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1. Uvedeni do problematiky

Plavodce bakterialni krouzkovitosti bramboru, bakterie Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
(Spieckermann & Kotthoff 1914) Davis et al. 1984 (Cms), je zatazen do seznamu Skodlivych
karanténnich organism(, na které se vztahuji zvlastni opatreni k zabezpeceni ochrany proti zavlékani
a rozsitovani skodlivych organismu rostlin a rostlinnych produktd (zdkon ¢. 245/2011 Sbh. a vyhlaska
382/2011 Sb.) Od roku 1995 se v Ceské republice provadi kazdoroéni ddisledna kontrola véech partii
zejména sadbovych brambor s nulovou toleranci pfitomnosti tohoto patogenu. BEhem prvnich deseti
let programu eradikace (1995-2005) dosSlo k vyraznému sniZeni vyskytu pUvodce bakterialni
krouzkovitosti v sadbovych i nesadbovych partiich brambor z jednotek procent na desetiny procenta.
V roce 2005 dokonce nebyla prokazana pfitomnost patogenu v Zadné partii zdkladniho a
certifikovaného rozmnoZovaciho materidlu. Otdzka ,nulové” tolerance patogenu nabyla opét
vyznamu s narlistem poctu pozitivnich nalezl po roce 2010. K témto pozitivhim naleziim dochazi na
pozemcich, u kterych je deklarovdano dodriovani vSech opatfeni k zabezpeceni ochrany proti
zavlékani a siteni plvodce choroby. K horizontalnimu siteni infekce by tak nemélo dochazet.
Opakované vsak dnes dochazi k tomu, Ze partie, kterd byla pfed sklizni oznacena jako zdrava, byla za
nékolik mésicd po prevozu kodbérateli oznacena jako pozitivni. Pravdépodobné pri souhie
nevhodnych podminek pti skladovani a transportu sadbovych hliz doslo k namnozZeni podprahové
pfitomného patogenu nad v soucasnosti detekovatelnou hranici. NarGst téchto pozdnich pozitivnich
nalezi umoznily zejména molekuldarné genetické metody detekce Cms. K obdobnym pripadim
dochdzi i v zahranici. Vyskyt Cms tak ve skutecnosti bude zfejmé cetnéjsi, nez jsme se dosud
domnivali. Kodhaleni vyskytu dochazi, jen pokud ma patogen dost c¢asu se namnozit nad
v soucasnosti detekovatelnou koncentraci, naptiklad za vhodnych klimatickych podminek béhem
vegetacni sezény, pfi skladovani nebo transportu nebo pfi souhife uvedenych faktora. Velké firmy si
toto riziko uvédomuji a sadbové hlizy sami dlsledné a opakované testuji. Rostouci konkurence mezi
Slechtiteli a mnoziteli certifikovanych a sadbovych partii brambor a klesajici vyméry osdzenych ploch
zplsobuji, Ze jakékoliv, byt jen podezieni na vyskyt Cms v sadbovém materidlu vede k poklesu
prodeje a ekonomickym ztratam firmy.

Ze soucasné situace v Ceské republice a EU vyplyva, Ze: 1) viceleté uplatriovani nulové tolerance Cms
podle zavazné smérnice EU nedocililo ani pfi vynaloZeni vysokych naklad( na testovani sadbovych
hliz eradikace patogenu v zamorenych oblastech; "podezielé" vyskyty Cms jsou stdle hlaseny ve
vétsiné zemi EU;

2) v dohledné dobé nelze ocekdvat, Ze bude legislativné podloZzeny poZadavek nulové tolerance v
sadbovych a konzumnich hlizach zrusen nebo zmirnén;

3) neuspéchy v eradikaci patogenu Cms zejména v partiich sadbovych brambor uplatnénim nulové
tolerance zatim nevedly k pfehodnoceni pohledu na celou problematiku bakteridlni krouzkovitosti
bramboru, pozornost vyzkumu i legislativy se doposud soustfeduje jen na minimalizaci moZzného
horizontalniho Siteni Cms - technologicka opatfeni, sanitace apod. (Anonymous, 1987).

Pracovnici tymu Rostlinolékaiské bakteriologie VURV, v.v.i. Praha Ruzyné dlouhodobé Fesi
problematiku Cms. Poukazovali na mozné priciny zejména tzv. "opozdénych" pozitivnich ndlezli a
navrhli urcitd reSeni, jak se pfiblizit naplnéni poZadavku ,nulové” tolerance pfi moZnostech
tehdejsich diagnostickych metod a za predpokladu dodrZeni vSech opatfeni, branicich horizontalnimu
prenosu (vhodnou sanitaci, poskliziovymi opatfenimi apod.) (Krejzar et al., 2007).

