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Pripravek pro ochranu rostlin, jeho pfiprava a jeho pouziti

Oblast techniky

Tento vynélez se tyka ptipravku na ochranu rostlin, elicitorti z mycelia Leptosphaeria maculans,
Jjeho piipravy a jeho pouziti.

Dosavadni stav techniky

Fémova hniloba fepky (plivodce — houbovy patogen Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. & De
Not.) patii v podminkach Ceské republiky i celosvétové k nejzavazné€j$im chorobam fepky olej-
ky. Hlavnim zplsobem ochrany plodiny je aplikace fungicidnich pfipravk, které zat&€Zuji Zivotni
prostiedi a Casto pfedstavuji i mozna zdravotni rizika. Vyuzivany jsou nejcastéji pfipravky na
bazi tebuconazolu, ktery je potencialnim karcinogenem, teratogenem a hormonalnim disrupto-
rem. Podobna rizika jsou zmifiovana i u syntetického induktoru rezistence BION® (Syngenta,
aktivni slozka BTH-benzothiadiazol, funkéni analog kyseliny salicylové) (zdroj www.pesticide-
info.org). Dal$im negativem vyziti fungicidd je jejich finanéni naro&nost, ktera zvy3uje naklady
na péstovani. Pouzivani fungicidnich prostiedki je tedy z mnoha divodi problematické.

Elicitory jsou latky, které jsou schopné v rostlinach aktivovat obranné mechanismy a vyvolat tak
rezistenci k chorobam a $kidcim. Tyto latky lze izolovat z t€la patogeni i rostlin a slouZi po
aplikaci na rostliny jako signal pro spusténi obrany. Popsany byly elicitory izolované z mycelia
houbovych patogenii jako napf. Botrytis cinerea, Penicilium chrysogenum, Sclerotium rolfsii,
Fusarium moniliforme a dalSich. Elicitor z mycelia Leptosphaeria maculans nebyl dosud popsan.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu je ptipravek na ochranu rostlin obsahujici elicitory z mycelia L. maculans,
jeho priprava a jeho pouZiti.

Elicitory z mycelia Leptosphaeria maculans lze ptipravit napfiklad nasledujicim zplisobem:
L.maculans se inkubuje v tekutém mediu Gamborg B5 po dobu alespoti 7 dni pfi teploté 20 az
28 °C za stalého téepani 130 ot/min ve tmé. Inokulace byla provedena suspenzi konidii. Poté bylo
medium odfiltrovano ptes papirovy filtr a mycelium promyto vodou. Ke 150 g mycelia bylo poté
pfidano 400 ml destilované vody a homogenizovano v mixeru. Homogenizované mycelium bylo
zfiltrovano, byly odstranény lipidy a mycelium bylo vysuseno acetonem. K myceliu byl dale pfi-
dan roztok proteinazy K (50 U/ml vzorku) v 15 ml 10mMTris pH 7,2 a smés byla inkubovana pi
20 az 40 °C po dobu nejméné 1 h ve tmé. Roztok byl odfiltrovan, mycelium bylo nasledné 3x
promyto vodou, k myceliu bylo pfidano 100 ml dest. vody a smé&s byla autoklavovana nejméné
1 h pti 120 °C. Poté byla smés opét zfiltrovana.

Filtrat ziskany pfedchozim postupem byl dale pfecistén iontoméni¢ovou chromatografii na kolo-
n€ anexu. Na kolonu ekvilibrovanou 50mM Tris HCI pH 8,5 byl aplikovan filtrat (upraveny 2M
Tris—HCI pH 8,5 na vyslednou koncentraci 50mM Tris—HCI. Latky nenavazané na kolonu (F0)
byly eluovany 50mM Tris HCI pH 8,5, latky zachycené na kolong (F1) byly eluovany linearnim
gradientem 2M NaCl v eluénim pufru.

