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měkkých hnilob testovánı́m plátků hlı́z
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1  Úvod do problematiky 

 

Pektinolytické fytopatogenní bakterie rodu Dickeya (=Erwinia) a Pectobacterium (=Erwinia) 

jsou závažnými patogeny bramboru ve všech pěstitelských oblastech. Způsobují čtyři typy 

příznaků: hnilobu matečných rostlin a klíčků před vzcházením; černání báze stonku spojené 

s vadnutím (obr. 1, 2), zakrnělostí a chlorózou nadzemních částí; hnilobné léze na stoncích, 

řapících a čepelích listů nemající spojitost s černáním báze stonku; měkkou hnilobu hlíz 

(COTHER, SIVASITHAMPARAN 1983) (obr. 3, 4).  

Ekonomický význam bakteriálního černání stonku a měkkých hnilob hlíz je dvojí: mohou 

snižovat výnos, zejména když četnost černání stonku převyšuje 5 - 10 % a mohou být 

příčinou sestupnění nebo zamítnutí sadbových brambor přihlášených k certifikaci. Existují 

doklady, že dokonce i latentní infekce rostlin může snížit výnos plodiny. Kromě toho existuje 

nebezpečí ztrát měkkými hnilobami hlíz během transportu a skladování (PÉROMBELON 2000), 

při manipulaci v obchodní síti nebo před zpracováním u spotřebitele. V souvislosti se 

zavedením nového způsobu prodeje konzumních brambor v obchodní síti v průsvitných 

obalech, se zvyšují nároky konzumentů na vnější vzhled a kvalitu hlíz. V každoročně 

vydávaných výročních zprávách Státní zemědělské a potravinářské inspekce se uvádí, že 

k nejčastějším závadám u konzumních brambor v České republice patří „výskyt hnilob a 

plísní“.  

K opatřením, která se používají k regulaci škodlivosti pektinolytických bakterií u brambor, 

patří: redukce poškození hlíz během manipulace s hlízami; vhodné podmínky během 

skladování hlíz; výsadba méně náchylných odrůd. Naproti tomu je zřejmé, že v minulosti 

kladený důraz na získání zdravé sadby polními inspekcemi spojenými s likvidací rostlin 

s příznaky bakteriálního černání báze stonku nemohl přinést očekávané ozdravění sadby 

proto, že doporučované opatření bylo založeno na nedostatečných znalostech o epidemiologii 

měkkých hnilob bramboru (PÉROMBELON, KELMAN 1980).  

Testování odrůd bramboru na rezistenci je obtížné ze dvou hlavních důvodů. Za prvé proto, že 

měkké hniloby bramboru mohou být způsobovány několika odlišnými bakteriálními patogeny 

s rozdílnou epidemiologií a ekologií a není jasné, vůči kterým z nich je účelné genotypy 

bramboru testovat. Za druhé proto, že není k dispozici spolehlivá metoda testování genotypů 

bramboru na rezistenci k hlavním bakteriálním původcům měkké hniloby. 

Z rodu Dickeya způsobuje měkkou hnilobu bakterie D. chrysanthemi (= Erwinia 

chrysanthemi), z rodu Pectobacterium měkkou hnilobu způsobují bakterie P. atrosepticum 

(=E. carotovora subsp. atroseptica) a P. carotovorum subsp. carotovorum (= E. c. subsp. 

carotovora). Z rodu Pseudomonas měkkou hnilobu způsobují bakterie P. marginalis pv. 

marginalis a P. viridiflava. Mezi potenciálně pektinolytické pseudomonády patří některé 

kmeny bakterií P. fluorescens a P. putida. Teplotní optimum pektinolytických bakterií z rodu 

Dickeya a Pectobacterium se pohybuje v rozmezí 21 - 35°C, pektinolytické bakterie z rodu 

Pseudomonas škodí v teplotním rozmezí 25 - 30°C. Sekundárně, při teplotách okolo 30°C, 

škodí pektinolyticky aktivní, obligátně nebo fakultativně anaerobní druhy Paenibacillus 

polymixa a Bacillus subtilis a při teplotách 30 - 37°C někteří zástupci rodu Clostridium, kteří 

jsou obligátně anaerobní. Druh P. atrosepticum je hostitelsky specializovaný na brambor, 

ostatní původci měkkých hnilob bramboru jsou polyfágové. 

 

 

2  Cíl metodiky 

 

Stanovení hladiny rezistence genotypů bramboru k pektinolytickým fytopatogenním 

bakteriím rodu Dickeya, Pectobacterium a Pseudomonas metodou testování plátků hlíz. 
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3  Vlastní popis metodiky 

 

Metodika se skládá z těchto částí: 

 bakteriální kmeny; 

 živná média pro kultivaci bakteriálních kmenů; 

 postup při testování; 

 kritéria pro hodnocení hladiny rezistence. 

