. 100 % kontrola znamena,
Ze na rostling nebyly viditelné léze. Chemické fungicidy byly pouzity pro srovnani. Index

onemocnéni znamena zavaznost onemocnéni na neoSetfené kontrole.



Tabulka 11

P. infestans B. cinerea E. graminis U. necator P.oryzae R. solani

AQ713

Metalaxy!
30 ppm

Metalaxyl
10 ppm

Propiconazol
10 ppm

Propiconazol
5 ppm

Propiconazol
0,5 ppm

Propiconazol
0,2 ppm

Myclobutanil
30 ppm

Myclobutanil
10 ppm

Pencycuron
50 ppm

Pencycuron
10 ppm

Benomyl
100 ppm

Benomyl
40 ppm

Index

onemocnéni (%) 80

70

100

77

100 100
100
100

100

77

60 80

Kmen AQ713 vykazoval aktivitu, ktera byla ekvivalentni chemickym fungicidim na vSech

testoygnych patogennich mikroorganismech.
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Priklad 12

Utinnost kmene AQ713 proti plisni Peronospora parasitica postihujici rostliny rodu Brassica
(Brassica downy mildew)

Bakterie Bacillus kmen AQ713 byla kultivovéna v 10 litrovém fermentoru na sdjovém
mediu po dobu 48 hodin. Kompletni nefedéna kultivagni tekutina byla nastfikana na tfitydenni
rostliny kvétaku a rizi¢kové kapusty ve stadiu s plné vyvinutymi dé€lohami pomoci kompre-
sorové stiikaci pistole. Pii kaZzdém oSetfeni byly nastfikany tfi paralely zahrnujici 15 az 25
semenadki v jednom kvétinadi. Azoxystrobinovy fungicid Quadris™ od firmy Zeneca byl
rovnéz nastfikan na rostliny (tfi na jedno oSetfeni) v koncentraci 250 a 125 ppm. Sporova
suspenze houby Peronospora parasitica, zpasobujici plisef, v koncentraci 1 a% 5 x 10*
spor/mL byla nastfikana na rostliny Brassica poté, kdy oschly postiiky AQ713 a Quadris.
Rostliny byly inkubovany pfi teploté 15 az 17 °C po dobu 24 hodin z divodu infikovani. Poté
byly semena¢ky inkubovany pfi teploté 20 az 24 °C po dobu $esti dnii. Kvétinace byly
vraceny do teploty 15 aZ 17 °C na jednu noc, aby patogenni organismus vysporuloval pied
vyhodno-cenim testu. Kazda rostlina byla hodnocena ur¢enim hodnoty procentni inhibice
onemocnéni v rozsahu 0 az 100 % kontroly. 100 % kontrola je rostlina, ktera nema zadné

sporulaéni léze. Primérné vysledky ze tii paralel jsou uvedeny niZe v tabulce 12.
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Tabulka 12
Hodnoceni Hodnoceni Hodnoceni
23. prosince 30. prosince 6. ledna
Kompletni kultiva¢ni 100 90 75
tekutina AQ713
Quadris 250 ppm 100 NT NT
Quadris 125 ppm NT 100 100
Kontrola voda 0 0 0

NT = netestovano

AQ713 G¢inné inhiboval pliseti Peronospora parasitica po dobu 3 tydnd.

Priklad 13

Synergismus kmene AQ713 a komeréniho fungicidu

Kmen AQ713 byl kultivovan v 10 litrovém fermentoru na s6jovém mediu po dobu 72
hodin. Bakterialni kultura byla zfedéna 2 x a 4 x sterilni vodou. Netfedéna kultura, 2 x fedéna
kultura a 4 x fedéna kultura byly nastfikany na tfitydenni rostliny papriky kompresorovou
stiikaci pistoli. Tfi rostliny byly nastfikany na jedno oSetfeni. Azoxystrobinovy fungicid
Quadris™ od firmy Zeneca byl rovn&z nastiikan na rostliny (tfi na jedno oSetfeni)
v koncentracich 500, 250 a 125 ppm. Kromé toho byla na rostliny papriky nastfikana
kombinace Quadris a kompletni kultiva¢ni tekutiny AQ713 v poméru 1:1 (tfi rostliny na
jedno oSetieni). OSetfeni s a bez Quadris jsou uvedeny v tabulce 13. Sporova suspenze Sedé
plisné Botrytis cinerea v koncentraci 1 x 10° spor/mL byla nastfikana na rostliny papriky po
oschnuti postfiki AQ713 a Quadris. Rostliny byly inkubovany pfi teploté 20 az 22 °C po

