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1. CIL METODIKY

Cilem byl vyvoj a ovéreni prostredkd biologické ochrany brambor proti vybranym pato-
gennim bakteriim na bazi bakteriofag(, zlepseni kvality zemédélské produkce a potravin.

2. VLASTNI POPIS METODIKY

2.1.Uvod

Brambory (Solanum tuberosum) jsou celosvétové péstovana hliznata okopanina, ktera
je €tvrtou nejvyznamnéj$i potravinafskou plodinou na svété po kukufici (Zea mays),
ryzi (Oryza sativa) a p$enici (Triticum aestivum), a to jak z hlediska péstovanych ploch,
tak i celkové produkce. Hlizy obsahuji 75-80% vody, zasobni latkou je polysacharid
$krob, jehoZ obsah se bézné pohybuje od 12 do 23 % v plvodni hmoté. Jsou excelentnim
zdrojem vitaminu C, dobrym zdrojem drasliku, vitaminu B6, pri konzumaci se slupkou
vlakniny a i dalSich dieteticky vyznamnych latek. Brambory nevyzaduji zvlastni pod-
minky rdstu; byly dlouhou dobu dulezitou polni plodinou v oblastech mirného pasma
a nyni se stale vice rozsiruji i v teplejsich oblastech. Jsou péstovany cca ve sto tficeti
zemich, z nichz 95 jsou zemé rozvojové. Komercni odriidy jsou odvozeny z omezeného
poctu klon( brambor dovezenych do Evropy v 16. stoleti po prizkumu Jizni Ameriky. To
vedlo k Gzké genetické zakladné s omezenym rozsahem rezistence vic¢i mnoha choro-
bam, které snizuji vynosy a kvalitu hliz. Svétova produkce neustale roste, a to predevsim
v rozvojovych zemich, nicméné se také odhaduje, ze priblizné 22 % brambor je kazdo-
ro¢né ztraceno kvUli virovym, bakterialnim a houbovym chorobam a $kddctm (UNECE,
2017). Mezi nejvyznamnéjsi bakterialni choroby brambor patfi karanténni bakterialni
krouzkovitost bramboru vyvolavana bakteriemi Clavibacter michiganensis subsp. sepe-
donicus, karanténni bakterialni hnéda hniloba bramboru zpisobovana bakteriemi Ral-
stonia solanacearum, bakteridlni cernani stonku a mékka hniloba hliz bramboru, jejimiz
ptvodci jsou bakterie rodd Pectobacterium a Dickeya a aktinobakterialni obecna stru-
povitost bramboru vyvolavana bakteriemi Streptomyces scabies (Rasocha et al., 2008).

2.2. Bakterialni cernani stonku a mékka hniloba hliz bramboru
Hlavni bakterie zpGsobujici bakterialni cernani stonku, které postihuje rostouci rostlinu,
a mékkou hnilobu hliz brambor jsou pektinolytické bakterie Pectobacterium atrosepti-
cum (Pa), P. carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) a Dickeya spp., viechny dFive pat-
fici do rodu Erwinia (E. carotovora subsp. carotovora, E. carotovora subsp. atroseptica
a E. chrysanthemi).
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Podle Sadlera (2016) vyvolavaji v Evropé bakterialni ¢ernani stonku a mékkou hni-
lobu hliz bramboru Pa, Pcc a barevné vyznacené druhy bakterie Dickeya v Tab. 1.
Tab. 1: Priciny bakterialniho ¢ernani stonku a mékké hniloby hliz bramboru

Hostitelé (pfiznaky) Staré jméno Nové jméno
Brambor (bakterialni ¢ernani stonku, | Erwinia carotovora Pectobacterium atrosepticum
mékka hniloba hliz) subsp. atroseptica (Pa)

Brambor a cela rada dal$ich plodin

T —— - Erwinia carotovora Pectobacterium carotovorum
hniloba hiz) ’ subsp. carotovora subsp. carotovorum (Pcc)
Brambor Erwinia carq?ovo.ra Pectobucteri'um z.:arotovorum
subsp. brasiliensis subsp. brasiliensis
i e ek [ Erwinia carotqvora Pectobacterium yva;abiae
subsp. wasabiae (nyni P. parmentieri)
Dickeya chrysanthemi
Dickeya dadantii
Dickeya dianthicola

Brambor, hvozdik, rajce, kukufrice,

, Erwinia chrysanthemi | Dickeya dieffenbachiae
chryzantéma, atd.

Dickeya paradisiaca
Dickeya solani
Dickeya zeae

V té dobé byly ve svété popsany dva dal$i nové poddruhy P. carotovorum jako orga-
nismy zpUsobujici bakterialni ¢ernani stonku. Pectobacterium carotovorum subsp.
brasiliensis, vysoce agresivni bakterie zodpovédna za vétsinu vyskytu bakterialniho
¢ernani stonku v Brazilii a Jizni Africe. Pectobacterium wasabiae (nyni P. parmentieri)
byl popsan jako novy patogen brambor odpovédny za vysoky vyskyt bakterialniho
¢ernani stonku na Novém Zélandu. V soucasné dobé (2022) s rozvojem sekvenovani
nové generace (NGS) je jiz ve svété klasifikovano 20 druh( bakterii Pectobacterium
a 12 druht Dickeya vyvolavajicich na riznych rostlinach mékkou hnilobu (soft rot).

K zavleceni patogenu Dickeya do mnoha zemi doslo v nedavné minulosti prostred-
nictvim mezinarodniho obchodu se sadbovymi bramborami, spekuluje se i o zavleceni
kontaminovanou zavlahovou vodou.
druhy Pectobacterium, tak Dickeya je slizka, mokra Iéze ¢erné hniloby Sifici se z hnijici
matec¢né hlizy nahoru po stoncich, zejména ve vlhkych podminkach. Pokud jsou vsak
podminky suché, symptomy byvaji zakrnéni, Zloutnuti, vadnuti a vysychani stonki
a listd (Obr. 1). Koncem léta, za trvalych destovych srazek, se mize rozvinout rozsahla
hniloba stonkd, zacinajici shora a postupujici dold k zakladng, s priznaky zaménitelnymi
s bakterialnim ¢ernanim stonku, ale obvykle je zpisobena pouze Pcc.
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Obr. 1: Pfiznaky bakterialniho ¢ernani stonku na nati

Mékka hniloba hliz je iniciovana za mokra v lenticelach, pupku, v komercni praxi
nejcastéji v ranach. Léze se mGze rozsitit na celou hlizu a odtud na sousedni skladované
hlizy. Tkan hliz je macerovana do krémové konzistence, ktera v pritomnosti vzduchu
zéernd a pri napadeni sekundar-
nimi organismy vyvine nepri-
jemny zapach (Obr. 2). V nedo-
statecné vétranych skladech se
hniloba maze rozsifit na prilehlé
hlizy, protoze kapalina z hnijicich
hliz prosakuje na ostatni, coz
nékdy vede k masivnim hni-
lobnym kapsam ve skladované
partii. Kdyz sadbové hlizy zacnou
na poli pred vzejitim hnit, dojde
k mezerovitosti.

Obr. 2: Priznaky mékké hniloby na hlize bramboru
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Obecné se choroby mohou vyvijet za predpokladu soucasné existence vnimavého
hostitele, pritomnosti virulentniho patogenu v priznivém prostredi, viz Obr. 3.

Bakterie mékké hni-
loby neprezimuji v puade.
Preziti v pudé je omezeno
na 1 tyden az 6 mésicl
v zavislosti na podminkach
prostredi, jako je teplota
pldy, vlihkost a pH. Preziti
CHOROBA m0ze byt delSi ve spojeni
s rostlinnym materialem.

