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Abstrakt

Bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae, do kterych patéi rody Pectobacterium a Dickeya,
zpusobuji hospodaisky vyznamné ztraty na vynosu a kvalit¢ produkce brambor. Cilem prace
bylo ovéfeni G¢innosti izolovanych lytickych bakteriofagh ¢Ds3CZ a ¢Ds20CZ na bakterii
Dickeya solani pomoci laboratornich testi na platcich hliz bramboru. Smés fagi ucinné
potlatovala symptomy mé&kké hniloby hliz bramboru vyvolané bakterii D. solani. Mezi
oSetfenou a neosetienou variantou byly zaznamenany statisticky prikazné rozdily v infekci
hliz. Aplikace smési faghi vedla ke sniZeni vyvoje symptoml choroby v praméru o 47.5 %.
Utinnost fagd je nutné jesté ovéfit v poloprovoznich a provoznich podminkach. V pripadé
dostateéné G¢innosti lze bakteriofagy vyuzit v ekologické produkci brambor jako ochranu proti
bakteriim, ktera je etrna k Zivotnimu prostiedi a bezpe¢nd pro spotiebitele.

Kli¢ova slova: Dickeya spp.. m&kka hniloba bramboru; hlizy: bakteriofagy; biologicka
ochrana.

Abstract

Bacteria from the family Enterobacteriaceae, which include the genera Pectobacterium and
Dickeya, cause economically significant losses in the yield and quality of potato production.
The aim of the work was to verify the effectiveness of isolated lytic bacteriophages pDs3CZ a
©Ds20CZ on the bacterium Dickeya solani using laboratory tests on potato tuber slices. The
phage mixture effectively suppressed the symptoms of soft rot of potato tubers caused by D.
solani. Statistically significant differences were noted between the treated and untreated
variants. Application of the phage mixture reduced the development of disease symptoms on
average 47.5 %. Efficacy of phage must still be verified in pilot and operational conditions. If
sufficiently effective, bacteriophages can be used in organic potato production as protection
against bacteria that is environmentally friendly and safe for consumers.
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Uvod

Druhy rodu Dickeya (diive Erwinia chrysanthemi) jsou patogenni gramnegativni fakultativné
anaerobni bakterie rostlin z ¢eledi Enterobacteriaceae. Zpusobuji mékkou hnilobou u Sirokého
spektra hospodatsky vyznamnych plodin (brambory, rajcata, mrkev, cibule, ananas, kukufice,
ryZe aj.) a okrasnych rostlin (hyacint, chryzantéma, kala aj.) po celém svété (Perombelon ez
Kelman 1980; Czajkowski ef al., 2011; Toth er al., 2011; Adriaenssens ef al., 2012). Produkuji
charakteristické enzymy, které jsou piic¢inou degradace bun&né stény rostlin projevujici se
maceraci pletiv (Czajkowski er al, 2011; Adriaenssens ef al., 2012). Mohou se Sifit
infikovanymi rostlinami na velké vzdalenosti a jsou schopny Zit jako epifyté nebo fakultativni
saprofyté v ptidé a podzemni vodé (Reverchon e Nasser, 2013). Byly detekovany v riznych
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vodnich zdrojich a zavlahové vod¢ (Toth er al., 2011). Rod Dickeya zahrnuje osm druhd, 4.
Dickeya zeae, D. dadantii, D. chrysanthemi, D. solani, D. aquatica, D. dianthicola, D.
paradisiaca a D. fangzhongdai (Samson et al., 2005; Toth ef al., 2011; Adriaenssens et al.,
2012; Tian et al., 2016).