Navrhovand opatreni se tykala: 1) Doby odbéru. V praxi se vzorky hliz na testovani pfitomnosti Cms
odebiraji pred sklizni a ihned se analyzuji tak, aby v obdobi sklizné byl zndm vysledek. Vyzkum vsak
prokdzal, Ze se patogen v tomto obdobi (pokud se nejednd o silnou infekci) vyskytuje v hlizdch v
podprahové koncentraci pro detekci imunofluorescencni, FISH i PCR metodou (Bulletin OEPP/EPPO
Bulletin, 2011). Pravdépodobnost detekce patogenu lze zvysit, pokud se odebrané vzorky hliz pred
vlastnim zpracovdnim vystavi zvySené provokacni teploté, tj. teploté nad 20°C po dobu alespon 4
tydna (Krejzar et al., 2007).

2) Zpracovani vzork( hliz bramboru. Standardni vzorek o 200 hlizach se rozdéli na 10-20 dil¢ich
vzorkd o 10-20 hlizach. Kazda hliza se podélné rozkroji v misté pupku a z obou ¢asti se precizné



vyfiznou cévni svazky. Individualni precizni zpracovani dil¢ich vzork( je sice pracné, ale zvysSuje
moznost odhaleni patogenu v nizkych koncentracich a sniZuje vyskyt faleSné pozitivnich reakci, v
dlsledku kfizovych reakci s nadbyteénymi rostlinnymi pletivy.

V soucasné dobé se za hlavni nastroj k v€asnému odhaleni patogenu, v nizkych koncentracich
povazuje detekce citlivymi imunochemickymi a molekuldrné genetickymi metodami (Slack et al.,
1996). Z imunochemickych metod se pro detekci Cms vyuZivd predevsim nepfima IF
(immunofluorescence; De Boer and Copeman, 1980), IFC (immunofluorescence colony-staining;
Roozen and Van Vurde, 1991) a DAS ELISA (double sandvich enzym linked immunosorbent assay; De
Boer et al., 1988), s vyuzitim polyklonalnich i monoklonalnich protilatek. Detekéni limit téchto metod
je 10000 bunék na 1ml, problémem jsou fale$né pozitivni reakce zplsobené k¥izovymi reakcemi
protilatek se slozkami rostlinné $tavy nebo se slozkami duzniny hlizy (napf. skrobem u pramyslovych
odrid bramboru). Pro zvyseni citlivosti téchto metod se vyuZivaji extrakéni pufry (s EDTA, BEB, s
obsahem lysozimu), které uvoliuji poZadovany antigen a zesiluji vazbu antigen-protilatka bez zvyseni
signalu pozadi. Citlivost metod Ize zvysit 24-48 hodinovou inkubaci homogenatl v semiselektivnich
Zivnych médiich, vychytanim antigenli Cms protilatkami fixovanymi na magnetické kulicky (IMS,
Poussier et al.,, 2002), kombinaci obou metod, apod. Témito metodami lze teoreticky dosahnout
detekéniho limitu az 1 000 bunék na 1 ml. Problémem je hlavné pomaly rlst Cms a jeho prerdstani
nebo , predbéhnuti” ostatnimi pfitomnymi mikroorganismy.

Nejrozsitenéjsi postupy pro detekci Cms metodou PCR vyuZivaji primery a protokoly Pastrik (2000) a
Mills et al. (1997). Amplifikovanou DNA vyuZivaji i metody FISH (Fluorescent in situ hybridization, Li et
al., 1997), TagMan PCR (Shaad et al., 1999, Bach et al., 2003) a BIO-PCR (Schaad et al., 1999, Cho et
al., 2015). Ribonukleovou kyselinu vyuzivd metoda AmpliDet RNA (Van Beckhoven et al., 2002).
Uspésnost téchto metod pfi detekci nizkych koncentraci Cms ve stolonech a hlizich ovliviiuje
zejména efektivita extrakénich metod nukleovych kyselin, pfistroj, volba primerl a nastaveni
podminek amplifikace DNA. Realistické detekéni limity u PCR protokoll svysokou hodnotou
reprodukovatelnosti jsou 100-1000 bunék na 1 ml. Pribéh amplifikace poZzadované nukleové kyseliny
pfimo v rostlinnych maceratech nebo extraktech je ¢asto inhibovan reakcemi s rostlinnymi pletivy
a kontaminaci z prosttedi. Stejné jako u imunochemickych metod se doporucuje zvysit koncentraci
Cms kultivaci extrakt( z rostlin nebo hliz v semiselektivnich Zivnych médiich idealné s naslednou
imunomagnetickou separaci patogenu z extraktu. K uvolnéni poZadované DNA nebo RNA se vyuZzivaji
specialni protokoly nebo kombinace nékolika protokol( extrakce garantujicich vysokou vytéznost
(Norgen Biotek, RBC Bioscience, Quiagen, GeneAll a dalsi). Témito postupy se zvysi pravdépodobnost
detekce patogenu pritomného v nizké koncentraci a soucasné se odstrani pticiny vétSiny inhibicnich
reakci. VSechny metody zvysujici pravdépodobnosti zachytu Cms jsou casové a financné velmi
narocné. Biochemické metody -Biolog GEN Il (USA, Hayward, CA), APl systém (Francie, bioMérieux,
Inc.) a chemické metody — FAME (analyza mastnych kyselin plynovou chromatografii, Agilent
Technologies, USA, CA) svyuzitim databazi MIDI (USA, Newark, DE) nejsou pro detekci Cms v
homogenatech vhodné. Jako perspektivni se jevi proteomické a nanotechnologické metody (napf.
Ramanovska laserova spektrometrie). Kazdy pozitivni vysledek ziskany jakoukoli metodou musi byt
vidy potvrzen pozitivhim biologickym testem na lilku a reizolaci patogenu (Bulletin OEPP/EPPO
Bulletin, 2011).

