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Fungicidni prostfedek

Oblast techniky

Vynalez se tyka fungicidniho prosttedku, ktery jako u&innou latku obsahuje mikroorganismus
kmene Pseudomonas fluorescens, a jeho pouziti pro ochranu rostlin proti napadeni plisnéni.

Dosavadni stav techniky

V mikrobiologické praxi je obvyklé vyhledavat mikroorganismy majici zajimavé vlastnosti
zkoumanim velkého pottu, obvykle mnoha tisic, organismi z pudy na jejich G¢inek vyznamny
pro zamyslené pouziti. Jednim takovym pouzitim je izolace biologicky uginnych prostiedka,
které jsou u¢inné proti vybranym druhim rostlinnych patogeni. Tyto biologicky u&inné
prostfedky lze pouZivat jako alternativni nebo doplitujici prostiedky k chemickym prostredkiim
pro hubeni patogend.

V b&Zné praxi se odebiraji vzorky pidy z mist, kde se poZadovany patogen zd4 byt potlagen, coZ
miZe znamenat, Ze sim tento mikroorganismus maze v padé inhibovat patogenicitu. Z jednotli-
vych vzorki se potom v laboratofi izoluji tyto mikroorganismy vymyvénim z kofent a nechaji se
rist na agaru pti jedné nebo dvou teplotach optimalnich pro mikrobiologicky rist, obvykle od 25
do 30 °C. Tyto organismy se potom testuji nejprve proti riiznym patogenim na agaru v sérii
Petriho misek za pouziti metody dvoji kultury. Toto je primarni zkouZeni. Nadéjné organismy
z tohoto primarniho zkouseni se potom podrobi dikladnéj$imu zkoumani v sérii sekundarniho
zkouSeni za pouziti ptdy.

Podle zkuSenosti autori tohoto vyndlezu organismy, které nakonec projdou dal$imi testy
a polnimi pokusy, nevykazuji pfi prvnim zkouseni ani piisluinou ani dostatetnou selektivitu.
Obvyklé primérni zkoudeni propusti velky poet organismii (obvykle okolo 20 %), které se zdaji
byt nad€jnymi, ale vétSina z nich je potom v nésledujicich testech zavrzena. Kromé tohoto je
nyni autorim tohoto vynalezu znimo, Ze pfi primarnim zkouseni projdou kromé organismi, které
se nasledn€ ukéZzi jako nepouzitelné, také urdité organismy, které Jjsou zcela schopné projit
dal3imi naslednymi testy, vysledkem toho je, Ze tradi¢ni testy propoustéji organismy, které jsou
slabymi inhibitory patogenicity a nepropousts;ji organismy, které jsou dobrymi inhibitory patoge-

nicity.

Byl nalezen zplisob vyhledavéni organismt z pidy, ktery umoziiuje nalezeni velkého poétu
potencialné dobrych organismi a ktery vyluéuje pokud mozno nejvice latky se $patnym G&inkem.
Tento zpisob spocivd v tom, Ze se testuje inhibiéni Ginek potencilniho fungicidniho prostredku
ve dvou testech, pfitemz prvni test je na inhibici vyvinu patogenu ve sterilizované pudé
infikované myceliem Pythium spp. a druhy test je dale na inhibici vyvinu choroby v rostouci
rostlin€ nachylné k onemocnéni vyvolanému pfitomnosti komplexu zpisobujicitho vadnuti
kli¢icich rostlin, natez se prostfedky majici potencilni inhibi€ni G&inek v obou testech ve
srovnani s kontrolou identifikuji a podrobi se dal$imu zkoumani.

Tento zpisob je pouzitelny zvlasts, i kdyz ne vyluéng, pro testovani mikroorganismi ze vzorki
pudy na jejich mozny biologicky ucinek, ale neni zadny zvlaitni divod k tomu, aby tentyZ postup
nemohl byt pouzit pro chemické prostfedky, aniz by byl jakkoliv upravovan.

Jak jiz bylo vy3e uvedeno, tradi¢ni zplisob izolace mikroorganismii neni sim o sobé selektivni.
Vyse popsany zplsob vyhledivani organismd zpidy tedy poskytuje zpisob predbézného
testovani mikroorganismii izolovanych ze vzorkd pudy, ktery spodiva vtom, Ze se do uzavi-
ratelné nadoby umisti vrstva vlhkého sterilniho pisku a na ni se umisti vlhky vzorek pidy a do
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vzorku pidy se zaseje semeno rostliny nachylné k uritému onemocnéni, nadoba se uzavie
aumisti se do takového prostiedi, které zpiisobuje vyvin choroby, semeno se nechd vyklicit
a kofeny se nechaji prortst do vrstvy pisku, vyfizne se tunel podéln& obéma vrstvami, vyberou se
kofeny pouze z vrstvy pisku a z t&chto kofent se izoluji mikroorganismy.

Prostredky chemické nebo mikrobiologické, které prosly t&mito dvéma testy, mohou byt potom
dale zkoumany na inhibi&ni G&inek proti plisfiové infekci v jednom nebo ve vice nez jednom
testu, které zahrnuji:

a) infekci cukrové fepy organismem Aphanomyces cochlioides pfi teploté od 12 do 15 °C,
b) infekci hrachu organismem Pythium ultimum pfi teploté od 12 do 15 °C,

¢) infekei hrachu organismem Pythium ultimum pfi teploté od 24 do 27 °C,

d) infekci hrachu organismem Rhizoctonia solani pfi teploté od 24 do 27 °C,

¢) infekei pienice organismem Fusarium culmorum pfi teplot€ od 18 do 21 °C,

f) infekci sojového bobu organismem Phytophthora megasperma pfi teploté od 20 do 24 °C,
g) infekci fezu bramboru organismem Fusarium moniliforme pfi teploté od 20 do 24 °C,

h) infekci fezu bramboru organismem Fusarium sambusinum pfi teplot€ od 20 do 24 °C a

i) infekci cukrové fepy organismem Phoma spp. pfi teploté od 15 do 19 °C.

