Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Molekularni biologie a biochemie organismu

Klara Nekolova

Fytopatogenni bakterie: bakteriofagova terapie bakterialnich onemocnéni rostlin

Phytopathogenic bacteria: bacteriophage therapy of bacterial plant diseases

Bakalarska prace

Skolitel: RNDr. Petra Liskova, Ph.D.

Praha, 2025


https://www.cuni.cz/UK-6450.html

Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zavére¢nou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla

ptedloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 17.4.2025

Podpis



Podékovani:

Jako prvni bych chtéla podé€kovat RNDr. Pette Liskové, Ph.D. za ochotu a trpélivost,
kterou se mnou po celou dobu psani prace méla. Vazim si veSkerych jejich odbornych rad,
zkuSenosti a podpory, jeZ mi poskytla. Dale bych chtéla podekovat svému partnerovi a roding,

ze mi byli beéhem celého studia a psani bakalatské prace velkou oporou a vydrzeli to se mnou.



Abstrakt

Fytopatogenni bakterie jsou mikroorganismy napadajici a zptisobujici onemocnéni
u rostlin. Kazdoro¢n¢ vyznamné snizuji produkci zeméd¢€lskych plodin po celém svéte. Jednou
z novych moznosti boje proti bakteridlnim chorobam rostlin se jevi bakteriofagova terapie.
Bakteriofagy, jako viry infikujici bakterie, mohou G¢inn¢ potlacovat rlst a projevy téchto
bakterii. Mnoho studii svymi experimenty in vitro i in vivo potvrzuji uspé$nost pfi kontrole
rostlinnych chorob. Nicméné ptes vSechny uspéchy ma tato terapie i mnoho uskali, které je
nutné vyfesit, napt. zptsob aplikace ¢i ochrana pfed UV zafenim. Do budoucna je nutné najit
feSeni pro tyto problémy, a jest¢ 1épe pochopit samotné bakteriofagy a jejich interakce
s fytopatogennimi bakteriemi. A nakonec to nejdilezitéjsi potvrdit bezpecnost této terapie pro

okolni svét.

Kli¢ova slova: fytopatogenni bakterie, Pseudomonas syringae, Ralstonia

solanacearum, Erwinia amylovora, bakteriofag, bakteriofagova terapie



Abstract

Phytopathogenic bacteria are microorganisms that attack and cause diseases in plants.
Every year, they significantly reduce the production of agricultural crops around the world.
Bacteriophage therapy appears to be one of the new options for combating bacterial plant
diseases. Bacteriophages, as viruses that infect bacteria, can effectively suppress the growth
and symptoms of these bacteria. Many studies confirm their success in controlling plant
diseases with their in vitro and in vivo experiments. However, despite all the achievements,
this therapy also has many pitfalls that need to be resolved, such as the method of application
or protection from UV radiation. In the future, it is necessary to find solutions to these problems
and to better understand the phages themselves and their interactions with phytopathogenic
bacteria. And finally, most importantly, to confirm the safety of this therapy for the surrounding

world.
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Seznam pouzitych zkratek

amylovoranu

ZKRATKA CESKY NAZEV ANGLICKY NAZEV
ASM acibenzolar-S-methyl acibenzolar-S-methyl
BT bakteriofagova terapie bacteriophage therapy
CFU jednotky tvorici kolonie colony-forming unit
DNA deoxyribonukleova kyselina deoxyribonucleic acid
JSDNA dvoufetézcova deo‘xyrlbonukleova double-stranded DNA
kyselina
dsRNA dvouretézcova ribonukleova kyselina double-stranded RNA
EA Erwinia amylovora Erwinia amylovora
EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina ethylenediaminetetraacetic acid
EPS exopolysacharid exopolysaccharide
gDNA genomova DNA genomic DNA
HR hypersenzitivni reakce hypersensitive response
HR hypersenzitivni reakce hypersensitive response
hre/Hrc gen/protein hypersenzitivni reakce a hypersensitive response and
konzervované slozky conserved gene/protein
hrp/Mirp gen/protein hypersenzitivni reakce a hypersensitive response and
patogenity pathogenicity gene/protein
hrpB pozitivni reguldtor gend pro T3SS positive reg1;13a ;osr of gene for
M vnitini membréna inner membrane
LPS lipopolysacharid lipopolysaccharide
MOI multiplicita infekce multiplicity of infection
mRNA messenger RNA messenger RNA
OM vnéj$i membrana outer membrane
operon ams operon zodpovédny za syntézu operon responsible for

amylovoran synthesis




phcA

regulator genli souvisejicich s
virulenci

virulence gene regulator

Pin2

gen kodujici inhibitor proteaz

proteinase inhibitor 11

PRI1b

gen pro obranny protein proti
patogentim

pathogenesis-related gene 1b

PS

Pseudomonas syringae

Pseudomonas syringae

Psg

Pseudomonas syringae pv. garcae

Pseudomonas syringae pv.
garcae

Pst

Pseudomonas syringae pv. tomato
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polysacharidové transportéry

polysaccharide transporters

pv.
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rfbX

gen polysacharidovych transportért
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RNA

ribonukleova kyselina

ribonucleic acid

ROS

reaktivni formy kysliku

reactive oxygen species

RS

Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum

SAR

systémova ziskana rezistence

systemic acquired resistance

ssDNA

jednotetézcova deoxyribonukleova
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single-stranded DNA

ssRNA
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single-stranded RNA

sylA-E
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syringomycinu

gene cluster responsible for
syringomycin synthesis

T3SS

sekre¢ni systém typu I11

type III secretion system

UV zafeni

ultrafialové zareni

ultraviolet radiation




1 Uvod

Fytopatogenni bakterie jsou jednobunécné organismy napadajici rostliny. Tyto bakterie
tvofi poCetnou a rozmanitou skupinu, z ¢ehoz vyplyva opravdu rozsahlé mnozstvi onemocnéni,
které zplisobuji. Choroby napadajici zejména zemédélské plodiny mohou mit katastrofalni
dopady na ekonomiku po celém svéteé. Rust populace na Zemi zvySuje naroky na produkci
zemédélstvi. Narast produkce zvysuje spotiebu antimikrobidlnich latek jakozto ochrany proti
fytopatogenim. Problém nastavd uvédomime-li si, Ze mnozstvi téchto latek je soucasné
polutanty. A to miize byt do budoucna velkou hrozbou. NeSetrnost a toxicita téchto latek
k okolnimu prostiedi a organismim, akumulace kontrolnich ¢inidel v pid¢ a vod¢ vede
spole¢nost, ve spojeni s moznosti vzniku rezistence fytopatogenti vici antibiotikim,

k vytvoteni ekologicky Setrnych variant kontrolnich ¢inidel.

Jednou z téchto variant mohou byt bakteriofagy. Fagy jsou viry infikujici pouze
bakterie. JakoZto pfirodni entity maji spoustu vlastnosti splitujici naroky na hledanou Setrnost.
Bakteriofdgova terapie byla objevena jiz na pocatku 20. stoleti, nicméné piichod antibiotik ji
zcela prevalcoval. V soucasnosti je fagova terapie predmétem mnoha studii a testti v 1é¢beé lidi,
zvitat 1 rostlin.

Cilem této bakalarské prace je piiblizit svét fytopatogennich bakterii a ukazat, jak
velkou hrozbu jsou. Predstavit a na ptikladech demonstrovat ptichod nové slibné vyhlizejici
metody kontroly téchto bakterii. JelikoZ fytopatogennich bakterii je opravdu hodné a informaci
o nich taky, vybrala jsem z mého pohledu tii vyznamné bakterie, na které se zamétuji jak pii
popisu samotnych fytopatogennich bakterii, tak v problematice spojené s bakteriofagovou
terapii. Jsou to tyto bakterie: Pseudomonas syringae a jeji pathovary, Ralstonia solanacearum
a Erwinia amylovora.

V prvni ¢asti se vénuji Cisté fytopatogennim bakteriim, ve zbytku prace piedstavuji
bakteriofagy a jejich potencidl a problémy ve fagové terapii u rostlin. Na zavér prace piiblizuji

studie a vyuziti fagl pro kontrolu jiz zminénych tfech bakterii.



2 Fytopatogenni bakterie

2.1  Zakladni charakteristika

Fytopatogenni bakterie jsou jednobunécné prokaryotické organismy, které infikuji
rostliny a zptsobuji mnozstvi riznych onemocnéni. Hniloba, vadnuti, nekroza, ¢i hyperplazie
jsou jen jedny z mnoha symptom, co mizeme na rostlindch pozorovat. Fytopatogenni bakterie
dokazou zdevastovat cela pole urody, proto jsou velkou hrozbou pro zemédélskou produkei po

celém svéte.

