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1 Uvod do problematiky

Pektinolytické fytopatogenni bakterie rodu Dickeya (=Erwinia) a Pectobacterium (=Erwinia)
jsou zavaznymi patogeny bramboru ve vSech péstitelskych oblastech. Zpisobuji Ctyii typy
ptiznakt: hnilobu mate¢nych rostlin a kli¢kd pred vzchazenim; cernani baze stonku spojené
s vadnutim (obr. 1, 2), zakrn¢losti a chlor6zou nadzemnich ¢asti; hnilobné 1éze na stoncich,
fapicich a Cepelich listi nemajici spojitost s ¢ernanim baze stonku; mékkou hnilobu hliz
(COTHER, SIVASITHAMPARAN 1983) (obr. 3, 4).

Ekonomicky vyznam bakteridlniho ¢ernani stonku a mékkych hnilob hliz je dvoji: mohou
snizovat vynos, zejména kdyz Cetnost Cerndni stonku pievysSuje 5 - 10 % a mohou byt
pfi¢inou sestupnéni nebo zamitnuti sadbovych brambor pftihlaSenych k certifikaci. Existuji
doklady, ze dokonce i latentni infekce rostlin maze snizit vynos plodiny. Kromé toho existuje
nebezpeci ztrat mékkymi hnilobami hliz béhem transportu a skladovani (PEROMBELON 2000),
pii manipulaci v obchodni siti nebo pfed zpracovanim u spotiebitele. V souvislosti se
zavedenim nového zpisobu prodeje konzumnich brambor v obchodni siti v prisvitnych
obalech, se zvySuji naroky konzumentl na vné¢js$i vzhled a kvalitu hliz. V kazdorocné
vydavanych vyro¢nich zpravach Statni zemédé€lské a potravinarské inspekce se uvadi, ze
k nejéastéj$im zavadam u konzumnich brambor v Ceské republice patii ,,vyskyt hnilob a
plisni‘.

K opatfenim, kterd se pouzivaji k regulaci Skodlivosti pektinolytickych bakterii u brambor,
patii: redukce poskozeni hliz béhem manipulace s hlizami; vhodné podminky béhem
skladovani hliz; vysadba méné nachylnych odriid. Naproti tomu je ziejmé, Ze v minulosti
kladeny duraz na ziskani zdravé sadby polnimi inspekcemi spojenymi s likvidaci rostlin
S pfiznaky bakteridlniho ¢ernani baze stonku nemohl pfinést o¢ekdvané ozdravéni sadby
proto, ze doporu¢ované opatieni bylo zaloZzeno na nedostate¢nych znalostech o epidemiologii
meékkych hnilob bramboru (PEROMBELON, KELMAN 1980).

Testovani odrid bramboru na rezistenci je obtizné ze dvou hlavnich divoda. Za prvé proto, ze
mékké hniloby bramboru mohou byt zptisobovany nékolika odliSnymi bakteridlnimi patogeny
s rozdilnou epidemiologii a ekologii a neni jasné, viuc¢i kterym z nich je ucelné genotypy
bramboru testovat. Za druhé proto, Ze neni k dispozici spolehlivd metoda testovani genotypt
bramboru na rezistenci k hlavnim bakteridlnim ptivodcim mékké hniloby.

Zrodu Dickeya zpisobuje mékkou hnilobu bakterie D. chrysanthemi (= Erwinia
chrysanthemi), z rodu Pectobacterium mékkou hnilobu zpisobuji bakterie P. atrosepticum
(=E. carotovora subsp. atroseptica) a P. carotovorum subsp. carotovorum (= E. c. subsp.
carotovora). Zrodu Pseudomonas mékkou hnilobu zptisobuji bakterie P. marginalis pv.
marginalis a P. viridiflava. Mezi potencialné pektinolytické pseudomonady patii nékteré
kmeny bakterii P. fluorescens a P. putida. Teplotni optimum pektinolytickych bakterii z rodu
Dickeya a Pectobacterium se pohybuje v rozmezi 21 - 35°C, pektinolytické bakterie z rodu
Pseudomonas skodi v teplotnim rozmezi 25 - 30°C. Sekundarné, pii teplotach okolo 30°C,
Skodi pektinolyticky aktivni, obligatné nebo fakultativné anaerobni druhy Paenibacillus
polymixa a Bacillus subtilis a pfi teplotach 30 - 37°C nékteii zastupci rodu Clostridium, ktefi
jsou obligatn¢ anaerobni. Druh P. atrosepticum je hostitelsky specializovany na brambor,
ostatni piivodci mékkych hnilob bramboru jsou polyfagové.