Z uvedeného prehledu je patrné, Ze soucasny vyzkum je zaméfeny zejména na zvySeni Ucinnosti
detekénich metod Cms a to predevsim v hlizdch bramboru. Opomiji se napfiklad potfeba detailnich
znalosti o rychlosti mnoZeni, migraci a lokalizaci patogenu v hlizach a uvnitf vaskularnich pletiv celé
rostliny, v zavislosti na rlstové fazi rostlin a na vnéjsich podminkach.

Navrhovana metodika vychazi ze dvou predpokladi:

1) dosud nebyly vyuZity mozZnosti redukce vertikdlniho prenosu, mald pozornost byla vénovana
eliminaci patogenu v Slechtitelském a v zdkladnim rozmnoZovacim materialu;

2) veskeré usili na odhaleni patogenu se zamérovalo hlavné na jeho detekci v hlizach v predsklizriové
zralosti.

Metodika je proto zamérena na zvySeni Ucinnosti stavajicich detekénich metod patogenu Cms ve
vSech fazich procesu Slechténi a mnozeni, ve vSech rostlinnych pletivech bramboru: 1) v rostlinach in



vitro, uchovavanych jako geneticky zdroj jak pro mnozeni jednotlivych komeréné péstovanych odrid,
tak pro slechténi novych odrid s cilem udrzet vychozi materidly prosté patogenu;

2) vrostlinach bramboru, s cilem umozZnit systematickou kontrolu vysazovanych namnozenych in
vitro rostlin do sitovnikG a sklenikl, pribéznou kontrolu rostlin bramboru v naslednych
maloparcelkovych vysadbach a namatkovou kontrolu SE a nizSich stupnl mnoZeni v pribéhu
vegetacni sezdny;

3) v minihlizach a sadbovych hlizach bramboru s cilem podchytit maximum infikovaného sadbového
materialu pfed komerénimi stupni mnozZeni a pred prevodem perspektivniho genetického materidlu
do zdrojovych in vitro kultur.

2. Cil metodiky

Cilem navrhované metodiky bylo vypracovat:

1) metodu umélych infekci rostlin a hliz bramboru jako predpoklad pro studium migrace a lokalizace
patogenu v hlizach a uvnitr vaskuldrnich pletiv v celé rostling;

2) ¢asovy harmonogram a doporucenou velikost odebiranych vzorkd jednotlivych ¢asti rostlin a hliz
bramboru v priibéhu vegetacniho obdobi v zavislosti na vnéjsich podminkach a genotypu bramboru;
3) zpUsob nakladani se vzorky rostlin a hliz bramboru pred zpracovanim;

4) zplsob zpracovani vzork( jednotlivych ¢asti rostlin a hliz bramboru v zavislosti na typu detekéni
metody;

5) optimalizaci metod detekce patogenu Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

Pti dodrzeni navrhovaného metodického postupu by mélo dojit:

1) k preruseni vertikalniho prenosu patogenu v procesu Slechténi;

2) k zvySeni moznosti zachytu patogenu v Slechtitelském a mnozitelském materialu;

3)k redukci podezfelych pozdnich nélezd plvodce bakteridlni krouZkovitosti pfi oficidlnich
fytosanitarnich a firemnich kontrolach v zahranici.

3. Vlastni popis metodiky

3.1. Metoda umélych infekci rostlin a hliz bramboru jako predpoklad pro studium migrace a
lokalizace patogenu v hlizach a uvniti vaskuldrnich pletiv v celé rostliné

Pro pfipravu infikovaného materialu se osvédcily dvé metody inokulace - inokulace rostlin in vitro
pres naruseny kofenovy systém (vybér vhodné metody a koncentrace viz. obrazova pfiloha) a
inokulace hliz dopéstovanych z in vitro rostlin pfes narusené kli¢ky. Pfi inokulaénich pokusech pro
optimalizaci metodiky odbér(i a zpracovani vzorkd rostlin a hliz bramboru byly pro pripravu
infikovaného materialu in vitro vybrany odrldy s rozdilnou ranosti (rané, polorané a pozdni) a
s rozdilnym obsahem Skrobu (konzumni odrddy, primyslové Skrobnaté odrldy) - Adéla, Impala,
Krumlov, Laura, Marabel, Ornella, Rosara a Tomensa. Rostliny in vitro a z nich dopéstované hlizy byly
napéstovany ve Vyzkumném uUstavu bramboraiském, s.r.o. (VUB). Inokulaéni pokusy probihaly
v karanténnim skleniku ve Vyzkumném Ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. (VURV) pii denni teploté 20-
22°C, no¢ni teploté 15-18°C pod dostate¢nou zalivkou.