V Zadném pripadé nemo-
Pemiedi | hou bakterie prezit v pudé
v systému stridani plodin
3-8 let.

vnimavy hostitel

bez
choroby

virulentni
patogen

0Obr. 3: Trojuhelnik choroby

Nyni se obecné uznava, ze hlavnim zdrojem infekce bakterialniho ¢ernani stonku
jsou latentné infikované sadbové (mateéné) hlizy. KdyZ mate¢na hliza hnije, bakterie
se uvolnuji do pady, jsou prenaseny padni vodou a kontaminuji sousedni dcefiné hlizy.
Czajkowski et al. (2010) ukazali, ze bakterie v padé mohou také kolonizovat kofeny
brambor a nasledné se pres vaskularni systém presunout do dcefinych hliz. Jakmile
se bakterie dostanou do stonk(, nemusi nutné zpusobit hnilobu stonk( (bakterialni
¢ernani stonku), ale mohou zde pfezivat v latentni formé.

V soucasné komercni praxi nejcastéji ke kontaminaci hliz dochazi béhem mechanizo-
vané sklizné a pfi vyskladnovani ze skladu (tfidéni) prostfednictvim rozpadu hnijicich
hliz a Sifeni hnijici tkané na strojich do ran zptsobenych béhem manipulace s nimi.

Ke kontaminaci porostu dochazi také pri mechanickém drceni naté pred sklizni.
Mdze k nému dojit i ze zdroju prenasenych vzduchem, prenos na velkou vzdalenost
z nemocnych rostlin hmyzem nebo na kratsi odfouknutim aerosolu vytvoreného dopa-
dem destovych kapek na nemocné rostliny nebo pfi drceni jejich naté.

Bylo zjisténo, ze povrchoveé vody v USA a Skotsku jsou kontaminovany Pcc a v mensi
mife Pa. Povrchova voda pouzivana pro ucely zavlazovani bude tedy pravdépodobné
také zdrojem patogenu a m(ize byt i zdrojem novych variant patogenu.

Bakterialni ¢ernani stonku se vyviji po hnilobé (mateé¢nych) sadbovych hliz, ale neni
nutnym pokracovanim hniloby matec¢nych hliz. Podminky, které podporuji hnilobu, také
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podporuji vyvoj bakterialniho ¢ernani stonku. Dilezitym environmentéalnim faktorem
pro rozvoj bakterialniho ¢ernani stonku je stav pddni vody. Pritomnost vodniho filmu
na povrchu hliz vyvolava vyvoj anaerobnich podminek v matecnych hlizach, ¢imz pod-
poruje mnozeni bakterii a iniciaci hniloby. Anaerobidza ovliviuje rezistenci hostitele
zavislou na kysliku, coz umoznuje neomezené mnozeni bakterii a produkci enzyml
degradujicich buné¢nou sténu, coz pak vede k hnilobné |ézi.

Dalsi kritickou podminkou ve vyvoji onemocnéni je Groven kontaminace sadby, jak je
ukazano v pfipadé Pa. Cim vy3si je bakterialni hustota, tim pravdépodobnéji bude pato-
gen prevladat v pocinajici lézi a tim drive zacne hniloba. Ackoliv jsou k dispozici pouze
omezené Udaje tykajici se Dickeya spp., zda se, Ze Uroven kontaminace sadby je méné
dulezita pro vyvoj bakterialniho ¢ernani stonku, mozna proto, ze jsou agresivnéjsi nez
Pectobacterium spp.

Konkurence uvnitf hnijicich matecnych hliz, modulovana podminkami prostredi,
zejména teplotou, uréuje, ktery patogen bude prevladat, pokud je pfitomen vice nez
jeden. Bakterie mékké hniloby mohou také interagovat s jinymi patogeny, zejména vas-
kularnimi, jako jsou Ralstonia solanacearum, Fusarium spp., Verticillium spp. a Rhizocto-
nia solani. Oslabeni rezistence hostitele jednim patogenem mdze podporit vyvoj jiného.

Strategie ochrany

Byly studovany rtzné metody kontroly bakterialniho cernani stonku a mékké hniloby
hliz (Czajkowski et al., 2011), ale Uspésnost byla proménliva. Sou¢asné metody zalozené
na zabranéni kontaminaci a spoléhani se na systémy certifikace sadby Siroce rozsirené
v ramci Evropské unie (v Cesku garantuje certifikaci UKZUZ) jsou jen ¢astecné Uspésné.

Zlepsena sprava skladu muze snizit bakterialni zatéz hliz a jejich hniti. Vyvazené
hnojeni rostlin a zvyseny obsah vapniku v piidé mdze byt soucasti integrované stra-
tegie jejich ochrany, ale samo o sobé dostate¢nou kontrolu patogen( nezajisti. Byly
zkoumany jak razné fyzikalni (zejména osetfeni horkou vodou), tak riizné chemické
metody (napf. slouceniny na bazi chloru), ale s omezenym Uspéchem v praxi.

Slechténi na odolnost se zatim ne zcela zdafilo at uz z divodu uzkého rozsahu gene-
tické diverzity v pouzitém rodicovském Slechtitelském materialu, nebo nizké priority
ve Slechtitelskych programech. Relativné nizkou odolnost vici bakterialnimu ¢ernani
stonku a mékkeé hnilobé hliz u kultivar( Ize posilit vyuzitim vysokych trovni odolnosti
pozorovanych u planych druh(i brambor (Dobias, 1977). Genetické inZzenyrstvi je slib-
nou alternativou k tradi¢nimu slechténi rostlin, které je casové narocné. Jiz zavedeny
kultivar by mohl byt upraven pro zvyseni odolnosti, aniz by bylo nutné podstupovat
casové narocné polni pokusy na jiné znaky. V Evropé vsak zavadéni genl do plodin
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z nekfizitelnych druhl za Gcelem zlepseni jejich kvality neni spolecnosti prijimano.
Namitku proti témto GM rostlinam by bylo mozZné zvratit produkci cisgennich rostlin
brambor misto transgennich. V cisgennim pristupu jsou recipientni rostliny modifi-
kovany geny rezistence z kultivar(i nebo linii stejného nebo sexualné kompatibilniho
(krizitelného) druhu. Vyhodou cisgennich rostlin oproti transgennim rostlinam je to, ze
pouziti pozadovaného genu, ktery je jiz v daném druhu pfitomen po staleti, neméni
genofond ani nevnasi dalsi vlastnosti.

2.3. Biologicka ochrana vcetné vyuziti bakteriofagt

Biologicka kontrola rostlinnych patogennich bakterii by mohla byt ¢innou alternativou
k chemickeé a fyzikalni kontrole a slechténi na odolnost. Strategie biologické kontroly
zahrnuji pouziti bakterii ovliviujicich populace patogent pfimo jejich lovem a nasled-
nym vysatim (Epton et al., 1990) nebo prostfednictvim antibiozy tj. produkei sekun-
darnich antibakterialnich metabolitt jako napf. antibiotika apod. (Cronin et al., 1997;
Cladera-Olivera et al., 2006; Trias et al., 2008), soutéZe o Ziviny nebo indukce systé-
mové rezistence rostlin. Jafra et al. (2006) se zaméfili na bakterie schopné degrado-
vat signalni molekuly mechanismu quorum-sensing produkované Pectobacterium spp.
a Dickeya spp., coz je ucinna strategie ochrany proti bakteriim branici vétsi sekreci
pektinolytickych enzym( k maceraci pletiv hliz.

Ackoli bylo u¢inéno nékolik pokust o kontrolu Pectobacterium spp. a Dickeya spp.
na bramborach s pouzitim latek biologické ochrany, byla vétSina omezena na pfipravné
studie in vitro, testy na platcich brambor nebo rostliny brambor péstované in vitro;
pouze nékolik malo zahrnovalo polni experimenty pro kontrolu konzistence vysledkd.
Problémem je, ze aby antagonista byl aktivni, potfebuje prezit a mnozit se, nejlépe
se usadit na hlize a v mikroflore rhizosféry. Dal$im poZzadavkem je priprava stabilni
formulace. Agens musi dosahnout svého cile, ktery by se v pripadé brambor nachazel
v lenticelach, suberizovanych ranach a cévnim systému, tedy mistech, ktera nejsou
vzdy snadno dostupna.