dobu 3 dnti do vyhodnoceni testu. Byl hodnocen vyskyt onemocnéni Sedou plisni v rozsahu
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hodnot 0 az 5. Hodnota 5 znamena 100 % vyskyt onemocnéni, zatimco hodnota O znamena

nepfitomnost onemocnéni. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13

Osetfeni Hodnoceni Hodnoceni Hodnoceni Hodnoceni
Paralela 1 Paralela 2 Paralela 3 Primér

AQ713 nefedéna 0,5 0,5 1,5 0,8

AQ713 2xtfedéna 2,0 2,5 2,0 2,2

AQ713 4xtedéna 3,0 3,0 2,0 2,7

Quadris 500 ppm 4,0 3,5 4,0 3,8

Quadris 250 ppm 2,5 3,5 3,0 3,0

AQ713 nefedénat+ 0,5 1,0 1,0 0,8

Quadris 500 ppm

AQ713 nefedéna+ 1,0 1,0 0,5 0,8

Quadris 250 ppm

AQ713 2 xfedéna+ 0,5 1,0 1,0 0,8

Quadris 250 ppm

AQ713 4 xfedéna+ 0,5 1,0 2,5 1,3

Quadris 250 ppm

Kontrola voda 4,0 5,0 5,0 4,7

Kontrola voda 2 5,0 5,0 5,0 5,0

Vysledky jasné ukazuji, ze kombinace Quadris a kmene AQ713 inhibuji onemocnéni plisni

$edou lépe nez samotny Quadris nebo kmen AQ713.
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Prumyslova vyuzitelnost

Prihlagka vynalezu se tyka oblasti biopesticidi. Novy kmen Bacillus subtilis AQ713 inhibuje
fadu houbovych a bakterialnich onemocnéni rostlin a rovnéz vykazuje aktivitu proti
mandelince Diabrotica undecimpunctata. Piihlagka vynalezu se rovnéz tyka fungicidnich,
baktericidnich a insekticidnich prostfedka obsahujicich tento novy kmen Bacillus subtilis
spolu s antibiotiky a metabolity produkovanymi timto kmenem, které jsou pouzity samotné

nebo v kombinaci s jinymi chemickymi a biologickymi pesticidy.
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1. Biologicky Cista kultura kmene Bacillus subtilis AQ713, NRRL pfirtstkové &islo B-21661

a jeho mutanty, které maji viechny identifikaéni charakteristiky tohoto kmenu.

2. Metabolit produkovany kmenem Bacillus subtilis podle naroku 1,vyznacéujici se
t i m, Ze vykazuje aktivitu proti broukim rodu Diabrotica, je extrahovatelny organickym

rozpoustédlem a ma molekulovou hmotnost niz$i nez 10 000 daltond.

3. Supernatant ziskany z kultury kmene Bacillus subtilis AQ713 podle naroku 1,vyzna—
Cujici se tim, Ze vykazuje antifungalni a antibakterilni aktivitu a aktivitu proti

brouktm rodu Diabrotica.

4. Prostfedek vyznacujici se tim,Ze obsahuje kompletni kultivaéni tekutinu

kultury kmene Bacillus subtilis AQ713 podle naroku 1 a chemicky fungicid.

5. Prostfedek vyznacdujici se tim,Ze obsahuje kompletni kultivaéni tekutinu

kultury kmene Bacillus subtilis AQ713 pod'e naroku 1 a biologicky nebo chemicky pesticid.

6. Prostiedek podle naroku 5, vyznadujici se tim,Ze dale obsahuje chemicky

fungicid.

7. Prostiedek vyznacujici se tim,zZe obsahuje metabolit podle naroku 2 a

chemicky fungicid.
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8. Prosttedek vyznadujici se tim,Ze obsahuje metabolit podle naroku 2 a

biologicky nebo chemicky pesticid.