Takto lze izolovat potencilni biologicky G&inné prostfedky zplsobem, ktery je urCen jen pro
ziskavani aktivnich organismi z kofenil, jejich zkouSenim v té&chto dvou pocate€nich testech,
kterymi se identifikuji organismy s vysokou potencidlni aktivitou a ty se potom podrobi sériim
prisnych testl, kterymi se identifikuji prostfedky, u kterych se pak pfi testovani za nejriznéjSich
polnich podminek dokaZe jejich vysoké G&innost. Toto piedstavuje oproti tradi¢nim zptisobim,
jak jsou uvedeny vy3e, zna&ny pokrok, nebot’ tradi¢nimi zplisoby by byly odmitnuty organismy,
které prodly témito dvéma testy, a naopak jimi proila fada organismi, které se t€émito dvéma
testy ukazaly vétiinou jako neGéinné nebo méné U€inné nez kontrola.

Timto zpisobem byly izolovany &tyfi mikroorganismy, které se ukazaly byt obzvlasté ucinné
proti raznym plisiiovym onemocnénim, doprovazenym obvykle vadnutim.

Podstata vynilezu

Podstatou vynalezu je fungicidni prostfedek, ktery se vyznaCuje tim, Ze jako u€innou latku
obsahuje mikroorganismus kmene Pseudomonas fluorescens ve smési s nosi¢em pfijatelnym
v zemé&délské praxi.

Dile je podstatou vynalezu fungicidni prostiedek, ktery se vyznaCuje tim, Ze obsahuje
mikroorganismus Pseudomonas fluorescens, jehoZ kultura byla uloZzena 1. 9. 1989 za podminek
Budape3tské dohody v "National Collection of Industrial and Marine Bacteria Limited",
Aberdeeen, Velka Britanie, pod ¢islem vkladu 40 186.

Dile je podstatou vynéilezu fungicidni prostfedek, ktery se vyznaCuje tim, Ze obsahuje
mikroorganismus Pseudomonas fluorescens, jehoZz kultura byla uloZena 1. 9. 1989 za podminek
Budape3tské dohody v '"National Collection of Industrial and Marine Bacteria Limited",
Aberdeeen, Velka Britanie, pod ¢islem vkladu 40 187.

Dile je podstatou vynalezu fungicidni prostiedek, ktery se vyznaluje tim, Ze obsahuje
mikroorganismus Pseudomonas fluorescens, jehoZz kultura byla ulozena 1. 9. 1989 za podminek
Budapest'ské dohody v "National Collection of Industrial and Marine Bacteria Limited”,
Aberdeeen, Velka Britanie, pod &islem vkladu 40 188.
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Dile je podstatou vynélezu fungicidni prostfedek, ktery se vyznacuje tim, Ze obsahuje mikro-
organismus Pseudomonas fluorescens, jeho kultura byla ulozena 1.9.1989 za podminek
Budape3t'ské dohody v "National Collection of Industrial and Marine Bacteria Limited",
Aberdeeen, Velka Britanie, pod ¢islem vkladu 40 190.

Jako pfiklady typid pouZitelnych zem&d&lskych pripravki lze uvést smési pro povlékani semen,
kapaliny pro zévlahy kofenti nebo piidy a granulované nebo prakové prostiedky. Zakladni latky
pro pfipravu té€chto pfipravki jsou pracovnikim v oboru dostateéné znamy.

Pro pfipad zkouSeni G¢innosti byla pouzita traditni metoda in vitro, kterou bylo testovano
asi 7000 organismu, a bylo zjisténo, ¥e touto metodou "prodlo" asi 20 % organismii, zatimco
zpiisobem dvou testil proslo pouze 4 az 5 % organismu. Dileité Je, Ze soubor organismi, které
prodly kazdym z minimalné dvou testd, je velmi stejnomérny, zatimco tradiénim agarovym
testem proSel zcela riznorody soubor organismi. N&které z organismi, které by tfeba byly
odmitnuty tradi¢ni vyhleddvaci metodou, vykdzaly v nasledujicich vyhledavacich testech
a polnich pokusech vysokou uginnost. Toto je zékladni vyhoda zplsobu pouzivajiciho dva testy:
potatetnim vyhleddvanim se snizi celkovy podet organismi, které vyzaduji dal$i testovani
a velka &ast téch, které byly vybrany pro dal3i testovani, vykazala potom pozadovany G&inek pfi
polnich testech. Predpoklada se, ze diivod tohoto je nasledujici. Parametry testovéni, naptiklad
teplota a nutriéni sloZeni, jsou u tradiéni metody optimalizovany, aby se podpofil riist mikro-
organismu v agaru. Tato potrava je velmi rozdilnid od skute&né potravy v drsném Zivotnim
prostfedi za podminek, ve kterych se mé mikroorganismus pripravovat. Proto mnohé z mikro-
organismi, které preziji tyto podate¢ni testy, jsou obvykle slabé a jsou schopné pouze preziti
v uzavieném prostfedi agarové kultury a nasledné selZou, protoze prisn&j3i druhé a dalii testy
jsou mnohem vice piiblizné skute¢nému polnimu prostfedi. Na druhé strand v souboru
organismi existuji, a zkuSenosti autori tohoto vynalezu to potvrzuji, kmeny mikroorganismi,
které davaji pfednost polnim podminkam, naptiklad nizkym teplotdm nebo potravé méné bohaté
nebo rizného slozeni. Tyto mikroorganismy nerostou dobie v agarovém testu a normalng by byly
odmitnuty. Bylo v3ak zjidténo, Ze dvoji testovani zaruGuje testovaci podminky bliZ$i polnim
podminkdm a poskytuje tak realisti®t&j$i naznak schopnosti mikroorganismu prospivat
v prostiedi, ve kterém by mél byt pouZivan.