Jinou moznosti biologické kontroly bakterialnich chorob rostlin je pouziti bakterio-
fagu, zkracené fagl. Bakteriofagy jsou viry, které infikuji a lyzuji bakterialni bunky,
jsou z 20-50 % pricinou jejich mortality. Jsou nejpocetnéjsim biologickym objektem
v biosfére, jejich pocet se odhaduje na 10%! ¢astic. Evoluce fagl probiha soucasné s evo-
luci bakterii, jsou kontinualné se vyvijejicim rezervoarem gen(. ProtoZe jsou fagy Uzce
specifické pro své hostitele, neinfikuji jiné mikroorganismy. Jsou samoreplikovatelné,
perzistentni v Zivotnim prostredi a bezpecné k pouziti, nemohou infikovat ani lidi ani
zvirata. Bylo prokazano, ze bakteriofagy maji potencial kontrolovat radu rostlinnych
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patogennich bakterii (napf. Erwinia amylovora, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas
campestris, Pseudomonas syringae) (Jones et al., 2007; Buttimer et al., 2017; Jagan-
nathan et al, 2022). Vyuziti bakteriofagl k potlaceni bakterii mékké hniloby a bak-
terialniho cernani stonku u brambor se dostalo do popredi po publikaci Ravensdale
et al. (2007), ktefi prokazali ve sklenikovych pokusech snizeni vyskytu mékké hni-
loby na hlizach kaly inokulovanych Pcc az o 50%. V poslednich deseti letech to byly
na bramborach pfedevsim prace Adriaenssens et al. (2012), Lim et al. (2013), Czajkowski
et al. (2014), Czajkowski et al. (2015), Czajkowski et al. (2017), Buttimer et al. (2018),
Carstens et al. (2018), Carstens et al. (2019).

Fagy mohou pUsobit proti nejriznéjsim bakteriim, a to i proti takovym, které jsou
rezistentni vuci plsobeni antibiotik. Snadno se aplikuji, jsou levné a samy se udrzuji.
Neni ovSem pravda, Ze by libovolny nalezeny fag mohl byt takto pouzity. Existuje rada
fagl, které se mohou zaclenovat do genomu hostitelské bakterie. Pfi svém vyclefnovani
a baleni do virovych ¢astic pak mohou s relativné vysokou pravdépodobnosti spolu
se svym genomem chybné vyclenit i ¢ast genomu hostitele, a tak prenaset do dalsich
bakterii libovolné geny, véetné gend, které zvysuji virulenci nebo rezistenci bakterii.
Prvnim predpokladem pro biotechnologické vyuziti faga je proto ujisténi, Ze se jedna
striktné o lytického faga, ktery hostitelské bunky Gcéinné lyzuje a v Zzadném pripadé se
do nich nezaclenuje. DalSim predpokladem je, ze fag nekdduje Zadny protein, ktery by
mohl v eukaryotickych organismech plsobit jako toxin nebo alergen. Tady je zapotrebi
znat genom bakteriofaga a porovnat vlastnosti jim kddovanych protein(i s databazemi
znamych toxinu a alergend.

Protoze bakteriofagy jsou striktné vazany na své bakterialni hostitele, predpoklada
se, ze jejich rozsireni bude viceméné kopirovat rozsireni jejich hostitell. Dickeya solani
van der Wolf 2014 je relativné nedavno objeveny patogen, ktery se zacal sifit v Evropé
po roce 2004. S vyjimkou travy $achoru hliznatého (Cyperus rotundus L), ktera je prav-
dépodobnym plGvodnim hostitelem bakterie, je jedinym dal$im hostitelem lilek brambor
(Solanum tuberosum). V Cesku byl vyskyt D. solani zaznamenan v roce 2012, od té doby
se bakterie na nasem Uzemi sporadicky vyskytuje. Dosavadni genetické studie ukazuji
na to, ze D. solani je geneticky velmi malo variabilni patogen. Protoze zdrojem bakterie
jsou s velkou pravdépodobnosti infikované hlizy, dochazi v praxi k rotaci a prenosu
jen nékolika malo bakterialnich populaci. To by mohlo byt povazovano za vyhodu pro
eventualni biologickou ochranu, protoze v tomto pripadé by fagy mohly rozeznavat
a lyzovat prakticky vsechny malo rozriiznéné populace této bakterie. Vzhledem k rela-
tivni novosti bakterie, obtizné rozlisitelnosti symptomd infekce zptsobené D. solani
od infekci zpUsobenych jinymi bakteriemi jako Pectobacterium atrosepticum, P. caro-
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tovorum, D. dianthicola apod., chybami v klasifikaci shirkovych polozek, je nutné radu
zjisténi uvadénych v literature a tykajicich se ucinku jednotlivych bakteriofagd na kon-
krétni bakterialni kmeny vyhodnocovat s obezretnosti.

Komeréni dostupnost bakteriofagl je velmi omezena. Ve DSMZ sbirce mikroorga-
nism0 (Braunschweig, Némecko) ani v ATCC shirce (USA) neni deponovan ani jeden
bakteriofag proti Dickeya solani nebo Pectobacterium sp., ktery by bylo mozné ziskat.
Pritom bylo k 28. 6. 2022 v databazi sekvenci GenBank evidovano 10 referencnich
sekvenci fagl proti D. solani, a 39 sekvenci proti Pectobacterium sp. Existujici bakterio-
fagy proti D. solani jsou klasifikovany mezi fagy s kontraktilnim bi¢ikem (Myoviridae),
fagy s nekontraktilnim bi¢ikem (Ackermannviridae, Siphoviridae), i mezi bezbi¢ikatymi
fagy (Autographiviridae) (Viz Obr. 4). S vyse uvedenymi bakteriofagy vsak prakticky
disponuji zatim pouze vyzkumné skupiny.

Obr. 4: Dickeya phage Ds9CZ (MN813049) @
Dickeya phage Ds5CZ (MMN813048) @
Dickeya phage Ds20CZ (MN813051) @
Dickeya phage Ds3CZ (MN788369) @
Dickeya phage JA15 (KY942056)
¢ JUSLEL st ML Dickeya phage Ds16CZ (MN813050) @
jsou oznaceny izolaty fagd, Dickeya phage PP35 (MG266157)
které jsou vysledkem tohoto Dickeya phage Kamild (MH807812)
projektu. Vztahy mezi fagy L Dickeya phage Ds25CZ (MN813053) @
byly vypoctené podle jejich Dickeya phage phiDP23.1 (KM209320)
kompletnich sekvenci F{)ickeya phage phiD3 (KM209228)
-Dickeya phage Ds23CZ (MN813052) @
’—|:~-Dickeya phage vB DsoM LIMEstone1 (NC 01992

Fylogenetické vztahy mezi
bakteriofagy, které vyuzivaji
D. solani jako svého hostitele,
a jejich pavod. Cervenymi body

Ackermannviridae

_[Dickeya phage Coodle (MH807820)
Dickeya phage XF4 (KY942057)
|_--Dickeya phage RC 2014 (MNC 025452)

- Dickeya phage phiDP10.3 (KM209270)
Dickeya phage Katbat (NC 048057)
Dickeya phage Dagda (NC 047961)
Dickeya phage Mysterion (NC 048060)
Dickeya phage Luksen (NC 048059)
Dickeya phage Minurta (NC 047964)

10 Dickeya phage vB DsoP JA10 (MH460459)
Dickeya phage BF25 12 (MC 047759)
Dickeya phage vB DsoM JA29 (MH460461)
104} Dickeya phage vB DsoM JA13 (MH460460)
00, Dickeya phage vB DsoM JA33 (MH460462)
—rnt{ Dickeya phage vB DsoM JA11 (MH389777)
97] Dickeya phage vB DsoM AD1 (MH460463)
Dickeya phage Sucellus (MH059634)

