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ANOTACE

Tato bakalafskd prace se veénuje karanténnim bakteridlnim chorobam bramboru. Prvni ¢éast
popisuje rostlinu bramboru a choroby, které ji ohrozuji. Hlavni Cast popisuje, které bakterie
karanténni choroby bramboru zplUsobuji, zejména pak Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus, Ralstonia solanacearum. Je popsano, jak mohou byt rozpoznany projevy

na rostling a jak je detegovat pomoci laboratornich metod.

KLICOVA SLOVA

Brambor, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Ralstonia solanacearum, karanténni

choroby

TITLE

Quarantine bacterial disease of potatoes - types, methods of detection

ANNOTATION

This bachelor thesis is focused on bacterial quarantine diseases of potato. The first part
describes the potato plant and the most common diseases that threaten it. The main focus
is on bacterial diseases caused mainly by Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
and Ralstonia solanacearum, their manifestations, recognition and the possibility of laboratory

identification of their main agents.
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disease
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UvVoD

Brambor je jednoleta rostlina, ktera se péstuje na mnoha mistech svéta pro své jedlé hlizy. Jedna
se o jednu z nejdulezitéSich plodin, ktera je cenéna pro svij obsah sacharidld, bilkovin
a vitaminQ, pfiCemz obsahuje malo tuki a nema vysokou energetickou hodnotu. Hlizy

bramboru se vyuzivaji i k praimyslovému zpracovani.

Rostlinu brambor ohrozuje mnoho abiotik6z, sktudcii a chorob. VSechny jmenovani skodlivi
Cinitelé poskozuji rostlinu nebo hlizy, ¢imz pfimo nebo nepfimo tvoii zemeédélcim velké skody.
Abiotikézy nezpusobuji organismy, jedna se o poskozeni zpusobené napiiklad mechanicky,
povétrnostnimi & pidnimi podminkami. Skiidci rostlinu oslabuji svym poZerem nebo sanim.
Mezi skadce bramboru patii mnoho zastupcu, kupiikladu had’atka, msice, rozto€i, plostice,
motyli a brouci. Choroby vyvolavaji plisn€, viry nebo bakterie. Nejvétsi Skody zpusobuje
houbova choroba plisn€ bramboru. Mezi virové patogeny ohrozujici brambor se fadi viry A, Y,
S, X, M a vir svinutky bramboru. Choroby bramboru vyvolané bakteriemi jsou bakterialni
krouzkovitost bramboru, bakterialni hnéda hniloba bramboru, aktinobakterialni obecna

strupovitost bramboru, bakterialni ¢erndni stonku a mékka hniloba hliz bramboru.

Tato prace se podrobnéji zabyva bakterialni krouzkovitosti bramboru, ktera je zpuisobena
bakterii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, a bakterialni hnédou hnilobou
bramboru, kterou vyvolava Ralstonia solanacearum. Obég tyto bakterie se fadi mezi karanténni
mikroorganismy, proto je nezbytna jejich vCasna detekce. Podniky kladou velky duiraz

na testovani predevsim sadbovych hliz, protoze karanténni opatfeni jsou nakladna.

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus a Ralstonia solanacearum napadaji cévni
svazky rostliny bramboru, popfipadé hlizy. Projevy obou chorob, vyvolanymi pravé témito
bakteriemi, jsou velmi podobné a daji se zaménit i s jinymi chorobami. Proto je dulezité

provadeét laboratorni testy k jejich prukazu.

Mezi vyuzivané metody k detekci Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus a Ralstonia
solanacearum se vyuzivaji testy enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA),
imunofluorescencni test (IF test), polymerazova fetézova reakce (PCR), kvantitativni
polymerazové fetézova reakce (Real-Time PCR) a fluorescencni in sifu hybridizace (FISH).

Pozitivni vzorky se na zaver testuji testem patogenity neboli lilkovym testem.
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1 Brambor

Brambor, latinskym nazvem Solanum tuberosum L., pochazi z peruansko-bolivijskych And,
kde je znama vice nez 7000 let. Do Evropy byl dovezen Spanély v druhé poloving 16. stoleti
[1].

1.1 Biologickéa charakteristika

Tato jednoleta rostlina z Celedi lilkovité (Solanaceae) se skldda z nadzemni a podzemni Casti
(Obr. 1). Nadzemni c¢éast bramboru je tvofena lodyhou. Ta se rozvétvuje anese stfidavé
lichozpefené listy [1; 2]. List se sklada obvykle z 3 az 5 parl véncitych listkd o rlizné velikosti.
Na konci listu se nachazi vrcholovy listek. Na vrcholu lodyhy se rozklada kvétenstvi bramboru
typu dvojvijanu. PétiCetny kvét byva bilé az modrofialové barvy. Plod rostliny bramboru
je dvoupouzdra bobule malého kulovitého tvaru. Uvnitf plodu se vyskytuje mnoho malych

semen [2].

kvétenstvi

plod

listky

sloZeny list

hlavnistonek

postranni
stonek

matefska hliza stolony

kofeny

Obrazek 1: Popis rostliny brambor (Solanum tuberosum L.). Upraveno z: [3]
Na kazdé hlize najejim povrchu jsou viditelné listové jizvy. Blizko listovychjizev jsou GZlabni

pupeny. Listovéjizva spole¢né s GZlabnim pupenem tvofi tzv. ocko [1].
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V kazdém ocku je 1 aZz 7 pupenl, ze kterych vyristaji klicky. Ty postupné rostou a vytvari
stonky. Podzemni ¢ast rostliny tvofi adventivni kofeny a stolony [1]. JednoduSe lze Fici,
Ze stolony jsou pfeménéné stonky bez chlorofylu [4]. Na konci stolonu dochdazi k tloustnuti

a duznaténi vrcholového internodia, a tak pfeménou stonku vznikaji hlizy [2; 4].

Vznik hliz je podminén rlstem listové plochy. Je-li velikost listové plochy ve tfech &tvrtinach
svého maxima, zacinaji se tvofit hlizy. Hospodafsky vynos zavisi na rychlosti ristu, velikosti,
produktivité a obdobi, ve kterém se dostate¢né vyvine funkéni asimilacni plocha [1]. Popis hlizy

bramboru je uveden na obrazku ¢. 2.

Obrazek 2: Morfologie hlizy bramboru: A - hliza, B - podélny ez, C - pFicny fez, (a) -pupen, (b) - klira (cortex),
(c) - pupen na bazalni ¢asti bramboru, (d) - pupek (stonkova ¢ast), () - vnitFni medula (dFer),
(f) - vnéjsi medula (zasobniparenchym), (g) - pericykl, (h) - periderm, (i) - kruh cévnich svazkd, (j)-epidermis.
Prevzato z: [1]

Rostlina bramboru se rozmnoZuje hlizami (vegetativné), pomoci semen (generativneg),
popfipadé ve Slechtitelstvi se vyuziva rozmnozZovani pomoci tkanovych kultur. Z kazdého
,,0€ka‘“ hlizy mulze teoreticky vzniknout nova rostlina. VétSina dnesnich odrld bramboru
semena netvofi, avSak tvorba kvétu a semen je typickd pro jihoamerické plané rostliny.
RozmnoZovani semeny se pfedev§im vyuziva v novoSlechténi [4; 2; 5]. Semena jsou bila,
vejCitého tvaru o velikosti 1-2 mm. 50-100 semenje uloZeno v duznaté ¢asti plodu. Kulaté nebo

N Te

ovalné tvary plodu méfi 20-40 mm, vyznacuji se zelenou az zelenoZlutou barvou [1].
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Brambory lze zafadit mezi plodiny se stfedné velkymi naroky na vodu. Nejméné vody vyzaduji
v dobé kli¢eni, nejvice naopak od pocatku tvorby poupat aZ po fyziologickou zralost porostu,
kdy se intenzivné tvofi hlizy. ldealni pro péstovani brambor v Ceské republice jsou oblasti
s primérnym ro¢nim Ghrnem srazek kolem 650-750 mm a prdmérnou rocni teplotou
mezi 6 az 7 °C. Nejrychlejsi rlst hliz je pfi teploté kolem 20 °C ve dne a kolem 14 °C v noci
[4]. Brambory lze za urCitych podminek péstovat i ve vysokohorskych oblastech

az 4500 m n. m, napfiklad odriidu Solanum acaule [6].

1.2 Vyuziti hliz
Pro své hlizy, které jsou jedlé, je pravé brambor cenén nejvice. Na naSem Uzemi se tato polni
plodina zaCala péstovat poCatkem 18. stoleti. Hlizy se vyuZivaji predevSim jako pfiloha,
ale péstuji se i pro krmné Gcely. Vyuziti dnes nachazi ve Skrobarenském primyslu a pfi vyrobé
lihu [4; 7].

1,71 Vyznam v lidske stravé
Hlizy bramboru jsou €astou potravinou v naSem jidelni¢ku. V mnoha vyspélych zemich dospéla
osoba denné konzumuje 50-150 g, ve venkovskych oblastech Afriky ¢i zemich Latinské
Ameriky v blizkosti And jsou hlizy bramboru konzumovany v mnohem vétsi mife, 300-800 g
na dospélého ¢lovéka za den [6]. Jsou zdrojem sacharid(, bilkovin, vitamin{, mineralnich latek
a antioxidant(. Zaroven maji nizky obsah kalorii atukl [8; 6]. Hlizu bramboru tvofi ze 70-82 %
hmotnosti hlizy voda v zavislosti na odridé, stupni vyvoje a zralosti, pouZité péstitelské

technologii ¢i zplsobu skladovani [1; 9].

Co se tyCe vyzivové hodnoty, 100 g vafenych brambor odpovida 96,33 az 123,17 kcal, coz je
v porovnani napfiklad se 100 g hnédé ryze (363 kcal) nebo 100 g pSenice (361 kcal) méné [10;
6; 11].

Hlizy odrid brambor, které jsou uréené k pfimé konzumaci nebo k vyrobé bramborovych
vyrobkd, obsahuji méné $krobu, ato 12-18 % v pdvodni hmoté. Hlizy odrld uréenych k vyrobé
Skrobu obsahuji 18-24 % Skrobu. Limitni hodnota Skrobu pro zpracovani brambor
na potravinafské vyrobky je 18 % v Cerstvé hmoté [1]. Skrob je polysacharid skladajici
se z amylozy a amylopektinu, pficemz amylopektin tvofi 70-80 % dostupného Skrobu [12].

Je uloZen ve Skrobovych zrnech [13].