Vynélez také popisuje zplsob inhibice plistiového onemocnéni rostlin, ktery spociva v tom, Ze se
na rostlinu, jeji semeno nebo na jeji ristové prosttedi aplikuje G¢inné mnozstvi fungicidniho
prostfedku podle vynalezu.

Déle vyndlez popisuje zpiisob ochrany skliziiovych plodin pfed infekei plisnémi, ktery spo&iva
vtom, Ze se na rostliny, jejich kofeny nebo semena nebo na piidu obklopujici rostliny aplikuje
fungicidné G¢innd dévka jednoho nebo vice neZ jednoho mikroorganismu z uvedeného kmene
Pseudomonas fluorescens.

Kmen NCIB 40 187 byl izolovan z kofent p3enice sebranych zrostlin rostoucich na poli pfi
farm& znidmé jako "Badbury2, Draycott Farm, Chiseldon, Swindon, Wiltshire, United
Kingdom".

Kmeny NCIB 40 186 a 40 188 byly izolovany z pidy odebrané z pole zndmého jako "Stockoy
Field v Jodoigne v Belgii".

Kmen NCIB 40 190 byl izolovan zkofeni semenatki pSenice z pole znamého jako "Lower
Garston Field, Rushall Farm, Newbury, United Kingdom".

Dale je uvddén popis izolace, charakteristiky a testovani bakteridlnich organismii na G&inek proti
nékterym plisnim, které infikuji skliziiové plodiny. Byl izolovan velmi velky po&et mikro-



10

20

25

30

35

40

45

50

CZ 284829 B6

organismi, identifikovan a testovan byl vy3e uvedenym zpilisobem, pfi¢emz byly vybrany &tyfi
kmeny podle vynélezu, které v provedenych testech vykazuji vynikajici G¢inek.

Ptiklady provedeni vynélezu

Izolace mikroorganismu

Pripravi se trubice z dialyza&ni trubice dlouha 35 cm a $iroka 5,5 cm s uzavérem 5 az 7 cm od
jednoho konce. Jemny pisek se promyje, vysusi a nasype se do trubice do hloubky 12 cm a zvlhéi
se 20ml destilované vody. Trubice spiskem se pro podepfeni ulozi dovnité sklenénych
zkumavek (7 ¢cm v priiméru a 30 cm dlouhych). Trubice se potom uzaviou u dna gumovou zitkou
pokrytou hlinikovou folii a navrchu zitkou z vaty a potom se zabali do hlinikové félie. Cela
sestava se autoklavuje dvakrat pfi teploté 121 °C po dobu 60 minut.

Vzorek pldy se odebere z urlené strany pldy a dva dny po odebrani se udrZuje pred pouZitim pfi
teploté 4 °C na 40 % vlhkosti. Vzorek pidy se pfesije sitem 4 mm a pfida se do trubic na povrch
pisku do hloubky 3 cm. Zasadi se semeno (hrach, pSenice, cukrova fepa, slunecnice, kukufice
nebo séja) a prikryje se pidou na celkovou hloubku 6 cm. Trubice se potom postavi kolmo do
draténého kose, ktery se umisti do plastikového kontejneru s otvory, které umoZiiuji vyménu
vzduchu, pfi¢emZ tento kontejner minimalizuje ztraty z odpafovani. KoSe se potom umisti do
riistové skiiné a inkubuji se &tyfi tydny pfi teplotdch 10 °C az 24 °C a 70 % relativni vlhkosti
s cyklem 16 hodin den/8 hodin noc.

Po &tyftydenni inkubaci se plastické dialyzaéni trubice rozfiznou pfedem sterilizovanym
skalpelem. Z piidy a pisku se vytrhaji kofeny kazdé rostliny a rostlina se umisti na bilou plastic-
kou misku. Vrcholové &asti rostliny se roziezou a promyji se oddéleng ve sterilni vode.

Roztezané &asti se umisti do sterilnich Erlenmeyerovych banék obsahujicich 20 ml deionizované
vody a vrstvu sklen&nych kuli¢ek. Baiiky se potom tfepou v orbitdlnim inkubatoru pfi 120 otag-
kdch za minutu po dobu 30 minut. Za pouZiti nefedéného roztoku z kofenii a promyvacich
roztokli z kofent a vrcholkl rostlin z banék se ptipravi zfedéni 1:9 ve sterilnim Ringerové
roztoku na zfedéni 10>, Alikvotni &ast 100 pl z kazdého roztoku se rozprostie na povrchy ti
agarovych médii majicich nasledujici sloZeni:

1/10 trypton sojovy agar

trypton sojovy bujon 30g
bakteriologicky agar 17,5¢g
deionizovana voda 1000 ml

(prostiedi se autoklavuje 15 minut pii 121 °C)
agar s kofenovym extraktem

Cerstvé pSenicné kofinky 10g
agar €. 3 175¢g
deionizovana voda 1000 ml

(Serstvé kofinky se navaZi asmisi s malym mnoZstvim deionizované vody v mixéru. Husta
suspenze se potom umisti do va€ku ze &tyf vrstev hustého muselinu a ten se potom suspenduje ve
zbyvajici deionizované vodé ve dvoulitrové kadince a inkubuje se 4 dny pfi 20 °C. MuSelinovy
vagek se potom odstrani a ke kofenovému extraktu se pfida agar. Prostfedi se potom autoklavuje
15 minut pti 121 °C).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 284829 B6

agar s extraktem z pudy

vzorek pidy 10g
agar¢. 3 175¢g
deionizovana voda 1000 ml

(pida se navéZi a umisti se do deionizované vody ve dvoulitrové kadince. Suspenze pudy se
piikryje ainkubuje se 4 dny pfi 20 °C, nae se odsaje pfes Ctyindsobnou vrstvu hustého
muselinu. Potom se pfida agar a prosttedi se autoklavuje 15 minut pfi 121 °C).

Pro kazdé fedéni jsou tfi opakovani. Agarové misky se inkubuji pfi 12 °C az do 5 dnil, na&eZ se
spocte polet kolonii na kazdé misce azapiSe se. Kde je to mozmé, vybere se miska, ktera
obsahuje padesit nebo mén& kolonii. Kde to neni moné, udéla se na misce mfizka z padesati
prisecikii a vyberou se kolonie, které jsou na kazdém priisegiku nebo nejblize k nému. Takto je
selekce kolonii zcela ndhodna.

Jednotlivé kolonie se stahnou z misky pouzitim sterilniho o¢ka a kultivuji se na Petriho miskich
o priméru 5 cm obsahujicich 1/10 trypton sojovy agar (1/10 TSA). Misky se potom inkubuji
5dni pfi 12°C. Organismy se potom zkontroluji na &istotu. Kde byla smiSend kultura,
organismus se naofkuje na ikmy 1/10 trypton sojovy agar, aby se ziskaly jednotlivé kolonie.
Jedna kolonie se vybere a p&stuje se ve vedlejsi kultute na 1/10 trypton sojovém agaru. Sbirka
kultur se skladuje pfi 4 °C.

Charakteristika mikroorganismii

Morfologie

Morfologické charakteristiky mikroorganismi jsou nasledujici:
Morfologie bunék: gram-negativni ty&inkové bakterie
Morfologie kolonie:

NCIB 40 186: Spinave bilé, kulové pravidelné, neporuené, mimé konvexni, hladké, lesklé,
poloprihledné, primér 1,5 az 2 mm

NCIB 40 187: Spinav€ bilé, kulové, pravidelné, neporufené, vypouklé, hladké, lesklg,
poloprithledné, primér 1 mm

NCIB 40 188: Spinave bilé, kulové, pravidelné, neporusené, mirné konvexni, hladké, lesklé,
poloprithledné, primér 1,5 a2 2 mm

NCIB 40 190: Spinavé bilé, kulové, pravidelné, neporusené, ploché, hladké, lesklé, polo-
prihledné, primér 1 mm.

Teplota ristu:
vechny kmeny 37 °C +ve
41 °C -ve
45 °C -ve
Fluorescence vSechny kmeny +ve
Katalaza vSechny kmeny +ve
Oxidaza vSechny kmeny +ve
Fermentace v glukéze vSechny kmeny -ve
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Rychly test (API)

NCIB 40 186 40 187 40 188 40 190

redukce nitratd

produkce indolu - - - -

kyselina z glukézy
arginin dehydrolaza

ureaza

hydrolyza eskulinu
hydrolyza Zelatiny
beta—galaktosidaza
asimilace glukozy
asimilace arabindzy
asimilace mandzy
asimilace manitu
asimilace N-acetyl gluk6zaminu
asimilace maltbzy
asimilace glukonétu
asimilace kaprinatu
asimilace adipétu
asimilace malatu
asimilace citratu

+ +

+
+

+.
4o
.o
Lo

+ o+
o+ ++ o+
+ 4+ + 0

+ +
+ o+
+ 4+

asimilace fenylacetatu - - -

cytochromoxidaza

+

+ 40

+ o+
FH+++ 4+

+
+
+

Primarni testovani

Pldni test na Petriho miskach

Petriho misky (5 cm) se naplni 10 ml agaru s bramborovou dextrézou (PDA). Na tento agar se do
sttedu umisti agarovéa zitka (5 mm) ze 7 dni staré kultury Pythium ultimum rostouci pfi 20 °C.
Misky se inkubuji 5 dntl pfi 20 °C, b&hem nichZ se na misce vytvofi kolonie P. ultimum.

Pada "Minster Mendip" se autoklavuje 60 minut pii 120 °C. Do této plidy se daji pSeni¢né klicky
(1 % hmotn./hmotn.) a dobfe se promicha. Pfiblizné 8 g pidy se umisti do kazdé Petriho misky
a prekryje se ji vzrostlé Pythium.

Testované bakterie rostou na 1/10 TSB nebo na 1/10 TSA deskach 48 hodin pfi 12 °C.

Na kazdou Petriho misku se aplikuji 2 ml kultury: ptipravi se duplikatni misky.

Zkouseni:

1/10 TSB samotny

metalaxyl (100 ppm)

testovany organismus

1/10 TSB pfidany k pidé€ na agaru s bramborovou
dextr6zou nenaotkovany organismem Pythium

Misky se inkubuji 4 dny pii 10 °C.

Utinek vyjadteny ve stupnici od 0 do 3 se stanovi na zékladé plné inhibice ristu plisné v padé.
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Test na pliseii bramborovou

Sterilni kotou¢ z filtra¢niho papiru (priimér 9 cm) se dikladng zvih&i vodou a umisti se na dno
sterilni Petriho misky. Pro kazdy pokus se ptipravi dv& misky.