Autographiviridae

Myoviridae

Siphoviridae
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Obr. 5: Genom limestone viru Dickeya virus Ds3CZ. Sipky znazorfuiji pozici a orientaci jednotlivych gent

V letech 2019-2021 jsme provadéli v riiznych lokalitach CR sbér vzork( pCdy, sym-
ptomatickych pletiv a pracich vod s cilem nalézt specifické fagy k D. solani a Pectobac-
terium sp. zpUsobujicim onemocnéni znamé jako bakterialni cernani stonku a mékka

hniloba hliz bramboru. Vzorky byly testovany proti bakterialnimu kmenu D. solani 050 Obr. 6:
ze shirky CPPB (VURV Praha, Ruzyné), ktery byl odebran z lenticel odriidy brambor Ristové kfivky
Laura ve Valecové. Z vice nez 1000 vzorkU jen 9 obsahovalo lytické fagy. Po jejich sek- bakteriofagd
i oo . A S es o . Ds3, Ds5, DsS,
venovani jsme rozlisili 7 unikatnich sekvenci, které vsechny patfily fagdm rodu Limes- Ds16, Ds20,
tonevirus (viz foto na obélce). Podobné fagy byly pfedtim uz nalezeny ve Velké Britanii, DS23, Ds25
Polsku, Rusku, Dansku a Belgii, jedna se tedy o relativné rozsirené fagy, pravdépodobné na hostiteli
vice odolné v{¢i vlivu prostredi, které produkuji vétsi mnozstvi virionQ z jedné infiko- ﬁ;\z}’gg::\i{é‘
vané bunky (90-150 pfu/b). Bakteriofagy z jinych ¢eledi se nam nepodafilo nalézt, je ose je fas
mozné, ze jejich vyskyt je omezen jen na konkrétni lokality nebo na specifické bakteri- od okamZiku ce—
alni kmeny, které se u nas nevyskytuj. inokulace 0 20 40 60 80 100 120
Pfi detailni analyze genomd vsech nalezenych limestonevird jsme zjistili, ze jed- v minutach —o-(3g5 —a—f4g16 —m—f4g20 —>-fag23 —m—fag3 —@=fag25 —ifigd —ofigl6

notlivé fagy se lisi jen velmi malo. Jejich genom je dlouhy 149 364-155 285 pb a je
na ném 194-206 gent (Obr. 5). Za rozdily v délce sekvenci stoji v prvni fadé pfitomnost
nebo nepfitomnost parazitickych gent (homing endonucleases). Téch bylo nalezeno od
15 do 23 v jednom genomu. Tyto geny jsou v genomu nestabilni a mohou se béhem
infekce prenaset na jind mista a do jinych bakteriofag(. Tim zpGsobuji zminénou varia-
bilitu a rovnéz mutace v dalsich genech. Biologie limestonevir( a funkce jejich jednotli-
vych gend nejsou dosud prilis detailné znamé. Virové ¢astice jsou utvoreny z priblizné
16 rdiznych protein(. Hlavni kapsidovy protein (major capsid protein), ktery tvofi hlavu
faga, ma velikost kolem 48 kDa, hlavni protein tvorici bicik ma velikost kolem 69 kDa.
Na genomu jsou na zakladé podobnosti s jinymi fagy identifikovany klicové enzymy
nutné pro replikaci fagového genomu, jako jsou DNA helikdza a DNA polymerazy, stejné
jako opravné enzymy a endolyzin, ktery zodpovida za lyzi hostitelskych bunék. Pro
priblizné 160 gen vsak jejich funkce a vyznam nezname.

Pro praktické pouziti fagu je dulezita informace, ze k nasednuti fag(i na povrch hos-
titelskych bakterii dochazi béhem 10-20 minut a za dal$ich 30-40 minut zacinaji buriky
lyzovat. Tyto parametry se u jednotlivych nasich izolatd mirné lisi, nejrychleji dochazi
k lyzi bunék u faga Ds20CZ, nejpomaleji u faga Ds9CZ. Pri lyzi se z kazdé bunky uvolni
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pfiblizné 100 fagovych castic, nejvice u faga Ds3CZ, nejméné u faga Ds5CZ (Obr. 6).
Proto jsme pro polni pokusy a testovani ucinnosti fagl na hlizach pripravili pripra-
vek, ktery obsahuje smés fagi Ds3 a Ds20 v poméru 50-70% faga Ds3 a 30-50%
faga Ds20.

Jak bylo uvedeno vyse, bakteriofagli, které vyuzivaji bakterie Pectobacterium sp.
jako své hostitele, je znamo mnohem vice. Bakterie P. parmentieri, v soucasnosti iden-
tifikovana jako jeden z nové se Sificich plivodct bakterialniho cernani stonku, je velmi
variabilni bakterie, u které se rozliSuje minimalné 5 variant genomu. Vzhledem k ¢astym
reorganizacim, taxonomickym zménam u druhu Pectobacterium a nepresné diagnostice
neni vzdy zcela jasné, jaka je specificita popsanych fagl podle soucasné bakterialni
taxonomie. Nase vzorky byly proto testovany proti kmen(m Pectobacterium 084, 087,
145 a 224 z CPPB shirky (VURV, Praha), které byly vechny izolovany ze symptoma-
tickych hliz bramboru z Gzemi CR, a proti kmenu P. parmentieri 8475 (sbirka CFBP,
Beacouzé, Francie).

PrestoZe rozsireni patogennich pectobakterii je mnohem $irsi nez u D. solani, v témér
500 vzorcich jsme zachvytili a izolovali pouze dva rGzné fagy, jeden s kontraktilnim
bicikem PcCB7V, druhy s velmi kratkym bi¢ikem PcCB251. Po analyze jejich sekvenci
byly tyto fagy klasifikovany do rodu Certrevirus (Myoviridae) a do rodu Berlinvirus
(Autographiviridae) (Obr. 7). V obou pfipadech se jednalo o fagy se statusem novych
druht pro dané rody.
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Obr. 7: Fylogenetické vztahy mezi bakteriofagy, které vyuzivaji Pectobacterium sp. jako svého
hostitele. Cervenymi body jsou ozna¢eny nové nalezené fagy

Pectobacterium phage phiTE (NC 020201)
- Pectobacterium phage vB PatM CB7 (KY514263)
- Pectobacterium phage PcCBTV (MW367417) @

Pectobacterium phage DU PP IV (MF979563)

Pectobacterium phage DU PP | (MF979560)

QUGS

—Cmium phage DU PP V (NC 047887) o
- Pectobacterium phage My1 (NC 018837) Demerecviridae
Pectobacterium bacteriophage PM2 (NC 028940) =
3 Pectobacterium phage ZF40 (NG 019522) Myoviridae
- Pectobacterium phage PP101 (NC 047791) ==
ol Pectobacterium phage PM1 (NC 023865) et
100 Pectobacterium phage vB PatP CB4 (NC 048654)