9. Prostfedek podle ndroku 8, vyznacéviici se tim,Ze dile obsahuje chemicky

fungicid.

10. Prosttedek vyznacdujici se tim, Ze obsahuje supernatant podle naroku 3 a

chemicky fungicid.

11. Prosttedek vyznacujici se tim,Ze obsahuje supernatant podle naroku 3 a

biologicky nebo chemicky pesticid.

12. Prostfedek podle naroku 11, vyznacdujici se tim, ze dale obsahuje chemicky

pesticid.

13. Zpisob ochrany nebo 1é¢eni rostlin a plodu pted houbovymi a bakteridlnimi infekcemi a
napadenim brouky z rodu Diabrotica, vyznacéujici se tim,Ze zahmuje aplikaci

ucinného mnozstvi kmene Bacillus subtilis podle naroku 1.

14. Zptisob ochrany nebo 1é¢eni rostlin a plc;dﬁ pted houbovymi a bakterialnimi infekcemi a
napadenim brouky z rodu Diabrotica, vyznacéujici se tim,Ze zahrnuje aplikaci

ucinného mnoZstvi metabolitu podle naroku 2.
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15. Zplisob ochrany nebo lé&eni rostlin a plodd pfed houbovymi a bakteridlnimi infekcemi a
napadenim brouky z rodu Diabrotica, vyznadujici se tim,Zze zahrnuje aplikaci

u¢inného mnoZzstvi supernatantu podle naroku 3.

16. Zplisob ochrany nebo [é€eni rostlin a plodi pfed houbovymi a bakterialnimi infekcemi a
napadenim brouky z rodu Diabrotica, vy cnacujici se tim,Zezahmuje aplikaci

ucinného mnozstvi piipravku podle narokt 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 nebo 12.

17. Zphsob podle narokti 13, 14 nebo 15, vyznacdujici se tim, Ze infekce jsou
vyvolany alespoti jednim mikroorganismem vybranym ze skupiny zahrnujici Phytophthora
infestans, Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, Botrytis cinerea, Alternaria solani,
Colletotrichum cocodes, Alternaria brassicicolia, Cladosporium cucumerinum, Monilia
Sructicola, Venturia pyrina, Acidovorax avenae, Pseudomonas syringae, Xanthomonas
campestris, Erwinia carotovora, Clavibacter michiganense, Plasmopara viticola,

Sphaerotheca fuliginea, Uncinula necator a Peronospora parasitica.

18. Zplsob podle naroku 16, vyznacdujici se tim,Ze infekce jsou vyvolany alespori
jednim mikroorganismem vybranym ze skupiny zahrnujici Phytophthora infestans,
Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, Botrytis cinerea, Alternaria solani, Colletotrichum
cocodes, Alternaria brassicicolia, Cladosporium cucumerinum, Monilia fructicola, Venturia
pyrina, Acidovorax avenae, Pseudomonas syringae, Xanthomonas campestris, Erwinia
carotovora, Clavibacter michiganense, Plaémopara viticola, Sphaerotheca fuliginea,

Uncinula necator a Peronospora parasitica.
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19. Zpiisob podle naroku 13, vyznadujici se tim,zekmen Bacillus subtilis AQ713

je aplikovan jako kompletni kultivaéni tekutina bakterialni kultury.

20. Zpiisob podle naroku 13, vyznadujici se tim,Ze kmen Bacillus subtilis AQ713

je aplikovan jako supernatant.

21. Zpisob podle naroku 19, vyznadujici se tim,Ze kmen Bacillus subtilis AQ713
je aplikovan ve formé zvlh&itelnych praski, granuli, v tekuté formé nebo ve formé
mikrokapsuli.

22. Zplsob podle naroku 20, vyznadujici se tim,ze kmen Bacillus subtilis AQ713
je aplikovéan ve formé zvlh¢itelnych praskd, granuli, v tekuté formé nebo ve formé

mikrokapsuli.

23. Zptsob podle narokti 13, 14 nebo 15, vyznadujici se tim, Ze se oSetfi kofeny

rostlin nebo ptida okolo kofenu.

24. Zpusob podle naroku 16, vyznadujici se tim,zZe se oSetii kofeny rostlin nebo

ptda okolo kofent.