3.1.1. Inokulace rostlin in vitro pres naruseny kofenovy systém

Od kazdé odrldy se ve specialnim Zivném médiu (3.5.1.) dopéstuji ndkazy prosté rostliny in vitro.
Rostliny cca 10 cm vysoké se vyjmou z agaru. K naruseni tenkych kofink(i dochazi samovolné pfri
uvolfiovani rostlin z tuhého ristového média. Kofeny rostlin jsou jednordzové namoceny do suspenze
shirkového kmene Cms NCPPB 3467 o koncentraci optimalné 10° bunék/ml ( obrazova ptiloha).
Suspenze Cms mUze byt pfipravena stérem narostlé kultury na Zivném médiu C bez antibiotik (3.5.2.)
a naredénim ve sterilni vodé nebo fyziologickém roztoku. Lepsi vysledek lze dosahnout vyfiznutim a
rozmixovanim celého segmentu agarové plotny porostlé bakteridlni kulturou Cms se sterilni vodou
nebo sterilnim fyziologickym roztokem. Suspenze s agarem lépe ulpiva na kofenech rostlin, umozniuje
lepsi prezivani a naslednou kolonizaci cévnich svazk(l patogenem. Po okapani suspenze, cca po 5
minutach, jsou rostliny in vitro zasazeny do nddob s universalnim substratem (Raselina a.s.,
Sobéslav). Jako kontrola u kazdé odridy jsou zarazeny rostliny in vitro, jejichz narusené koreny jsou



namoceny do sterilni vody nebo fyziologického roztoku. Pokud se pfi pripravé inokula vyuZivaji
segmenty agaru porostlé Cms, pak se v kontrolni varianté namaci koreny rostlin in vitro do suspenze
sterilniho agaru rozmixovaného ve sterilni vodé nebo fyziologickém roztoku.

3.1.2. Inokulace hliz dopéstovanych z in vitro rostlin pies narusené klicky

Pro inokulaci pres narusené klicky hliz se od vybranych odrid (uvedenych v kapitole 3.1.) dopéstuji
z in vitro rostlin ndkazy prosté hlizy. K urychleni kliceni se hlizy ponechaji dle odridy 1-3 tydny
v temnu a teploté 20°C. Po dosazeni cca 3 cm délky se Spicky klickd zasttihnou sterilnimi nlizkami a
narudené klicky se namoéi do suspenze sbirkového kmene Cms NCPPB 3467 o koncentraci 10°
bunék/ml, (Asgonm=0,1). Suspenze se pripravi rozmixovanim segment( agarovych ploten porostlych
bakteriadlni kulturou Cms se sterilni vodou nebo fyziologickym roztokem. Suspenze s agarem lépe
ulpiva na kliccich hliz, umoznuje lepsi preZivani a kolonizaci cévnich svazk(l patogenem. Po zaschnuti
suspenze cca po 30 minutach se hlizy zasadi do nadob s universalnim substratem (Raselina a.s.,
Sobéslav). Jako kontrola u kazdé odrldy se zaradi hlizy, jejichZ narusené klicky se namoci do suspenze
sterilniho agaru rozmixovaného ve sterilni vodé nebo fyziologickém roztoku.

Cést infikovanych rostlin in vitro se p¥imo vyuZila pro optimalizaci detekce patogenu in vitro
kulturach, u ¢asti se dopéstovaly infikované hlizy. Dopéstované infikované hlizy z in vitro rostlin i
dcefiné hlizy z infikovanych matecnych hliz se vyuZily pro optimalizaci detekce patogenu v hlizach a
po vysazeni pro studium migrace a lokalizace patogenu v pribéhu celého vegetaéniho obdobi
bramboru.

3.2. Casovy harmonogram, doporuéena velikost odebiranych vzorki jednotlivych &asti rostlin a hliz
bramboru v pribéhu vegetaéniho obdobi v zavislosti na vnéjSich podminkach a genotypu
bramboru a zplsob nakladani se vzorky pred zpracovanim

3.2.1. Nadzemni ¢asti rostlin bramboru

Pro detekci patogenu Cms lze provadét odbéry nadzemnich ¢asti rostlin bramboru v obdobi od 3-4
tydn( po vysazeni az do prvnich ptiznakl zasychani naté. Optimalni obdobi pro jednorazové odbéry
vzork( nadzemnich ¢asti rostlin bramboru vychozich mnoZitelskych materialt péstovanych pfimo z in
vitro kultur i z rostlin ze sadbovych hliz péstovanych ve skleniku, v sitovniku i v polnich podminkach je
zavislé na ranosti odrldy. Pro jednorazovy odbér nadzemnich ¢asti rostlin je nejvhodnéjsi obdobi
kveteni, tj. cca 45 dnd ode dne vysazeni u velmi rané odrldy aZz po 80 dnll ode dne vysazeni u pozdni
odrudy. Specidlni postup se uplatiiuje pti kontrole tkanovych in vitro kultur. Zpisob odbéru vzorku se
liSi podle typu rostlin.