Kultury Fusarium (Fusarium sambusinum, Fusarium culmorum a Fusarium moniliforme) se
nechaji rist na agaru s bramborovou dextrézou 14 dnit pii 20 °C na svétle, &im¥ se vyprodukuji
konidie. Konidie se potom suspenduji ve sterilnim solném roztoku (0,85 %) a upravi se na 20 %
transmitanci na spek trofotometru pfi 420 nm.

Polovina ofka bakterie rostouci na vyzivném agaru (Oxoid 24 hodin pfi 20 °C se suspenduje
v 2,5 ml sterilniho solného roztoku. Jako kontrola se pfipravi captan v koncentraci 2,0 g/l. Jako
dal3i kontrola se pouzije samotny solny roztok.

Suspenze kultury Fusarium (50 pl) se umisti do sterilni zkumavky mikrocentrifugy, jedna
zkumavka pro kazdy pokus.

Do kazdé Petriho misky se umisti jeden platek bramboru tenéi nez 10 mm, do kterého se
korkovrtem o prim&ru 10 mm vyfiznou 4 otvory. Povrch bramborového platku se sterilizuje
ethanolem a vysusi se sterilnim filtraénim papirem. Platky se uzivaji v prib&hu 30 minut od
fezani (nebo 60 minut, jestlize jsou uchovavany pfi 4 °C).

Do tfi ze &tyf otvorll v bramborovém platku se umisti 50 ul vzorek suspenze spor Fusarium
(106 konidii na 1 ml). V jednom ze tfech otvori se smisi vzorek bakterialni suspenze (50 ul,
piiblizné 10® bungk na 1 ml) se suspenzi Fusarium, do dal3fho se pfidd benomyl v mnoZstvi
100 ppm a tfeti otvor slouZi jako nenao&kovana kontrola.

Petriho misky se uzaviou viky a inkubuji se 3 dny p#i 20 °C.
Stupefi onemocnéni tkané se vyhodnoti stupnici od 0 do 3.
Testovani na Phoma betae

Z vnitiku bulvy cukrové fepy se vyfiznou kousky o velikosti 2,5 x 2,5 x 1,5 mm a zvlhi se asi
13 ml sterilni vody v plastikové nadobg.

Povrch kouskidl cukrové fepy se zahrne vzorkem kultury Phoma betae se vzorkem predpo-
kladaného fungicidniho mikroorganismu nebo bez ného akousky fepy se inkubuji po dobu
3 tydnii.

Ke konci inkuba&ni periody se vzorky fepy vyhodnoti na pfitomnost hniloby.
Pidni testovani s cukrovou fepou

Pfirodni plda, kterd je zndma tim, Ze zpusobuje "vadnuti" cukrové fepy, se zvIh&i na vihkost
45%. Do pidy se zasiji semena neo3etfené cukrové fepy asemena potaZena testovanymi
bakteriemi. Vzorky se potom inkubuji 10 dnti pfi 15 °C za 12 hodinového denniho osvétlovani.
Fungicidni ¢innost bakterii se vyhodnoti na bazi poétu vzeslych semenadkii ve srovnani
s chemickym oSetfenim tachigarenem/TMTD.
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Druhé testovani

Pro testovani Gi&innosti vybranych mikroorganismii se pouziji dva organismy: Pythium ultimum
a Rhizoctonia solani.

Kultury P. ultimum aR. solani se pé&stuji na agarovych deskich s bramborovou dextr6zou po
dobu 7 dnu pfi 20 °C.

Smés 200 g jemného kiemenného pisku, 5 g kukufi¢né mouky, 4 g pSeni¢nych kli¢ki Beemax
a 40 m! vody se autokldvuje 20 minut pfi 120 °C, potom se umisti do bafiky a inokuluje se
&tvrtinou desky Pythium. Pro Rhizoctonia se pouZije tentyZz substrat, ale bez kukufi€né mouky.

Bariky se inkubuji 7 dnil pfi 20 °C.

Zied'ovaci série

Obsahy kazdé bariky s Pythium ultimum se smisi s jemnym piskem na kone€nou hmotnost 300 g.
Jedna barika Pythium v 8 litrech hlinitopis¢ité pidy "Mendip Minster" = 2 normalni (2N).

Tato piida se fedi &istou hlinitopis¢itou pidou "Mendip" na dal3i pozadovand zfedéni.
Grganismy se obvykle testuji na Pythium pfi zfedéni N/8 a N/32 pri 12 az 15 °C.

3/4 bariky inokula Rhizoctonia solani v 6 litrech hlinitopis¢ité pidy "Mendip Minster" = nor-
malni. Pro testovéani se pouZivaji koncentrace N/4 a N/16.

Pokus se provadi v kvétinagich o primé&ru 7,62 cm, pfi¢emz kvétinace se naplni ze tfi Ctvrtin
infikovanou pidou. Do kazdého kvétinage se zaseje 5 hrachii a pekryji se Cistou pidou. Pfida se
35 ml vody nebo bakteridlni suspenze jako zalivka pro kazdy kvétina¢. Pro kazdé o3etfeni se
pfipravi pét dvojic kvétina&d. PH testech biologicky uCinnych prostfedki rostou bakterie
48 hodin pti 20 °C v 1/10 TSB. Ke kv&tina¢im se pfida celd suspenze (35 ml). Jako kontroly
slouzi obvykle 1/10 TSB a chemicky prostfedek. U test na Rhizoctonia se jako zélivka pfida
pencycuron v koncentracich 10, 100 nebo 200 ppm ana Pythium se jako zalivka pouzije
metalaxyl v koncentraci 100 ppm.