Hliza dale obsahuje téméFr 2 % dusikatych latek. Bilkoviny zaujimaji zhruba 1 % z pdvodni

hmoty [1]. Ddlezity je i obsah esencidlni aminokyseliny lysinu, protoze neni C¢asté,
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aby se vyskytoval v potravinach rostlinného pivodu [1; 9]. Bramborova hliza obsahuje pouze

0,1 % tukt. Nejvice tukd je obsazeno ve slupce [9].

Hliza bramboru je také dulezitym zdrojem vitaminu C, kterého v Cerstvé podobé obsahuje

8-54 mg/100 g, a vitaminu B6, jehoz mnozstvi je 0,13-0,44 mg/100 g [1].

Nejvyznamnéj§im prvkem, kterého v susiné nalezneme az 2 %, je draslik. Ve 100 g suSiny
se muze vyskytovat az 2500 mg drasliku. V mnohem mensim mnozstvi hliza bramboru
obsahuje napt. fosfor (78 mg/100 g suSiny), vapnik (10-130 mg/100 g suSiny) a hoi¢ik
(0,5-8 mg/100 g susiny). Bramborova hliza je 1 zdrojem siry, sodiku, zeleza, zinku ¢i médi,

i kdyZz obsah téchto prvka je nizky [9; 13].

Barviva lutein a zeaxanthin, které se nachazi ve zlutych hlizach brambor, a barvivo antokyan,
které se vyskytuje v hlizach brambor s modrou nebo €ervenou slupkou €1 duzninou, jsou fazeny

mezi antioxidanty, tedy latky, které mohou predchézet pfedCasnému starnuti organismu [6].

Hlizy brambor obsahuji také glykoalkaloidy, které byvaji ve vy§Sich koncentracich pro lidsky
organismus toxické, avSak v malych davkach dokazi zabranovat rustu a mnozeni rakovinnych

bunek [6].
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2 Skodlivi Einitelé

Rostlina bramboru je ohroZzovdna mnoha Skodlivymi Ciniteli. PFfi poSkozeni nadzemni Casti
rostliny doch&zi k zmenseni asimilacni plochy, poskozeni podzemni €asti nepfiznivé ovliviiuje
rGst rostliny. Napadeni hliz vede k vyraznému snizeni vynosu. Mezi $kodlivé Cinitele mizeme
zaradit abiotik6zy, choroby a $klidce [4]. Ro¢ni celosvétové ztraty bramboru zplsobené Skddci
a patogeny ¢€ini 10-16 % a dalSich 6-12 % hliz brambor je zni¢eno Skodlivymi Cciniteli

béhem skladovani [14].

2.1 Abiotikdzy
Mezi abiotické vlivy, které ohrozuji rostlinu bramboru, patfi povétrnostni a pddni podminky,
cizorodé latky v prostfedi, poSkozeni vznikla nespravnym pouZitim ochrannych rostlinnych
pripravkl, chybnymi agrotechnickymi zasahy ¢i mechanickym poskozenim [1]. Tato poskozeni

se nepfendsi z rostliny na rostlinu [15]. Vzhled takovych hliz je zfetelny na obrazku €. 3.

Obrazek 3: Zmrznuti hliz bramboru (vlevo) a mechanické poskozeni hliz (vpravo). Pfevzato z: [16]

2.2 Virove choroby
Pdvodci virovych chorob bramboru jsou rostlinné viry. Negativné ovliviiuji vynos, velikost
avzhled hliz. PFi vegetativnim rozmnoZovani se viry snadno dostavaji na dalSi generace,
pfenaSeCem jsou i hmyz (mSice, mandelinka, ploStice, kFisi, tfAsnénka), had'atka nebo houby.

K infekci dochazi i pfi kontaktu nemocné a zdravé rostliny [4; 17].

Virova onemocnéni se déli podle jejich Skodlivosti na téZkéa a lehka. Mezi téZkd onemocnéni
se fadi onemocnéni zplsobené viry A, Y a virem svinutky bramboru. Lehké virové choroby
bramboru zpdsobuji viry S, X a M [1]. Obzvlast’ nebezpecné jsou tzv. ,smésné infekce* vice

viry [4]. Pfiklady dvou virovych chorob Ize vidét na obrazku €. 4.
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Obréazek 4: Virova svinutka bramboru (vlevo) a Y-vir6za bramboru (vpravo). Pfevzato z: [16]

2.3 Houbové choroby
Houbové choroby poSkozuji vSechny Casti rostliny. Maji specifické pfiznaky. Do rostliny

pronikaji pfimo nebo sekundarné mechanickym poskozenim [18].

Z hospodarského hlediska patfi k nejSkodlivéjSim chorobdam bramboru plisefi bramboru,
jez zplsobuje patogen Phytophthora infestans [1]. Mirné teploty a vlhké prostredi, které

podporuji rdst brambor, zarovei podporuje rdst plisné [19].

Nejcastéjsimi plvodci znehodnoceni hliz béhem skladovéani je hniloba zplsobena plisnémi
rodu Fusarium (nejcastéji Fusarium solani var. coeruleum, Fusarium sulphureum). K infekci
dochéazi predevsim v misté mechanického poSkozeni hliz nebo pfi naruseni hliz jinymi

chorobami, napt. plisni bramboru (viz Obr. 5) [4].

Obrazek 5: Plisefi bramboru na spodni strané listu (vlevo) a na hlize (vpravo). Pfevzato z: [16]

Mezi daldi z&stupce chorob vyvolanych plisnémi patfi hnéda a terCovita skvrnitost bramboru,
vlockovitost hliz bramboru, stfibfitost slupky bramboru, vodnata hniloba bramboru, fomova

hniloba bramboru, €erna teCkovitost bramboru, prasné strupovitost a rakovina bramboru [1].
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2.4 "Skiidci bramboru
Skldci bramboru se rozdéluji na $kldce bramborové naté a Skddce kofen(, stolond a hliz.
Poskozeni zplsobena $kldci jsou pak mistem vstupu dalSich patogend. Za $kldce bramboru
se povazuji napfiklad hadétka, roztoCi, mSice (viz Obr. 6 vpravo), plostice, kfisi, motyli,
hlodavci, slimékoviti, brouci (mandelinka bramborova (viz Obr. 6 vlevo), chroust obecny,

slunécko vojtéskové aj.) [18].

Obrazek 6: Mandelinka bramborova kladouci sva vajicka (vlevo) a msice FeSetlakova (vpravo). PFevzato z: [16; 20]

2.5 Choroby vyvolané viroidy a fytoplazmami
Viroidy jsou malé kruhovité molekuly RNA, které nenesou genetickou informaci pro kddovani
bilkoviny. Napadaji vyhradné rostliny [21]. Fytoplazma je trividlni oznaCeni pro bakterii
CandidatusPhytoplasma. Tato bakterie ma nejmensi genom z rostlinnych patogennich bakterif,
680-1600 kb [22].

Tyto choroby j sou typické pro teplej Si oblasti. Do této skupiny patfi metlovitost bramboru a dvé
karanténni choroby, a to viroidni vietenovitost hliz bramboru a stolbur bramboru. Pfenos je

zplsobeny semeny, pylem nebo nékterymi druhy k¥ist [18].

2.6 Bakterialni choroby
Bakterialni choroby zplsobuji prokaryotni organismy. Zplsobuji vysoké ztraty ve vynosech
a ohrozuji kvalitu hliz. Jestlize je rostlinajiz napadena, nebo je mechanicky poSkozena, bakterie
urychluji rozklad hliz. Mezi bakteridlni choroby bramboru patfi bakteridlni krouZkovitost
bramboru, bakterialni hnéda hniloba bramboru, bakteridlni ¢ernani stonku a mékka hniloba hliz

bramboru a aktinobakterialni obecné strupovitost bramboru [1].

Vv IBakterialni ¢ernani stonku a mékké hniloba hliz brambor
Jedné se o bézné se vyskytujici chorobu vyvolanou bakteriemi Pectobacterium atrosepticum,

Pectobacterium carotovorum a Dickeya chrysanthemi. Pectobacterium atrosepticum je
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gramnegativni bakterie, kterd vyvolava chorobu pfi nizkych teplotach. Naopak gramnegativni
bakterii Pectobacterium carotovorum vyhovuji vyssi teploty, stejné jako Dickeya chrysanthemi
[1; 23].

Jak je vidét na obrazku €. 7, pokud dojde k ndkaze na zaCatku raSeni, klicky zC€ernaji, shniji
a odumfou. Je to zplsobeno enzymy, které dané bakterie produkuji a které narusuji bunéénou
sténu [24]. Pokud se objevi nékaza u jiZ vzrostlych rostlin, ¢erna stonek, dochézi k rozkladu
napadeného pletiva ajeho maceraci. Rostlina Zloutne a krni, coZ vede k odumirani celé rostliny.
PFi silné nakaze dochazi k napadeni i celého trsu, vétSinou se vSak pfFiznaky projevuji pouze
najednotlivych stoncich, které lze odstranit. Odumirani se mGze projevit i na podzemni Casti

[4; 17; 18].

Hlizy mohou byt napadeny pFed sklizni, v dobé sklizné nebo i pfi poskliziovych Upravéch
a v dobé skladovani. DuZina hliz se maceruje, dochazi k tvorbé hnédé aZz cerné kasSovité hmoty,
ktera silné zapacha. Rychlost tohoto déje se odviji od teploty a vihkosti. Pokud je ptida trvale
mokra, byva hliza ¢asto napadena plisni bramboru. Pak bakterie zplsobujici chorobu ¢ernani
stonku pouze dokoncuji proces rozkladu. Mechanické poruseni hlizy bramboru pfedstavuje
vstupni branu pro dalsi patogeny, pfedevsim pro plisné. Rizikové zaroven je, pokud na povrchu
hliz z(stala voda (nedostatecné osuseni po sklizni nebo po omyti, srazeni vody pfi $patném

odvétravani skladu) [1].

Obréazek 7: Bakterialni ¢ernani stonku (vlevo) a mékka hniloba hliz bramboru (vpravo). Pfevzato z: [16]

v v

Zdrojem rozSifeni bakterialni nakazy je obvykle kontaminovanad sadba. Inokulum bakterii

se z rostliny na rostlinu prendsi hmyzem, vodou nebo mechanizaci [1].

K G¢inné ochrané pred kontaminaci je dllezité eliminovat zdroje infekce. K sadbé se proto
pouzivaji pouze certifikované a zdravé hlizy. Dale je dilezité zamezit mechanickému

poSkozeni hliz a pfitomnosti volné vody na hlizach [18].
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2@ wAktinobakterialni obecna strupovitost bramboru
Aktinobakterialni obecnou strupovitost bramboru zplsobuje vlaknitd grampozitivni bakterie
Streptomyces scabiei. Je soucasti pddni mikrofléry. Dafi se ji v leh¢ich a kamenitych pldach

s vysokou teplotou, pH vy3§im neZ 6 a kde neni nadbytek vody [1; 25].