V soucasné dobe neexistuji zadné u¢inné chemické latky k potlagovani infekce Dickeya spp.,
coz zpusobuje znacné ekonomické ztraty, zejména pokud jde o produkei brambor
(Adriaenssens er al., 2012; Czajkowski et al., 2014). PouZiti bakteriofagii je atraktivni moznosti
biologické ochrany rostlin (Jones et al., 2007; Adriaenssens et al., 2012; Buttimer ef al., 201 7).
Bakteriofagy (fagy) jsou viry, které infikuji bakterialni butiky. Byly popsany poprvé na po&atku
20. stoleti (Abedon, 2008). Jsou velmi rozsifené v biosfére. Piirozené se vyskytuji napf. v pude,
vode, rostlinach a zvitatech, kde mohou pfetrvavat po dlouhou dobu prostiednictvim
autoreplikace zavislé na hostiteli. Jsou pFitomny vSude, kde pteZivaji hostitelské druhy bakterii
(Marsh er Wellington, 1994; Jones et al., 2007). Bakteriofagy se skladaji z jednovlaknovych
nebo dvouvlaknovych, linearnich nebo kruhovych molekul DNA nebo RNA, které se nachazi
uvnit proteinového nebo lipoproteinového obalu (kapsida). Nékteré fagy mohou tvofit slozité
morfologickeé struktury, které usnadiuji jejich interakci s bakterialnim hostitelem nebo slouzi k
pfenosu genetického materialu do hostitelskych bunék (Bradley, 1965). Bakteriofagy obvykle
vykazuji vysokou specificitu k bakterialnim hostitelim. Jejich pouZiti proti bakteriim je zcela
bezpecné, protoze nemohou infikovat eukaryotické buiiky. Pro biologickou ochranu rostlin je
mozno pouZzit pouze tzv. lytické bakteriofagy, které na konci infekce bakterialni butiku lyzuji.
Lze je relativné snadno a levné produkovat (Jones et al., 2007, 2012).

Cilem experimenti bylo ovéfeni u¢innosti izolovanych lytickych bakteriofagi ¢Ds3CZ a
¢Ds20CZ na bakterii Dickeya solani pomoci laboratornich testil na fezech hliz bramboru.

Material a Metody

Pro zjisténi uinnost smési lytickych fagh ¢Ds3CZ a ¢Ds20CZ (rod Limestonevirus. celed
Ackermannviridae) na bakterii D. solani byly pouzity laboratorni testy na platcich hliz
bramboru. Fagy byly izolovany ze vzorkd pidy odebranych z poli brambor z riznych lokalit
Ceské republiky. Vzorky pudy (pfiblizné 5g) byly kultivovany 16 hodin pti 20 °C na tiepacce
s20 ml LB média, aby doslo k namnozeni p¥itomnych bakterii. Poté byly vzorky
sedimentovény centrifugaci a supernatant byl sterilizovan filtraci pfes bakterialni filtr. Timto
zpusobem bylo pfipraveno vice nez 200 vzorkd. Pfitomnost faga/fagi ve vzorku byla testovana
aplikaci 1ul sterilniho filtratu na vrstvu mé&kkého agaru, ve které byla rozmichana aktivné
rostouci bakterialni kultura a jeho kultivaci 16 hodin pii 20°C. Vzorky byly testovany proti
kmenum Dickeya ssp. CPPB 016, CPPB 019, CPPB 050, CPPB 065, CPPB 176 a CPPB 200,
ziskané ze sbirky fytopatogennich bakterii VURV Praha-Ruzyné. Ptitomnost faga proti
konkrétnimu bakteridlnimu kmenu byla signalizovana prosvétlenou zénou (plakem) v misté
aplikace vzorku. Asi Imm? z plaku byl resuspendovan v 1 ml pufru (10mM Tris-HCI, p.H 7.4,
10mM MgS04, 150mM NaCl), filtrovan pies bakteridlni filtr a 1ul filtratu byl v mékkém agaru
spolu s pifslusnym bakteridlnim kmenem kultivovan 16 hod pti 20°C. Timto zpusobem byl
kazdy fag pasdzovan 5x. Fagovy lyzat pro purifikaci byl pripraven inokulaci 200ml
exponencialné rostouci kultury Dickeya ssp. CPPB 050 v LB médiu pasdzovanym fagem a jeho
kultivaci pfi pomalém tfepani 24 hod pii 20 °C. Material byl odstfedén 15 min pfi15000x ga
supernatant byl filtrovan pres bakteridlni filtr. Fagy byly z filtratu vysrazeny pomoci 10 %
PEG6000 a 4 % NaCl 16 hod pti 10 °C a koncentrovany centrifugaci 30 min pfi 20 000 x g.
Fagovy extrakt byl rozpu$tén v pufru a sterilizovan filtraci.