Nékteré bakterie se specializuji pouze na jeden typ plodiny (monofagni) napf.
Clavibacter michiganensis, zpusobujici mé€kkou hnilobu u brambor. AvSak mnozstvi bakterii
dokaze infikovat vicero druhti rostlin (polyfagni), ptikladem je Ralstonia solanacearum, ktera
zpusobuje vadnuti u mnoha jedno i dvoudé€loznych plodin. V neposledni fadé¢ existuje i nékolik
druhii bakterii, u nichZ 1ze pozorovat schopnost napadat jak rostlinné, tak Zivo¢isné bunky napft.

buitky hmyzu, jako bakterie Dickeya dadantii (*van der Wolf and De Boer, 2015).

2.2 Vybrani zastupci a onemocnéni

Existuje nesmirné mnoZzstvi fytopatogenni bakterii, majici vyznamnou roli
v zemeédé€lstvi 1 ekonomice po celém svété. Mezi ty nejvyznamnéjsi se fadi Pseudomonas
syringae (jeji pathovary zpusobuji mnoZstvi onemocnéni, napt: bakterialni skvrnitost na rajceti
¢i bakteridlni rakovinu u kiwi), Ralstonia solanacearum (bakteridlni vadnuti), Erwinia
amylovora (bakteridlni spéala rGzovitych), Agrobacterium Tumefaciens (tvorba nadord),
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (bakterialni plisenn) a mnoh¢ dalsi. Ja se ve své praci zamé&fim

pfedevsim na charakteristiku a problematiku prvnich tfi zminénych.

2.2.1 Pseudomonas syringae (PS)

Pseudomonas syringae je hemibiotrofni, polyfagni gramnegativni bakterie s acrobnim
metabolismem. Ma ty¢inkovity tvar s minimalné€ jednim polarnim bicikem. Lze u ni pozorovat
dvé propojené Zivotni faze souvisejici s osidlenim rostliny: epifytickou, kdy se nachazi na
povrchu pfedevSim nadzemnich ¢asti rostlin (souhrnné nazyvané jako fylosféra),
a endofytickou, kdy bakterie pronika do rostlinnych tkani (Feltin et al., 2024). Pti ptiznivych
okolnich podminkach (dést’, vitr, vysokd vlhkost) dokaze prezivat na povrchu rostlin 1 v padé.

Do rostlin vstupuje jejich pfirozenymi otvory (pruduchy, hydatody...), nebo poranénimi.



P. syringae je extracelularni patogen, ktery po penetraci do rostliny zije v mezibunécném

prostoru zvaném apoplast (Korniienko et al., 2022).

Typickou vlastnosti PS je nukleacni aktivita ledu, coz vede k poskozeni rostlinnych
tkani mrazem. Tento proces muze zpusobit uvoliiovani zivin a vody z rostliny, nebo tvorbu
poranéni slouzicich jako vstupy pro bakterii. Za nukleacni aktivitu ledu je zodpovédny
specificky protein ukotveny na vnéj$i membrané bakterii. Ten umoziuje pfedcasnou nukleaci

podchlazené vody (Lee ef al., 2023).

Poprvé byla tato patogenni bakterie popsana v roce 1902. Od té¢ doby bylo popsano vice
nez 60 pathovarii!, napadajici riizné rostlinné druhy, napt. Pseudomonas syringae pv. syringae,

Pseudomonas syringae pv. tomato (Gomila et al., 2017).

Pro ukdzku zde zminim onemocnéni bakterialni skvrnitost na rajceti, zptisobenou
P. syringae pv. tomato. Je to velmi bézna nemoc, jenz ovliviiuje svétovou produkci rajcat.
Symptomy miZzeme na rostlin€ pozorovat predevsim na listech a plodech. Na listech (mladych
1 starSich) se typicky tvofi tmaveé hnédé az cerné skvrny, které jsou obklopeny zlutym okrajem.
Spojenim téchto skvrn mize vést az ke vzniku nekrdézy a vyznamnému poskozeni. U plodi
pozorujeme drobné tecky, barva okraju se 1isi zralosti, u nezralého plodu budou okraje zelené,

na zralém barva piejde do zluté (El-Fatah et al., 2023).

2.2.2 Ralstonia solanacearum (RS)

Ralstonia solanacearum je pudni, polyfagni, gramnegativni bakterie s aerobnim
metabolismem, zpisobujici bakteridlni vadnuti (Obr.1). Diky svazku poldrnich bi¢ika je
pohybliva. Poprvé byla popsdna Erwinem Smithem v roce 1908 na tabaku. Byla zatazena mezi
nejvyznamnéj$i bakteridlni rostlinné patogeny. Celosvétoveé zpusobuje 15 az 55 %
(v extrémech az 100 %) ztraty urody. Dokaze napadnout pies 200 druhti rostlin, nebezpecna je
pfedevsim pro celed’ Solanaceae (rajce, brambor, ¢i tabak) (Cai et al., 2021). Byla rozdélena
do 5 ras (podle rozsahu hostitele) a 6 biovar (podle biochemickych vlastnosti), nové

pouzivanym systémem je rozliSeni podle ptiblizného vyskytu v geografickych oblastech na

! Pathovar (zkracené pv.) je oznaceni vyuzivajici se k odliSeni bakterii v ramci jednoho druhu. Pfi¢emz jednotlivé
pathovary daného druhu se 1isi schopnosti infikovat rtizné druhy rostlin. Z taxonomického hlediska by se dalo fict,
ze pathovar se nachazi mezi druhem a specifickych kmenem bakterie.



4 tylotypy. Jakozto plidni bakterie se snadno S§iii ptidou, zvlada to ovSem i povrchovou

a zavlahovou vodou ¢i zemédélskym nacinim (Fujiwara et al., 2011).

Dafi se ji v horkém a vlhkém klimatu, odpovidajici tropické a subtropické oblasti (Ingel
et al., 2022). Byl vsak identifikovdn kmen R3bv2, zplsobujici hnilobu brambor, ktery je
schopen infekce i v chladnych teplotach typickych pro mirné klimatické pasmo (Clarke et al.,
2015).

Obrazek 1 A — Ralstonia solanacearum (photograph J. Vasse);
B — Symptomy bakterialniho vadnuti na rajceti (pfevzato a upraveno: Mansfield et al.,
2012)

2.2.3 Erwinia amylovora (EA)

E. amylovora je ty€inkovitd, polyfagni, gramnegativni bakterie zodpovédna za
onemocnéni bakterialni spala razovitych. Je to vitbec prvni fytopatogenni bakterie, ktera byla
popsana v 2. pol. 19. stoleti (Vanneste, 2000). Radi se mezi psychrotrofni bakterie, kviili své
schopnosti rast pfi teplotdch od 4 °C do 37 °C, s optimem 28 °C. Bylo vSak zjisténo, Ze pro
rozvoj epidemie v polnich podminkéch je nutnd teplota nad 18 °C. Spole¢né s touto teplotou ji
vyhovuje teplé vlhké prostredi, dést’ €i velka rosa. Hlavnim vstupem do hostitele jsou pro EA

kvéty, nicméné dokédze vyuzit i praduchy, nebo poranéni vznikla krupobitim, vétrem, ¢i



hmyzem (Santander and Biosca, 2017). PfenaSe¢i byva casto hmyz, ale 1 dést a witr.
Zajimavosti je, Ze byly vyvinuty pfedpovédi onemocnéni, podle blizicich se vhodnych
povétrnostnich podminek pro rist bakterie. Diky tomu mohou zemédélci provadét preventivni
postiik chemikaliemi jesté pred propuknutim nemoci (Borruso et al., 2017).

Bakterialni spala rizovitych je onemocnéni vyskytujici se u hospodaisky vyznamnych
ovocnych stromi jako jsou jabloné a hrusné. Detekovat ji vSak mlzeme i na okrasnych
rostlindch z celedi Rosaceae. Je to velmi zdvazné onemocnéni, schopné po propuknuti
zdevastovat celoro¢ni sklizenl a zptsobit vyznamné ekonomickée ztraty. Onemocnéni postihuje
znacnou cast rostliny (mladé vyhonky, listy, kvéty, plody a podnoz rostliny) (Biosca et al.,
2024). Mezi symptomy spaly se fadi nekréza kvétd, mladych vyhonkt (Obr.2), hniloba
nezralych plodd, rakovina dfevitych pletiv a vyskyt bakteridlniho slizu (Borruso et al., 2017).
Typickym znakem jsou tzv. pastyiské hole (Obr.2), na koncich ohnuté uschlé vyhonky (Zhao,
Blumer and Sundin, 2005).

Obrazek 2 Typické symptomy bakterialni spaly razovitych.
A —Nekréza mladého vyhonku, pfipominajici spaleni ohném; B — Typicky ptiznak spaly tzv.
pastytsky htl (pfevzato a upraveno: Fontana ef al., 2022).