3.2.1.1. Rostliny bramboru ze sadbovych hliz

U rostlin bramboru ze sadbovych hliz se vzhledem k dostatku rostlinného materidlu odebira bazalni
¢ast hlavniho stonku trsu. Pokud to neni mozné, lze v obdobi kolem kveteni rostlin, kdy je
koncentrace patogenu v cévnich svazcich nadzemnich casti rostlin nejvyssi, odebrat pro detekci
patogenu cévni svazky kteréhokoliv stonku z trsu a z kterékoliv jeho ¢asti. K dalSimu zpracovani se
odebiraji cca 3 g stonku, tj. v bazalni ¢asti stonku v zavislosti na odridé zhruba do 5 cm rostliny. Pro
detekci patogenu je minimalni mnozstvi 1g cévnich svazk(, tj. 0,5-2 cm stonku. Pfi namatkové
kontrole stupnd SE a nizsich staci provést jeden odbér v obdobi nasazovani kvétu. Pfi systematické
kontrole Slechtitelského materidlu je vhodné provést alespon dva odbéry nadzemnich ¢asti rostlin
bramboru — prvni odbér pfed nebo pfi nasazovani kvétu a druhy po odkvétu. Odstup mezi obéma
odbéry by mél byt 21 dna. Pfi vlastnim odbéru se nlGzky po kazdém odebraném vzorku namaci do 70
% roztoku technického lihu nebo do 3 % roztoku chlornanu sodného (napf. Savo). Jednotlivé
segmenty nebo celé stonky rostlin se vkladaji do igelitovych nebo specidlnich odbérovych sacki
oznacenych odrddou, Cislem Fadku a trsu v fadku, aby bylo mozné se kdykoliv k dané rostliné vratit a
detekci zopakovat. Vzorky je nutné zpracovat do 24 h po odbéru. Pfevaii se v chladicim boxu. Pred
zpracovanim jsou uloZeny v lednici pti 4°C. V pfipadé pozitivniho nalezu se odbér a detekce zopakuiji.
3.2.1.2. Rostliny z in vitro kultur

U rostlin dopéstovanych z namnozenych in vitro kultur ve skleniku nebo sitovniku, slouZicich jako
vychozi materidl pro mnozeni dané odrlidy se provadi obvykle pouze jeden odbér ¢asti stonku, aby
nedoslo k likvidaci rostliny a omezeni tvorby hliz. Vrchol az stfed stonku o velikosti 2-4 cm se odebira



v obdobi kvétu. NGzky se mezi jednotlivymi odbéry namaci do 70 % roztoku technického lihu nebo do
3 % roztoku chlornanu sodného (napf. Savo). Rostliny nebo jejich segmenty se vkladaji do igelitovych
sackl oznacenych odrlidou, ¢islem radku a trsu v fadku, aby bylo mozné se kdykoliv k dané rostliné
vratit a detekci zopakovat. V chladicim boxu se vzorky ihned pfevazi na misto zpracovani. Vzorky je
nutné zpracovat do 24 h po odbéru. Pred zpracovdnim jsou uloZeny v lednici pfi 4°C. V pfipadé
pozitivniho nalezu se konkrétni rostliny véetné vytvorenych hliz zlikviduji.

3.2.1.3. Rostliny bramboru v tkanovych kulturach

Specialni pristup se voli v pfipadé testovani genotypli bramboru dlouhodobé uchovavanych v kulture
in vitro. Rostliny namnozené v tkanové kultufe jsou vychozim materidlem pro kontrolu udrzovanych
zdrojovych klonl bramboru. Z chladovych podminek dlouhodobé kultivace jsou in vitro rostlinky
jednotlivé rozpasazovany do zkumavek, po té sterilné nafizkovany a kultivovdny na agarovém Zivném
médiu do velikosti cca 6 cm (viz. 3.5.1.). MnoZeni in vitro rostlin se provadi opakovanym
pasazovanim pomoci stonkovych Fizkl velikosti 15—20 mm, vrcholovych nebo s jednim nédem, které
se po deseti vkladaji do kultivaénich nadob. Z jedné rostliny jsou obvykle 3 az 4 fizky. Dézy se umistuji
v klimatizované kultivacni mistnosti s fotoperiodou 16 hod. svétlo / 8 hod. tma, s teplotou 20° C a
intenzitou osvétleni 60 umolm™s™. Interval mezi jednotlivymi pasaZzemi se pohybuje, v zavislosti na
genotypu, mezi dvéma az tfemi tydny. Pfiblizné 10 cm vysoké rostliny se vysazuji po 4 rostlinach do
kvétinacl (prdmér 10 cm) do universalniho substratu (Raselina a.s., Sobéslav) a dopéstuji se 4 tydny
v kultivaéni komore sfizenou kontrolou svétla, vlihkosti a teploty. K determinacnim testim se
odebiraji celé stonky. Rostliny se omyji pod tekouci vodou, odstrani se listy, stonky se povrchové
dezinfikuji 70 % roztokem etanolu a zvazi. Jeden vzorek o hmotnosti 1g obsahuje v priméru Ctyfi
stonky rostlin (jeden kvétinac). Pro uspokojivou kontrolu uchovavaného klonu je nutné otestovat
minimalné 10 vzorkd, tj. cca 40 rostlin. Rostliny in vitro Ize testovat i pfimo ze sterilnich agarovych
ploten bez dopéstovani v plidnim substratu. Z cca 10 cm vysokych rostlin bramboru se zpracovavaji
celé stonky. Jeden jednogramovy vzorek obsahuje dle odridy 5-10 stonk(, testuje se 20 vzorkd.
Rostliny se uvoliuji z agarovych ploten tésné pred zpracovanim vzorkU. Vytazené rostliny se omyji
pod tekouci vodou, odstrani se listy, stonky se povrchové dezinfikuji 70 % roztokem etanolu, zvazi se
a ihned zpracuji. V pfipadé pozitivniho ndlezu se napéstuji nové rostliny daného klonu a detekce se
zopakuji. Pozitivni klony se zlikviduji.