Tato choroba poskozuje vzhled hliz (viz Obr. 8), které jsou tak neprodejné. U sadbovych hliz

zhorSuje kli¢ivost a vzchazeni [1; 18].

Obrazek 8: Aktinobakterialni obecna strupovitost bramboru. Pfevzato z: [16]

Choroba se projevuje tvorbou rlzné velkych korkovitych strupl na slupce hlizy. Vyznacuji
se rliznymi formami: plochou, vystouplou nebo naopak propadlou. Ve vihké pddé jsou strupy
pokryty myceliem patogenu. NejnachylInéjsi jsou malé hlizy (5-10 mm) na pocatku jejich
vzniku [1; 18].

Ochrana spoc¢iva ve spravném vybéru odrddy. Odolnéjsi odridy se sazi do leh¢i a vysychavé
pldy, ve které se plvodce této choroby Casto vyskytuje. Béhem péstovani se doporuduje
udrzovat vysokou biologickou aktivitu pldy, spravné mnozstvi Zivin véetné stopovych prvkd a

pouZivat zelené hnojeni [1; 18].

2.0.3 Bakterialni krouzkovitost bramboru a bakterialni hnéda hniloba
bramboru - karanténni choroby
Bakterialni krouzkovitost bramboru je zplsobena bakterii Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus, bakterialni hnéda hniloba bramboru pak bakterii Ralstonia solanacearum. Obé
tyto bakterie patfi mezi tzv. karanténni bakterie. Karanténni Skodlivy cinitel je nebezpecny
pro hospodarstvi. Bud' v daném statu neni doposud pfitomen, nebo se vyskytuje, ale nedafi
se jej ucinné regulovat. K ttmto organismim se vztahuje zékon ¢. 369/2019 Sh., ktery upravuje
zdkon €. 326/2004 Sh. [26]. Obé tyto bakterie jsou zapsané v seznamu Evropské a stfedomorské

organizace na ochranu rostlin (EPPO - European and Mediterranean Plant Protection
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Organization) ve skupiné A2. EPPO doporucuje svym clenskym statim, mezi kterymi je

i Ceska republika, aby $kiidce uvedené v této skuping povazovali za karanténni [27].

Podle webovych stranek Ustiedniho kontrolniho a zkugebniho tstavu zem&délského (UKZUZ)

se v &ervnu 2020 na uzemi Ceské republiky obé bakterie vyskytuji a probiha jejich eradikace
[28].
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3 Bakterialni krouzkovitost bramboru

Pdvodcem bakterialni krouZzkovitosti bramboru je vysoce infekéni aerobni grampozitivni
bakterie Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) [1; 29; 5]. Jednd se o malou
koryneformni tyCinkovitou bakterii, kterd pfi Grammové barveni mlzZe davat slabou
nebo dokonce negativni reakci [30]. Pomalu roste, nepigmentuje. Tvofi smetanové bilé,
okrouhlé hladké kolonie s rovnymi okraji (viz Obr. 9). Kolonie maji v prdméru 1-3 mm [31].

Samotna bufika bakterie méfi 0,5-1 pm [32].

Obréazek 9: Nar(lst Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus na zivném médiu. PFevzato z: [5]
Bakterie nejlépe roste pfi teplotach 20-22 °C, avSak i pfi téchto teplotach se, v porovnani
sjinymi druhy (napf. Pseudomonas, Pectobacterium, Dickeya), mnozi 3-4* pomaleji.
P¥i teploté pod 15 °C se rychlost mnozeni vyrazné zpomaluje, pfi teplotach kolem 0 °C
se mnozeni zastavuje a bakterie pouze preziva [29; 5]. Pfi nevhodnych podminkach mize

v rostliné Ci hlize pfeZivat v inaktivni formé [1].

Prvni informace o této chorobé byly zverejnény v Némecku v roce 1906. Pdvodce této choroby

byl popsén pozdéji, a to v roce 1914 [32].

U nés se prvni zminky o bakterialni krouzkovitosti bramboru objevily v letech 1912-1917.

Na uzemi Ceské republiky byla pak prokazéna v roce 1995 [33].

V Ceské republice hospodarské ztraty tato choroba nezplsobuje, aviak naklady na karanténni
opatfeni a testovani bakterie jsou vysoké [18]. Pokud by touto chorobou bylo infikovano 5 %
skladovanych hliz, musi byt cela sklizefi zklikvidovéna [5]. VétSina zemi Severni Ameriky

a Evropy akceptuji pouze nulovy vyskyt této bakterie [34].

3.1 PFiznaky choroby
Bakterie osidluje cévni svazky rostliny a hlizy bramboru. PFi pohledu na nadzemni ¢&st rostliny

je v podstaté nemozné tuto chorobu rozpoznat. Projevy abiotik6z a nékterych virovych chorob
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j sou podobné priznaklm bakterialni krouzkovitosti bramboru. Rostlina ma vzrist, barvu, dobu
kveteni i dobu starnuti stejnou jako zdrava rostlina bramboru. KdyZ se pfiznaky objevi, rostlina
je Casto pIné vzrostld, je ve fazi kveteni nebo uZ po ni. V pfipadé silnéjsi infekce se projevi
na listech v nizSich patrech, u slabSich infekci je rostlina ¢asto napadéana jednostranné. Listy
se vini, roluji od okraji a maji odstin barvy jen nepatrné svétlejsi oproti zdravym listim (viz
Obr. 10). Z dlvodu ucpavani cév se listy pozvolna deformuji, jelikoZ buriky listd nemaji
potfebné mnoZstvi vody a Zivin. PFi Gplném ucpéani cévnich svazk( dochazi ke znatelnym

zménam zbarveni az k odumfeni listu [29; 5].

Obréazek 10: PFiznaky bakterialni krouzkovitosti bramboru na nadzemni €asti rostliny. PFevzato z: [35]
Rostlina s infikovanou mate¢nou hlizou tvofi infikované dcefiné hlizy. Jejich poCet ani velikost
neni rozdilny od dcefinych hliz vytvofenych zdravou rostlinou. PFiznaky choroby se projevuji
az koncem vegetaéniho obdobi ztmavnutim cévnich svazkd do tmavé Zluté az hnédé barvy
v zavislosti na odrlidé, jak je vidét na obrazku 11 A. Silna infekce se projevuje vodnaténim,

v blizkosti cévnich svazkd je duzina polopriihlednd, rozklada se (Obr. 11 B) [5].

Obrazek 11: Napadené hlizy bakterialni krouzkovitosti bramboru. PFevzato z: [36]
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V cévnich svazcich se tvofi kaSovitd hmota, kterd je patrna pfi zmacknuti hlizy (Obr. 12).

VyznaCuje se krémovitou barvou a nezapacha [5].

Obrazek 12: Hliza napadena bakterialni krouzkovitosti bramboru s vytékajicim slizem. Pfevzato z: [32]

Bakterie Cms nezpUsobuji rozklad hliz. Napadené hlizy podléhaji sekundarnim nakazam, jsou

snadnym cilem dalSich bakterii a hub [5].

M{Uze dochazet k latentnim infekcim, pfi kterych rostlina nema zadné priznaky. Bakterii Cms

Ize spolehlivé prokazat laboratornimi metodami [18].

3.2 Infekce a prenos
Cms je vyhradné patogenem bramboru. Ve vodé, zemi ani na vzduchu neni Zivotaschopny,
pfeckat se mu dafi najinych rostlinach z €eledi lilkovité (Solanaceae). Zde se vSak nemnozi.

Pomoci hmyzu pfenos z rostliny na rostlinu neni Casty [5].

Pfenos se rozdéluje na vertikdIni a horizontalni. Vertikalnim pfenosem infekce se rozumi
pfenos mezi generacemi, z mate¢né hlizy na dcefinou. Infekce muze byt nékolik let skryta.

Postupné se patogen kumuluje, jeho zjisténi mlze byt az po nékolika generacich [5].

Horizontalni Sifeni se vyzna€uje pfenosem mezi jedinci. Rostlinné zbytky a Stavy z hliz tvofi
hlavni plvodce horizontalni nakazy. Bakterie Cms preziva v suchych zbytcich rostlinnych

partii napfiklad na strojich, zafizeni manipulujici s hlizami, ve sklenicich ¢i pGdé [5].

DalSim zdrojem nékazy mohou byt infikované plevelné hlizy, ve kterych patogen pfeziva

i nékolik let. Navic vétSina schvélenych herbicidd je netGéinna [5].
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Dalsi rizikem je voda, ve které se omyvaly infikované hlizy nebo infikované néstroje. Takova
voda nesmi byt vypousténa v mistech, kde se planuje péstovani bramboru ¢i raj¢ete. Nejcasteji

se pristupyje k dezinfekci vody ozonem nebo UV zatfenim [5].

3.3 Vyskyt Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus v Ceské republice
Jako reakce na prvni vyskyt Cms na uzemi Ceské republiky v roce 1995 vydalo Ministerstvo
zem&d&lstvi eradikaéni program. Do roku 2000 se mé&la Ceska republika stat pro Cms
nezamofenym Uzemim, nicméné tomu tak neni [26]. Kazdy rok se od roku 1995 v Ceské
republice kontroluji na pfitomnost Cms vSechny partie predevsim sadbovych brambor.
Povolena je pouze nulova tolerance. V roce 1995 bylo potvrzeno 12 pfipadu nalezu Cms
v sadbovych bramboréach. O rok pozdé&ji, v roce 1996, byly jen 4 nalezy. V roce 1996 byl vyskyt
potvrzen u 22 péstitelt a podnikti. Do roku 2000 toto Cislo stouplo na 195 podnikd. U nékterych
péstitelt se patogen vyskytoval i n€kolik let po sob€, coz poukazuje na nedisledné dodrzovani

pfijatych opatfeni [26; 37].

Mezi lety 1995-2005 se snizilo mnozstvi patogenu z jednotek procent na desetiny procenta.
Zatimco v roce 1998 byl potvrzen patogen v 1,14 % otestovanych sadbovych hlizach, v roce
2005 se zdalo, ze je patogen eradikovan, jelikoz patogen nebyl prokdzan v zadné cCasti
zékladniho ani certifikovaného rozmnozovaciho materidlu. Rok poté se vyskyt opét potvrdil,
ato u 0,15 % otestovanych sadbovych hliz. Cetnost pozitivnich vzorkd koncem tisicileti

u nesadbovych hliz ¢inil az 7-8 % [26; 37].