- Pactobacterium phage vB PatP CB3 (KY514265)
Pectobacterium phage vB PatP CB1 {NC 048653)
-Pectobacterium phage Nepra (NC 048704)
- Pectobacterium phage phiAd1 (NC 048659)
+Pectobacterium phage Jarilo (NC 047963)
-+ Pectobacterium phage DU PP Il (NC 047886)
obacterium phage PP74 (NC 047789)
Pectobacterium phage PcCB251 (MW367418) @
- Pectobacterium phage PPWS4 (NC 047819)
+Pectobacterium phage PP47 (NC 047801)
- Pectobacterium phage Khlen (NC 048117)
Pectobacterium phage PP20 (NC 031096)
‘Pectobacterium phage Zenivior (NC 048120)
- Pectobacterium phage Koot (NC 048118)
-~ Pectobacterium phage Clickz (NC 048116)
- Pectobacterium phage Lelidair (NC 048058)
‘Pectobacterium phage Gaspode (NC 048056)
Pectobacterium phage Phoria (NC 048119)
-+ Pectobacterium phage Nobby (NC 048061)
- Pectobacterium phage vB PatP CB5 (NC 042131)
I:Pectobaderiurn phage PhiM1 (NC 041854)
Pectobacterium phage Peat1 (NC 029081)
- Pectobacterium phage PPWS2 (NC 048103)
-+ Pectobacterium phage PP16 (NC 031068)
+Pectobacterium phage PPWS1 (NC 047758)
’ mi:-Pecbobaderlum phage Arno160 (NC 048111)
+Pectobacterium phage PP2 (NC 047778)
- Pectobacterium phage PP99 (NC 047802)
- Pectobacterium phage PP1 (NC 019542)

g
s
5
g
3

J

Rastové charakteristiky obou pektofagl jsou podobné. Doba od infekce do zac¢atku
lyze je u obou fagd kolem 45 minut a v jedné infikované bunce se vytvori kolem
100 virovych castic. Fag PcCB7V je schopen infikovat a lyzovat nékolik bakterialnich
kmenu - v nasem pripadé lyzoval kmeny CPPB 084, 145 a 224. Fag PcCB251 mél uzsi
rozmezi hostitell a lyzoval jen kmen CPPB 084 a kmen CFPB 8475. Prestoze jsou
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nalezené fagy specifické jen k nékolika malo bakterialnim kmendm, v predpokladaném
pouziti ve smési s dalSimi fagy budou predstavovat vyznamné obohaceni spektra pou-
zZitelnych bakteriofag(.

Vyuziti bakteriofagd pro kontrolu pritomnosti a omezeni vyskytu fytopatogennich
bakterii je velmi perspektivni, protoze v soucasnosti neexistuji jiné efektivni zplsoby,
jak bakterie regulovat. Pouziti antibiotik, ke kterym jsou bakterie citlivé, neni vzhledem
k celosvétovému problému vzniku bakterialnich kmend rezistentnich k antibiotik(im
mozné. Jedinym prirozenym antagonistou bakterii jsou tak bakteriofagy. Je vsak treba
si uvédomit, Ze vzajemné pusobeni fagl a bakterii je mozné jen za urcitych podminek.
Musi predevsim probihat ve vodném prostredi, protoze bakteriofagy nejsou schopné
se aktivné pohybovat, a oba organismy se musi vyskytovat v takovych koncentracich,
aby existovala pravdépodobnost, ze se mohou v prostredi setkat. Doporucovanou pra-
covni koncentraci fagu je proto minimalné 108 pfu/ml. Poklesne-li koncentrace bakterii
v prostredi pod urcitou mez, bakteriofagy nenaleznou své hostitele, nebudou se mnozit
a z prostredi ¢asem vymizi pasobenim fyzikalnich, chemickych a biologickych vliv(.
V prostredi vSak z(stane nenulova koncentrace bakterii.

Stejné jako v pripadé vzniku rezistence k antibiotikim, mohou vzniknout i bakte-
rie rezistentni k bakteriofagim. Nejjednodussim mechanizmem vzniku rezistence je
zména v receptoru na povrchu bakterii, na ktery se bakteriofag vaze. Na druhou stranu,
i bakteriofag mize mutacemi ménit svou schopnost vazat se na konkrétni receptor
a muze tak prekonat bakterialni rezistenci. Témto procesiim nedokazeme zabranit, je to
prirozena schopnost vSeho Zivého. Cestou, jak se vyhnout vzniku rezistentnich bakterii,
je ale aplikace smési fagt, které vyuzivaji rGzné receptory na povrchu bakterii. Predpo-
klada se, ze v takovém pripadé nebude bakterie schopna vytvorit nékolikanasobného
mutanta v nékolika receptorech soucasné a podlehne infekci. V rliznych aplikacich
byly laboratorné zkou$eny smési az desitek raznych fagt (Carstens et al., 2018), které
vykazovaly prokazatelny kurativni cinek. Je pfitom vyhodou, kdyz jsou ve smési fagy
z rliznych taxonomickych skupin a s riiznym rozmezim hostitelskych bakterii. V nasem
pripadé jsme pouzili dva geneticky odlisné izolaty fagl vyuzivajici bakterii Dickeya
a mame k dispozici dva rizné fagy se specificitou k bakterii Pectobacterium. Jejich
funkénost na uméle inokulovanych hlizach i v polnim pokusu je uvedena dale.
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2.4. Vysledky pokust

2.4.1. Stanoveni citlivosti odrid k mékké hnilobé hliz a bakterialnimu ¢ernani
stonku

Cilem experimentt bylo zjisténi citlivosti vybraného sortimentu odrdd bramboru firmy

Vesa Velhartice, a. s., k bakterii Pectobacterium carotovorum, P. atrosepticum a D. solani

pomoci umélé inokulace hliz a stonk(. Do pokust byly v roce 2019 zarazeny odrldy:

Alice, Bella, Bohemia, David, Dominika, Jasmina, Jindra, Katy, Magda, Mariannka,

Monika, Primarosa, Red Anna, Suzan, Verne, Vysoc¢ina, Westamyl. Pokusy byly prove-

deny v roce 2019, 2020 a 2021 na dvou pracovistich, tj. VUB Havlickdv Brod, s. r. o.,

a Vesa Velhartice, a.s.

Zjisténi citlivosti odrd k P. carotovorum a D. solani

Pro zjisténi citlivosti odrdd k P. carotovorum a D. solani byla pouzita metoda infekce
platkd hliz kotoucky filtra¢niho papiru nasycenymi bakterialni suspenzi (Dobias, 1976).
K infekci byla pouzita suspenze bakterie P. carotovorum a D. solani vysoce patogennich
kmen( CPPB-201a CPPB-050 o hustoté 500 tisic jednotek na 1ml pochazejici ze Sbirky
patogennich bakterii VURV Praha. Citlivost byla hodnocena tfeti den po infekci podle
bonita¢ni stupnice 9-1 (Obr. 8):

Obr. 8: Vyhodnoceni citlivosti odrtd k P. carotovorum (stupnice napadeni)

9 - nenapadeno

8 - napadeno méné
nez % hmoty
platku

7 —

6 - napadena % hmoty
platku

5 -

4 - napadena /%> hmoty
platku

3 -

2 - napadeny % hmoty
platku

1 - napadeny vice
nez % hmoty
platku
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Zjisteni citlivosti odrid k P. atrosepticum
Pro zjisténi citlivosti odrdd k P. atrosepticum byla pouzita metoda infekce mladych
rostlin ve skleniku (Dobias, 1976). K inokulaci byl ponechan pouze jeden stonek. Inoku-
lace byla provedena pri velikosti rostlin 8 cm injekcni strikackou s bakterialni suspenzi
o hustoté 500 tisic jednotek na 1ml (kmen CPPB-081), a to vpichem do stonku ve vysce
cca 0,5-1cm nad substratem. Napadeni rostlin bylo hodnoceno osmy den po infekci
bonitacni stupnici odolnosti 9-1:
9 - nenapadeno
8 - v misté vpichu patrna hnéda nekrdza, ktera zasycha
7 —
6 - macerované pletivo v rozsahu cca 2cm kolem vpichu zacina cernat,

listy zacinaji Zloutnout
5 —
4 - ¢ernani stonku v rozsahu cca 5¢cm, listy Zloutnou
3 _
2 - cernani stonku v rozsahu cca 10 cm, lamou se, listy Zluté
1 - cela rostlina zasazena cernanim stonku a odumira

Hodnoceni citlivosti odrid k pektinolytickym bakteriim
Celkové hodnoceni bylo provedeno podle nasledujici Tab. 2.
Tab. 2: Stupnice odolnosti odrid bramboru k pektinolytickym bakteriim