Zdravé hlizy odriidy 'Jasmina', 'Red Anna' a 'Bohemia' (jednalo se o citlivé odridy k bakteriim
zpusobujicim mékkou hnilobu bramboru) byly omyty pod tekouci vodou pro odstranéni
ulpivajicich zbytkt pidy, dezinfikovany posttikem 70 % etanolem a osuseny po dobu 30 min.
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Dezinfikované hlizy brambor byly nakrajeny na platky pfiblizné 10 mm silné, které byly
vyrovnany do sterilnich uzaviratelnych boxti z PVC. Do jednoho boxu bylo uloZeno na vlhky
filtra¢ni papir (nasyceny 200 ml vody) 4 x 10 platka hliz od kazdé varianty pokusu. Na platky
hliz bylo nejprve pipetou naneseno 200 ul fagového roztoku (10 PFU/ml). Platky byly
ponechény po dobu 10 minut, aby roztok mohl dobte difundovat do pletiv. Na platky hliz byly
potom pomoci pinzety polozeny sterilni papirové c¢tvereCky o rozméru 9 x 9 mm
nasycené bakteridlni suspenzi (jednalo se o kmen D. solani CPPB-050 vykazujici vyznamnou
pektinolytickou aktivitu, 500 tisic jednotek na 1 ml). Jako pozitivni kontrola slouzila varianta
bez oSetteni platki hliz figy (pouze inokulace bakterialni suspenzi). Jako negativni kontroly
byly pouzity varianty s aplikaci roztoku fagh a sterilni vody na papirové stitky. Od kazdé
varianty pokusu byla provedena tfi opakovéni pro potfebné statistické vyhodnoceni. Potom
byly boxy uzavieny a uloZeny pfi teploté 21 °C. Po tfech dnech inkubace bylo provedeno
vyhodnoceni pokusu. Uginnost osetfeni testovanymi fagy byla vypoctena délenim praméru
oblasti bramborového platku vykazujicim pfiznaky mékké hniloby a celkovym primérem hlizy.
Vysledky byly vyjadieny v procentech. Potom bylo provedeno statistické vyhodnoceni pokusu
(program UNISTAT), kdy byla vzajemné porovnana pramérna infekce platka hliz bramboru
jednotlivych variant pokusu.

Vysledky a diskuze

Experimentalni data ukézala, Ze smés izolovanych lytickych fagh ¢Ds3CZ a ¢Ds20CZ o
koncentraci 10® PFU/ml G&inné potlatovala m&kkou hnilobu hliz bramboru zpiisobenou
bakterii D. solani. Na oSetfené varianté fagy byla zjisténa statisticky prikazné nizsi infekce D.
solani u vSech testovanych odrid bramboru (obr. 3 az 5). Na obr. 1 a 2 Ize vidét patrny rozdil
mezi oSetfenou a neoSetfenou variantou pokusu. Aplikace roztoku fagi na platky bramboru
pied inokulaci bakterialnim patogenem vedla ke snizeni vyvoje symptomi choroby v priméru
0 47,5 % (obr. 6). Muturi ef al. (2019) zjistil pomoci stejné metody sniZeni infekce druhem P.
carotovorum vyssi nez 50 %. Carstens et al. (2018) prokazal snizeni infekce bakterii D. solani
pomoci bakteriofagti 0 93,3 % az 48,9 %.