Po roce 2010 opét vzrost podet vyskyti. Casto se dnes stava, 7e v partii oznatené za zdravou je
po sklizni a skladovani pfitomen patogen. V takovéto partii je podprahové mnozstvi, které nelze
detekovat. Vlivem optimalnich klimatickych podminek, Spatnych podminek pii pfevozu
a skladovacich podminek se patogen rozmnozi na detekovatelnou mez [37]. V roce 2019 nebyl

detekovan zadny nalez Cms [38].

I pres velké Gsili nedoslo k uplné eradikaci Cms. Vétsina statd Evropské unie i nadale udava

ptitomnost tohoto patogenu. Aktualni hlavni snahou je zabranit horizontalnimu pienosu [37].

Ve Vyzkumném Gstavu bramboraiském (VUB) v Havli¢kové Brodg, kde se zabyvaji detekci
sadbovych brambor od roku 1994, byla bakterie Cms nalezena v 6 vzorcich sadbovych brambor
v roce 2015. Detekce byla provedena IF testem. Nalez potvrdilo nadiizené pracovisté UKZUZ
v Olomouci metodou PCR a nasledny biologicky test [39].
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4 Bakterialni hnéda hniloba bramboru
Bakterialni hnéda hniloba bramboru patfi také mezi karanténni choroby aje vyvolana bakterii
Ralstonia solanacearum (Rs). Nejvice rozSifena je pfedevs$im v tropickych a subtropickych

Castech svéta, ale jeji vyskyt neni neobvykly ani v naSich podminkach [1].

Prvni zminky o plvodci této choroby byly uvedeny v roce 1896, kdy E. F. Smith izoloval
bakterii z rajcete, bramboru a lilku, pojmenoval ji Bacillus solanacearum. V roce 1914 byla

tato bakterie zafazena do rodu Pseudomonas [40].

Tradiéné se Rs déli na pét ras podle jejich hostitele a na pét biovarl na zakladé jejich
biochemickych vlastnosti. Za bakterialni hnédou hnilobu bramboru je zodpovédna rasa 3
biovar 2. Rasa 3 oznaCuje primarni napadani bramboru. Biovar 2 znamend, Ze metabolizuji

disacharidy [41; 42].

Rs je aerobni, gramnegativni bakterie. Buiky maji tvar tyCinky o velikosti 0,5-1,5 pm
(Obr. 13). Netvofi spory. Pohybuje se diky svému pol&rnimu biciku. PFi 28 °C tvofi 2-4 mm
kolonie béhem 2-3 dnli. Je stfedné rychle rostouci. Oproti Cms se rozmnoZuje 3-4x rychleji [40;

43].

Obrazek 13: Ralstonia solanacearum v elektronovém mikroskopu (kmen UY031). Prevzato z: [43]

Tvofi hladké, krémovité, perletové lesklé, opaleskujici, ploché a nepravidelné kolonie. Uvnitf
kolonie utvari charakteristicky rlizovy prstenec (Obr. 14). Postupnym starnutim kolonie méni

barvu na hnédou, jelikoZ produkuje hnédy difuzni pigment [40; 43].
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Obrazek 14: Kolonie Ralstonia solanacearum (kmen UY031). Pfrevzato z: [43]
Pro bakterii je pfirozenym hostitelem vice nez 200 druhd rostlin. Kromé bramboru (Obr. 15)

infikuje také napfiklad rajce (Solanum lycopersicum), lilek (Solanum melongena), banan (Musa

spp.), tabék (Nicotiana tabacum) a fadu okrasnych a plevelnych rostlin [42].

Obrazek 15: PFiznaky bakterialni hnédé hniloby bramboru na nadzemni €asti bramboru. PFevzato z: [35]

4.1 PFiznaky choroby
Rs stejné jako Cms parazituje v cévnich svazcich rostliny, pfiznaky obou chorob je snadné
zaménit. V nejteplejSi Casti dne rostlina bramboru postupné vadne, nejprve lze zmény
pozorovat u vrcholu, kde jsou listy nejmladsi. Okraje listd se krouti a svinuji. Listy blednou.

Ztréci zelenou barvu, protoze pfichazi o chlorofyl. Casto GipIné zhnédnou. Stonky jsou oslabené
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a pfi jeho rozfiznuti nebo rozfiznuti hlizy vytéka bélavy az hnédy krémovy bakterialni sliz
(Obr. 16). Vnitrek hliz je Sedocerny, kolem ocek dochazi k barevnym zménam. Na fezu hlizy
je patrné matné, sklovité Zluté aZz hnédé zbarveni prstence cévnich svazkd a okolni tkané.
V hostitelské tkani je az 109 CFU/g patogennich bunék. Choroba mlize mit i latentni podobu
[1; 18; 41; 44].

Obrazek 16: Vytékajici bakterialni hnis pFi nakaze bakterialni hnédé hniloby bramboru. PFevzato z: [45]

Bakterie Rs dokaze zlstat Zivotaschopna ve vodé, pldé i plevelnych rostlinach. Mnohdy
k infekci dojde pfes zavlahovou vodu. Patogen vstupuje do rostliny i hliz i pfes mechanicka

poranéni. Nejvétsi riziko pfedstavuji rostliny a hlizy s latentni nakazou [18].

V pldé dokaze prezit nékolik mésicl az nékolik let, v zavislosti na druhu pldy. Bakterii se dafi

v pisCitych, jilovitych a raselinnych pldach. Nikdy se v§ak choroba nesifi v slinovitych pddach
[40].

Dilezité je dbat na vysadbu zdravych hliz. Pfipadné pouZziti chemické ochrany neni pfilis
uginné. UZiti antibiotik (streptomycin, ampicilin, penicilin a tetracyklin) nejenZe je v Ceské
republice zakazané, ale ani nevykazuji silny G¢inek. MnoZzstvi bakterii mdze snizit hnojenti,
jelikoZ pH nizsi nez 4 a vys$si nez 8 je pro bakterii nepfijatelné. Dilezita je i véasna detekce
patogenu [44; 40].

4.2 Vyskyt Ralstonia solanacearum v Ceské republice
V roce 2010 v odebraném vzorku povrchové vody urené k zavlazovéni v lokalité povodi feky
Labe byla poprvé laboratorné prokéazana pfitomnost této bakterie na tzemi Ceské republiky.
O rok pozdégji, v roce 2011, byl vyskyt potvrzen i ve vzdalengjSi lokalité. V roce 2012 byl
poprvé potvrzen vyskyt plvodce bakterialni hnédé hniloby bramboru v bramboru v Ceské

republice [1; 44].
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V roce 2019 hlizy bramboru ani odpadni voda zfirem zabyvajicich se Upravou brambor
neobsahovaly bakterii Rs. AvSak v daném roce byl jeji vyskyt prokazan ve 14 vzorcich ti¢nich
vod Labe, Dyje a JeviSovky a 15 vzorcich odebranych z ¢asti rostlin lilku potméchuti (Solanum

dulcamara) rostouci na pobiezi fek Labe, Moravy a Dusni Moravy [38].

Ve VUB nikdy bakterie Rs nebyla detekovana. Ta se vyskytuje pouze v odpadnich vodach, jak
zjistili pracovnici UKZUZ [39].
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5 Soucasna legislativa

Ukolem vsech legislativnich nafizeni a doporudeni je ochrana rostlin a rostlinnych produktd.

Je dulezité zamezit §ifeni, popfipad¢ eradikovat nebezpecné organismy.

Zakon ¢. 369/2019 Sb. rozsifuje a upravuje zakon zroku 2004 ¢. 326/2004 Sb., Zakon
o rostlinolékarské péci a o zméné nékterych souvisejicich zakonl. Ten zpracovava a upravuje
prava a povinnosti fyzickych a pravnickych osob s cilem zabranit sifeni Skodlivych organismu
za ucelem ochrany rostlin a rostlinnych produkti. Dale upravuje podminky pro ochranné
piipravky rostlin, jejich pouzivani, kontrolu a uvadéni na trh. Zarovern ustanovuje pusobnost

spravnich Gradu, jejich prava a povinnosti [46].

Ministerstvo zem&dé&lstvi, UKZUZ a organy Celni spravy Ceské republiky patii mezi organy
statni spravy v zalezitostech rostlinolékaiské péce. Ve stanoveném rozsahu se zapojuji obecni

urady a obecni ufady obci s rozsifenou pusobnosti [46].

Ministerstvo zemédé€lstvi vymezuje a kontroluje realizovani povinnosti rostlinolékarské péce.
Je odpoveédny za ochranu proti zavliékani skodlivych organismu. Mimo jiné také vypracovava

narodni strategie a jejich soulad s ostatnimi staty [46].

Ve svych obvodech obecni ufady obci s rozsifenou pisobnosti fesi prestupky spojené s Sifenim

Skodlivého organismu na pudach, které nejsou obdélavany nebo udrzovany [46].

UKZUZ kontroluje a zkouma vyskyt $kodlivych organismii. Predstavuje vefejnosti, vietnd

ostatnich stati EU, soucasné informace o jejich vyskytu a rizicich [46].

Celni tfad spolupracuje s UKZUZ, provadi kontroly dovozového materialu a ma pravomoci

podezielé zbozi zadrzet [46].

Zakon €. 369/2019 Sb. je rozsifen o radu vyhlasek. Vyhlaska ¢. 5/2020 Sb., o ochrannych
opatfenich proti Skodlivym organismim rostlin, upravuje, za jakych podminek rostliny
a rostlinné produkty prevazet, jakeé jsou pozadavky najejich dopravu a umisténi, aby se predeslo
ptipadnému pienosu nakazy. Dalsi dalezitou vyhlaskou je Vyhlaska ¢. 331/2004 Sb., jez byla
novelizovana Vyhlaskou ¢. 4/2018 Sb. Zaméfuje se na ochranu proti pivodcim karanténnich
bakterialnich chorob. Vymezuje, jaka Cast bramboru se musi analyzovat, postup analyzy
a zaroven jaké kroky jsou potfeba vykonat v pfipade€ vyskytu bakterii Rs a Cms. Také klade
diraz na sanitaci a dezinfekci povrchi, ktery sinfikovanym materidlem pfisel do styku,

a definuje spravnost postupu pii likvidaci odpadu [46].
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Préavnicka osoba nebo podnikajici fyzicka osoba za zavlékani, Sifeni, dovoz, pfemisteéni, drzent,
mnozeni, zamlCeni $kodlivého organismu, které je v rozporu s nafizenim (EU) 2016/2031,
se dopousti prestupku, za ktery 1ze ulozit pokutu ve vysi n€kolika miliont K¢. Fyzické osobé

za tentyZz prestupek muze byt ulozena pokuta v fadech nékolika desetitisicti K¢ [46].