2.3 Cyklus bakterialni choroby

Tento cyklus popisuje zivotni stadia bakteridlnich patogent v rostlinach. Zahrnuje
pfezivani patogena, Sifeni a pfenos, rozpoznani a prvni kontakt s hostitelem, penetrace,

kolonizace a mnoZeni, a nakonec vznik a Sifeni infekce (Obr.3).

__— Infekce —__
— T
Rozpoznani hostitele Invaze
F’enetrﬁe Kolonizace
Navazani prvniho kontaktu Rust a/nebo
4 Cyklus reprodukce patogenu
i lb bakterialni |
nkubace |
A choroby }
) \ Rozvoj symptomdl
Sifeni primarniho ™ }
inokula R"x---______ Sifeni patogenu ‘//;
\ — (sekundarni inokulum) /
Primarni inokulum Tvorba pfezimovaciho
A stadia
A Obdobi

"~ dormance

Obrazek 3: Cyklus bakterialni choroby (pfevzato a upraveno: Plantlet, 2019)

R. solanacearum, jakozto pudni bakterie, napada rostliny skrze jejich kofenovy systém.
Pfirozenymi ranami na kofenech, vzniklych vlivem ristu postrannich kofenti ¢i proristani
kofenli pidou, nebo nepfirozenymi ranami, zpusobenymi napfi. lidskou ¢innosti, pronikaji
bakterie do hostitele. Kolonizuje xylém, kde se mnozi a §ifi dal po rostlin€. Vzristajicim
poctem bakterii a jejich produkci exopolysacharidu (EPS) dochézi k zablokovani xylémovych
cév, coz snizuje piijem a transport vody z pudy (Caldwell, Kim and Iyer-Pascuzzi, 2017).
Nésledujici vadnuti, Zloutnuti rostliny ¢i zpomaleni rlstu je nevyhnutelnym projevem
bakteridlniho vadnuti vedouciho casto az k smrti rostliny. Po propuknuti nemoci
R. solanacearum odchazi zpét do ptdy, kde pteziva, dokud nenajde dalSiho vhodného hostitele

(Ye et al., 2022), (Obr.4).



Bakterie vstupuji do
kofeni skrze poranéni
nebo pfirozené otvory

©

Kolonizuji
xylém

Bakterie odchazi z \ toku vody
napadené rostliny
zpét do pudy

Bakterie ucpavaji xylém
(pomoci faktord

Rostlina vadne a Vil’ulence, EPS, atd-)

nakonec umira

Obrazek 4 Cyklus bakterialni choroby bakterii R. solanacearum (pievzato a upraveno: Yadav

etal.,2024)

K porovnani s ralstonii uvedu cyklus infekce bakterie Pseudomonas syringae. Jelikoz
PS obsahuje velké mnoZstvi pathovari poji se s Sirokym spektrem infikovanych rostlin, a tim
1 s mnoZzstvim specifickych onemocnéni, napt. rakovina ¢i skvrnitost. Kazdy pathovar tak mtize
mit své specifické mechanismy odvozené od riznych virulentnich faktora. Mazeme vSak jeji
kolobéh Zivota obecné shrnout.

Infekeni cyklus, jak jiz bylo zminéno, se déli do epifytické a endofyticke faze. Kde se
ovSem nachazi bakterie mimo tento cyklus? P. syringae dokdze prezivat a Sifit se infikovanymi
semeny, pudou, vodou, destém a snéhem, nebo v zbytcich rostlin a plodin (Feltin et al., 2024).
Po usidleni na povrchu zdravé rostliny zapocne proces infekce hostitele. Ve fylosféte musi
bakterie odolavat velkému mnozstvi neptiznivych podminek (hladovéni, abioticky stres...).

Diilezitou roli v adhezi k povrchu rostliny hraji slozky bunééné stény hlavné LPS, a také EPS.



Velikost bakteridlni populace ve fylosféfe hraje vyznamnou roli v samotném vzniku

onemocnéni (Krishna et al., 2022).

Vstup do hostitele ¢asto koreluje se silnymi deStovymi a povétrnostnimi podminkami,
jimiz vznikaji na rostliné poranéni, které bakterie vyuzije jako vstupni branu. Penetrace
pfirozenymi otvory, jako jsou praduchy, je typicka pro Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)
DC3000. Studie ukazaly, ze Pst DC3000 vyuzivaji principu chemotaxe pro pohyb smérem
k otevienym praduchiim (Santamaria-Hernando et al., 2022). Jednim ze zajimavych zplsobi
pruniku je také poranéni zpisobené mouchou rodu Scaptomyza. Samice této mouchy dokézou
klast vajicka do listli rostlin pomoci zubatého vejcovodu. Vzniklymi vpichy vstupuje bakterie

do rostliny. Byl také prokazan jisty pozitivni vztah mezi témito organismy (Groen et al., 2016).

Po vstupu do rostliny dochazi ke kolonizace rostlinného apoplastu, kde se bakterie dale

mnozi a infikuje okolni tkan¢, coz vede ke vzniku onemocnéni (Krishna et al., 2022).

Jako posledni ptiklad uvedu bakterialni cyklus choroby u Erwinia amylovora. Tato
bakterie se za okolnich podminek, zejména v 1été, kdy jsou pritomné mladé rostouci vyhonky
dokaze Sifit velmi rychle po 1 mezi rostlinami. Po penetraci hostitelské rostliny se béhem
nékolika dni rozsifi do celého kvétu a mladych vyhonkll. Za nékolik mésicti dokaze

onemocnéni infikovat celou rostlinu a stat se syst¢émovym (Borruso et al., 2017).

EA pfezimuje v Zivych tkanich na okrajich rakovin z pfedeslého roku. K Siteni dochazi
na jafe po dosazeni idedlnich okolnich podminek, kdy se na povrch infikovanych tkani za¢ne
vylucovat bakterialni sliz (Obr.5). Sliz obsahujici bakterie s EPS je vyznamnym faktorem
epidemie spaly. Béhem infekce poslouZzi, jako primarni a sekundarni inokulum pro ptenos
spaly. EA ve slizu je pfenaSena zejména pomoci hmyzu, vétru ¢i desté na povrch zdravych
kvétnich blizen, které kolonizuje. Pii dostate¢né vlhkosti miiZze migrovat do kvétovych nektarii,
kde infikuje hostitele pfirozenymi otvory a zpusobi spalu kveth. Po infekci zaCinaji bakterialni
buiiky putovat cévnim systémem po celém stromé. Postupné napadaji rostouci vyhonky
a stonky, az se dostavaji do hlavniho kmene a podnoze, coz Casto vede k smrti stromu. Béhem
infekce se mohou na povrchu vyhona, tfapikt, listi ¢i plodi objevovat dalsi kapicky slizu

slouzici v sekundérnich cyklech infekce (Slack et al., 2017).
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Obrazek 5 A — Bakterialni sliz na pfezimujici rakoving; B — Sliz na nezralém plodu jablka;
C — moucha jako pfenaSe¢ na vyhonku s kapkami slizu (zvyraznéné Sipkami) (pfevzato a
upraveno: Zeng, Putawska and Schachterle, 2021)

2.4 Mechanismy patogenity

Fytopatogenni bakterie musi pro uspé$nou kolonizaci a vznik onemocnéni v hostitelské
rostlin€ byt schopny piekonat obranné mechanismy rostlin, zajistit si dostatek vody a Zivin pro
rist a mnozZeni. Proto u nich nalezneme Sirokou sbirku mechanismi, které toto zajistuji. Od
enzymi degraduji bunéénou sténu rostlin, fytohormony, toxiny, exopolysacharidy (EPS),
siderofory, Quorum sensing souvisejici s tvorbou biofilmu, az po sekre¢ni systémy
transportujici efektorové molekuly do hostitelskych bunék a mnohé dalsi. V této kapitole uvedu

jen nékolik vyznamnych mechanismu hrajicich roli v patogenit€¢ mnou popisovanych bakterii.

2.4.1 Sekre¢ni systém typu III (T3SS)

T3SS je spoleénym mechanismem vSech tii uvedenych bakterii P. syringae,
R. solanacearum a E. amylovora. Je to evoluéné konzervovany systém vyuZivany
gramnegativnimi fytopatogennimi bakteriemi pro transport efektorovych molekul pfimo do
cytosolu hostitelskych bunek. Tyto efektory ovliviiuji cilové buiitky mnoha zptsoby: potlacu;ji
obranné¢ a jiné signalni drdhy, modifikuji struktura cytoskeletu, nebo manipulu;ji

s intracelularnim transportem (Dudnik and Dudler, 2014).