Rostliny se nechaji rist u testu na R. solani 7 aZ 14 dnd pfi 20 az 25 °C a na Pythium 14 dni pfi
12 az 15 °C. Vzchazeni rostlinek se monitoruje tydné. Rostliny se denné zalévaji vodou. Zvlastni
péée byla vénovéna tomu, aby byla puida b&hem testii udrzovana vihkd, protoZe ob€ choroby maji
sklon zplisobovat uvadani rostlin.

Testovani na Phytophthora megasperma

Kotougek z kultury P. megasperma o priméru 5 mm se umisti na misku o priméru 9 cm na
médium V-8 na dobu 13 dni pfi 25 °C. Médium V-8 ma nasledujici sloZeni:

V-8 Campbellova $t'ava 180 ml
CaCOs 27¢g
destilovana voda 720 ml
Difco agar 135¢g

(Slozky kromé agaru se smisi a prohfivaji se 30 minut parou, pfefiltruji se, pH se upravi na 7,2,
prida se agar a médium se sterilizuje 20 minut pfi 120 °C).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 284829 B6

Vihké proso (50 g + 20 ml destilované vody) se sterilizuje dvakrat 45 minut pfi 110 °C. Ctvrtina
desky P. megasperma se poloZi dnem vzhiiru na povrch prosa a inkubuje se ve tm& 28 dni pii
25°C.

Proso infikované P. megasperma (o hmotnosti 22,5 g) se pe&livé v mixéru promisi se sterilizo-
vanou piidou (1477,5 g) a vodou (112,5 g). Jako piida se pouZije smés 1:1:1 obj./obj. jemného
kfemenného pisku, polni piidy o pH 7 a ra3eliny, ktera byla sterilizovana 1 hodinu pti 100 °C.

Do Leonardovych nadob se navazi 500 g infikovaného prosa a piidni smési a nadoby se potom
prikryji plastickymi uzdvéry az do zpracovavéani. Dno vodni nadrzky Leonardovych nadob se
naplni 100 ml destilované vody.

Na povrchu prosa a smési piidy se utvofi &tyfi jamky pro rostliny a do kazdé se zasadi sojovy bob
(c. v. Azzurra) a prekryje se okolni smési.

Kultury testovaného organismu se pfipravi na deskach s #ivnym agarem kultivovanych 24 hodin
pfi 28 °C a v 250 ml NB baiikich (150 ml NB) kultivovanych 24 hodin pfi 28 °C. Vzorek 75 ml
kultury se centrifuguje 5 minut p¥i 8000 otatkach za minutu pfi 20 °C. Supernatant se vyhodi,
prida se dal3i 75 ml vzorek, centrifuguje se a supernatant se opét vyhodi. Usazenina zbyla ve
zkumavce v centrifuze se opakované promyva 5 ml davkami solného roztoku (9,2 g/1). Nakonec
se usazenina disperguje do suspenze ve 150 ml solného roztoku.

Do kazdé Leonardovy nadoby se 60 ml st¥ikatkou injikuje 30 ml solné suspenze.

Pro srovnani s chemickymi prostfedky se do Leonardovych nadob jako kontrola injikuji 30 ml
vzorky roztoku 285,5 g metalaxylu 35 % (obchodni znatka APRON) v 500 ml destilované vody.

Take se nasadi neinfikované kontroly za pouZiti vzorki neinfikovaného prosa a smési pudy.

Semena se potom nechaji rist ve skleniku pti 20 °C za osvétlovani 15000 az 17 000 lux.
Vyhodnocovéni se vyjadtuje v procentech vzchézeni ve srovnani s chemickym o3etfenim.

Test na Fusarium culmorum

Kultura Fusarium culmorum se pé&stuje na agaru s bramborovou dextrézou 10 dni pti 20 °C, az
se vytvofi konidie. Konidie se seberou a spo&itaji se na rozmezi koncentraci od 104 do
108 konidii na 1 ml. Ke 100 g pSeniénych semen v nadobé se ptida 5 ml t&chto konidii a nadoba
se potom necha pies noc rotovat pfi 10 °C.

Vzorek infikovanych semen se pfed setim umisti do smési testovanych bakterii a jemného
kfemenného pisku na 60 minut, &im2 dojde k povledeni asi 106 bun&k na semeno. Druhy vzorek
se oSetfi benomylem (100 ppm) jakozto chemickou kontrolou.

Jedno sto semen se zasadi do raselinového kompostu v sazeci misce do hloubky 2 cm. Kompost
se zalije vodou na zatatku pokusu, necha se 2 tydny pi 20 °C a zalije se opét paty den po zaseti.
Po tomto pocate¢nim zaliti kompostu za i¢elem vzkli€eni semen se kompost necha uschnout, aby
se podpotil vyvin choroby.

Sleduje se vzchazeni semenackii a vyvin choroby. Pfiznaky choroby se hodnoti ve stupnici od
nuly (Zadné pfiznaky) do 4 (vaZné onemocnéni).
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Vysledky

Asi 7000 bakterialnich piidnich organismd se podrobi testovani popsanému vy3e. Tabulka 1
(niZze) sumarizuje vysledky té€chto testi. Cislice ve sloupcich jsou ve stupnici od nuly (Zidny
fungicidni G&inek) do 3 (Zadné zjistitelné ptiznaky choroby). V tabulce je také zahrnut srovna-
vaci ptiklad typického netginného bakterialniho kmene oznateného 53/87.