Pravnich pfedpisi EU zabyvajici se problematikou Skodlivych organismu je oproti Ceské
legislativé vyrazné vice. Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2016/2031 specifikuje
problematiku ochrany rostlin pfed $kodlivymi organismy. Ur€uje pravidla ufednich kontrol
od povérenych organt. Definuje pojem karanténni $kodlivé organismy pro EU. Hlavnim cilem
je ochrana pred t&mito organismy. Clenské staty, podniky i vefejnost m4 ohlagovaci povinnost

a v pripadé€ vyskytu musi pfijmout vhodné opatieni definovana legislativou [47].

Naftizeni Komise v pfenesené pravomoci (EU) 2018/631 vymezuje prava, povinnosti a pracovni
postupy referencnich laboratofi zamé&fujici se na Skodlivé organismy rostlin. O postupech
a opatfenich pfi provadeéni ufednich kontrol pojednava provadéci Natfizeni Komise (EU)

2019/66 [47].

Pokud se nékteré rostliny, rostlinné produkty nebo predméty dostanou do karantény ¢i izolace,
vztahuje se na n¢ provadéjici Narizeni Komise (EU) 2019/2148. To stanovuje, kdy a za jakych

podminek muze material opustit karanténu ¢i izolaci [47].
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6 Metody detekce puvodcu karanténnich chorob bramboru

Prukaz Cms umoznuje odhalit pfitomnost patogenu i u latentnich chorob. Pfitomnost patogenu
je prokazana, pokud jsou pozitivni vysledky minimalné dvou screeningovych testt, které jsou
zalozené na odlisSném principu. Jsou vyuzivany imunochemické metody, kam je fazena
enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA) a imunofluorescencni test (IF), molekularné
genetické metody, konkrétn€ polymerazova retézova reakce (PCR), kvantitativni polymerazova
fetézova reakce (Real-Time PCR), DNA microarray. Zaroveil musi prob&hnout izolace
a identifikace Cisté kultury kultivaci [48; 37]. Dalsi alternativou je metoda fluorescencni in sifu

hybridizace (FISH) [49].

Laboratorni kontrole podléhaji vzorky veskerého rozmnozovaciho materidlu brambor
vyrobeného v CR, tuzemské sadbové brambory i dovozové ze statd, kde se tyto karanténni

organismy vyskytuji, nebo které jsou podezielé ze zamoteni [S0].

V CR se detekci téchto patogenti zabyvaji dvé pracovi§té. Vyzkumny ustav bramboraisky
(VUB) se sidlem v Havlitkové Brod¢ kontroluje vyskyt patogenu v sadbovych hlizach
bramboru akreditovanou metodou IF. Ustiedni kontrolni a zkuSebni Gstav zemddélsky
(UKZUZ) v Havli¢kové Brodé m4 akreditace pro metody PCR, IF a FISH, jejich tikolem je

detekce patogenu v konzumnich hlizach bramboru [39].

Cena detekce bakterii Cms a Rs stoji ve VUB v Havlickové Brodé 496 K&. V piipadé provedenti

biologického testu s izolaci patogenu se cena zvysi u bakterie Cms na 3627 K¢ a u bakterie Rs

na 3219 K¢& [51].

6.1 Odbér vzorku
Odbér nadzemni ¢asti rostliny k analyze se provadi v obdobi mezi 3-4 tydnem od vysazeni
po dobu prvnich naznaka uvadani listt, v zavislosti na odrud€. Rané odrudy 1ze uz po 45 dnech

odebirat, pozdni az po 80 dnech [37].

Primarné se k prukazu bakterii vyuZzivaji cévni svazky z bazalni ¢asti hlavniho stonku trsu.
Nejveétsi koncentrace bakterie Cms v nadzemni ¢asti je v obdobi kvétu. V tomto obdobi Ize
odbér provést z kterékoli Casti stonku. Minimalni hmotnost vzorku je 1 g cévnich svazku.
Vzorky je vhodné odebirat dva s rozestupem minimalné 21 dnti. Prvni odbér se provadi v dobe,

nez rostlina vytvorti kvét, a druhy po odkvétu [37].
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Provadi se odbér segmentt nebo celych stonkti. Vodou omyté stonky se stfikaji 70% ethanolem
pro odstranéni povrchového pletiva. Odebrané vzorky se ukladaji do chladu (4 °C) a do jednoho

dne se zpracovavaji [37].

Hliza maze byt odebirana v jakémkoli stadiu od minimalni velikosti 0,5 cm, kdy se hovofi
o tzv. minihlizkadch. Hlizy neni vhodné odebirat za des§t€¢ nebo pokud je zemina mokra.
Po odebrani je nezbytné hlizy mechanicky ocistit, zabrani se tak znehodnoceni hliz z divodu
nakazy, jejimz zdrojem by mohly byt zbytky zeminy ¢i Casti rostlin. Hlizy se sbiraji
do prodysnych pytla z juty, v ptipadé minihlizek do papirovych sackd. V téchto materialech
dochézi ik inkubaci. Pytle musi byt fadn€ oznaCené navéskem a dovnitf pytle se umist'uje Stitek
se shodnymi udaji jako na navésku. Teplota pfi pfevozu do skladu by se méla pohybovat
v rozmezi 10-22 °C. Nasleduje inkubac¢ni doba, pfi které se ma zvysit pravdépodobnost detekce
patogenu. Patogen se v hlizach s podprahovym mnozstvim za 4-8 tydna pfi teploté 20-22 °C

v temném a suchém skladu pomnozi na detekovatelné mnozstvi [50; 37].

Po inkubaci se hlizy bramboru opét ocisti vodou a 70% ethanolem. Takto vydezinfikované hlizy
se nechaji osusit. Pupkovéa Cast se skalpelem odfizne a vyftizne se cévni svazek s minimalnim
mnozstvim duziny. Jeden vzorek by mél vazit 1 g, coz je hmotnost cévnich svazkt ziskanych
z 8-15 hliz (20-40 minihlizek). Standardné se testuje 220 hliz. U novych klont a odrad se testuje
minimalné 100 hliz (400 minihlizek) [50; 37].

U hliz s vysokym obsahem Skrobu je dulezité vykrojit cévni svazek s co nejméné duzniny.

U vSech determinacnich metod skrob komplikuje prikaz patogenu [37].

6.2 Zpracovani vzorku
V tfeci misce se segmenty rozdrti a provadi se vyluh ve fosfatovém puftu po dobu 20-24 hodin
pfi pokojové teplot€ na tfepacce. Nasledné se supernatant pielije do tfi mikrozkumavek. Jedna
mikrozkumavka se zmrazi na teplotu -30 °C a méné, kde zustane ulozena do doby, dokud
vSechny provadéné testy nevylouci pfitomnost patogenu. Zbylé dvé zkumavky se opét

centrifuguji a dale upravuji podle postupti u jednotlivych metod [37].

200 vykrojenych cévnatych svazk(i se extrahuje nejCast€ji do fosfatového pufru. Pocita
se s 20 hlizami navic, jelikoz se n€které hlizy nemohou vyuzit z divodu mechanického
poskozeni nebo napadeni jinym Cinitelem. Dalsi fazi zpracovani je proces inkubace po dobu
jednoho dne pii pokojové teploté za stalého tfepani. Extrakt se prelije do mikrozkumavek. Jedna
se opét zamrazi na -30 °C nebo méné a vzorek se uchovava dokud neni ukoncen lilkovy test.

Zbylé mikrozkumavky se po centrifugaci upravuji dle potieb jednotlivych metod [37].
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6.3 Enzymova imunoanalyza na pevne fazi
Enzymovéa imunoanalyza na pevné fazi (ELISA) je zkratkou z anglického originalu
enzyme-linked immunosorbent assay. Patfi mezi imunochemické metody, které vyuZivaji
vysoce specifické interakce protiladtka-antigen. Tato imunochemickd metodaje nejpouzivangjsi
pro detekci Rs ve vodé, pldé i v ¢astech rostlin. Jeji citlivost zavisi na afinité protilatky a druhu
analyzy. Tato metoda je diky jednoduchosti a moZnosti automatizace vyuZivana

pro systematicky screening [37; 52; 53].

Tuto metodu je mozné pouZit k méfeni latek ve velmi nizkych koncentracich. Reakce antigenu
s protilatkami je vysoce specifickd. Znadme-li antigen, ktery je specificky pro ur€itou protilatku,
a mame jej k dispozici, lze protiladtku identifikovat a urcit jeji mnozstvi. Zaroven to plati

i opacné, na zakladé znadmé protilatky lze urcit jeji antigen a mnoZstvi antigenu [52].

Limit detekce se pohybuje v rozmezi 105106 CFU/mI. Proto je vhodné jej pouZivat spiSe

k potvrzeni nalezu v pfipadé viditelnych projevi na rostliné [54].

ELISA se obvykle provadi v mikrotitraCnich destickdch s 96 jamkami nebo v prouZcich
s8nebo 12 jamkami. Mezi enzymy pouzivané v ELISA metodé patfi P-galaktosidaza,

peroxidaza, glukdzaoxidéaza nebo alkalicka fosfataza [52; 55].

PFi priikazu Cms se nejcastéji pouziva sendvi¢ova metoda, tzv. DAS ELISA (Double Antibody
Sandwich ELISA; dvojity protildtkovy sendvic). Specifické protilatky (IgG) proti
stanovovanému pUvodci jsou navazany na jamky mikrotitraénich desticek (Obr. 17). Na
protilatky se vaze antigen ze vzork( a vznika komplex protilatka-antigen. Nasledné se na tento
komplex navazi protilatky znaCené enzymem, napf. alkalickou fosfatdzou (AP-koagult).
V poslednim kroku alkalicka fosfatdza (AP) reaguje se substratem (4-nitrofenylfosfat). Pfi této

reakci vznika produkt Zluté barvy 4-nitrofenol, ktery je detegovéan spektrofotometricky [48].

enzym alkalickd fosfataza
protilatka
antigen

IgG protilatka

Obrazek 17: Schéma mikrotitracnijamky pfi metodé DAS ELISA. Upraveno z: [56]
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Przewodowski a Przewodowska (2017) ve svém vyzkumu srovnavali mimo jiné pouziti
monoklonalnich a polyklonalnich latek u metody ELISA. Popsali naptiklad pouziti
monoklonalni latky 9A1 u imunofluorescenénich sérologickych testt, ktera je namifena proti
antigenu z bakterialni bunécné stény. Dosli k zavéru, ze pouziti této protilatky neni u metody
ELISA vhodné, avSak pouziti monoklonalnich protilatek namifené proti polysacharidovym
slozkdm v hlenu, ktery Cms produkuje, jsou u ELISA velmi citlivé. Pfi pouziti monoklonalnich
latek byla citlivost stanovena 10°-5-10° bakterialnich bun&k v ml suspenze. Polyklonalni latky
k detekci Cms nejsou vhodné z divodu nizké citlivosti a specifiCnosti. Zaroven vétsina
dostupnych monoklonalnich 1 polyklondlnich protilatek vykazovalo fadu nespecifickych

reakci, coz vedlo k falesné€ nespecifickym reakcim [57].