Cely komplex T3SS zabudovany do vnitini a vnéjSi membrany bakterii se sklada
z velkého, valcové tvarovaného makromolekuldrniho komplexu organizovaného do tady
prstencovych struktur s vnitinimi prstenci, vnéjSimi prstenci a krckovou strukturou. Do
extracelularniho prostoru vy¢niva struktura podobna jehle — pilus, kterym dochazi

k samotnému exportu efektorti (Obr.6) (*Vrancken et al., 2013). T3SS rostlinnych patogennich



bakterii je tvofen hlavné proteiny Hrc, kodovanymi konzervovanymi geny hrc a proteiny Hrp,

koédovanymi geny hypersenzitivni reakce a patogenity (hrp) (He et al., 2023).
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Obrazek 6 Schématické znazornéni struktury T3SS bakterialnich rostlinnych
patogenti (pievzato a upraveno: *Biittner and He, 2009)

U Erwinia amylovora se T3SS vyuziva v ranych fazich invaze k potlaceni obrany
hostitele a zahdjeni patogeneze. Potvrzuji to studie dokazujici, ze geny pro T3SS maji zvySenou
expresi béhem infekce na kvétnich bliznach a bazi, a Ze jejich exprese se snizuje s pozdéjsSimi

fazemi choroby (Schachterle et al., 2022).
2.4.2 Exopolysacharidy amylovoran a levan

V této podkapitole bych chtéla zminit néco k EPS u E. amylovora, kde mizeme
pozorovat i dal$i mechanismy patogenity a virulence, jako produkce sideroforu, LPS, motilita,

tvorba biofilmu a v neposledni fad€ jiz zminény T3SS systém.

Produkce EPS amylovoranu a levanu napomdha bakterii obchazet imunitni systém
hostitele, naruSovat cévni systém rostliny, podporuje tvorbu biofilmu a rist bakterialni
populace. Nedostatek levanu mtze také vést k pomalému rozvoji nemoci v rostlin€ (*Vrancken

etal.,2013).

Amylovoran je hlavni slozkou bakteridlniho slizu. Je to heteropolymer, jehoZz
monomerni podjednotky se skladaji z jedné glukuronové kyseliny a ¢tyt galaktéozovych zbytkt
s pyruvatovymi a acetatovymi skupinami. Geny pro amylovoran se nachédzeji v jednom
dvanacti genovém ams operonu transkribovaném jako jedna mRNA. Kmeny E. amylovora

postradajici tvorbu amylovoranu jsou nepatogenni.

Transport EPS pies bakterialni membrany zajiStuje rodina polysacharidovych
transportérti (PST), konkrétné proteiny podrodiny PST (1) (Klee et al., 2020). Prave ve studii

Sara Klee a spol. ukazali, ze mutace v genu PST rfbX vede ke ztraté produkce amylovoranu,
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a tudiz k avirulenci. Také poukazuji na moznost, ze EPS a LPS proteiny mohou u bakterie EA
koexistovat prostoroveé spolecné. Coz by mohlo vysvétlit ztratu produkce amylovoranu vlivem

mutaci v genech pro syntézu LPS proteint.

2.4.3 Fytotoxiny P. syringae

U P. syringae nalezneme mnozstvi mechanismti napomahajici invazi hostitele. Kromé
produkce fytotoxind, vyuziva T3SS, tvorby biofilmi ¢i produkce fytohormoni a siderofori.
PS produkuje nékolik typt fytotoxint, napt. koronatin, syringomycin, syringopeptin, tabtoxin
¢i syringolin A.

Tyto toxiny dokdzou ovlivnit zavaznost onemocnéni napiiklad tim, ze vyvolaji
bunécnou smrt prospéSnych bakterii na hostiteli a umozni jednodussi kolonizaci rostliny.
Syringomycin a syringopeptin umoziuje tvorbu porti v plazmatické membrané a vzniku
cytolyzy. Tabtoxin inhibuje glutamin syntetazu (Saint-Vincent et al., 2020).

Makrolaktam syringolin A je inhibitorem eukaryotického proteazomu, jez je Casto
nepostradatelnou ¢asti rostlinnych signalnich drah. Studie dokazuji, ze dokdze potlacit
obrannou signalizaci kyseliny salicylové a represi stomatalni imunitu u fazoli a Arabidopsis.
Syringolin A je produkt smiSené neribosomalni peptidové syntetazy / polyketidové syntetazy
kodované klastrem genl syl4-E urcitych kmenl P. syringae. NaruSeni produkce tohoto

fytotoxinu muze vést ke snizeni tvorby 1ézi u zminénych fazoli (Dudnik and Dudler, 2014).

2.4.4 Ledova nukleacni aktivita

Ledova nukleac¢ni aktivita byla poprvé popsana v 70. letech 20. stoleti pravé u bakterii
Pseudomonas, od té¢ doby byli objeveny i dalsi bakterie s touto aktivitou, napt. Xanthomonas

campestris.

Za touto schopnosti stoji specifické led-nukleacni proteiny nachéazejici se na vnéjsi
strané bakteridlni bunécné stény (Obr.7). Tvoii shluky podporujici vznik uspoifadani molekul
vody, jenz uleh¢i jeji fazovy prechod mezi kapalnym a pevnym skupenstvim. P. syringae je
tohoto procesu schopna uz pfi teplot¢ —2 °C. Ledova nukleacni aktivita slouzi k poskozeni
rostlinnych pletiv mrazem, coz umozni uvolnéni zivin pro bakterie. Vytazky usmrcené PS se

také vyuzivaji ve vyrobku na umélé zasnézovani Snomax (Lukas et al., 2022).
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Navic je tato jejich schopnost spojovana s ovliviiovanim atmosférickych procesti, jako
je tvorba mrakd a s nimi spojenych srazek (destovych, snéhovych i krup), ve kterych byly
nalezeny (de Araujo et al., 2019).
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Obrazek 7 Struktury a mechanismus bakterialnich led-nuklea¢nich proteinti ukotvenych na
vnéj$i bunéné membrané P. syringae. Led-nukleacni proteiny se skladaji z N-konce,
C-konce a centralni opakujici se domény (pfevzato a upraveno: Lukas ef al., 2022).

2.5 Metody ochrany rostlin

Z mé prozatimni snahy pfibliZit ¢tenafi fytopatogenni bakterie bych fekla, Ze je jasné,
jak velky problém mohou tyto patogeny byt. Siroké spektrum chorob dokaZe zpisobit velké,
Casto, fekla bych, pro nékoho az nevy¢islitelné Skody jak v zeméd€lstvi, tak 1 v ekonomice po
celém svété. Proto je opodstatnéna stale trvajici snaha vytvoftit u¢inné, ale pro okoli Setrné
metody ochrany rostlin.

Casto prvotnim Gspéchem ochrany rostlin miZze byt prevence. Dezinfekce nafadi
a zemédelskych strojli, profezavani rostlin, obména plodin na jednotlivych stanovistich, to vse
muze pomoci. Jednou z moznosti prevence proti patogentim je Slechténi rostlinnych druhti jiz
odolnych vici dané chorobg.

Jednou z typickych ve svété vyuzivanych moznosti je ochrana na chemické bazi, dnes

bézné vyuzivané baktericidy obsahujici méd’ ¢i antibiotika. Nad touto moznosti se vedou
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nestalé diskuze ve spojeni se Setrnosti k zivotnimu prostfedi. Slouceniny obsahujici méd’
mohou zpusobovat fytotoxicitu, bioakumulaci v ptdé¢ a povrchové vodé, nebo mohou
negativné ovliviiovat opylujici hmyz a jiné organismy (*Stefani et al., 2021). Jak tyto
slouCeniny, tak pfedev§im pouzivana antibiotika, napf. streptomycin, jsou také spojovany se
vznikem rezistence v bakterialnich populacich. Se vzniklou rezistenci viic€i antibiotiklim se poji
obavy pienosu této rezistence u fytopatogennich bakterii na bakterie napadajici zvifeci,
a predevsim lidsky organismus (Taylor and Reeder, 2020).

Pravé diky existujicim problémim v soucasné ochrané se nadéje vkladaji do biologické
ochrany. Napftiklad vyuziti antagonistickych organismi, které aktivn¢ konkuruji, nebo ptimo
eliminuji patogenni bakterie. Ve studii (Bashan and de-Bashan, 2002) ukazali mozné vyuziti
bakterie Azospirillum brasilense jako biologické ochrany proti Pseudomonas syringae pv.
tomato. A. brasilense podporuje rust rostliny, za vlhkych podminek je schopna na listech tvorby
velkych populaci. Ackoliv nema typické znaky pro vyuziti v biologické ochrané, napf.
neprodukuje dostatecné mnozstvi antibakteridlnich latek, a mechanismus kompetice
a vytlaceni neni znam, v této studii dokdazali, ze pfi soubézném vyskytu na jedné sazenici
raj¢ete dochazi téméft k eliminaci onemocnéni a zlepSeni riistu rostliny.