3.2.2. Hlizy bramboru

Hlizy mohou byt odebirany v jakémkoliv stadiu vyvoje zhruba od velikosti 0,5 cm (minihlizky).
Vzhledem k nasledujici inkubaci je vhodné provadét odbér vzorkll v suchém obdobi nebo alespon
vzorky po odbéru mechanicky ocistit. Rostlinné nebo pldni zbytky mohou byt zdrojem infekce, ktera
by odebrané hlizy béhem nasledujici inkubace mohla znehodnotit. Hlizy se sbiraji a inkubuji v
prodysnych jutovych pytlich nebo v papirovych saccich (minihlizky). Teplota by se béhem transportu
méla pohybovat mezi 10-22°C. Pro zvySeni pravdépodobnosti detekce patogenu pfitomného
v podprahové koncentraci se odebrané hlizy umisti do temné a suché komory a vystavi se po dobu 4-
8 tydnl provokacni teploté 20-22°C. Pred zpracovanim se hlizy omyji pod tekouci vodou, povrchové
dezinfikuji 70 % roztokem etanolu a nechaji oschnout. Hliza se v pupkové ¢asti rozfizne na poloviny a
skalpelem se precizné (s minimem okolni duzniny) vyfiznou cévni svazky z obou pupkovych ¢asti. Nz
i skalpel se dezinfikuji pred kazdym rfezem 70 % roztokem etanolu. Stejné jako u cévnich svazkl
rostlin by se velikost jednoho vzorku méla pohybovat kolem 1 g, to odpovida cévnim svazkim
vykrajenym z 8-15 hliz (20-40 minihlizek). Pro prvni posouzeni daného klonu nebo odrldy je potfeba
minimalné 100 hliz (400 minihlizek) rozdélenych cca do 10 vzorkd. Pro bezpec¢nou kontrolu vysokych
stupil mnoZeni a pfed uvolnénim odrid do zdkaznickych stupill mnoZeni by se mélo otestovat
nejméné 40 vzork(l po cca 1 g cévnich svazk( (v prdméru v 10 hlizach), tj. nejméné 400 hliz. V pripadé
pozitivniho nalezu se detekce opakuje. Pokud se pozitivni ndlez potvrdi a jde o minihlizky nebo hlizy
z in vitro rostlin, likviduji se nejen hlizy, ale i vychozi klon, z kterého byly in vitro rostliny namnozeny.
U navazujicich stupnil se likviduje celd partie dcefinych hliz.

3.3. Zpusob zpracovani vzork( jednotlivych éasti rostlin a hliz bramboru v zavislosti na typu
detekéni metody



3.3.1. Nadzemni €asti rostlin

Jednd se o segmenty nebo celé stonky z rostlin bramboru odebranych z in vitro kultur, ze skleniku,
sitovniku, maloparcelkovych i polnich vysadeb. Ve vSech pfipadech jsou odebrané vzorky rostlinnych
pletiv zpracovany dle postupu Baer et al. (2011). Stonky se omyji pod tekouci vodou a povrchové
dezinfikuji 70 % etanolem. U vzork( ze silnych bazéalnich casti rostlin odebranych z venkovnich
vysadeb se po dezinfekci odstranuji povrchova pletiva, aby se zvysil podil cévnich svazk( ve vzorku. K
1g + 0,1 g vzorku se pfida 1,5 ml PBS pufru nebo vzorkového pufru (viz. kapitola 3.5.). Rostlinna
pletiva se rozmaceruji v tfeci misce. Macerat se prelije do 15 ml centrifugacni zkumavky. Zkumavky
se umisti na vykyvnou tfepacku a inkubuji se 20-24 h pfi pokojové teploté za stalého promichavani.
Po inkubaci se extrakt slije a rozdéli se na tfi dil¢i vzorky po cca 0,5 ml do mikrozkumavek. Jeden dil¢i
vzorek slouZi jako zdloZni a uchovava se v mrazdku pfi teploté -30°C a nizi8i minimalné do
jednoznacného ukonceni determinace zakoncené lilkovym testem a reizolaci patogenu. Extrakty se
centrifuguji pti 10 000 ot./min. po dobu 5 min. pfi pokojové teploté. Supernatanty se sliji a pelet se
v ependorfce fedi dle metody 0,1 - 0,5 ml specifického pufru nebo vody pro molekularni biologii.
Extrakt se dale zpracovava dle zvolené determinacni metody.