Slozky mycelia pfipravené shora uvedenym postupem zvy3uji odolnost rostlin fepky viiéi fomové
hnilobé vyvolané houbovym patogenem Leptosphaeria maculans a jsou u&inné i u dalgich rostlin
proti jinym patogeniim (napt. u Arabidopsis thaliana proti bakterii Pseudomonas syringae pv.
tomato), sou€asné také v oSetfenych rostlinach vyrazn& aktivuji expresi obrannych geni. Sledo-
van byl zejména gen PRI (pathogenesis related proteinl) jako markerovy gen drahy kyseliny
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salicylové a gen ICS (isochorismat synthasa) podilejici se na synthese kyseliny salicylové.
Uginek néami ziskané elicitorové frakce oznadené jako filtrat je ve sledovanych parametrech srov-
natelny s ucinkem komeré¢niho pfipravku BION® (Syngenta, aktivni slozka BTH-benzothia-
diazol, analog kyseliny salicylové), jehoz pouZzivani je vzhledem k jeho vlastnostem znaéné nevy-
hodné. Nami izolovana frakce slozek mycelia tyto nevyhodné vlastnosti nema.

Piiklady uskute¢néni vynalezu

Priklad 1
Ptiprava elicitort z mycelia Leptosphaeria maculans

Kultivace L. maculans, isolat JN2, probihala ve 400 ml tekutého media Gamborg B5 po dobu
14 dni pfi teplot€ 24 °C za stalého tfepani 130 ot/min ve tmé. Inokulace byla provedena 400 pl
suspenze konidii (10°® spor/ml). Poté bylo medium zfiltrovano pfes papirovy filtr a mycelium bylo
promyto vodou. Ke 150 g mycelia bylo poté pfidano 400 ml destilované vody a homogenizovéano
5 min v mixeru. Homogenizované mycelium bylo zfiltrovano, promyto smési chloroform:metha-
nol (1:1, obj./obj.) a vysuseno acetonem. K myceliu byl dale pfidan roztok proteinazy K (50 U/ml
vzorku) v 15 ml 10mMTris pH 7,2 a smés byla inkubovéna pti 37 °C po dobu 120 min ve tmé.
Roztok byl odfiltrovan, mycelium bylo nasledné 3x promyto vodou, k myceliu bylo p¥idano
100 ml destilované vody a smés byla autoklavovana 180 min pfi 120 °C. Poté byla smés opét
zfiltrovana a objem filtratu byl upraven vodou na 100 ml (F).

Filtrat ziskany piedchozim postupem byl dale predistén ionexovou chromatografii na koloné
HiTrap Q-Sepharose. Na kolonu ekvilibrovanou S0mM Tris HCI pH 8,5 bylo aplikovano 20 ml
filtratu (upraveného 2MTris—HCI pH 8,5 na vyslednou koncentraci 50mM Tris — HCI). Latky
nenavazané na kolonu (F0) byly eluovany 50mM Tris HCI pH 8,5, latky zachycené na koloné
(F1) byly eluovany linearnim gradientem 2M NaCl v eluénim pufru.

Ptiklad 2
Relativni exprese gent PRI a ICS1 po aplikaci filtratu na rostliny

Filtrat F byl aplikovan postfikem na dé€lozni listy 10dennich rostlin fepky (3 ml na 6 rostlin).
Kontrolni rostliny byly osetfeny vodou, jako pozitivni kontrola byl aplikovan 32uM roztok BTH
(0,4 mg komeréniho pfipravku BION® 50WG do 30 mi vody). Po 24 h byla z rostlinného mate-
ridlu izolovana mRNA a po reverzni transkripci byla metodou kvantitativni PCR sledovana
exprese markerovych genl indukované rezistence. Exprese obou sledovanych genii po oSetieni
filtratem dosahuje stejnych nebo vy$sich hodnot ve srovnani s pozitivni kontrolou o$etfenou BTH
(obr. 1 a2).