Dal$im mechanismem vyuzitelnym v biologické ochrané jsou viry bakteriofagy,

kterym se budu vénovat v dalSich kapitolach.
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3 Bakteriofagy

Bakteriofagy (fagy) jsou viry infikujici bakterie a archea. Jsou nejzastoupenéjSim
entitou na svété s odhadovanym poétem 10°!. Najdeme je vsude, kde jsou jejich hostitelé,
ve vod¢, pude, vzduchu, ale i lidském ¢i zvitecim téle (Aghaee ef al., 2021). Jejich objev na
pocatku 20. stoleti je pripisovan dvéma mikrobiologim Frederiku Twortovi a Felixu d'Herelle.
Jsou to velmi jednoduché organismy tvofené proteiny (60 %) a genetickou informaci (40 %).
Nejzastoupenéjsi jsou ocasaté fagy s obecnou stavbou sklddajici se z ikosaedrické hlavy
nesouci genetickou informaci, ocasu obalen¢ho v pochvé, zdkladni desky s hroty a ocasnimi
vlakny (Obr.8). Dale miizeme nalézt také vlaknité fagy. Co se genetické informace tyce, dokaze
byt f4g pomérné variabilni, mize mit genom v podob& dsDNA (nejcastéjsi), ssDNA, dsRNA,
nebo ssRNA (*Ye et al., 2019).

Hlava

OO

Obrazek 8 Schematické znazornéni stavby ocasatych a vlaknitych bakteriofagl (pfevzato
a upraveno: *Ye et al., 2019)

3.1 Zivotni cyklus bakteriofaga

U bakteriofaghh miizeme rozliSit n¢kolik typl Zivotnich cykla: lyticky (virulentni),
lyzogenni, pseudolyzogenni a chronicky. Fagy s lytickym cyklem zptisobuji infekci (Obr.9),
kterd vede k lyzi hostitelské bakterie. Lyze umozni uvolnéni v bakterii nové vzniklych
fagovych castic do okoli. Lyzogenni cyklus (Obr.9) je proces, kdy se fagovy genom
inkorporuje do genomu bakterie a spolecné s nim se replikuje. Muze také pretrvavat jako
plasmid. V tomto stavu se nazyvd profag. Existuje moznost piechodu bakteriofaga

s lyzogenniho do lytického stavu, a to vlivem chemickych nebo fyzikélnich faktord, napf.
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teplota nebo UV zéfeni. Profdgy mimo jiné mohou nést geny, které jsou uzitecné pro
hostitelskou bakterii, napi. geny pro toxiny. Mohou také slouzit jako pfenaSeCe genti
(virulence) v horizontalnim genetickém pfenosu u bakterii (*Buttimer et al., 2017). Chronicky
cyklus je neletalni stav, kdy bakteriofag zptisobuje hostiteli dlouhodobou infekeci. Dochazi
k neustalé tvorbé a uvoliovani fagovych cCastic, aniz by doslo ke smrti hostitelské bunky

(*Naureen et al., 2020).
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Obrazek 9 Jednoduché schéma znazoriujici pribéh lytického a lyzogenniho cyklu faga;
pozn. ikona blesku pfedstavuje ptsobeni chemickych nebo fyzikélnich faktord na ptechod
faga z lyzogenniho do lytického cyklu (pfevzato a upraveno: *Vu and Oh, 2020).
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V zivotnich cyklech vSech bakteriofagli ovSem existuji procesy, které jsou spole¢né
vSem: adsorpce, penetrace, pienos genetického materidlu z kapsidy, exprese a replikace
nukleovych kyselin, sestaveni viriont a jejich uvolnéni a pfenos. Adsorpce probihd ve dvou
fazich. Po prvotnimu kontaktu dojde k reverzibilnimu navazani na povrch hostitele. Je to
moment, kdy se mlize cely proces zvratit a k infekci nedojde. Jakmile dojde k ireverzibilni
vazbé faga s bunéfnou sténou, stdva se penetrovatelnou a dochdzi k pfenosu nukleovych
kyselin dovnitt, zatimco kapsida zlistdva na povrchu. Poté je genom zaclenén do hostitelského
genomu, nebo zistdva volné v cytoplazmé, dochdzi k jeho replikaci a sbaleni do kapsid

(*Weinbauer, 2004).
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3.2 Objev bakteriofagl a bakteriofagové (fagové) terapie

Jak jsem jiz zminila objev bakteriofag v roce 1915 je pfipisovan anglickému
mikrobiologovi Frederikovi Twortovi a Francouzi Felixu d'Herelle, jenz v roce 1917 poprvé
pripisuje této objevené antibakteridlni latce virovy pivod a oznaceni bakteriofag. K tomuto
objevu dochazi pti detekci “neviditelnych entit” ve filtratu stolice pacienta s uplavici. Rychle
pochopil, jaky potencial se v téchto antibakteridlnich bakteriofazich skryva a vrhnul se do
vyzkumu a testovani. Pro ovéfeni bezpecnosti své objevy “fagového 1éku” nejprve testoval na
sobé a svych blizkych. Nakonec v roce 1919 prokazal funk¢nost tohoto 1éku na pacientech

trpicich Gplavici v nemocnici Hopital des Enfants-Malades v Patizi (*Cisek ef al., 2017).

V nasledujicich letech probéhlo mnozstvi studii a pokusti 1é¢by mnoha onemocnéni,
napi: stafylokokovych infekci, cholery ¢i hojeni povrchovych ran. Objevily se i1 studie
zamétujici se na ochranu rostlin, napt. studie o vyuziti fagh k prevenci mékké hniloby
Pectobacterium atrosepticum a Pectobacterium carotovorum ssp carotovorum na platcich
bramborové hlizy a mrkve (*Buttimer ef al., 2017). S pfibyvajicimi studiemi se ovSem zacaly
objevovat obavy o ucinnost a bezpecnost spojenou s pouzivanim této bakteriofagova terapie.
Narazelo se na nedostate¢né znalosti o samotnych bakteriofazich, patogenité bakterii, nebo
o interakcich fag-hostitel. Kone¢nou ranu pro vyzkum fagové terapie piinesl objev antibiotik
sirem Alexandrem Flemingem. Pro své Siroké spektrum ucinnosti, stabilitu a nenaro¢nost ve
vyrobé zastavila antibiotika vyzkum fagové terapie, a to zejména v USA a zépadni Evropé.

V badani nepiestal pokraovat hlavné Sovétsky svaz (*Cisek et al., 2017).

Avsak s desetiletimi pouZivani antibiotik zacal nariistat také problém s rezistentnimi
kmeny bakterii. Tento fakt je jednim z faktorli podnécujici navraceni védcl ke studiu
biologické kontroly a zdokonaleni bakteriofagové terapie nejen v Iékatstvi, ale také

potravinaistvi a zemedélstvi.
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4  Bakteriofagova terapie (BT)

Biologicka kontrola se jevi jako dobra alternativa k vyuzivanym chemickym
slou¢enindm nejen z davodu problémtm s multirezistentnimi kmeny bakterii, ale také z divodu
stale se zvétsujici zatéze zivotniho prostiedi. Bakteriofagova terapie jako jedna z moznosti ma
jisté své vyhody, avSak i mnozstvi zatim nevyteSenych problémi spojenych s vyuziti faga, jako
antimikrobialni latky. V soucasnosti uz existuje mnoho studii potvrzujici pozitivni vyuziti fagi
nejen v 1€karstvi, ale 1 zemédélstvi, coz se jevi jako slibny zacatek.

Mym cilem v této kapitole neni obsahnout celé téma bakteriofagova terapie. Chtéla
bych ve stru¢nosti charakterizovat BT, poté bych vSak rdda zminila, z mého pohledu, zajimavé

studie a problémy spojené s vyuzitim BT v ochran¢ rostlin.

Bakteriofdgovou terapie lze vyuzit, jako plnohodnotnou ochranou latku, nebo
v kombinaci s pouzivanymi antibiotiky (Gu et al., 2012). Fagy jsou pfirodnimi entitami, které
napadaji pouze své specifické hostitelské bakteriadlni druhy ¢i kmeny, a nejsou tak hrozbou pro
ostatni organismy v ptirodé. Nejvyhodnéjsi pro vyuziti faga v BT je lyticky Zivotni cyklus
(Gayder et al., 2020). V piipadé¢ BT lze vyuzit aplikace fagového lyzatu nebo endolyzint,
enzymul kodovanych fagy.