Tabulka 1

primarni testy NCIB 40186 40187 40188 40190 53/87
Fusarium culmorum i 2 0 2 1
Fusarium miniliforme 1 1 0 1 1
Fusarium sambusinum 0 1 0 0 1
Gythium ultimum 2 3 2 2 0
Aphanomyces 3 1 0 2 0
Phoma betae 2 0 3 1 0
cukrova fepa/piida 3 2 2 3 0
sekundarni testy NCIB 40186 40187 40188 40190 53/87
Rhizoctonia solani 0 3 3 0 0
Pythium ultimum 15 °C 3 3 3 0 0
Pythium ultimum 24 °C 3 2 2 2 0
Fusarium culmorum 2 2 2 2 0

P. megasperma 2 1 1 1 0

Vysledky polnich pokust 1989

Kmeny, které byly nejslibn&jsi v primarnich a sekundarnich testech byly vybrany pro polni
pokusy jako biologické prosttedky proti chorobé "padani kli¢icich rostlin" ("vadnuti") u hrachu
a cukrové fepy.

Obr. 1 znézorfiuje vysledky ziskané s kmenem NCIB 40 186 proti vadnuti hrachu. Tyto pokusy
byly provadény ve Velké Britanii. Timto kmenem bylo dosaZeno ochrany okolo 80 % z ochrany
dosazené chemickym o3etfenim metalaxylem (obchodni znatka APRON). Kmen NCIB 40 187
byl v tomto pokusu z velké &4sti nei¢inny. Na obr. 1 na ose x pismeno A znamena vysledek testu
s pripravkem APRGN, pismeno B vysledek testu s mikrooraganismem 40 186, pismeno C
vysledek testu s mikroorganismem 40 187 apismeno D znamena slepy pokus. Na ose y je
vynesen pocet sazenic na fadek.

Obr. 2 a 3 znazortiuji vysledky polnich pokust na cukrové fepé za pouziti kmeni NCIB 40 186
a 40 190. Tyto pokusy byly provadény v Belgii. Bylo vybrano 6 mist na poli. Tfi mista (1, 3 a 6)
byla oseta cukrovou fepou v bieznu a zbyla tfi mista byla oseta v kvétnu. Obr. 2 uvadi vysledky
pti prvnim vyhodnocovani, které bylo provadéno 3 tydny po vyseti a obr. 3 uvadi vysledky po 6
az 8 tydnech po vyseti. Na obr. 2 a3 znaci pismeno A vysledek testu s ptipravkem APRGN,
pismeno B vysledek testu s mikroorganismem 40 186, pismeno C vysledek testu s mikroorga-
nismem 40 190 a pismeno D znamena slepy pokus. Cislice 1 az 6 na ose x oznaduji &isla
vybranych mist na poli. Na obr. 2 na ose y je vyneseno vyhodnoceni sazenic (50 % pocet) ana
obr. 3 na ose y je vyneseno vyhodnoceni sazenic (100 % pocet).

-10-
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Sumamé tyto vysledky ukazuji, Ze vadnuti hrachu zpusobené Pythium ultimum se aplikaci
kmene NCIB 40 186 sniZi na hladinu srovnatelnou s hladinou dosaZenou chemickym ogetfenim
metalaxylem. Vysledky u cukrové fepy ukazuji na zlepSené vzchizeni semenadki pfi aplikaci
kmenid NCIB 40186 a40190 ve srovnini sneoletfenou kontrolou na viech 6 mistech.
Vzchazeni semenadkd na tfech mistech v pfitomnosti uvedenych kmenii je srovnatelné se
vzchazenim dosazenym pfi pouziti metalaxylu.

Vysledky polnich pokust 1990

Béhem polnich pokusii v roce 1990 byly mikroorganismy NCIB 40 186 a 40 190 zkouSeny na
Jejich moznou inhibici Pythium spp.. Pokusy byly provadény ve Spojenych statech americkych,
v Belgii ave Francii avysledky jsou uvedeny nize. Pro ucely pokusii byly mikroorganismy
aplikovény jako posttiky semen s nasledujicim vysugenim v pisku pfi pokusech v Evropé a jako
gumovito-raelinové pfipravky ve Spojenych stitech americkych. Dalsi pokusy probihaji
v ostatnich Céstech svéta, kde choroby "vadnuti" jsou endemické, napfiklad u zeleninovych
plodin v Malajsii. I kdyz je3té nelze dodat vysledky pokusii zcelého svéta, prosté proto, ze
pokusy nejsou jesté kompletni a nelze je samoziejmé z diivodii sezénnich omezeni zemédélskych
postupii urychlit, lze pfesto jiz nyni Fici, Ze tyto urcité mikroorganismy vykazuji pfinejmen3im
velkou schopnost byt komerénimi biologickymi prostfedky o ochrané rostlin. Dalsi testovani
ostatnich vySe uvedenych mikroorganismii pokraguje v laboratoti ave skleniku v souladu
s normalni praxi pro zji§tovani uginnosti a bezpe¢nosti jak pro lidi, tak pro Zivotni prostiedi.
Vysledky, které jsou v sou€asné dobg k dispozici, potvrzuji to, co bylo nalezeno dfive a co je jiz
vySe popséno.

Kmeny NCIB 40 186 a40 190 byly testovany proti vadnuti cukrové fepy pfi pokusech na
9 polickach v Belgii a ve Francii. B&hem seti v &asném jaru bylo pocasi velmi teplé a suché, coz
zpisobilo urgité problémy s vyvinem choroby vadnuti cukrové fepy. V kazdém testovaném polig-
ku bylo vyseto celkové 200 semen. Vysledky z téchto 9 pokusi jsou nésledujici.