Nejvyssi citlivost a specifi¢nost byly ziskany kombinaci primarni kuteci polyklonalni protilatky
a mysi monoklonalni protilatky 1H3. Pouziti této kombinace polyklonéalnich a monoklonalnich
protilatek vedla k 90-95% uspésnosti detekce Cms, citlivost klesala pii pouziti méné

mukoidnich kmena [57].

Vyzkum Behiryho a kol. (2018) m¢l za cil prozkoumat virulentni reakce Rs proti nékterym
hostitelim, produkei polyklonalnich latek proti antigenu Rs vytvofeny v séru novozélandskych
bilych kralikt a antigenni aktivity Rs ve svém antiséru. Pouzitou metodou byla nepiima ELISA.
Jako imunoglobin byl pouzit kozi anti-krali¢i (goat anti-rabbit gamma globulin) oznacen

alkalickou fosfatdzou. Nasledné se meéfila absorbance pii 405 nm [58].

U nepifimé ELISA metody se na antigen vaze primarni protilatka. Na tu se nasledné vaze
znaCena sekundarni protilatka, kterd se nachazi v médiu. Jejim ukolem je zviditelnit komplex
antigen-protilatka. Zaveérem se pridava substrat enzymu, aby se médium obarvilo a dala
se zméfit koncentrace [52]. Vysledky vyzkumu Behiryho a kol. (2018) ukazaly pozitivni reakce
v rozmezi koncentraci od 10® do 10° CFU/ml, &mZ se potvrdily vysledky védeckych studii
provedenych Machmudem akol. vletech 1999, 2004 a 2008, ze pouzit monoklonalni
a polyklonélni protilatky lze pfi vétSich koncentracich, ale u latentnich infekci, kdy je
koncentrace pod 10° CFU/ml, jsou vyzadovany citlivéjsi a spolehlivéjsi metody. Nejnizsi

detek&ni Uroveti techniky ELISA byla 10° CFU/ml [58].

6.4 Imunofluorescence
Jedna se o levnou a pfimétfene specifickou metodu. K uspésnému provedeni této metody jsou

tfeba vysoce kvalitni antiséra a dobfe vyskoleny personal pro zkoumani sklicek s obarvenymi
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bakteriemi. Tento testje vhodné pouzivatjako prvni screeningovy [59]. Vyznacuje se pfesnosti

detekce 103CFU/mlI. Jeji citlivostje tedy vySSi neZ u metody ELISA [54].

Znacené protilatky se vazi na sledovany antigen. Nasleduje detekci pomoci fluorescenénich
technik. Véaze-li se dana protilatka znacena fluoroforem pfimo na antigen, hovofi se o pfimé
imunofluorescenci (Obr. 18). Pfi nepfimé imunofluorescenci se na primarni protilatku
navéazanou na poZadovany antigen specificky vaze sekundarni protilatka znacenéa fluoroforem.
Vyhodou této metody je, Ze sekundarni protilatka mlze byt pouzita pro rdzné primarni
protilatky. Najednu primarni protilatku se mGze navazat nékolik sekundarnich protilatek. Také
se vjednom vzorku mlZe najednou vizualizovat nékolik bilkovin, kdy se vyuZiva vazby

sekundarnich protilatek znac¢enych rdznymi fluorofory [60; 61].

primarni protilatka
Pfima imunofluorescence

fluorofor

Nepfima imunofluorescence

sekundarni protilatka

Obrazek 18: Pfima a nepfima imunofluorescence. Upraveno z: [61]

Fluorofory jsou latky, které dokazi své elektrony po absorpci energie z fotonu o uréité vinové
délce excitovat do vyssiho nestabilniho energetického stavu. PFi ndvratu do svého zékladniho
stavu emituji svétlo sdelsi vinovou délkou. Mezi nejcastéji pouzivané fluorofory patfi
fluorescein isothiokyanat (FITC) (zelend fluorescence), tetramethylrhodamin isothiokyanét
(TRITC) (Cervena fluorescence) a fykoerythrin (Cervena fluorescence). Zafeni je nasledné
detegovano fluorescenénim mikroskopem [61], pfipadné svételnym mikroskopem, ktery musi
byt vybaven pro epifluorescencni svétlo s vhodnym vystupnim a bariérovym filtrem pro dané

fluorescencni barvivo [62].
Citlivost metody nepfimé imunofluorescence je 5-10x vy3Si pfima metoda [61].

Vreeburg a kol. (2016) provadéli testy Cms a Rs podle smérnic Rady EU 2006/56/EC
a 2006/63/EC nepfimou imunofluorescenci, kdy pouZzili primérni kozi polyklonalni protilatky.

Jako sekundarni protilatky pouzili krali¢i anti-kozi protilatky znacené fluorescein
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isothiocyanatem fedéné 1:100. Pro porovnani byly vSechny vzorky ovéfeny podle smérnic
Rady EU s pouZitim izolace patogenu, ovéfeni pomoci PCR a testu patogenity. 100% UspéSnost

detekce byla u Cms pfi koncentraci 106 CFU/ml a u Rs pri koncentraci 105CFU/ml [59].

Postup popsany Jansenem a Kokoskovou (2009) je navrZzen pro Rs, ale zaroverijej Ize aplikovat
i na detekci Cms. PFi nepfimé IF jsou bakterie nejdfive oSetfeny specifickym antisérem proti
cilové bakterii. Antisérum je produkované nejcastéji kraliky, kozami nebo v pfipadé
monoklonalnich protilatek u mySi. Po inkubaci a promyti se ozna€i druhym antisérem
oznacenym fluoroforem (fluorescein isothiokyanat) produkovanym jinym zvifetem
nez v pfipadé prvniho antiséra. Pouze navéazané protilatky fluoreskuji, ostatni nenavazané
se odstrani promytim. PFfipravena sklicka se hodnoti v mikroskopu pod olejovou nebo vodni
imerzi pfi zvétseni 500x az 1000x. Pozoruji se okénka ve dvou navzajem kolmych priimérech
a pri obvodu. Pokud vzorek m& malo, nebo dokonce Zadné buiky, kontroluje se nejméné
40 poli. Nejprve se hodnoti pozitivni kontroly. Bunky, které nejsou zbarvené celé
nebo nedostatecné fluoreskuji, se do testu nezapocitavaji. Aby se vzorek povazoval
za pozitivni, musi byt jeho intenzita fluorescence srovnatelna nebo intenzivnéjSi v porovnani

s pozitivni kontrolou za stejného Fedéni protilatek [62].

Na obr. 19 je ukézka morfologie bunék Rs infikované tkdné bramboru proké&zana nepfimou
imunofluorescenci  svyuZitim  polyklonalnich  protilatek ~ znaCenych  fluorescein

isothiokyanatem v fedéni 1:3200 [62].

5 um

Obréazek 19: Bunky Ralstonia solanacearum pFi imunofluorescenci (olejova imerze, 100x objektiv). Pfevzato z: [62]
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Vzorek je povaZovan za kontaminovany, pokud obsahuje 5-103 typickych bunék v 1 ml
nefedéné resuspendované pelety. Peleta se vytvari pfi Upravé vzorku po odstfedéni a ndsledném

odsati supernatantu [62; 63].

6.5 Polymerazova retézovéa reakce
Polymerazova fetézova reakce (PCR) se pfi prikazu bakteriadlnich chorob bramboru pouziva
nejcastéji k potvrzeni pozitivnich néalez( zjisténych metodami ELISA nebo IF [37]. Jedna
se o citlivy test, ktery umoZfiuje exponencialné namnozit (amplifikovat) Usek zdrojové
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) i v pfipadg, Ze je k dispozici pouze jedna molekula DNA.
Mez detekce je 103104 CFU/ml. Nevyhodou je nachylnost i ke stopovym kontaminacim
nezadouci DNA [64; 54].

K detekci karanténnich bakterii se pouzivaji metody klasické PCR a Real-Time PCR [48].

0.i. IKlasick& polymeréazove retézové reakce
Kazdy test vyZaduje pfitomnost templatové DNA, primerd, nukleotidd a DNA-polymerazy,
které se smichaji a umisti do termocykleru. V prvnim kroku doch&zi k procesu denaturace
pfi 95 °C, kdy dojde k rozruseni vodikovych mistkd a oddéleni vidken DNA od sebe (Obr. 20)
[64; 65].

Nasledné dochazi k hybridizaci s primery. Primery, kratké Gseky DNA, maji sekvenci
nukleotidi odpovidajici segmentu DNA, ktery se ma kopirovat. Na zakladé komplementarniho
parovani bazi sejeden primer pfipoji k 3' koncijednoho vldknatemplatové DNA a druhy primer
taktéZ k 3' konci druhého vlakna pdvodni DNA. Primer umoZziiuje navazani DNA-polymerazy.
Enzym DNA-polymeraza pfipojuje jednotlivé nukleotidy komplementarné k templatové DNA
ve sméru od 5' konce k 3' konci, probihd posledni proces PCR metody, a to syntéza DNA.
Vznikaji amplikony, produkty amplifikace. DNA-polymerdza uzivand pfi PCR nejCastéji
pochazi z bakterie Thermus aquaticus. Tato bakterie odolava vysokym teplotam (teplotam varu

vody) [64; 65; 66].

Tento postup se opakuje 20-40 krat. Témito cykly vznikaji miliony kopii plvodni DNA [66].
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Obrazek 20: Cykluspolymerazové fetézové reakce. Upraveno z: [66]

K vizualizaci produktd PCR se pouzivaji predevsim dvé metody. Prvni spociva v obarveni
amplikond chemickym barvivem, napf. ethidium bromidem. Ve druhém zplsobu se znaci
primery nebo nukleotidy pomoci fluorescencnich barviv (fluorofory) jiz pfed amplifikaci.
Analyza produktl je nejcastéji provadéna elektroforézou na agarézovém gelu, kterd potvrdi

pfitomnost a velikost produktl PCR [64].

Validovany protokol, jehoZ standardizovany postup se pouziva dodnes, pro detekci Cms byl
zaveden Pastrikem v roce 2000. Ta vyuZziva primery: PSA-1: 5-CTC CTT GTG GGG TGG
GAA AA-3; PSA-R: 5-TAC TGA GAT GTT TCA CTT CCC C-3'; NS-7-F: 5'-GAG GCA
ATA ACA GGT CTG TGA TGC-3' a NS-8-R: 5-TCC GCA GGT TCA CCT ACG GA-3.
Sada primer( PSA predpoklada produkt o velikosti 502 bp, primery NS, které jsou interni PCR
kontrola 18S rRNA, predpokladaji velikost 377 bp [48; 63].