4.1 Fagovy lyzat ve fagové terapii

RozliSujeme monofagovou a polyfagovou terapii. Monofagova terapie znamena pouziti
jen jednoho typu bakteriofaga a pro fadu nevyhod, napi. jednodussi vytvofeni rezistence
bakterie proti danému fagovi, se moc nevyuziva (*Sabri ef al., 2021). Mnohem vyhodnéjsi je
aplikace fagového koktejlu (polyfagova terapie). Smés vétsiho poctu druhli bakteriofagh
dokéaZe znesnadnit pravé vznik fagové rezistence u bakterii a rozsitit okruh moznych hostitela.
Fagovy koktejl miize napomoci kompenzovat omezeni jednotlivych fagh a poskytnout Sirsi

nabidku moznosti k piekonani bakteridlniho obranného systému (Biosca et al., 2024).

Ve studii (Schmerer, Molineux and Bull, 2014) se zamé&fili na synergii, kdy jeden fag
zvySuje nebo zrychluje rst druhého faga. Roli v této synergii hraji fagové enzymy, jenz
degraduji extracelularni polysacharidy bakterii a umoziuji fagiim lepsi ptfistup. Donorovy fag
produkuje a poskytuje vyhodu fagu-akceptoru, pficemz oba fagy musi byt schopny v malé mite
zabijet bakterie, ale ne tak dobie jako spole¢né. Schmerer a spol. vyuzili v experimentu faga
T7 a necharakterizovaného divokého faga (J8-65), které pouzili na mukoidni E. coli (1J2308).

T7 vytvaii rozsifené projasnéni na 1J2308, pokud jeden z jeho plakti pferoste do halo nebo
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plaku J8-65. Diky tomu bylo urceno, ze donorem je fag J8-65 a akceptorem T7. Vysledky
experimentu ukdzali, Ze pouziti obou fagi soucasn¢ vede k 10krat vétSimu zabijeni nez

u samotného T7 a témér 100krat vétsSimu nez u samotného J8-65 (Obr.10).
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Obrazek 10 Kontrola E. coli 172308 vyuzitim jednotlivych fagh a synergicky pusobici
dvojici fagi. Sloupec tplné vlevo znazoriiuje pocet nijak neosetienych zivych bunék 1J2308
na destice. Prostfedni dva znézoriuji pocet zivych 1J2308 po oSetfeni jednotlivymi fagy.
Sloupec nejvice vpravo je po oSetfeni obéma fagy najednou. Data byla ziskana pritokovou
cytometrii a zaznamenana pred provedenim statistiky. Chybové tsecky ukazuji 1 standardni

chybu, ktera je Casto ptili§ mald na to, aby byla viditelna (pfevzato a upraveno: Schmerer,
Molineux and Bull, 2014).

4.2 Endolyziny a jejich vyuziti

Endolyziny, enzymy kdédované bakteriofagy, napomahaji degradaci peptidoglykanti
v bunécné sténé bakterii, a tim uvolilovani noveé vzniklych fagh. Vyhody jejich uziti se
v mnohém shoduji s vyhodami samotnych fagt. DokaZou zpiisobit rychlou lyzi bakterie, maji
vysokou specifitu hostitelskych bun€k, nejsou hrozbou pro ostatni organismy (Zhang et al.,
2022). Moznou nevyhodou se muze jevit net¢innost na gramnegativni bakterie, které ma;ji

vrstvu peptidoglykanti prekrytou vnéj$i membranou. Objevuji se vSak uz i moznosti prekondni
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této prekazky, napt. vyuziti chelata¢nich Cinidel. Tato ¢inidla vazou kationty, jimizZ jsou
stabilizované slozky vné&j$i membrany (LPS) a ovliviiuji stabilitu a propustnost membrany.
Naptiklad Ni a spol. vyuzili chelata¢niho ¢inidla EDTA, kdy kombinaci EDTA s endolysinem
LysPNO09 efektivné redukovali fytopatogen P. syringae pv. actinidiae, zptsobujici rakovinu
kiwi (Ni et al., 2021).

VétSina vyzkumt se stocila smérem k potravinaistvi a moznosti vyuziti endolysint
k ochran¢ potravin. Ptikladem je vyuziti endolyzinu LysSTG2 z bakteriofaga STG2 pro
kontrolu bakterii Pseudomonas aeruginosa a P. putida na potravinach, konkrétné balené vodé,

kufecim mase ¢i lososovi (Zhang et al., 2022).

4.3  Perzistence fagl v ptirodé a jejich ochrana

Utinnost fagh pii ochrané rostlin nezalezi jen na Zivotnim cyklu, nebo rozsahu
hostitelskych bakterii. Bakteriofagy, jakoZzto ptirodni entity, jsou vyznamné ovliviiovany

1 okolnimi podminkami.

4.3.1 Ochrana pted UV zafenim

Zejména ve fylosféfe (nadzemni Casti rostliny) existuje mnoho faktorti ovliviiujici
jejich pteziti a dobu plsobeni: zmény teploty, pH, dést’, vlhkost-vysychani. Ackoliv asi
nejni¢iveéjSim faktorem je slune¢ni UV zafeni. Tvorba pyrimidinovych dimera je typickym
jevem posSkozeni fagové DNA vlivem UV zateni. Ve své studii Born a spol. uvedli, ze existuje
mnozstvi ptirodnich, snadno dostupnych latek, jez jsou nezavadné pro fagy, a mohou, cituji:
“slouzit jako pfirodni opalovaci krémy pro fagy”. Testovali §tavy z mrkve, Cervené papriky
a fepy, Cistého karotenoidu astaxanthinu z fasy Haematococcus pluvialis, smes aromatickych
aminokyselin, nebo taky kasein ¢i pepton. U vSech téchto latek potvrdili pozitivni G¢inek
ochrany Y2 faga napadajici bakterii E. amylovora pted UV zatfenim (Born et al., 2015).

S moznostmi zvysSit perzistenci fagh ve fylosfére ptisly i1 dalsi studie. (Balogh et al.,
2003) prokazali, Ze lepsi ucinek ma aplikace fagh vecer. TaktéZ testovali 3 rizné formulace:
1.0,5 % predzelatinovand kukuficnd mouka + 0,5 % sacharéza; 2. Casecrete, 0,5 %
Casecrete NH-400 + 0,5 % sacharéza + 0,25 % predzelatinovand kukufi¢nd mouka;
3. odstfedéné mléko, 0,75 % suseného odstiedéného mléka + 0,5 % sachardzy. VSechny zvysili

dobu pieziti bakteriofagh na listech rajcete.
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4.3.2 Fagovy nosic¢ a jeho vyuziti

Dalsi moznosti zvySeni odolnosti a Sifeni fagi je pouziti fagového nosice. Jako vhodny
nosi¢ byla vyhodnocena epifytni bakterie Pantoea agglomerans bézn¢ se vyskytujici v sadech
na povrsich jabloni a hrusni. Jako fagovy nosi¢ zvysuje replikaci bakteriofagli a pomaha pieziti
fagl pred prichodem patogenu. Ve spojeni s jeji schopnosti produkovat antibakterialni latky
a konkurovat patogenni bakterii E. amylovora se jevi jako vyuzitelny zdroj k ochrané stromut
proti bakterialni spale (Gayder et al., 2020). Coz potvrzuje studie, ve které doslo snizeni rozvoji
priznaki spaly na kvétech stromt pii aplikaci vybranych fagl, napt. fag ®Ea2345-6, spole¢né
s nosicem P. agglomerans (Boulé et al., 2011). Pozitivnich vysledki ve smyslu zvyseni
perzistence fagl bylo také dosaZeno aplikaci atenuovaného mutanta Xanthomonas perforans
na listy rajcat jesté¢ pred samotnou aplikaci bakteriofagh (Iriarte et al., 2012). Ke zvySeni
ochrany proti ¢erné hnilobé na brokolici (ptivodce: Xanthomonas campestris pv. campestris)
doSlo v polnich pokusech smichanim nepatogennich kmenG Xanthomonas sp. a fagem

XcepSFC211 (Nagai et al., 2017).

4.3.3 Pidni aplikace

Uspésnost BT rozhodné zavisi také na nadasovani a zptisobu aplikace fagt. Ve studii
(Iriarte ef al., 2012) mluvi o tom, Ze pudni aplikace do blizkosti kofenti miize také napomoci
zvySeni perzistenci fagii. Podminky v rhizosféfe jsou méné narocné nez v prostredi fylosféry.
Prokazali rovnéz schopnost fagi pohybovat se z kotfenové zony do nadzemnich ¢asti rostlin.
Pti experimentu s regulaci bakterialniho vadnuti (ptivodce: bakterie R. solanacearum) dosahli
nejlepsiho vysledku pfi pouziti fagového koktejlu ®RS5mix aplikovaného ihned po inokulaci.

Bez jakéhokoliv t€inku probéhl stejny pokus pouze s aplikaci jednoho faga.