 

 

3.1  Bakteriální kmeny 

 

Pro stanovení hladiny rezistence jsou používány kultury typových nebo sbírkových kmenů 

pektinolytických fytopatogenních bakterií. Při stanovení hladiny rezistence 278 genotypů 

bramboru, podkladu pro tvorbu této metodiky, byly do testů začleněny tyto kultury bakterií: 

(i) typové kmeny Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum CCM 1008
T
 a 

Pseudomonas viridiflava LMG 2352
T
; (ii) referenční sbírkový kmen P. marginalis pv. 

marginalis LMG 2210; (iii) sbírkové kmeny D. chrysanthemi CCM 989 a P. atrosepticum 

CCM 322. Jako kontroly byly použity: (i) typový kmen nepektinolytického druhu P. 

fluorescens CCM 2115
T
; (ii) plátky hlíz bramboru, do nichž byla nakapána sterilní 

destilovaná voda. 

Použité kmeny bakterií pocházely z České sbírky mikroorganizmů při Masarykově univerzitě 

v Brně (CCM) a z Bacteria Collection Laboratorium Microbiologie, Universiteit Gent, 

Belgium (LMG) a jsou uchovávány ve Sbírce fytopatogenních bakterií řešitelského týmu 

Rostlinolékařská bakteriologie Výzkumného ústavu rostlinné výroby, v.v.i. v Praze - Ruzyni. 

 

 

3.2. Živná média 

 

Pro kultivaci kmenů pektinolytických fytopatogenních bakterií se používají tato živná média: 

 masopeptonový agar MPAg (SCHAAD et al. 2001) pro kultivaci bakterií rodu Dickeya 

(obr. 5, 6) a Pectobacterium (obr. 7, 8); 

 živné médium King B (KING et al. 1954) pro kultivaci bakterií rodu Pseudomonas 

(obr. 9). 

Živná média s naočkovanou pektinolytickou bakterií se uchovávají v termostatu při teplotě 

28°C po dobu 24-48 hodin. 

 

 

3.3  Postup při testování 

 

Hladina rezistence odrůd bramboru k pektinolytickým bakteriím se stanovuje metodou 

inokulace plátků hlíz bramboru. Oloupané hlízy bramboru se jednorázově ponoří do 95% 

ethanolu a po vytažení protáhnou plamenem. Takto připravené a ošetřené hlízy jsou ve 

sterilních podmínkách nařezány na plátky o síle 10 mm a vloženy na filtrační papír do 

sterilních Petriho misek o průměru 15 cm. Uprostřed plátku se pomocí sterilního korkovrtu 

vyřízne důlek o průměru a hloubce 4 mm, do kterého je nakapána suspenze testované 

pektinolytické bakterie. Bakteriální suspenze se připravuje ve sterilní destilované vodě a 

pomocí spektrofotometru se proměří na optickou hustotu 10
8
 cfu (colony forming units = 

počet bakteriálních buněk na jednotku objemu) při vlnové délce 620 nm. Filtrační papír 

v Petriho miskách se za účelem vytvoření podmínek s vysokou relativní vlhkostí vzduchu 

následně přelije sterilní destilovanou vodou (obr. 10). Petriho misky s inokulovanými plátky 
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bramboru jsou uchovávány v termostatu při teplotě 28°C. Po 24 hodinách se provede 

hodnocení měřením šířky zóny rozloženého pletiva plátku (obr. 11, 12, 13-19). 

 

 

3.4  Kritéria pro hodnocení hladiny rezistence 

 

Podle průměrné šířky zóny rozloženého pletiva dvou plátků od jedné odrůdy se testované 

genotypy bramboru rozdělují do 4 skupin: 

 

 rezistentní (0 – 5,9 mm);  

 slabě náchylné (6 – 11,9 mm);   

 náchylné (12 – 17,9 mm);  

 velmi náchylné (18 – 25 mm).  

 

Podle šířky zóny rozloženého pletiva plátku lze stanovit pořadí testovaných odrůd od 

rezistentních po náchylné vůči testovaným kmenům pektinolytických bakterií. U každé 

testované odrůdy bramboru lze stanovit rozdíly v hladině rezistence vůči jednotlivým 

testovaným kmenům pektinolytických bakterií. 

 

 

4  Srovnání novosti postupů 

 

Testování odrůd bramboru na rezistenci je obtížné ze dvou hlavních důvodů:  

 měkké hniloby bramboru mohou být způsobovány odlišnými bakteriálními patogeny 

s rozdílnou epidemiologií a ekologií;  

 není k dispozici spolehlivá metoda testování genotypů bramboru na rezistenci k 

hlavním bakteriálním původcům měkké hniloby. 