25. Prosttedek, vyznacdujici se tim, ze obsahuyje iturin typu A, plipastatin a surfactin.

26. Prostredek podle naroku 25, vyznacévjici se tim,ze dale obsahuje agrastanin.

27. Surfactinovy polypeptid izolovany z kmenu AQ713, ktery ma insekticidni aktivitu.
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28. Zpisob ochrany nebo 1é¢eni rostlin a plodii pfed napadenim hmyzem, vyznadujici
s e tim,Ze zahrnuje aplikaci u¢inného mnoZstvi sloudeniny:

R;-CH-CH,-CO-GIx-Ormn-Tyr-Thr-Gix-X-Pro-Glx-Tyr-Val

OR, O
kde R, je rozvétveny nebo piimy alifaticky postranni fetézec majici 8 az 20 atomi uhliku; R,

je acetat nebo derivat esteru, X je Ala nebo Val a Glx je Gln nebo Glu.

29. Zpiisob ochrany nebo 1é€eni rostlin a plodii pfed napadenim hmyzem, vyznadujici
s e tim, Ze zahmuje aplikaci uéinného mnozstvi slouceniny:
CH3(CHy)12-CH-CH,-CO-Glu-Orn-Tyr-Thr-Glu-Ala-Pro-Gln-Tyr-Val

OH O

30. Zpisob ochrany nebo 1é¢eni rostlin a plodi pfed napadenim hmyzem, vyznadujici
se tim,Ze zahruje aplikaci (¢inného mnoZstvi prostiedku obsahujiciho iturin typu A,

plipastatin a surfactin.

31. Zptisob podle naroku 30, vyznadujici se tim,ze dale zahrnuje aplikaci u¢inného

mnoZzstvi agrastatinu.

32. Lipopeptidovy extrakt izolovany z kmenu AQ713,vyzna&ujici se tim,Zema

insekticidni aktivitu.

33. Surfactinovy lipopeptid izolovany z kmenu AQ713,vyznacdujici se tim, Ze ma

insekticidni aktivitu.
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34. Zpisob lé¢eni nebo ochrany rostlin nebo plodti proti napadeni hmyzem, v yznacujici
se tim, Ze zahrnuje doddvéani u¢inného mnoZstvi prostredku obsahujiciho extrakt podle

naroku 33.

35. Zplsob lé¢eni nebo ochrany rostlin nebo plodd proti napadeni hmyzem, vyznaé&u jici
se tim, Ze zahrnuje dodavani t&inného mnoZstvi prostfedku obsahujiciho surfactin podle

naroku 34.

36. Zpisob podle naroku 34, vyznadujici se tim,Ze se prostiedek aplikuje na plidu

okolo kofenti rostliny nebo na kofeny, které je tieba lé¢&it.

37. Zpiisob podle naroku 35, vyzna&ujici se tim, Ze se prostiedek aplikuje na pudu

okolo kofent rostliny nebo na kofeny, které je tieba 1égit.

38. Sloucenina

Ri-CH-CH,-CO-GIx-Om-Tyr-Thr-Glx-Ala-Pro-Glx-Tyr-Val

OR, o)
kde R, je vétveny nebo ptimy alifaticky postranni fet€zec majici 8 az 20 atomt uhliku; R; je

acetat nebo derivat esteru a Glx je Gln nebo Glu.

39. Sloudenina:

CH3(CH2)12-CH-CH,-CO-Glu-Omn-Tyr-Thr-Glu-Ala-Pro-Gin-Tyr-Val

OH O
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40. Zplisob izolace supernatantu, ktery ma insekticidni aktivitu, vyzna&ujici se tim, e se

péstuje kultura podle naroku 1 a izoluje se supernatant z kultury.

T

2000
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R-CI)H-CH2-CO-GIu-Om-ler-Thr-Glu-X-Pro-Gln-Tyr-lle
OH O '

Plipastatin A1, X = Ala, R = CH3(CH2)12-
Plipastatin A2, X = Ala, R = CH3CH;CHCH3(CH3)10-
Plipastatin B1, X = Val, R = CH3(CH2)12-
Plipastatin B2, X = Val, R = CH3CH,CHCH3(CH3)10-

Obr. 1
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Obr. 2
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