4.4 Kombinace fagi s jinymi kontrolnimi ¢inidly

MozZnost kombinovat bakteriofagy s jinymi kontrolnimi ¢inidly je také predmétem
mnoha vyzkumt. Dosazeni jesté G€innéjsi kontroly fytopatogent je pro tyto studie jisté¢ dobrou
motivaci. Jednou ze zkoumanych kombinaci je spolecnd aplikace  fagl
s acibenzolar-S-methylem (ASM). ASM je latka pouzivana k aktivaci obrany rostlin. Je to
analog kyseliny salicylové, coz je dilezitd signalni latka spoustéjici obranou funkci rostlin
v ramci SAR (Lang, Gent and Schwartz, 2007). Ve studii Obradovi¢ a spol. nejprve v ramci
kontroly bakteridlni skvrnitosti rajéat zptsobené Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

aplikovali pouze ASM. Ten G¢inn¢ potlacil symptomy onemocnéni, nicméné po inokulaci
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doslo také k pozorovani nekrotickych skvrn béznych pro hypersenzitivni reakci. Kombinaci
ASM a bakteriofagli doslo nejen k potlaceni choroby, ale také zmizely viditelné projevy HR
na rostlinach. Diky tomu se tako kombinace jevi jako moznou alternativou 1é¢by bakteridlni
skvrnitosti u rajCat (Obradovic ef al., 2005). Jako slibnou variantu ochrany proti plisni na cibuli
zpusobenou Xanthomonas axonopodis pv. allii uvedli kombinaci bakteriofaghh s ASM také ve

studii (Lang, Gent and Schwartz, 2007).

Za urcitou kombinaci biologickych ¢inidel by se dalo povazovat i pouziti bakteriofagt
ve spojeni s bakterii Pantoea agglomerans. Tuto kombinaci jsem jiz zminovala v kontextu
zvyseni perzistence a Sifeni bakteriofagli na rostling (viz kapitola 3.3.2). Nicmén¢ diky svym
antibakteridlnim ucinkim proti patogenu E. amylovora se P. agglomerans vyuziva jako
samostatné kontrolni ¢inidlo proti bakteridlni spale zptisobené pravé EA. Komercné dostupné
biopesticidy na bazi bakterii jsou napt. Bloomtime (Pantoea agglomerans E325, USA),
BlossomBless (P. agglomerans P10c, Novy Z¢land) (Mikicinski et al., 2016).

4.5 Komeréné prodavané prostiedky s fagy a pravni osetieni

Komer¢ni prodej bakteriofagovych kontrolnich ptipravkil je ve velkych zacatcich.
Jednim z volné€ dostupnych je v USA ptipravek AgriPhage patentovany spole¢nosti Omnilytics
(*Czajkowski, Roca and Matilla, 2025). Na internetovych strankach této spoleCnosti se
doc¢teme, Ze AgriPhage je nyni registrovany pro ochranu rostlin, potravin a zvifat. Rostlinna
onemocnéni, které je schopen kontrolovat jsou bakteridlni spala, rakovina rajcat a citrust,
bakterialni skvrnitost na rajcatech a paprikach a choroby na peckovindch a ofeSich

(AgriPhage® | Bacterial Control for Crops, Food Safety & Animal Health, 14.4.2025).

V Evropské unii v soucasné dob¢é neni povoleno pouzivat zadny ptipravek na bazi
bakteriofagli. Nicméné na schvaleni momentalné ¢ekaji dvé kontrolni ¢inidla — bakteriofag
proti Erwinia amylovora zpusobujici bakteridlni spéalu a bakteriofag uCinny proti bakterii
z Celedi Enterobacteriaceae pusobici meékkou hnilobu brambor (EU Pesticides Database —

Active substances, 11.4.2025).
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5  Bakteriofagova terapie u vybranych onemocnéni

5.1 BT proti bakteridlnimu vadnuti

Bakterialni vadnuti je vyznamné rostlinné onemocnéni zpusobujici celosvétove velké
ztraty. Moznost biologické kontroly této choroby pomoci bakteriofagii je zkoumana v mnoha
studiich. Rozd¢leni do 5 ras, 5 biovart a 4 fylotypt (viz kapitola 1.2.2) d€la z R. solanacearum
pomérné heterogenni skupinu. To je jeden z problémii BT, protoZe nékteré fagy infikuji pouze
uzké spektrum hostiteld. Pro kontrolu bakteridlniho vadnuti jiz bylo charakterizovano mnoho
bakteriofagl. Pfedpokladé se, ze pro Ui¢innou kontrolu vadnuti je zapotiebi vyuziti fagového
koktejlu, obsahujici fagy s Sirokym spektrem hostitela (Fujiwara et al., 2011). V nasledujicich
fadcich ovSem zminim studie navrhujici pro u¢innou kontrolu bakteridlniho vadnuti pouziti

pouze jednoho unikatniho faga.

Fujiwara a spol. ve své studii navrhuji aplikaci jediného faga ¢RSL1 pro 1é¢bu vadnuti.
Bakteriofag @RSL1 je stabilni pii vysSich teplotach (37-50 °C). OSetfené rostliny rajcat timto
fagem nevykazovaly zadné ptiznaky vadnuti (Obr.11) a aktivni jedinci 9RSL1 byli z kofent
rajCat odebrany jeSté Ctyfi meésice po aplikaci. Pouziti @RSL1 nevedlo k samotné lyzi
bakteridlnich bunék, ale pouze zablokovani riistu a pohyby bunék v kofenech rostlin (Fujiwara
et al., 2011). Studie (Umrao, Kumar and Kaistha, 2021) charakterizovala faga ¢spl, ktery
efektivné nicil vytvoreny biofilm R. solanacearum (94,73 %) a inhiboval jeho tvorbu o 73,68
%. Fag ¢spl je schopen piezit v rozmezi pH 3-9 a v teplotach az do 55 °C, navic je schopen
infikovat bakterie pfi nizkém mnozstvi infekce (1,0 MOI). V testech na hlizach brambor
a sazenicich rajcat vyrazn€ sniZil pocet patogenli a projevy onemocnéni. Bakteriofaga
RsPod1EGY, taktéZ stabilniho ve vysokych teplotach (do 60 °C), izolovali z pudy v Egypté
(Elhalag et al., 2018). Zjistili, ze tento fag je vysoce specificky, schopny infikovat pouze
jedinou variantu R. solanacearum na bramborach v Egypté (fylotyp Ila sequevar 1, biovar 2
rasy 3). Pravé pro svou stabilitu pii vysokych teplotach a GispéSnosti pfi sklenikovych testech,
ve kterych po oSetieni rostlin fagem RsPod1 EGY nedoslo k projevu bakterialniho vadnuti, se

jevi jako nadé€jna varianta pro ochranu brambor v polnich podminkach v Egypt¢.

Posledni fag, kterého chci zminit ve spojeni s bakteridlnim vadnutim, je vlaknity fag
dRSM3. Infekce timto fagem nevede ke smrti bakterialni buiiky, podobné jako u jiZ zminéného
faga @RSL1. Fag ¢RSM3 zplsobuje ztratu virulence hostitele potlacenim nékterych
hostitelskych genti (napi. phcA a hrpB) pomoci otevieného cteciho ramce 15, ktery si koduje.

Navic bakterie infikované fagem ¢RSM3 (pfi hustoté 10° CFU/ml a vyssi) dokézaly poskytnout
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rostlindam rajcat stoprocentni ochranu pied dalSim napadenim virulentnimi R. solanacearum,

a to jiz den po jejich inokulaci (Addy et al., 2012).
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Kontrolni rostliny Rostliny osetfené ¢ RSL1

Obrazek 11 Prevence bakterialniho vadnuti pomoci figa @RSL1. Rajéata stara jeden mésic
byla oSetfena kohoutkovou vodou (graf A) nebo @RSLI1 (graf B), a poté inokulovéna
R. solanacearum. Symptomy vadnuti byly odstupniovany: 0 — zadné symptomy, 1 — vadnul
pouze jeden tapik, 2 — 2-3 fapiky zvadly, 3 — téméf vSechny az na 2-3 tapiky zvadly,
4 — vSechny fapiky zvadly, 5 — rostlina umira. Obrazek C znazornuje vizuélni pohled na
kontrolni vodou oSetiené a fagem oSetiené rostliny 18 dni po inokulaci (pfevzato a upraveno:
Fujiwara et al., 2011).
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5.2 BT uonemocnéni zplisobenych pathovary P. syringae

Pseudomonas syringae je bakterialni druh, ktery se bohaty na mnozstvi jednotlivych
pathovart. J& zde zminim pouze nékolik z nich, spolecné s moznostmi jejich bakteriofagové
kontroly. P. syringae pv. garcae (Psg) je bakterie zpusobujici bakteridlni plisen kavy,
onemocnéni zpusobujici v poslednich letech problémy zejména v Brazilii. Pravé zde byly
izolovany z listd kavovniku fagy phOO2F a phOO4F. Pozitivni vysledky regulace Psg IBSBF-
158 prokazaly po 10 hodinach inkubace (MOI 10) oba fagy, vysokou uc¢innost projevily taktéz
po 12 hod. inkubace pii pouziti fagového koktejlu. Oba fagy se jevi jako slibnou moznosti pti
ochrané¢ kévovniku (Silva et al., 2023).