2 Cil metodiky

Stanoveni hladiny rezistence genotypli bramboru k pektinolytickym fytopatogennim
bakteriim rodu Dickeya, Pectobacterium a Pseudomonas metodou testovani platkt hliz.



3 Vlastni popis metodiky

Metodika se sklada z téchto Casti:
= bakterialni kmeny;
» zivnd média pro kultivaci bakteridlnich kmeni;
= postup pii testovani;
= kritéria pro hodnoceni hladiny rezistence.

3.1 Bakterialni kmeny

Pro stanoveni hladiny rezistence jsou pouzivany kultury typovych nebo sbirkovych kment
pektinolytickych fytopatogennich bakterii. Pii stanoveni hladiny rezistence 278 genotypu
bramboru, podkladu pro tvorbu této metodiky, byly do testl zaclenény tyto kultury bakterii:
(i) typové kmeny Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum CCM 1008" a
Pseudomonas viridiflava LMG 2352"; (ii) referenéni sbirkovy kmen P. marginalis pv.
marginalis LMG 2210; (iii) sbirkové kmeny D. chrysanthemi CCM 989 a P. atrosepticum
CCM 322. Jako kontroly byly pouzity: (i) typovy kmen nepektinolytického druhu P.
fluorescens CCM 2115"; (i) platky hliz bramboru, do nichz byla nakapana sterilni
destilovana voda.

Pouzité kmeny bakterii pochazely z Ceské sbirky mikroorganizmi pii Masarykové univerzité
v Brn¢ (CCM) a z Bacteria Collection Laboratorium Microbiologie, Universiteit Gent,
Belgium (LMG) a jsou uchovavany ve Sbirce fytopatogennich bakterii feSitelského tymu
Rostlinolékarska bakteriologie Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby, v.v.i. v Praze - Ruzyni.

3.2. Zivna média

Pro kultivaci kment pektinolytickych fytopatogennich bakterii se pouzivaji tato zivna média:
= masopeptonovy agar MPAg (SCHAAD et al. 2001) pro kultivaci bakterii rodu Dickeya
(obr. 5, 6) a Pectobacterium (obr. 7, 8);
= zivné médium King B (KING et al. 1954) pro kultivaci bakterii rodu Pseudomonas
(obr. 9).
Zivna média s naockovanou pektinolytickou bakterii se uchovavaji v termostatu pii teploté
28°C po dobu 24-48 hodin.

3.3 Postup pri testovani

Hladina rezistence odrud bramboru k pektinolytickym bakteriim se stanovuje metodou
inokulace platka hliz bramboru. Oloupané hlizy bramboru se jednorazové ponoii do 95%
ethanolu a po vytaZzeni protdhnou plamenem. Takto pfipravené a oSetfené hlizy jsou ve
sterilnich podminkéach natfezany na platky o sile 10 mm a vloZeny na filtraéni papir do
sterilnich Petriho misek o priméru 15 cm. Uprostied platku se pomoci sterilniho korkovrtu
vytizne dilek o priméru a hloubce 4 mm, do kterého je nakapana suspenze testované
pektinolytické bakterie. Bakteridlni suspenze se piipravuje ve sterilni destilované vod¢ a
pomoci spektrofotometru se prom&i na optickou hustotu 10® cfu (colony forming units =
pocet bakteridlnich bun¢k na jednotku objemu) pii vinové délce 620 nm. Filtracni papir
V Petriho miskach se za ucelem vytvoieni podminek s vysokou relativni vlhkosti vzduchu
nasledné pielije sterilni destilovanou vodou (obr. 10). Petriho misky s inokulovanymi platky



bramboru jsou uchovavany v termostatu pii teplot¢ 28°C. Po 24 hodinach se provede
hodnoceni métenim $iifky zony rozlozeného pletiva platku (obr. 11, 12, 13-19).

3.4  Kritéria pro hodnoceni hladiny rezistence

Podle priméré Sitky zony rozlozeného pletiva dvou platki od jedné odridy Se testované
genotypy bramboru rozd¢luji do 4 skupin:

= rezistentni (0 — 5,9 mm);

= slabé nachylné (6 — 11,9 mm);
* nachylné (12 — 17,9 mm);

= velmi nachylné (18 — 25 mm).

Podle sitky zony rozlozeného pletiva platku lze stanovit potadi testovanych odrud od
rezistentnich po nachylné vici testovanym kmenim pektinolytickych bakterii. U kazdé
testované odridy bramboru lIze stanovit rozdily v hladiné rezistence vuéi jednotlivym
testovanym kmentm pektinolytickych bakterii.