U pozitivnich vzorkl Cms je pozorovan fragment o délce 502 bp. Fragmenty DNA
se vizualizuji barvivem ethidium bromid. Na snimku elektroforézy na obrazku ¢. 21 Ize vidét

pozitivni nélezy ve vzorcich v drahéch 2, 3, 4, 11 a 12 [48; 63].
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Obrazek 21: Snimek elektroforézy s pozitivnim nalezem Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. PFevzato z: [48]

Pfi pouziti postupu dle Pastrika a Maisse (2000), ktery se stal taktéZz validovanou metodu
pro detekci Rs, se pouZivaji dva oligonukleotidové primery, pfimy primer PS-1: 5-AGT CGA
ACG GCA GCG GGG G-3' areverzni primer PS-2: 5-GGG GAT TTC ACATCG GTC TTG
CA-3'. P¥i pouziti téchto primerd je specificky fragment pro Rs o velikosti 553 bp [67].

Na obrazku €. 22 jsou viditelné pozitivni vzorky obsahujici Rs na polyakrylamidovém gelu
pfi pouziti primerl RS-Egl-F: 5-GAC ACC ACG ACC CTG AAG AC-3'aRS-Egl-R: 5'-AAG
GTA TGC CAG GTG GCG CA-3. Drahy 2 az 7 oznaCuji postupné fedéni v rozmezi
101az 106 CFU/ml. Dradha 2 ma koncentraci M 01 CFU/ml, drdha 3 ma koncentraci
M 02CFU/ml atd., aZz k draze 7 s koncentraci 106 CFU/ml. Drahy 8 aZ 13 obsahuji pozitivni
vzorky. Pismenem M je oznalen standardni molekulovy marker o velikosti 50 bp. Dréha N je

negativni vzorek [68].

Obrazek 22: Snimek elektroforézy z detekce Ralstonia solanacearum (popis obrazku v textu). PFevzato z: [68]
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6 i."7Real-Time polymerazova retézova reakce
Metoda Real-Time PCR (Kvalitativni PCR v redlném Case, qPCR) oproti klasické PCR
umozfnuje kvantifikaci, tj. kolik specifické DNA nebo genu je pfitomno ve vzorku. Jelikoz
se neanalyzuje produkt po skonCeni reakce, zkracuje se doba analyzy a je niZsi riziko
kontaminace. Oproti klasické PCR je néakladnéjsi na Cinidla a vybaveni. qPCR umoziuje
detekci i kvantifikaci produktu PCR v redlném CcCase, zatimco je syntetizovan. K detekci
produktl dochazi po kazdém cyklu méfenim fluorescenéniho zafeni. Bud se uZivaji
fluorescen¢ni barviva (napf. SYBR Green |), kterd nespecificky vmezefi mezi DNA vzniklé
dvousroubovice, nebo sekventné specifické DNA sondy (napf. Tagman®-Sonden,
LightCycler®-Sonden, Molecular Beacons) znacené fluorescencnim barvivem, které se vaze
na presné definovanou polohu plvodni DNA nebo do nové vzniklych DNA. ME&Fi se intenzita
emitovaného zareni. Vzhledem k vysoké specifiCnosti sond je spolehlivost detekce druhého
zplsobu vyrazné vyssi. Sonda se vSak musi nejdfive sparovat (proces hybridizace)

s komplementarnim cilem DNA [14; 64; 69].

PfestoZe konvencni metody PCR jsou vysoce specifické a citlivé, je nezbytné laboratorni
zazemi, a proto je v posledni dobé& snaha vyvinout metodu pro molekulérni diagnostiku
v terénu. Nadéjné mohou byt miniaturizované staciondrni mikroCipové systémy, které
umoziuji provedeni PCR v mikroreaktorech s objemem nékolika pikolitrl. SniZuje se mnoZzstvi
pouzitych Cinidel, doba analyzy, 1épe se reguluje teplota a neni tfeba kvalifikovany personal

pro hodnoceni vysledkl [14].

Takovym pfikladem mUze byt stacionarni mikroCip AriaDNA®. Jedna se o jednorazovy
mikroCip umozfujici simultanni multiplexni analyzu PCR v readlném c¢ase. Pro kazdy druh
patogenu, vCetné Cms a Rs, byly navrZeny primery a fluorescencéni sondy pomoci software
Oligo Primer Analysis v. 6.0. Detek&ni limit je uvadénl ng/ml. Ve srovnani s klasickou PCR

se spotfeba Cinidel snizila 20x, doba ampflikace trvala pouze 33 minut pro 45 cyklG [14].

Uwamahoro a kol. (2020) se zaméfili na detekci Rs ve Rwandé. PCR provadéli pomoci
reverzniho primeru a &tyf primer( specifickych pro kazdy fylotyp Rs. Pocateéni denaturace
probihala pfi 95 °C po dobu 5 minut, nasledovalo 30 cykld pfi 94 °C po dobu 15 sekund,
nasednuti primer( po dobu 30 sekund pfi 59 °C a proces prodluzovani pfi 72 °C 13 sekund.
Konetné prodlouZzovani trvalo 10 minut pfi 72 °C. Né&sledné byly produkty separovény
horizontalni gelovou elektroforézou. Touto studii zjistili, Zze ve Rwandé se nejvice vyskytuje

fylotyp Il, coz odpovida oznaceni biovar 2 rasa 3. V této studii doSlo k infekci vSech rostlin
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z rodu Solanaceae (rajCe, lilek, pept, paprika) vyjma tabaku, které byly pestovany v blizkosti
bramboru. Prokazali, ze ostatni rostliny, napt. okurku, fazoli, podzemnici olejnou, kukufici,
pSenici, 1ze pestovat v blizkosti bramboru, jelikoz tyto rostliny nejsou napadany bakterii Rs

[42].

Sadunishvili a kol. (2020) se zaméftili na vyskyt Cms na gruzinskych polich, skladech, trzich
a dovozovych hliz bramboru. Oficialni data o vyskytu této bakterie k roku 2020 se v Gruzii
nedaji dohledat, jelikoz nebyly v Gruzii ani okolnich stitech provedeny zadné pravidelné
vyzkumy o jejim vyskytu, coz bylo podnétem tohoto vyzkumu. Detekce byla provedena
na 124 vzorcich pomoci metody PCR. Pouzité primery byly PSA-1 a PSA-R s predpokladanym
produktem 502 bp. Pozitivni kontroly obsahovaly referen¢ni kmen, negativni kontroly
ultracistou vodu. Pro ampflikaci vnitinich kontrol byly pouzity specifické primery NS-7-F: 5'-
GAG GCA ATA ACA GGT ATG TGA TGC -3' a NS-8-R: 5'-TCC GCA GGT TCA CCT
ACG GA-3'. Ty ampflikuji fragment 377 bp. Analyza ziskanych fragmentt byla provedena
horizontalni elektroforézou sbarvenim ethidium bromidem. Dale se vyzkum zabyval
genotypizaci. Pozitivnich nalezd bylo 10 u vzorki, které meély projevy choroby bakterialni
krouzkovitosti bramboru, a jeden vzorek z asymptomatické rostliny. Zadny z testl neprokézal

amplifikaci fragmentu 377 bp u vnitinich kontrol. Stupefi detekce byl 10° CFU/ml [70].

6.6 Fluorescen¢ni in situ hybridizace
Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je dalsi technika pouzivajici se k detekci bakterii Rs
a Cms. Vyuziva mikroskopie v kombinaci s hybridizaci DNA sond a cilového genu ze vzorka.
In situ v nazvu metody znamena, Ze identifikace polohy sekvence probiha v pfirozenych
polohach v chromozomu. DNA sonda se hybridizuje do specifickych oblasti bakterialnich
ribozomd. Metoda FISH rozpoznava jedineCnou sekvenci ribozomalni RNA cilovych
organismu. Vysoka afinita a specificita DNA sond poskytuje vysokou citlivost na Grovni
jednotlivych bunék u FISH, protoZe sonda se vaze na kazdy z ribozomu ve vzorku. Avsak
citlivost této metody je niZ$i neZ u technik PCR. Prakticka mez detekce je 10 CFU/ml. Presnost
a spolehlivost je zavisla na specifité nukleotidovych sond. Uskalim této metody je, ze materialy
vykazujici autofluorescenci poskytuji faleSné pozitivni vysledky. Falesn¢ negativni vysledky
se mohou objevit, dojde-li k nedostate¢né penetraci, zmény vyssiho fadu struktury cile nebo
sondy, napf. vznik komplexu ribosomalni ribonukleova kyselina-bilkovina (rRNA-bilkovina),
tvorba smycky, ¢i nizkému obsahu rRNA [71; 54; 72; 73]. Mrtvé nebo neaktivni buiky
negativné ovliviiyji detek¢ni limit, protoze takové buiky davaji maly nebo zadny vizualni

fluorescencni signal [49].
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Fluorescentné znaCend nukleotidovd sonda a k ni komplementarni sekvence DNA/RNA
v cilové bunce jsou hlavni prvky FISH metody. Nukleotidovou sondou muze byt DNA, RNA
nebo jejich napodobeniny — napt. PNA (peptidova nukleova kyselina). Sondy se vyrabi
komer¢né nebo laboratorn€, uchovavaji se pii -20 °C az nékolik mésict. Pii vybéru sondy
je dulezité se zaméfit na specificnost, citlivost a snadny pranik do cile. Sondy se znaci pfimo
nebo nepiimo. Pfi pfimém znaCeni se enzymaticky nebo chemicky navaze fluorofor. U nepiimé
metody jsou sondy znaCené modifikovanymi nukleotidy obsahujici hapten. Nejvice
pouzivanymi cilovymi nukleotidy pro hybridizaci in situ jsou 16S nebo 23S rRNA, protoZze jsou
ptitomny v ribosomech vsech zivych bun¢k v pomérne velkém mnozstvi (vice nez 1000 kopii),

¢imz umoznuji vazbu velkého poc¢tu znaCenych molekul sondy [73; 74; 75].

Princip metody zahrnuje 4 zakladni kroky — fixace a permeabilizace vzorku, hybridizace sondy
s cilovym nukleotidem, promyti, vizualizace a stanoveni vysledku (Obr. 23). Zkoumané buiky
jsou fixovany na cisté sklicko potazené zelatinou, polylysinem nebo glutaraldehydem.
Tyto latky zamezuji ztratam tkan€é a maximalizuji regeneraci oligonukleotidu.
Pro gramnegativni bakterie se doporucuje k fixaci pouzit formaldehyd nebo paraformaldehyd.
Fixace grampozitivnich bakterii se provadi teplem, ethanolem nebo formalinem. Pfi pouziti
Cerstvych vzorku 1ze vzorek nefixovat. Detekce nezafixovaného preparatu muze byt i o néco
presngjsi, jelikoz nedochézi klyze bun€k a nevznika zesiténi mezi fixaCnimi Cinidly

a nukleotidy [73].