Ptiklad 3
Relativni exprese genu PRI a ICS1 po aplikaci filtratu inkubovaného s a—glukosidasou

Filtrat F byl upraven fosfatovym pufrem pH 6,8 lak aby vysledna koncentrace byla 50mM. Takto
upraveny filtrat byl inkubovan s a—glukosidasou ze Saccharomyces cerevisiae (cca 15 U/10 ml
vzorku) po dobu 2 h pfi 37 °C za stalého tfepani. Ziskal se tak filtrat FG1. Filtrat FG1 byl apliko-
van postrikem na délozni listy 10ti dennich rostlin fepky (3 ml na 6 rostlin). Kontrolni rostliny
byly o$etfeny vodou, jako pozitivni kontrola byl aplikovan 32uM roztok BTH (0,4 mg komer¢ni-
ho pfipravku BION® 50WG do 30 ml vody). Po 24 h byla z rostlinného materidlu izolovana
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mRNA a po reverzni transkripci byla metodou kvantitativni PCR sledovéna exprese markerovych
genti indukované rezistence PRI a ICSI. Uginnost FG1 se snizila, coz naznacuje, Ze ¢ast ucin-
nych slozek je sacharidové povahy (obr. 1 a 2).

Ptiklad 4

Relativni exprese genu PRI a ICS1 po aplikaci filtratu inkubovaného s B—glukosidasou

Filtrat F byl upraven fosfatovym pufrem pH 5,6 tak aby vysledna koncentrace byla 50mM. Takto
upraveny filtrat byl inkubovan s B—glukosidasou z mandli (cca 3 U/10 ml vzorku) po dobu 2 h pi
37 °C za stalého tfepéni. Ziskal se tak filtrat FG2. Filtrat FG2 byl aplikovan postiikem na délozni
listy 10dennich rostlin fepky (3 ml na 6 rostlin). Kontrolni rostliny byly o3etfeny vodou, jako po-
zitivni kontrola byl aplikovan 32uM roztok BTH (0,4 mg komer&niho pfipravku BION® 50WG
do 30 ml vody). Po 24 h byla z rostlinného materialu izolovana mRNA a po reverzni transkripci
byla metodou kvantitativni PCR sledovéna exprese markerovych gentt indukované rezistence
PRI a ICS1. Utinnost FG2 se snizila, coz naznaduje, 7e &st ucinnych slozek je sacharidové
povahy (obr. 1 a 2).

Priklad 5
Relativni exprese PR1 a ICS1 po aplikaci frakce FO na rostliny

Frakce FO byla aplikovany postfikem na dé&lozni listy desetidennich rostlin fepky (3 ml na 6 rost-
lin). Kontrolni rostliny byly oSetfeny vodou, jako pozitivni kontrola byl aplikovan 32uM roztok
BTH (0,4 mg komeréniho ptipravku BION® 50WG do 30 ml vody). Po 24 h byla z rostlinného
materidlu izolovdana mRNA a po reverzni transkripci byla metodou kvantitativni PCR sledovana
exprese markerovych genii indukované rezistence. Exprese sledovanych gentt po oSetfeni frakci
FO0 a porovnani s u¢inkem F a F1 je uvedena na obrazku 1 a 2.

Ptiklad 6
Relativni exprese PR1 a ICS1 po aplikaci frakce F1 na rostliny

Frakce F 1 byla aplikovany postfikem na déloZni listy desetidennich rostlin fepky (3 ml na 6 rost-
lin). Kontrolni rostliny byly oetfeny vodou, jako pozitivni kontrola byl aplikovan 32uM roztok
BTH (0,4 mg komeréniho piipravku BION® 50WG do 30 ml vody). Po 24 h byla z rostlinného
materidlu izolovina mRNA a po reverzni transkripci byla metodou kvantitativni PCR sledovana
exprese markerovych genii indukované rezistence. Exprese sledovanych genii po o3etfeni frakci
F1 asrovnani s F a FO je uvedena na obrazku 1 a 2.

Ptiklad 7
Indukce rezistence u fepky proti Leptospaheria maculans filtratem F

Filtrat F byl aplikovan postfikem na d&lozni listy desetidennich rostlin fepky (3 ml na 6 rostlin).
Kontrolni rostliny byly oSetfeny vodou, jako pozitivni kontrola byl aplikovan 32pM roztok BTH
(0,4 mg komer¢niho ptipravku BION® S0WG do 30 ml vody). 4 dny po ofetfeni byly d&lozni
listy infiltrovany injekéni stfikadkou bez jehly suspenzi spor o koncentraci 10° spor/ml tak, aby
byla vyplnéna cel4 plocha listu (cca 0,1 ml najeden list). Jedenéct dni po inokulaci byla vyhodno-
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cena plocha 1ézi programem APS Assess 2.0, Aplikace filtratu F statisticky vyznamné zvySuje
odolnost rostlin k infekci patogenem Leptosphaeria maculans, viz obrazek 3.