4 Srovnani novosti postupt

Testovani odriid bramboru na rezistenci je obtizné ze dvou hlavnich divodi:
=  mékké hniloby bramboru mohou byt zplisobovany odlisSnymi bakteridlnimi patogeny
s rozdilnou epidemiologii a ekologii;
= neni kdispozici spolehlivdA metoda testovani genotypi bramboru na rezistenci k
hlavnim bakterialnim ptivodciim mékké hniloby.

Novost navrhovaného postupu stanoveni hladiny rezistence genotypt bramboru k ptivodciim
bakterialnich mékkych hnilob spociva:
= ve vyuzivani platkt hliz pochazejicich z konkrétniho testovaného genotypu bramboru
ke stanoveni hladiny rezistence;
= ve vyuzivani udaje Sitka zony rozloZeného pletiva platku hlizy od mista inokulace
pektinolytickou bakterii ve stiedu platku smérem k okraji béhem 24 hodin pii teploté
28°C;
» ve vyuzivani bakterialnich kultur pfislusného rodu a druhu pektinolytické bakterie,
typovych nebo referencnich sbirkovych kment, se stanovenym stupném virulence, tj.
schopnosti rozkladat pletivo hlizy bramboru.

5 Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urcena pro zemédélské podniky, které se zabyvaji Slechténim bramboru.
Metodika je vyuzitelnd v diagnostickych laboratotich UKZUZ ke stanoveni a ovéfeni
pektinolytickych vlastnosti kment fytopatogennich bakterii. Metodika navrhuje postup ke
stanoveni hladiny rezistence genotypi bramboru k ptivodciim bakterialnich mékkych hnilob
testovanim platku hliz.



6 Ekonomické aspekty

Plivodci bakterialniho ¢ernani stonku a mékké hniloby hliz bramboru mohou zptsobit:
(i) snizeni vynosu Vv piipadé, Ze Cetnost vyskytu ¢ernani stonku pievysuje 5 - 10 %;
(i) sestupnéni nebo zamitnuti sadbovych brambor ptihlasenych k certifikaci;
(iii) ztraty béhem transportu, skladovani a pfi manipulaci S hlizami v obchodni siti nebo
pied zpracovanim u spotiebitele.

Rozsah celkovych ztrat mékkou hnilobou hliz bramboru zplsobenou pektinolytickymi
fytopatogennimi bakteriemi dosahuje béhem skladovani 5 % i vice, tj. U kazdé skladované 1 t
hliz dochazi ke znehodnoceni cca 50 kg hliz. Pfi primérné cené produkce v bézném roce 3,5
Ké&/kg se jedna o ztratu 175 K&/t. Snizenim 5% ztrat zptisobovanych ptvodci bakteridlnich
mékkych hnilob 0 50 % péstovanim odrid bramboru s vyssi hladinou rezistence, dojde u
kazdé skladované 1 t hliz bramboru ke snizeni ztrat o 25 kg, tj. o 88 K¢.
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9 Obrazova ¢ast

Obr. 1: Cernani baze stonku bramboru spojené Obr. 2: Diskolorace vodivych pletiv na
s vadnutim nadzemnich ¢asti rostliny. pti¢ném fezu stonkem rostliny bramboru.

Obr. 3: Mé&kka hniloba dcefiné hlizy bramboru Obr. 4: Mé&kka hniloba dcefiné hlizy bramboru
zpusobend pektinolytickymi bakteriemi pocinajici zpisobend pektinolytickymi bakteriemi pocinajici
Vv okoli lenticel. V misté pfipojeni ke stolonu.



Obr. 5, 6: : Kolonie bakterie Dickeya chrysanthemi na zivném médiu MPAg (SCHAAD et al. 2001).

Obr. 7, 8: Kolonie bakterie Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum na zivném médiu MPAg (SCHAAD
et al. 2001).

Obr. 9: Kolonie bakterie rodu Pseudomonas na zivném médiu King B (KING et al. 1954).
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Obr. 10: Petriho miska s platkem hlizy bramboru testovaného genotypu pied inokulaci suspenzi pektinolytické
bakterie.

Obr. 11, 12: Zéna rozloZeného pletiva platku hlizy bramboru (vlevo zpiisobena bakterii Pseudomonas
marginalis, vpravo zpisobena bakterii Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum) po kultivaci
V termostatu pfi teploté 28°C po dobu 24 hodin.

Na zakladé namétené Sitky zony rozlozeného pletiva platku hlizy se testované genotypy bramboru rozdé€luji do 4
skupin hladiny rezistence: (i) rezistentni; (ii) slab& nachylné; (iii) nachylné; (iv) siln¢ nachylné.
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Obr. 13-19: Spektrum ptiznakl pektinolytickych bakterii (stuptit hladiny rezistence) na platcich hliz bramboru
riznych genotypil.
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