Pti vlastni determinaci patogenu se zejména u vzork( z in vitro kultur vyuZiva nékterd z obohacujicich
kultivacnich metod, kterd by méla zvysit koncentraci patogenu a zvysit pravdépodobnost jeho
zachytu determinaénimi metodami (viz. 3.4.).

3.3.2. Hlizy

Vsechny hlizy se zpracovavaji stejné bez ohledu na velikost a zplsob napéstovani. Ve vsech pripadech
se odebrané hlizy pouze mechanicky odisti. Po 4 tydenni inkubaci pti provokaéni teploté 20-22°C
v suché a temné mistnosti se hlizy omyji pod tekouci vodou a nechaji oschnout. Kazda hliza se
rozkroji podél pupku a z obou ¢asti pupku se skalpelem vyextrahuji cévni svazky. Celkovd hmotnost
vzorku je 1g + 0,1 g. U standardnich sadbovych hliz jeden vzorek tvofi v priméru cévni svazky z 10
hliz. Cévni svazky se vykrajuji s co nejmensim podilem okolni duzZniny hlizy. Vysledek testovani je
zavisly na preciznosti a peclivosti pfi zpracovani vzork(. Precizni vykrajeni cévnich svazkl je nezbytné
u hliz pramyslovych Skrobnatych odrdd. Vysoky obsah Skrobu ztéZuje detekci plvodce bakterialni
krouzkovitosti vSemi determinacnimi metodami. K vyextrahovanym cévnim svazkim se
v centrifugacni zkumavce pfida 5 ml PBS nebo vzorkového pufru (viz. 3.5.). Vzorky se nemaceruji a
inkubuji na rotacni tfepacce pfi pokojové teploté po dobu 24 h. Pokud se cévni svazky precizné
vykraji, nezvySuje nasledna macerace pravdépodobnost detekce patogenu. Maceraci dochazi
k dalsimu uvolfiovani Skrobovych zrn, kterd zhorSuji presné a uplné oddéleni extraktu od
rozmacerovaného rostlinného pletiva, tim dochazi k ztradtdm extraktu. Po inkubaci se extrakt slije a
rozdéli se na dil¢i vzorky do mikrozkumavek. Jeden dil¢i vzorek slouZi jako zalozni a uchovava se
v mrazaku pfi teploté -30°C a nizsi do ukonceni determinace zakoncené lilkovym testem. Ostatni dilci
vzorky extraktu z cévnich svazkim se zahusti centrifugaci pfi 10 000 ot./min. po dobu 5 min. pfi
pokojové teploté. Supernatanty se sliji a pelet se v mikrozkumavce tfedi dle metody 0,1 - 0,5 ml pufru.
Extrakt se dale zpracovava dle zvolené determinacni metody. Pfi vlastni determinaci patogenu se
mlZe vyuzit nékterd z obohacujicich kultivaénich metod (kapitola 3.4.), kterda by méla zvysit
koncentraci patogenu a zvysit pravdépodobnost jeho zachytu determinacnimi metodami.

3.4. Determinacni metody

Detekce plvodce bakterialni krouzkovitosti bramboru, bakterie Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus se provadi alespori dvéma principidlné rozdilnymi metodami, napf. imunochemickou
(ELISA, IFA) a molekularné genetickou metodou (PCR, real-time PCR, DNA microarray). Vysledky
determinacnich metod musi byt ukonceny biologickym testem s Uspésnou reizolaci patogenu. Pro
rutinni screening Slechtitelskych a mnoZzitelskych porostl postacuje pouzit pouze jednu determinaéni
metodu. Pred vlastni detekci se mlze zaradit obohacovaci krok. Do tekutého média nebo na pevné
agarové plotny média C s antibiotiky (viz. 3.5.1.) se kape nebo nanasi a roztira sterilni klickou 100 pl
koncentrovaného a fedéného (1:10) maceratu nebo extraktu z Cerstvé rozmacerovaného pletiva.
Pevné médium s extraktem se inkubuje pfi teploté 22°C po dobu 4-5 dn{. Po inkubaci se pod
mikroskopem vybiraji a preockuji na nové misky s Zivnym médiem drobné lesklé bilé az krémové
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mikrokolonie. Tekuté médium s extraktem nebo maceratem se inkubuje na tfepacce pouze po dobu
24-48 h, aby nedoslo k pfipadnému premnozeni doprovodnych baterii. Tekuté médium se
centrifuguje pfi 10 000 ot./min. po dobu 10 min. Pelet se rozpusti v pufru vhodném pro danou
determinacni metodu.