Priklad 8
Indukce rezistence u fepky proti Leptospaheria maculans filtratem FG1

Filtrat FG1 byl aplikovan postfikem na délozni listy desetidennich rostlin fepky (3 ml na 6 rost-
lin). Kontrolni rostliny byly oSetfeny vodou, jako pozitivni kontrola byl aplikovan 32uM roztok
BTH (0,4 mg komeréniho pfipravku BION® 50WG do 30 ml vody). 4 dny po oSetieni byly
délozni listy infiltrovany injekéni stfikadkou bez jehly suspenzi spor o koncentraci 10° spor/ml
tak, aby byla vyplnéna cela plocha listu (cca 0,1 ml najeden list). Jedenact dni po inokulaci byla
vyhodnocena plocha I€zi programem APS Assess 2.0. Aplikace filtratu FG1 statisticky vyznamné
zvySuje odolnost rostlin k infekci patogenem Leptosphaeria maculans, viz obrazek 3.

Priklad 9
Indukce rezistence u fepky proti Leptospaheria maculans filtratem FG2

Filtrat FG2 byl aplikovan postfikem na délozni listy desetidennich rostlin fepky (3 ml na 6 rost-
lin). Kontrolni rostliny byly oSetfeny vodou, jako pozitivni kontrola byl aplikovan 32uM roz-
tok BTH (0,4 mg komer¢niho piipravku BION® 50WG do 30 ml vody). 4 dny po oSetieni byly
délozni listy infiltrovany injekcni stfikatkou bez jehly suspenzi spor o koncentraci 10° spor/ml
tak, aby byla vyplnéna cela plocha listu (cca 0,1 ml na jeden list). Jedenact dni po inokulaci byla
vyhodnocena plocha I€zi programem APS Assess 2.0. Aplikace filtratu FG2 statisticky vyznamné
zvysuje odolnost rostlin k infekci patogenem Leptosphaeria maculans, viz obrazek 3.

Ptiklad 10
Indukce rezistence u fepky proti Leptospaheria maculans frakei FO

Frakce F0 byla aplikovana postiikem na délozni listy desetidennich rostlin fepky (3 ml na 6 rost-
lin). Kontrolni rostliny byly oSetfeny vodou, jako pozitivni kontrola byl aplikovan 32uM roztok
BTH (0,4 mg komeréniho ptipravku BION® 50WG do 30 ml vody). 4 dny po oSetfeni byly
délozni listy infiltrovany injek&ni stiikatkou bez jehly suspenzi spor o koncentraci 10° spor/ml
tak, aby byla vypInéna cela plocha listu (cca 0,1 ml najeden list). Jedenact dni po inokulaci byla
vyhodnocena plocha 1€zi programem APS Assess 2.0. Aplikace frakce FO statisticky vyznamné
zvySuje odolnost rostlin k infekci patogenem Leptosphaeria maculans, viz obrazek 3.

Priklad 11 .
Indukce rezistence u fepKy proti Leptospaheria maculans frakci F1

Frakce F1 byla aplikovana postfikem na dé€lozni listy desetidennich rostlin fepky (3 ml na 6 rost-
lin). Kontrolni rostliny byly oSetfeny vodou, jako pozitivni kontrola byl aplikovan 32pM roztok
BTH (0,4 mg komer¢niho ptipravku BION® 50WG do 30 ml vody). 4 dny po oSetfeni byly
d&lozni listy infiltrovany injekéni stfikatkou bez jehly suspenzi spor o koncentraci 10° spor/ml
tak, aby byla vyplnéna cela plocha listu (cca 0,1 ml na jeden list). Jedenéct dni po inokulaci byla
vyhodnocena plocha 1ézi programem APS Assess 2.0. Aplikace frakce F1 statisticky vyznamné
zvysuje odolnost rostlin k infekci patogenem Leptosphaeria maculans, viz obrazek 3.
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Priklad 12
Indukce rezistence u Arabidopsis thaliana proti Pseudomonas syringae filtratem F