Odolnost odrud Priimérné napadeni

|. Odridy odolné 8,99 a7 7,50
1. Odrtdy c¢astec¢né odolné 7.49 az 6,00
I1l. Odrady nachylné 5,99 a7 4,50
IV. Odrady silné nachylné 4,49 a7 3,00
V. Odrudy velmi silné nachylné 2,99 a7 1,00

Ve sledovaném sortimentu genotyp( bramboru nebyly nalezeny zadné odolné (tole-
rantni) odrady k P. carotovorum a D. solani (Tab. 3). Odridy Vysoéina, Katy a Suzan
byly odolné (tolerantni) k P. atrosepticum. Mezi odridy ¢aste¢né odolné (tolerantni)
k P. carotovorum patfily Bella a Vysocina. Mezi odridy ¢aste¢né odolné (tolerantni)
k P. atrosepticum patfily Magda, Monika, Dominika, Jindra, Primarosa, Verne, David,
Bella a Alice. Mezi odridy ¢aste¢né odolné (tolerantni) k D. solani patfily Bella, Vysocina
a Katy. Zadné odriidy nebyly velmi silné nachylné ke sledovanym bakteriim. Na zakladé
téchto vysledk( byla k dalSim experimentim vybrana silné nachylna odréida Red Anna.
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Tab. 3: Citlivost genotyp( bramboru k P. carotovorum, P. atrosepticum a D. solani

Druh bakterie
Citlivost odrad
P. carotovorum P. atrosepticum
Odolné - Vysocina, Katy, Suzan -
Magda, Monika, Dominika, Bella Vysodina
Castecné odolné Bella, Vysocdina | Jindra, Primarosa, Verne, David, YK Y ’
. aty
Bella, Alice
Monika, Suzan, Verne, Monika,
Nachving Primarosa, Jasmina, Mariannka, Suzan, Dominika,
Y Mariannka, David, Bohemia, Westamyl Mariannka, David,
Magda, Katy Primarosa, Magda
lindriRed Jindra, Jasmina,
Anna, Westamyl,
Sy , , . Red Anna,
Silné nachylné Jasmina, Bohemia, Red Anna .
) Bohemia,
Al e, Westamyl, Alice
Dominika e
Velmi silné nachylné - - -

2.4.2. Laboratorni testy ucinnosti vybranych fagi na bakterii

Dickeya solani a Pectobacterium carotovorum
Cilem experimentt bylo zjistit uc¢innost vybranych lytickych fagd na bakterii D. solani
a P. carotovorum. K testim byly pouzity hlizy odriidy Red Anna, suspenze bakterii
D. solani CPPB-050 a P. carotovorum CPPB-087 a dale smési fagli Ds3CZ + Ds20CZ
a PcCB7V + PcCB251.

V prvnim experimentu s D. solani provadéném ve VUB byla pouzita modifikovana
metoda infekce nakrajenych platk( hliz kotoucky filtra¢niho papiru (Kmoch et al., 2020).
Ty byly nasycené bakterialni suspenzi (5 x 10° bakterii/ml) s tim, Ze 10 min pfed polo-
Zenim nasycenych kotouckd filtra¢niho papiru bylo na platky pipetou naneseno 200 pl
fagového roztoku o koncentraci 108, 107 a 108 pfu/ml. Po tfech a péti dnech inkubace
bylo provedeno vyhodnoceni pokusu pocitacovou analyzou obrazu a byl zjiStén rozsah
infekce platka hliz (% macerované plochy) jednotlivych variant. Vysledky hodnocené
analyzou rozptylu (ANOVA a Tukey HSD) jsou uvedeny na Obr. 9 a 10.
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Obr. 9: 100
Macerovana £ 90
At R a
_plochalplzlitku 2 50
jednotlivych 2
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po 3 dnech £ 60
od inokulace 2 50
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c
s 40 b
3 30
(]
= 20 be
0 ¢ N
pozitivni negativni oSetieno oSetfeno oSetieno
kontrola kontrola fagy 106 fagy 107 fagy 108
Varianta
0Obr.10:
Infekce platkd hliz F10°+B F107+B F10°+B Ky K,
osetrenych rlznymi - . 7
koncentracemi
fagového roztoku
po 5 dnech
od inokulace

Mezi pozitivni kontrolou inokulovanou pouze bakterialnim kmenem CPPB050 a vari-
antami nejdrive oSetrenymi smési fagl byl zjistén statisticky vysoce prikazny rozdil
v rozsahu infekce. Zatimco pozitivni kontrola méla macerovanou plochu platk( z 81%,
varianta o$etrena fagy o koncentraci 106 pfu/ml ji méla 33%, varianta oSetfena koncen-
traci 107 pfu/ml ji méla 16 % a varianta oSetrena koncentraci 108 pfu/ml ji méla pouze 7 %.
Mezi touto variantou a pozitivni kontrolou tedy doslo k relativnimu snizeni macerované
plochy o0 91%.

V druhém experimentu opét s D. solani provadéném ve VUB byly celé hlizy uméle
poranény vpichem ocelové tycky o prdméru 3mm v pupkové a korunkové casti
do hloubky 10 mm. Do vpichd poranénych hliz byl pipetou bud nejprve nanesen fagovy
roztok o koncentraci 108 pfu/ml nasledovany po deseti minutach nanesenim 10 pl
bakterialni suspenze anebo nejprve nanesena bakterialni suspenze (5 x 10° bakterii/
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ml) nasledovana obdobné 10 ul fagového roztoku. Po tfech dnech inkubace byly hlizy
rozfiznuty pres ockovaci body a zjiStén rozsah infekce. Vysledky hodnocené analyzou
rozptylu jsou uvedeny na Obr. 11. llustrativni foto s fagovym roztokem o koncentraci

107 pfu/ml je na Obr. 12.
b

Obr. 11:
Macerovana plocha

pozitivni kontrola negativni kontrola bakterie+fagy fagy+bakterie
Varianta

]

na prarezu hliz po 3
dnech inkubace

Macerovana plocha na prirezu hliz (%)

O = N W M~ O OO N 0 0

Mezi pozitivni kontrolou inokulovanou pouze bakterialnim kmenem CPPB050 a vari-
antami nasledné osetfenou smési fagl a nejdrive oSetfenou smési fagd byl zjistén
statisticky vysoce prikazny rozdil v rozsahu infekce. Zatimco pozitivni kontrola méla
po preriznuti hliz v misté vpichu macerovanou plochu z 9%, varianta nasledné oSetrena
fagy o koncentraci 108 pfu/ml ji méla z 5% a varianta osetfena nejdrive fagy ji méla
pouze 1%. Mezi touto variantou a pozitivni kontrolou tedy doslo k relativnimu snizeni
macerované plochy o 89%.

Obr. 12:

Infekce vpichu F10’ +B B + F107 K, K,
jednotlivych variant =

neosetienych s

a v opacném poradi {

osetfenych fagy @

po prefiznuti hliz
v misteé vpichu
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Ve tfetim experimentu provadéném na VSCHT se posuzovala G&innost vybranych
lytickych fagl na bakterie ve statickém prostredi, pfi namaceni oloupanych brambo-
rovych hliz. K testim byly pouzity bakterie D. solani CPPB-050 a smés fag Ds3CZ
a Ds20CZ v poméru 50-70% faga Ds3 a 30-50% faga Ds20 a bakterie P. carotovorum
CPPB-087 a roztok fagl PcCB7V a PcCB251 v poméru 50% PcCB7V a 50% PcCB251.
Roztoky fagt byly pouzity v koncentraci 107 pfu/ml. Inhibi¢ni Gc¢inky fagd na rust
bakterii byly proméreny pomoci kultivace na valeccich brambor uzavrenych v saccich.
Uginek bakteriofagd na inhibici rastu byl testovan u téchto vale¢k( pomoci stanoveni
penetraéni sily F (N) brambor, resp. tvrdosti brambor, protoZe fytopatogenni bakte-
rie zpGsobuji béhem rozvoje hniloby maceraci pletiv, tedy i snizeni tvrdosti brambor.
Vysledky hodnocené analyzou rozptylu (ANOVA a Tukey HSD) jsou uvedeny na Obr. 13.