 

Novost navrhovaného postupu stanovení hladiny rezistence genotypů bramboru k původcům 

bakteriálních měkkých hnilob spočívá:  

 ve využívání plátků hlíz pocházejících z konkrétního testovaného genotypu bramboru 

ke stanovení hladiny rezistence; 

 ve využívání údaje šířka zóny rozloženého pletiva plátku hlízy od místa inokulace 

pektinolytickou bakterií ve středu plátku směrem k okraji během 24 hodin při teplotě 

28°C; 

 ve využívání bakteriálních kultur příslušného rodu a druhu pektinolytické bakterie, 

typových nebo referenčních sbírkových kmenů, se stanoveným stupněm virulence, tj. 

schopnosti rozkládat pletivo hlízy bramboru. 

 

 

5  Popis uplatnění certifikované metodiky 

 

Metodika je určena pro zemědělské podniky, které se zabývají šlechtěním bramboru. 

Metodika je využitelná v diagnostických laboratořích ÚKZÚZ ke stanovení a ověření 

pektinolytických vlastností kmenů fytopatogenních bakterií. Metodika navrhuje postup ke 

stanovení hladiny rezistence genotypů bramboru k původcům bakteriálních měkkých hnilob 

testováním plátků hlíz. 
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6 Ekonomické aspekty 

 

Původci bakteriálního černání stonku a měkké hniloby hlíz bramboru mohou způsobit:  

(i) snížení výnosu v případě, že četnost výskytu černání stonku převyšuje 5 - 10 %;  

(ii) sestupnění nebo zamítnutí sadbových brambor přihlášených k certifikaci;  

(iii) ztráty během transportu, skladování a při manipulaci s hlízami v obchodní síti nebo 

před zpracováním u spotřebitele. 

 

Rozsah celkových ztrát měkkou hnilobou hlíz bramboru způsobenou pektinolytickými 

fytopatogenními bakteriemi dosahuje během skladování 5 % i více, tj. u každé skladované 1 t 

hlíz dochází ke znehodnocení cca 50 kg hlíz. Při průměrné ceně produkce v běžném roce 3,5 

Kč/kg se jedná o ztrátu 175 Kč/t. Snížením 5% ztrát způsobovaných původci bakteriálních 

měkkých hnilob o 50 % pěstováním odrůd bramboru s vyšší hladinou rezistence, dojde u 

každé skladované 1 t hlíz bramboru ke snížení ztrát o 25 kg, tj. o 88 Kč. 
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9  Obrazová část 

 

 

               
 
Obr. 1: Černání báze stonku bramboru spojené        Obr. 2: Diskolorace vodivých pletiv na  

s vadnutím nadzemních částí rostliny.         příčném řezu stonkem rostliny bramboru. 

 

 

              
 
Obr. 3: Měkká hniloba dceřiné hlízy bramboru        Obr. 4: Měkká hniloba dceřiné hlízy bramboru   

způsobená pektinolytickými bakteriemi počínající         způsobená pektinolytickými bakteriemi  počínající     

v okolí lenticel.                                                                  v místě připojení ke stolonu. 
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Obr. 5, 6: : Kolonie bakterie Dickeya chrysanthemi na živném médiu MPAg (SCHAAD et al. 2001). 

 

 

          
 
Obr. 7, 8: Kolonie bakterie Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum na živném médiu MPAg (SCHAAD 

et al. 2001). 

 

 

 
 
Obr. 9: Kolonie bakterie rodu Pseudomonas na živném médiu King B (KING et al. 1954). 
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Obr. 10: Petriho miska s plátkem hlízy bramboru testovaného genotypu před inokulací suspenzí pektinolytické 

bakterie. 

 

 

          
 
Obr. 11, 12: Zóna rozloženého pletiva plátku hlízy bramboru (vlevo způsobená bakterií Pseudomonas 

marginalis, vpravo způsobená bakterií Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum) po kultivaci 

v termostatu při teplotě 28°C po dobu 24 hodin. 

Na základě naměřené šířky zóny rozloženého pletiva plátku hlízy se testované genotypy bramboru rozdělují do 4 

skupin hladiny rezistence: (i) rezistentní; (ii) slabě náchylné; (iii) náchylné; (iv) silně náchylné. 
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Obr. 13-19: Spektrum příznaků pektinolytických bakterií (stupňů hladiny rezistence) na plátcích hlíz bramboru 

různých genotypů.  

 

       
 

                
 

             
 
        

         