Na listy Stydennich rostlin Arabidopsis thaliana byl postiikem aplikovan filtrat F. 4 dny po oSe-
tfeni byly listy inokulovany ponofenim do suspenze bakterii Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 v 10mM MgCl, o ODgy = 0,5. Dva dny po inokulaci byly inokulované listy homoge-
nizovany ve FastPrep®-24 Instrument (MP Bio) a homogenat byl v ptislusnych fedénich apliko-
véan na kultiva¢ni médium KingB s rifampicinem (50 mg/1). Po 48 h inkubace pti 26 °C byl narist
bakterii v listech 4. thaliana kvantifikovan jako pocet formujicich se kolonii na médiu vztaZeny
na mg Cerstvé vahy list (log;(CFU/mg Cerstvé vahy). Aplikace filtratu statisticky vyznamné zvy-
Suje odolnost rostlin A. thaliana k infekci patogenem Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000, viz obrazek 4.

PATENTOVE NAROKY

1. Pripravek na ochranu rostlin proti houbovym a bakterialnim patogeniim, zejména fepky proti
fomové hnilobé, vyznadujici se tim, Ze obsahuje elicitory z mycelia Leptosphaeria
maculans.

2. Zpisob vyroby pfipravku na ochranu rostlin podle niroku 1, vyznaéujici se tim,
Ze se Leptosphaeria maculans kultivuje v mediu alespoit 7 dnii pii teploté 20 az 28 °C, myceliem
se homogenizuje, odstrani se lipidy, k homogenatu se pfida roztok proteindzy a smés se inkubuje
1 az 5 hodin pfi teploté 20 az 40 °C, naceZ se po zfiltrovani sm&s autoklavuje nejméné 1 hodinu
pfi 120 °C a pak se znovu zfiltruje.

3. Zplsob vyroby podle ndroku 2, vyznadujici se tim, Ze se mycelium pfed homo-
genizaci zfiltruje.

4. Zpisob vyroby podle naroku 2 nebo 3, vyzna&ujici se tim, Ze se inkubace prové-
di za tmy.

S.  Zpusob vyroby podle kteréhokoli z narokd 2 az 4, vyznacdujici se tim, Ze se
kone¢ny filtrat upravi fedidlem.

6. Zpisob vyroby podle néroku 5, vyzna&ujici se tim, Ze se jako fedidlo pouZije
voda.

7. Zpisob vyroby podle kteréhokoli z narokl 2 az 6, vyznadujici se tim, Ze se
filtrat precisti chromatografii na ionexu.

4 vykresy
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Obr. |
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Relativni exprese genu PRI po oSetieni rostlin fepky filtratem F, frakcemi FO a F1 a filtratem
FG1 a FG2. Positivni kontrola byla o3etfena BTH, negativni kontrola byla o3etfena vodou. K1 a
K2 jsou kontroly oetfené pouze roztokem a a 8- glukosidasy (kontrola k frakci FG1 a FG2)



CZ 305950 B6

Obr. 2
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Relativni exprese genu /CS/ po oetieni rostlin fepky filtratem F, frakcemi FO a F1 a filtratem
FG1 a FG2. Positivni kontrola byla o3etfena BTH, negativni kontrola byla oSetfena vodou. K1 a
K2 jsou kontroly oSetfené pouze roztokem a a §- glukosidasy (kontrola k frakci FG1 a FG2)
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Obr. 3
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Indukce rezistence u rostlin fepky inokulovanych sporami Leptosphaeria maculans jednotlivymi
preparaty F, FO, F1, FG1 a FG2. Positivni kontrola byla ofettena BTH, negativni kontrola byla
oetiena vodou. K1 a K2 jsou kontroly odetfené pouze roztokem o a f3- glukosidasy (kontrola
k frakei FG1 a FG2).
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Obr. 4
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Indukce rezistence filtrdtem F u rostlin Arabidopsis thaliana proti Pseudomonas syringae, K —

kontrola byla inokulovana 10 mM MgCl,.
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