Prestoze aplikace smési faghi ¢Ds3CZ a ¢Ds20CZ ucinné snizovala pfiznaky mékké hniloby,
nedokézala tplné eliminovat infekci, coz je ve shodé s Muturi et al. (2019), ktery se zabyval
fagy proti P. carotovorum. Neni jasné, zda se bakterie, které vyvolaji infekci na hlizach
oSetfenych fagy, stanou rezistentni vii¢i vSem fagim ve smési, nebo jakym zptisobem se vyhnou
infekci fagy. Pro snizeni pravdépodobnosti vytvoteni ptipadné rezistence bakterii viéi viem
faglim je vhodné pro ucinné snizeni infekce pouzit geneticky riiznorodou sadu fagu.

OSetiend varianta ag§ ( Red Anna )W

nna') Obr.

Obr. 1 NeoSetiena varianta fagy ('‘Re
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Obr. 3 Primérna infekce platkt hliz odrudy 'Jasmina' bakterii D. solani
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Obr. 4 Primérna infekce platkt hliz odrudy 'Red Anna' bakterii D. solani
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Obr. 5 Primérnd infekce platka hliz odrudy 'Bohemia' bakterii D. solani
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MozZnost ochrany rostlin pomoci bakteriofagl byla studovana u riznych patogennich bakterii
(napt. E. amylovora, Agrobacterium tumefaciens, Ralstonia solanacearum, Streptomyces.
Pseudomonas sp., Xanthomonas sp., Pectobacterium sp., Xylella fastidiosa, Dickeya sp.) [Jones
et al., 2007; Monk et al., 2010; Buttimer er al., 2017]. Byly izolovany a identifikovany
bakteriofagy, které byly u¢inné na druh D. solani v podminkach in vitro (Czajkowski et al.,
2014). Adriaenssens ef al. (2012) popsal T4 bakteriofagy proti D. solani, kdy doslo po jejich
aplikaci ke zvySeni vynosu brambor. Riizné vyzkumné skupiny se zabyvali u¢innosti fagi na
Pectobacterium spp. a Dickeya spp. v rostlinach a hlizach brambor in vitro, ve sklenikovych
podminkach a v polnich pokusech (Czajkowski, 2015). Komeréné byl vyvinut produkt na bazi
bakteriofaghi s nazvem AgriPhage™ (Omnilytics) proti napt. P. syringe pv. tomato.
Xanthomonas pruni, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Erwinia amylovora
(Monk er al., 2010, Anonymus, 2020a). Déle byl na trh uveden ptipravek Biolyse®-PB proti
bakteriim z Celedi Enterobacteriaceae zptusobujicim mékkou hnilobu bramboru (Anonymus,
2020b).

Obr. 6 Primérna infekce platkt hliz vSech odrid bakterii D. solani
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Zavér

Pomoci laboratornich experimenti byla ovéfena ucinnost smési lytickych faghi ¢Ds3CZ a
¢Ds20CZ na infekci bakterii D. solani na platcich hliz bramboru. Roztok fagd ucinng
potlatoval symptomy mékké hniloby hliz bramboru zptsobené bakterii D. solani. Mezi
oSetfenou a neosetfenou variantou byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v infekci
hliz bramboru u vsech testovanych odrid. Aplikace smési fagi na platky bramboru pied
inokulaci bakteridlnim patogenem vedla ke snizeni vyvoje symptomt choroby v priméru o 47,5
%. Utinnost fagli je nutné jestd ovéFit v poloprovoznich a provoznich podminkéch. Fagy by
mohly byt aplikovany po sklizni brambor pro sniZzeni znehodnoceni hliz zpiisobené mékkou
hnilobou b&hem skladovéni, nebo bezprostiedné pied vysadbou brambor pro sniZeni infekce
bakteriemi béhem vegetaéniho obdobi. Udrzeni nizké Grovné kontaminace produkce brambor
bakteriemi je v soucasné dobé velkym problémem. V piipadé dostate¢né ucinnosti na infekci
Ize bakteriofagy vyuzit v ekologické produkci brambor pro ochranu proti bakteriim, ktera je
Setrna k zivotnimu prostiedi a bezpe¢na pro spotiebitele.
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