Obr. 13:
a
- l E

Tvrdost 8 a
bramborovych 7
valeckl
na zacatku
(kontrola) ]
ana konci :
skladovaciho
pokusu b
po 72 hod
0 C
K D50 D50+F P87 P87+F
Varianta

Je vidét, ze oSetreni brambor pomoci bakteriofaglh mélo pozitivni vliv na tvrdost
brambor (zpomaleni bakterialniho rozkladu). U varianty P87 + F do$lo prakticky k jeho
zastaveni, i kdyz k uplnému zastaveni mikrobiologického rozkladu nedoslo.

Ve &tvrtém experimentu provadéném na VSCHT se posuzovala U¢innost vybranych
lytickych fagd na bakterie v dynamickém prostredi, kdy dochazelo k promichavani
media s rotaci 1000 otacek/min. K testlim byly pouzity opét bakterie D. solani CPPB-50
a smés fagl Ds3CZ a Ds20CZ v poméru 50-70% faga Ds3 a 30-50% faga Ds20 a bak-
terie P. carotovorum CPPB-87 a roztok fagd PcCB7V a PcCB251 v poméru 50% PcCB7V
a 50% PcCB251. Roztoky fagu byly pouzity v koncentraci 107 pfu/ml. Experiment
in vitro v tekutém médiu (v tomto pfipadé TSB bujénu) byl proveden v laboratornim
bioreaktoru RTS-8 vyhodnocujicim optickou denzitu roztoku (bujonu). Vysledky jsou
uvedeny na Obr. 14.

D

wal

Penetracni sila (N)
~

w

N

—
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Obr. 14: 22
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Tento pokus nepotvrdil inhibi¢ni Ucinky bakteriofagl na rdst vybranych fytopatogen-
nich bakterii. V pfipadé samotnych bakterii doslo po 50 hodinach kultivace (pfi 15 °C)
k pomnozeni bakterii az na hodnotu optické denzity 0,5 az 0,6, pficemz exponencialni
faze rdstu zacala az po priblizné 20 hodinach kultivace. Naopak v bujénech, do kterych
byla inokulovana spolecné s bakteriemi i suspenze bakteriofag(, doslo k vyrazné vys-
Simu narlstu optické denzity. V pripadé P87+F byla opticka denzita po 50 hodinach
priblizné 2x vyssi ve srovnani s P87 a u vzorku D50+F byla namérena opticka denzita
dokonce 3x vyssi. Kultivacni bujény naockované bakteriemi a obsahujici bakteriofagy
presly do exponencialni faze rdstu mnohem drive.

Protoze bakteriofagy nejsou dostatecné ucinné v dynamickém prostredi, je nutné
pro aplikaci pfi prani hliz uvazovat operace, kdy prostiedi umozni faglim navazani
na bakterie. Takovymi operacemi muze byt namaceni do roztok( fagli nebo postrik hliz
roztoky faga.

2.4.3. Sklenikové testy ucinnosti vybranych fagi na bakterii Dickeya solani

Cilem experimentu bylo ovérit v nadobovych pokusech na celych poranénych hlizach
vysledky laboratornich experimentd. K test(im byly opét pouzity hlizy odridy Red Anna,
suspenze bakterii D. solani CPPB-50 a smés fag(i Ds3CZ a Ds20CZ. Hlizy byly obdobné
poranény vpichy jako v druhém laboratornim pokusu a smés fagl byla aplikovana
pipetou ve formé roztoku na poranéné hlizy bramboru tficet minut pred a po inokulaci
bakterii D. solani. Po inokulaci byly hlizy vysazeny do kontejnert (10x10 cm). V prd-
béhu vegetace (5-6 tydn( po inokulaci) byla hodnocena zavaznost onemocnéni rost-
lin (intenzita napadeni) bakterialnim ¢ernanim stonku bramboru jednotlivych variant
pokusu a vysledky byly statisticky vyhodnoceny (ANOVA a Tukey HSD), viz Obr. 15 a 16.
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Obr. 15: 100
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Obr. 16:

Intenzita napadeni
rostlin bramboru
po aplikaci roztoku
fagl (metoda
napichnuti hliz)

Mezi napadenim stonkd u pozitivni kontroly a napadenim stonk(i variant nasledné
a nejdrive oSetfenych smeési fagd byl zjistén statisticky vysoce prikazny rozdil.
Zatimco pozitivni kontrola méla napadeno 82% stonk(, varianta s naslednym osetre-
nim fagy méla napadeno 37% stonk( a varianta s oSetrenim predchazejicim inokulaci
méla napadeno pouze 11% stonk(l. Mezi touto variantou a pozitivni kontrolou tedy doslo
k relativnimu sniZeni po¢tu napadenych stonkd o 87 %.
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2.4.4. Poloprovozni pokusy ucinnosti vybranych lytickych fagi na bakterii
Dickeya solani

Cilem poloprovoznich pokus( bylo ovérit vysledky laboratornich a sklenikovych experi-

mentt v realnych poloprovoznich podminkach na poli a na poskliznovych linkach.

Polni maloparcelkové pokusy byly zalozeny posledni 2 roky reseni na dvou stano-
vistich (Vyzkumna stanice VUB Havlickav Brod ve Vale¢ové, Vesa Velhartice, a. s)
s odrtidou Red Anna. Jeji hlizy byly inokulovany bakterialnim kmenem D. solani CPPB-
050 o hustoté 5x 10° bakterii na 1ml a osSetfeny smési fagi Ds3CZ a Ds20CZ o kon-
centraci 107 pfu/ml. V roce 2021 byly pred vysadbou odklicené sadbové hlizy nebo
hlizy s otevienymi lenticelami (Gill et al., 2014) namocené do bakterialni suspenze a pfi
vysadbé morené postrikem fagovym roztokem. U bakterii inokulovanych kontrol bez
osetreni fagy nedoslo k vyznamné vyssimu vyskytu bakteridlniho cernani stonku,
takze neslo rozhodnout, zda bylo moreni fagy ucinné. Proto v roce 2022 byly sadbové
hlizy bezprostfedné pred vysadbou téZce mechanicky poranény prekrojenim nebo
vpichem do pupku ocelovou tyc¢kou o priméru 3mm do hloubky 10 mm. Bakterialni
suspenze i roztok fagl byly aplikovany v den vysadby namocenim. V pribéhu vege-
tace byl po jednotlivych trsech hodnocen vyskyt bakterialniho ¢ernani stonku v Sesti
terminech od vzejiti do zapojeni porostu a pri sklizni vynos jednotlivych parcelek dale
prepocteny na ha.

Diskutovany jsou proto vysledky z posledniho roku 2022. Vysledky vyskytu bak-
terialniho ¢ernani stonku ve Vale¢ové v terminu 5 (24. 6. 2022) hodnocené analyzou
rozptylu jsou uvedeny na Obr. 17 a 18.

Obr. 17:
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Obr. 18:
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U krajené sadby méla varianta namoceni nejdrive v roztoku fagli nasledovana po 30
minutach namoéenim v bakterialni suspenzi (FB) proti varianté namoceni pouze v bak-
terialni suspenzi (B) vysoce priikazné nizsi napadeni trst 37 %, resp. 51%. Doslo k rela-
tivnimu snizeni napadeni o 27%. U sadby poskozené vpichem do pupku byly vysoce
prikazné rozdily mezi véemi variantami. U varianty B mélo 46 % trs( vyskyt bakterial-
niho ¢ernani stonku, u varianty FB 6% trs(i a u varianty BF, kde predchazelo namoceni
v bakterialni suspenzi namoceni v roztoku fagd, to bylo 29% trsd. Mezi variantami B
a FB doslo k relativnimu snizeni napadeni o 87 %.