Od kévy se presuneme k ¢aji. U bakteriofaga LDT325 byla zjisténo, Zze miize pomoci
k ochrané ¢ajovnikii pted plisni pupent (ptivodce P. syringae) také tim, ze dokaze regulovat
antioxidacéni systém rostlin. Ten slouzi k obrané rostlin proti oxida¢nimu stresu. Antioxidacni
enzymy udrzuji v bezpe¢nych mezich vyskyt reaktivnich forem kysliku (ROS), které mohou
poskozovat lipidy, proteiny a DNA (Liu et al., 2025). Podobnou schopnost ma 1 bakteriofag
Medeal. Ten nejenze ve sklenikovych testech snizoval pocet bakterii P. syringae pv. tomato
(Pst) v rostlinach, ale také zvySoval aktivitu obranného systému rostlin. Konkrétné podnécuje
expresi gentl Pin2 a PRIb, které hraji roli v signdlni draze kyseliny jasmonové a kyseliny
salicylove (Skliros et al., 2023). Podobné¢ jako jiz zminény fag ¢sp1 infikujici R. solanacearum
zejména 3 dny po inokulaci. Provedené testy ukazuji, Ze zasadni vliv na tuto schopnost maji

¢as a MOI (Skliros et al., 2023).

5.3 BT proti bakterialni spale

Erwinia amylovora, zpusobujici bakterialni spalu, je patogen devastujici zejména sady
plné jabloni a hruSni. Biosca a spol. se zaméfili na hledani fagi proti EA v zemich Stfedomofi.
Vytvofili prvni fagovy koktejl proti EA v Evropé, ktery je t€inny v rostlinach. Jednotlivé fagy
(Obr.12), nebo jejich kombinace dokézali pfi preventivni aplikaci na nezralé ovoce oddalit

nastup a snizit symptomy bakterialni spaly (Biosca et al., 2024).
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Obrazek 12 Znazornéni negativné obarvenych bakteriofagli nalezenych ve Stfedomofii
pomoci transmisni elektronové mikrofotografie. A — fag ¢p6 zvétSeny 33000x; B — fag cp21
zvétseny 50000x; C — fag ¢24 zvétSeny 45000x; D — fag ¢$25 zvétSeny 33000x; E — fag 27
zvétseny 33000x; F — fag ¢28 zvétseny 22000x. Métitko znazoriuje 100 nm v (A, B, C a E)
a200 nm v (D a F) (pfevzato a upraveno: Biosca et al., 2024).

Ve Sttedomofti ziistaneme, protoze ve studii (Sabri et al., 2022) izolovali v jizni Italii
soubor fagl pojmenovanych EP-IT22, u kterych taktéZ potvrdili antibakteridlni schopnost proti
E. amylovora. Pomoci testu turbidity zjistili, ze EP-IT22 dokéaze lyzovat 94 % Zivych bun¢k
EA za 20 hodin. Pti aplikaci na rostliny (hrusn¢) bylo dosazeno pozitivnich vysledkli ochrany
totoznych s aplikaci streptomycinu. Pti pokusech nedoslo k rozvoji zadnych symptomi spaly.

(Obr.13)
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Obrazek 13 Experiment znazorfujici antibakterialni ucinky fagh EP-IT22 proti
E. amylovora. A — HruSen infikovand E. amylovora; B — HruSei infikovana EA a oSetiena
fagy EP-IT22; C — HrusSen infikovand EA a oSetfend streptomycin sulfaitem; D — Zdrava
hruseti oSetfena sterilni vodou. Sipky znazoriuji misto inokulace. Cerveny ovél ukazuje
symptomy bakteridlni spaly — nekrdza stonku, popaleni listd (pievzato a upraveno: Sabri et
al., 2022).

Jako posledni zminim studii o vlaknitych fazich. Prestoze naprostd vétSina mnou
zminénych studii se tykala ocasatych fagd, vlakniti fagové mohou byt také vyuziti
v bakteriofagové terapii, jak jsem nastinila u kontroly R. solanacearum fagem ¢RSM3 (Addy
et al., 2012). Izolace vlaknitych fagh v severnim Tunisku schopnych napadat E. amylovora se
povedla ve studii (Akremi ef al., 2020). Prokézali, Ze tito bakteriofagové dokdzou vyznamné
snizovat motilitu EA, coZ je pro EA dilezity faktor virulence. Neni zcela jisté, jaky
mechanismus to zptsobuje. Nicméné existuje piedpoklad, Ze by tito vlakniti fagové mohli
pusobit na SRNA u EA, a tim ovliviiovat jeji schopnost regulovat virulenci. Potencial téchto
fagh v ochrané rostlin byl testovan na platcich hrusky. Monofagova terapie jednotlivymi fagy
ptili§ Gspésna nebyla, ale pouziti fagového koktejlu (PEarl, PEar2, PEar4 a PEar6) vedlo ke
sniZzeni ptiznak.

Na zavér ¢tvrté kapitoly chci fict, Ze nelze zminit vSechny vyznamné a zajimavé studie.
J& vybrala tyto Cisté z mého subjektivniho pohledu. Na svété totiz ¢ekd nesmirné mnozstvi
slibnych bakteriofagl vyuzitelnych v BT, ktefi ¢ekaji na svou chvili. U nékterych z nich uz
zname jejich schopnost infikovat vyznamné fytopatogeny a mnozstvi z nich jiz dokonce

prochdzi testy na rostlinach.
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6 Zavér
Cilem této prace bylo popsat fytopatogenni bakterie a predstavit novou moznost

kontroly téchto bakterii — bakteriofagovou terapii.

Bakteriofagova terapie, jakozto potencialni moznost kontroly onemocnéni
v zemeédélstvi, pfichdzi na scénu z nékolika divodi. Kvili udrzitelnosti a Setrnosti k zivotnimu
prostfedi do budoucna, ale také problému s pribyvajicimi kmeny rezistentnich bakterii. Ac¢koliv
jisté stale nevime mnoho informaci o fungovani fagi a jejich interakci s bakteriemi, spoustu
pozadavkll v hledani novych kontrolnich ¢inidel spliiuji. V nésledujici tabulce jsem shrnula
zakladni pfinosy bakteriofagl, a zarovenn seznam nedostatkil a problému, které je nutné ve

spojeni vyuziti fagi proti bakteriim fesit.

Vyhodné vlastnosti

Nevyhodné vlastnosti

Citlivost na okolni vlivy — teplota, vlhkost, pH,

Prirozeny vyskyt v Zivotnim prosti-edi . ., L, B
Y VySKY P a predevSim UV zareni — nutna ochrana

Netoxicita, ekologicka Setrnost k Ziv. prostiedi

Kratka perzistence v prostiredi

Nebyly objeveny Zadné negativni uc¢inky na
eukaryotické bunky

Moznost inaktivace chemickymi ¢inidly (napf.
slou¢eniny obsahujici méd’)

Horizontalni prenos genetické informace —
moZnost pirenosu prospésnych gent pro
bakterie

PieZivaji a mnoZi se pouze v pritomnosti
hostitele

Specificky rozsah hostiteli — cileny utok na

Uzky hostitelsky h
dany bakterialni kmen 2y MOSHIELSRy rozsa

MozZnost vzniku rezistence bakterii viici
Schopnost inhibovat a ni¢it biofilm fagiim — nicméné rezistentni mutace muze

ovlivnit virulenci bakterii

Tabulka 1 Stru¢né shrnuti pozitivnich a negativnich vlastnosti bakteriofagi ve spojeni
s fagovou terapii.

I kdyz ve svété existuji zemé, kde se ptipravky na bazi bakteriofagii volné prodavaji,
myslim, Ze k celosvétovému schvaleni a komercializaci produktd, pouZzivajici fagy jako
kontrolni ¢inidlo, mame jesté¢ daleko. Je nutné jeSté zjistit a pochopit spoustu informaci
o chovani, a interakcich bakteriofagh a potvrdit jejich bezpecnost jako kontrolnich ¢inidel.
Také musi projit procesem schvalovani a oSetfeni z pravniho hlediska.

Nicméné existuje jiz mnoho studii potvrzujicich schopnost fagi ucinné potlacit
onemocnéni zpisobené fytopatogennimi bakteriemi v experimentech in vitro i in vivo ptimo

na rostlinach. Coz muze naznacovat slibné vyhlidky do budoucna.
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