Belgickeé a francouzské pokusy 1990

testovana plodina: cukrova fepa
chemicka kontrola: tachigaren/TMTD

pocet semen vzeslych ze 200 semen zasetych

pokus &.  neoSetfena kontrola chemické ofetteni NCIB 40186 NCIB 40190
1 93 125 130 114
2 118 141* 124 127
3 118 157 146 138"
4 107 139* 131% 122*
5 120 150" 128 130
6 84 116" 111" 114"
7 135 153* 143 138
8 119 148" 141 135
9 134 155% 144 144

x = LSD pfi 5 % pravdépodobnosti
Francouzské pokusy 1990
testovanad plodina:  hrach

chemicka kontrola: jak je uvedeno nize

-11-
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Polet rostlin znamené stiedni podet rostlin, které vzesly na pruhu 5 m dlouhém 22 dni po
osetfen.

Sloupec 2 v tabulkach uvadi po&et rostlin, které vzesly z 200 semen za 22 dnii po vyseti. Pismena
za &isly znamenaji statistickou vyznamnost. Obecn& pfi 5 % hladiné pravd€podobnosti neni
7adny signifikantni rozdil mezi hodnotami ozna¢enymi stejnymi pismeny.

Kontrolni o$etfeni

Testy byly provadény v normélni polni pidé bez jakychkoliv pfidanych patogenu.

oSetfeni pocet vzeslych
neosetiené semeno 172,58 AC
NCIB 40186 - 107 bunék na semeno 184,75 A
APRON - 30 g ug. latky/100 kg semen 171,50 AC
RIDOMIL 2E metalaxyl - zalivka do fédku 181,00 A
blank semeno 100 bunék/semeno 176,00 AC
Testy

Patogen (Pythium) se pfida v mnoZstvi 200 g na metr fadku

oSetfeni pocet vzeslych
neoSetiené semeno 111,251
NCIB 40186 - 107 bunék na semeno 144,75 DC
APRDN - 30 g u¢. latky/100 kg semen 157,25 BCDF
RIDOMIL 2E metalaxyl - zalivka do fadku 164,25 AD
blank semeno 100 bunék/semeno 119,88 HI

Kalifornské (USA) pokusy 1990

testovana plodina: hrach
testovany patogen: Pythium v davce 30 g na metr fadku

oSetfeni % vzeslych
Zadny pfidany patogen, Zadné oSetfeni 93,13 AB
patogen + NCIB 40186 - 107 bun€k/semeno 75,31 BCD
patogen + blank semeno - 100 bunék/semeno 51,56 EF
patogen + APRGN 30 g u¢. latky/100 kg 92,81 AB

Mississippsky (USA) pokus 1990
testovana plodina:  kukufice

testovany patogen: Fusarium (i) 10 g na metr fadku
(i) 30 g na metr fadku

12 -
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Vzchazeni se poéita v % po 15 dnech po vyseti

oSetfeni % vzeslych
Zadny pridany patogen, Zadné o3etieni 65,833 C
Zadny pridany patogen, NCIB 40186 - 107 bunék/semeno 67,917C
Zadny pridany patogen, CAPTAN jako oSetfeni semene 69,583 BC
patogen (i), Zddné o3etfeni 51,250 D
patogen (i) + NCIB 40186 - 107 bunék/semeno 80,000 AB
patogen (ii), Zadné o3etfeni 69,375 BC
patogen (ii) + NCIB 40186 - 107 bun&k/semeno 82,708 A
patogen (ii) + CAPTAN jako o3etfeni semene 63,958 C

PATENTOVE NAROKY

1. Fungicidni prostiedek, vyzmna&ujici se tim, Ze jako G&innou litku obsahuje
mikroorganismus Pseudomonas fluorescens, jehoz kultura byla ulozena 1. 9. 1989 za podminek
Budapest'ské dohody v "National Collection of Industrial and Marine Bacteria Limited”,
Aberdeeen, Velké Britanie, pod &islem vkladu 40 186, 40 187, 40 188 nebo 40 190, ve smési
s nosi¢em pfijatelnym v zem&d&lské praxi.

2. Fungicidni prostfedek podle naroku 1, vyznaéujici se tim, e obsahuje mikro-
organismus Pseudomonas fluorescens, jehoz kultura byla uloZena 1.9.1989 za podminek
Budapest'ské dohody v "National Collection of Industrial and Marine Bacteria Limited",
Aberdeeen, Velka Britanie, pod &islem vkladu 40 186.

3. Fungicidni prostfedek podle néroku 1, vyznaéujici se tim, e obsahuje mikro-
organismus Pseudomonas fluorescens, jeho? kultura byla uloZena1.9.1989 za podminek
Budapest'ské dohody v "National Collection of Industrial and Marine Bacteria Limited",
Aberdeeen, Velka Britanie, pod &islem vkladu 40 187.

4. Fungicidni prostfedek podle naroku 1, vyznaé&ujici se tim, e obsahuje mikro-
organismus Pseudomonas fluorescens, jehoz kultura byla uloZena 1.9.1989 za podminek
Budapest'ské¢ dohody v "National Collection of Industrial and Marine Bacteria Limited",
Aberdeeen, Velka Britanie, pod &islem vkladu 40 188.

5. Fungicidni prostfedek podle narokul, vyzna&ujici se tim, e obsahuje mikro-
organismus Pseudomonas fluorescens, jehoz kultura byla ulozena1.9.1989 za podminek

Budapest'ské dohody v "National Collection of Industrial and Marine Bacteria Limited",
Aberdeeen, Velké Britanie, pod &islem vkladu 40 190.

2 vykresy

-13-
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