V terminu 3 (15. 6. 2022) byla pomoci fotografickych snimkd pofizenych RGB kame-
rou na UAV zjistovana plocha vegetacniho krytu jednotlivych variant:

Py
XS
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Trojradkové parcelky variant krajené sadby jsou na Obr. 19. a na Obr. 20 jsou par-
celky variant s napichnutymi hlizami.

Obr. 19:

Foto jednoho
opakovani parcelek
variant s krajenou
sadbou

Obr. 20:

Foto jednoho
opakovani parcelek
se sadbovymi hlizami
poskozenymi
vpichem do pupku

Z obrazk( je vidét, ze nejlepsi porosty mély varianty FB, nasledované BF a nejhorsi
mély varianty B, coZ poradim odpovida i vyskytu bakterialniho cernani stonkt na Obr.
17 a18. Konkrétné v tomto terminu, u sadby s vpichem do pupku (Obr. 20) méla varianta
FB plochu vegetacniho krytu 6,79 m?, varianta BF 4,86 m?, varianta B 4,74 m? a tedy
proti FB relativné mensi o 30 %.
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Ve Velharticich byl pokus zalozen pouze s krajenou sadbou. Vysledky vyskytu bak-
terialniho cernani stonku hodnocené analyzou rozptylu jsou uvedeny na nasledujicim
obrazku.

Obr. 21: 100
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Statisticky vysoce prikazné rozdily byly mezi variantou FB a variantami B a BF.
U varianty FB bylo napadeno 17% trsu, kdezto u varianty B 78 %, doslo tedy k relativ-
nimu snizeni napadeni taktéz o 78 %.

Prepoctené hektarové vynosy z Valecova hodnocené analyzou rozptylu jsou uve-
deny na Obr. 22 a 23.

U krajené sadby méla varianta FB vysoce priikazné vyssi prepocteny vynos proti
varianté B, tj. 52,6 t/ha proti 45,3 t/ha. Doslo tedy k relativnimu navyseni vynosu
016%.

Obr. 22:
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Obr. 23:
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U sadby poskozené vpichem do pupku méla varianta B vysoce prikazné nizsi vynos
nez varianty BF a FB. U varianty B byl prepocteny vynos 47,8 t/ha, kdezto u varianty
BF 63,1t/ha, doslo tedy k relativnimu navyseni vynosu o 32 %.

Ve Velharticich u pokusu s krajenou sadbou jsou vynosy hodnocené analyzou roz-
ptylu uvedeny v nasledujicim obrazku.

Obr. 24:
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Mezi variantami nebyly v prepocteném vynosu statisticky prikazné rozdily, pouze
tendence vys$siho vynosu u variant oSetrenych fagy. Varianta B méla vynos 59,5 t/ha,
varianta FB 67,8 t/ha a varianta BF 68,0 t/ha.

V dalsim experimentu opét s D. solani provadéném ve VSCHT byly celé hlizy o$etfeny
pracimi roztoky: kontrola K vodou, varianta B roztokem se suspenzi bakterie D050
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(108 cfu/ml), varianta BF nejdfive tymZ pracim roztokem nasledovanym bakteriofago-
vou suspenzi o koncentraci 107 pfu/ml (smés fagt Ds3CZ a Ds20CZ v poméru 50-70%
faga Ds3 a 30-50% faga Ds20). Varianta FB byla oetfena stejné v opatném pofadi
pracich roztokd. Brambory byly po oSetfeni zabaleny do perforované LDPE folie a skla-
dovany v termostatu pfi 25 °C, v tydennich intervalech byl vizualné hodnocen pocet
poskozenych (mikrobialné napadenych kust). Vysledky ¢tvrty tyden hodnocené analy-
zou rozptylu jsou uvedeny na nasledujicim obrazku.

Obr. 25:
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Z vizualniho hodnoceni vychazi jako nejucinngjsi zplsob prani brambor vyuziti sus-
penze fagu (fag + D50), kdy i po 4 tydnech skladovani v 25 °C bylo 62 % hliz bez mikro-
bidlniho kaZeni. Tyto vysledky byly oproti dvéma zbylym zptsobtim (o$etieni bakterii
a odetfeni bakterii + fagem) statisticky vysoce prukazné. Varianta BF méla bez mikro-
bialniho kazeni 18 % hliz a varianta B pouze 12 %. Vysledky prani konzumnich bramboro-
vych hliz potvrzuji moznost vyuziti suspenze fagud jako preventivniho zplsobu oSetfeni
konzumnich hliz, kdy v pripadé preventivni pritomnosti fagli nedochazi k siteni hniloby
na oprané hlizy.

Shrnuti experimentalnich vysledkd

Z vyse uvedenych experimentd je vidét, Ze smési fagl mohou byt v ochrané brambor
s Uspéchem vyuzitelné jak na poli (snizeni vyskytu bakterialniho ¢ernani stonku pro-
mitajici se az do vynosu), tak v ramci maloobchodniho skladovani pranych hliz (snizeni
vyskytu hliz s mékkou hnilobou maloobchodnich balenich). Ug¢innost byla samozrejmé
proménliva v zavislosti na bakterialnim kmenu, koncentraci fagl, poradi aplikace,
stupni mechanického poskozeni, podminkach pro nasednuti fag a v neposledni radé
na stanovisti (vihkosti ptdy a tedy srazkach).
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2.5. Technologie aplikace

Moreni postfikem pfi sazeni

V roce 2021 byly ve Vyzkumné stanici VUB ve Vale¢ové provedeny praktické zkousky
aplikace fagového roztoku morenim postrikem sadbovych hliz pri vysadbé. Ke zkous-
kam byl pouZit saze¢ SA2 074 s mofenim pfi vysadbé (Obr. 26). Odklicené hlizy byly
nejdiive namoceny do bakterialni suspenze (D0O50) a potom pfi vysadbé pfed zahrnu-
tim moreny (smés fagt Ds3CZ + Ds20CZ) propadem mezi dvéma stfikajicimi tryskami,
pficemz treti tryska stfikala do pady na sadbové [Gzko (Obr. 27). Tato technologie apli-
kace odpovidala varianté BF poloprovoznich maloparcelkovych pokusu.

Obr. 26: Dvouradkovy sazec¢
Agrostroj SA2 074
s morickou

Obr. 27: Aplikacni trysky
fagového roztoku
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Aplikace studenou mlhou do nucené provétravanych hliz

pred vyskladnovanim

DalSi moznosti aplikace fagového roztoku, ktera ovsem nebyla prakticky zkousena, je
aplikace studenou mlhou do vrstvy volné loZenych hliz nebo nucené provétravanych
palet pred zacatkem vyskladnovani odpovidajici varianté FB poloprovoznich malopar-
celkovych pokust (Obr. 28). V podstaté to odpovida aplikaci inhibitort kli¢eni, ktera se
ovéem provadi termickym zmlZenim (Synofog SF1H).

Obr. 28: Pneumaticky zmlzovac

na vyrobu studené mlhy
pulsFOG Turbo UL

Aplikace postrikem na rostliny je vesmés neucinna, vzhledem k rychlé degradaci fagi
plUsobenimslunecniho zareni. Naproti tomu, v plidé byly bakteriofagy nalezeny ve Valeco-
vé v roce 20211 po trech mésicich od aplikace, predpokladem je ovsem jeji stala vihkost.

Aplikace sprchovanim pred balenim

Dal$i moznosti je sprchovani brambor suspenzi faga pied balenim (Obr. 29). Tato sus-
penze by se nanasela na vyprané hlizy pred jejich osusenim pomoci vzduchovych nozii
a naslednym balenim do perforované folie.

Obr. 29: Priklad sprchovani brambor pred osusenim a balenim
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