Cilové oligonukleotidy jsou obklopeny bilkovinami, tuky a jinymi latkami, které znesnadiu;ji
ptistup sond znalenych fluorofory. K poruseni lipidové vrstvy se pouzivaji detergenty

a bilkoviny ¢astecné hydrolyzuji po oSetteni kyselinou chlorovodikovou [73].

Nejprve dochazi k denaturaci sondy i cilové sekvence. Aby se snizil bod tani, pfidava
se formamid. Pii hybridizaci se znacené sondy vazou k cilové nukleotidové sekvenci a vznika
hybrid sonda-cil. Nasleduje vizualizace fluorescencnim mikroskopem nebo pritokovou

cytometrii [73].
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Obrazek 23: Zakladni kroky metody FISH. Upravenoz: [74]

Postupy imunufluorescence a in situ hybridizace jsou dvé odlisné citlivé metody.
V predchozich studiich byl gen 16S rRNA sekvenovan u péti poddruhl Clavibacter
michiganensis a byl porovnavan s pfibuznymi bakteriemi. Ve studii vypracované Li a kol.
(1997) vybrali oligonukleotidovou sondu z 16S rRNA, kterd byla fluorescenéné znacena.
Po ni nasledovalo imunofluorescencni barveni monoklonalni protilatkou. V této studii sejedna
o prvni spojeni imunoflourescence s in situ hybridizaci. Specifickd sonda pro detekci Cms
dostala ndzev P1015: 5-ACC TTG GGG GGC GCA CAT C-3'. Pro kontrolu byla pouZita
univerzalni sonda EUB338: 5-GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3'". Oligonukleotidové sondy
byly oznaceny tetramethylrhodamin isothiokyanatem. Po hybridizaci in situ nasledovalo
pfidani monoklonalni protilatky 9A1 a kozi anti-mysi fluoresceinového konjugatu. Pfipravené
vzorky se pozorovaly s 1000x zvétSenim pfi excitaci zeleného a modrého svétla. PouZitim obou

technik zaroven se zvySuje jistota diagnozy [75].

Mnoho ¢lankd se odkazuje na zdroj napsany Wullingsem a kol. (1998). V tomto roce byly jiz
geny kodujici 23S rRNA amplifikovany, sekvenovany a analyzovany. Proto se pozornost
pfesunula na sekvenéni sefazeni 16S rRNA, avSak PCR detekce Rs se sadou primerl zamérujici
se na 16S rRNA vykazovala zkfiZzené reakce a po daldich vyzkumech se od této moZnosti
upustilo. V této studii byly poprvé navrzeny dvé specifické sondy pro Rs a blizce pfibuzné
kmeny. Sondy dostaly oznaCeni RSOLA a RSOLB. Kazdy vzorek byl hybridizovan sondou

RSOLA nebo RSOLB azarovei sondou EUB338. Byl pouZit praseci anti-krali¢i FITC konjugat
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zfedény 1:100. Sonda RSOLB byla Gspésné pouzita pro detekci FISH s Cistymi kulturami i
vzorky bramborové tkané. Sonda RSOLA vytvarela vice chyb, jelikoz davala mensi signal
s cilovymi bunkami. PFi pouZiti obou sond zaroven se hybridizacni signél nezlepsil.
V experimentu, kde byla detekce FISH kombinovéana s néaslednou detekci nepfimou
imunofluorescenci, bylo pfiblizné 60 % bunék reagujicich s protilatkou detekovano metodou
FISH se sondou RSOLB. Pouze na 12 pozicich genové sekvence byla 23S rDNA sekvence
identicka pro viechny kmeny Rs a odliSna od 23S rDNA sekvence Ralstoniapickettii, coz dalo

moznost vzniku specifickych sond RSOLA a RSOLB pro detekci Rs [49].

Na obrazku €. 24 jsou vidét bakterie Rs v preparatu pod epifluorescenénim mikroskopem

obarvené excitacni barvou Cy3.

Obrazek 24: FISH metoda u bunék Ralstonia solanacearum provadéné sondou RSOLB. Prevzato z: [49]

6.7 Test patogenity

Test patogenity neboli lilkovy test je biologicky test na rostliné lilku vejcoplodého (Solanum
melongenal.). Jestlize nékterd z metod odhali pozitivni nalez, je nutné jej potvrdit timto testem
a nasledné izolovat patogen [76]. Lilek vejcoplody je citlivd rostlina vyuZivajici
se k biologickym testdm k prikazu patogenu. Rostlina se inokuluje virulentnim kmenem
s obsahem bunék minimélné 103 bunék/ml. Rostliny se inokuluji v raném stadiu, nejcastéji
ve fazi druhého pravého listu. Jestlize by infikace byla v pozdéjsim stadiu rdstu rostliny, vnéjsi
pFiznaky choroby by se nemusely projevit. Zasazené rostliny se nepfihnojuji, aby stonky rostlin
nemohutnély a projevy patogend v cévnich svazcich se projevily rychleji [5].
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Obrazek €. 25 ukazuje reakci rostlin bramboru na namoceni kofenl rostliny do bakterialni
suspence Cms o koncentracich 105-108bunék/ml. Pismenem K je oznacena kontrolni rostlina,

u které byly jeji kofeny namoceny pouze do sterilni vody.

Obrazek 25: Projev bakterialni krouzkovitosti bramborup¥i inokulaci rliznymi koncentracemi. Pfevzato z: [5]

Tento test lze provadét i na jinych rostlindch, napfiklad na rostliné paculi, jak tomu bylo
ve vyzkumu Wanga a kol. (2019), ktefi zkoumali nahodné mutageneze kmenl Rs. Rostliny
inokulovali bakterialni suspenzi o koncentraci 108 CFU/ml metodou kofenového maéceni.
Ofiznuté kofeny namocCili do suspenze a nechali inkubovat pfi 28 °C, 85% vlhkosti

a se 12 hodinovou fotoperiodou [77].

Guttara a kol. (2017) ve svém c¢lanku popisuji soucasny vyskyt bakterie Rs na zemédélskych
polich ve stfedni a severni Peru. Vzorky odebirali na poCatku kveteni bramboru ze stonku.
Vzorky byly laboratorné upraveny a nasledné naockovany rostliny bramboru. Kofeny
se poskodily skalpelem a ihned se do pldy nalilo 40 ml bakterialni suspenze, aby koneéna
koncentrace izolatu byla 5-107 bunék/g pldy. Nasledné se pozorovaly projevy vadnuti
a u nepfiznakovych rostlin se rostliny podrobily detekci na latentni vyskyt patogenu.
Taxonomicka identifikace se ovéfila metodou PCR pomoci primerll 759/760. Pozitivni

identifikace je zaloZena na pfitomnosti amplikonu 282 bp [78].

K vyzkumu byla vybrana pole, na kterych rostliny vykazovaly vadnuti, coZ je projev nemoci
bakterialni hnédé hniloby bramboru zpdsobené Rs. Patogen byl nalezen u méné jak 50 % téchto
poli [78].

Soucasti vyzkumu Behiryho a kol. (2018) zminéného v kapitole o ELISA metodé byl také test
patogenity. Rostliny bramboru (odrlida Lady Rosetta), rajcete, pepfe a lilku byly naockovany
suspenzi izolovanych bakterii Rs o koncentraci 108 CFU/ml k tfetimu paru pravych listd.
Virulence izolatd byla hodnocena za 28 dni po inokulaci. Vysledky byly nasledné analyzovany
softwarem SAS 9.3.1. Obrazek ¢. 27 ukazuje srovnani zdravé kontrolni rostliny (H) a rostliny
inokulované (1) [58].
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Obréazek 26: Srovnani zdravé a napadené rostliny pfi umélé infekci Ralstonia solanacearum sazenic bramboru.
Prevzato z: [58]
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ZAVER

Rostlinu brambor (Solanum tuberosum L.) ohrozuji dv€ bakterialni karanténni choroby.
Chorobu bakterialni krouzkovitost bramboru zpusobuje bakterie Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus. Bakterialni hnédou hnilobu bramboru vyvolava bakterie Ralstonia
solanacearum. Ob¢ bakterie napadaji cévni svazky rostliny, projevy chorob se vizualné daji
lehce zaménit. Je dilezité zabranit jejich mnoZeni a Sifeni. Snahou je Uplna eradikace téchto
bakterii, uskalim byvaji latentni podoby chorob a podprahové limity, které neni mozné

detekovat.

Existuje n€kolik metod, kterymi se da pritomnost bakterii zjistit. V praxi nejpouzivanéjsi
metodou je imunofluorescencni test, jelikoz je to metoda rychlé a lze ji pouzit pro velké série
vzorki. Pouziva se jako prvni screeningovy test, jehoz detekéni mez je 10° CFU/ml a v ptipadé
pozitivniho néalezu se ovétuje pritomnost pomoci druhého testu zalozeného na jiném principu.
Tim je napt. PCR metoda, kterou lze podle matrice vyhodnotit, zda se dana bakterie ve vzorku
nachazi ¢i nikoli. Mez detekce této metody je 10°-10* CFU/ml. Dal§imi moZnostmi pritkazu
jsou metody ELISA a FISH. ELISA je nenaro¢na a relativné levna metoda, umoziujici také
analyzu velkych sérii vzorkt, avSak jeji citlivost je v téchto pfipadech v porovnani s PCR
metodou niz§i (10°-10° CFU/ml). Pii testovani metodou FISH Ize detekovat 10° CFU/ml. Vyssi
citlivosti dosahuje diky vyuziti specifickych hybridizacnich sond. V piipad¢€ pozitivniho nalezu
na zaver prukazu musi byt proveden lilkovy test, bakterie se musi izolovat a kultivovat v Petriho

miskach. Nasledné se zhodnoti, zda se jedna o typické kolonie pro jednotlivé bakterie.

Detekci obou patogent se v Ceské republice zabyvaji pracoviité VUB a UKZUZ. Detekce
t&chto patogent v sadbovych hlizach bramboru ve VUB v Havlitkové Brodé probiha
akreditovanou metodou IF. Havli¢kobrodské pracoviité UKZUZ pouziva k detekci patogend

v konzumnich hlizach bramboru metody PCR, FISH a IF. V roce 2020 se na tizemi CR obg&

bakterie vyskytuji a cilem je jejich eradikace.
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