3.4.1. ELISA test

ELISA test je pro firmy zabyvajici se Slechténim a mnoZenim bramboru z hlediska finanéni naro€nosti
a objektivnosti metody nejvhodnéjsi metodou pro systematicky screening vsech stupnl Slechténi i
vysokych stupnt mnoZeni. Pro detekci Cms se pouziva nejCastéji pfima sendviCovda metoda - DAS
ELISA. Po zahusténi extraktu centrifugaci se k peletu prida 0,6 ml vzorkového pufru (5.3.1.). Detekce
patogenu se provadi minimalné pro dvé koncentrace extraktu (zdkladni a 1:1). Jednotlivé
koncentrace se kapou alespon v trojndasobném opakovani. Postup ELISA testu, doba trvani
jednotlivych krokd, typ protilatek a jejich fedéni se Fidi doporuc¢enimi dodavatele protilatek (Neogen,
Adgen, Loewe). SloZeni pufru je uvedeno v kapitole 3.5.3. Jako pozitivni kontrola se pouZiva
bakterialni suspenze sbhirkového kmene Cms NCPPB 3467 o koncentraci 10° bunék/ml (As=0,01) ve
vzorkovém pufru a rostlinném extraktu z hlizy nebo z rostliny dfive oznacené jako negativni. Jako
negativni kontrola se pouziva podle typu vzorku, ktery se hodnoti - extrakt z hlizy nebo z rostlinného
pletiva nadzemni ¢asti bramboru dfive oznacené jako negativni. Vysledek ELISA testu se vyhodnocuje
automaticky ELISA readerem nebo spektrofotometrem s moznosti vyhodnocovat 96 jamkové
desticky. Vzorek se hodnoti jako pozitivni, pokud hodnota absorbance pfi 405 nm dosahne hodnoty
vyS$Si neZ je dvojnasobek hodnoty negativni kontroly AzosX > 2A405NK.

Vzorek obvykle hodnotime jako negativni, pokud je hodnota absorbance vzorku rovna nebo mensi
neZz dvojnasobek hodnoty absorbance NK (AssX < 2A45NK). U pozitivnich vzorkG a vzorkd
s hodnotami absorbance kolem hranice pozitivity se analyza opakuje.

3.4.2. IF test

IF test je oficidlni robusni metoda dostatecné popsana ve smérnici EPPO (Bulletin 41, 2011). Neni
vhodnad pro firemni screening. Potizovaci ndklady na provadéni testovani pomoci IF testu jsou vyssi
nez u klasické PCR. Vysoké ndklady jsou spojené s pofizenim fluorescenéniho mikroskopu. Kone¢né
hodnoceni zavisi na hodnotiteli, vysledek je zavisly na jeho erudici. Po centrifugaci vzorku rostliny
nebo hlizy bramboru se pfipravi zakladni fedéni pfidanim 0,6 ml 10mM PBS pufru. Postup IF testu -
koncentrace protilatek a doby inkubace zavisi na typu protilatky a fidi se doporucenimi dodavatele
protilatek (Neogen, Adgen, Loewe), sloZeni pufrli je uvedeno v pfiloze 3.5.4. Jako pozitivni kontrola
se pouziva bakterialni suspenze sbirkového kmene Cms NCPPB 3467 o koncentraci 10° bunék/ml
(A620=0,01) ve vzorkovém pufru a rostlinném extraktu z hlizy nebo z rostliny dfive oznacené jako
negativni. Jako negativni kontrola se pouziva extrakt z hlizy nebo z rostlinného pletiva nadzemni ¢asti
bramboru dfive oznacené jako negativni. Vzorky se hodnoti ve ctyfech redénich v PBS pufru
(zakladni, 1:10, 1:100 a 1:1000) pomoci imunofluorescenéniho mikroskopu pti celkovém zvétseni
500-1000x s pouzitim olejové imerze. Kazdé fedéni se kape alespon ve dvou opakovanich. Hodnoti se
charakteristicky tvar — u Cms kyjovité tycinky a pocet jasné plné fluoreskujicich kolonii v porovnani
s pozitivni kontrolou. Prvni se hodnoti pozitivni kontrola. Jamka se vzorkem se hodnoti Sikmym
posunem od pravého horniho rohu pres primér jamky na levou stranu. Timto posunem se hodnoti
nejméné 10 zornych poli. V pfipadé negativnich vzorkl se hodnoti 40 zornych poli. Vypocet
primérného poctu bunék ve vzorku (jamce) se provadi dle zavazné metodiky (bulletinu OEPP/EPPO
36, 2006). U pozitivnich vzorkd a vzorkd s hodnotami absorbance kolem hranice pozitivity se analyza
opakuje.

3.4.3. PCR

Idealni druhd, konfirmaéni metoda k imunochemickym testlim ELISA a IF. Touto druhou molekularné
genetickou metodou stadi pouze potvrzovat pozitivni vysledek ELISA a IF testu a provérovat
podezielé, nejednoznacéné vysledky z téchto testd. Po centrifugaci se pfipravi zakladni fedéni vzorku
pfidanim 100 pul vody pro molekularni biologii (sdH,0). DNA ze vzorku lze uvolnit rychlometodou, 5
min. povarenim nebo pomoci specidlnich kit (Quiagen DNeasy Plant Mini kit, GeneAll Plant SV Mini
kit). Vyizolovana DNA se hodnoti minimalné ve dvou koncentracich.

3.4.3.1. Klasicka PCR



Naklady na klasickou PCR metodu jsou dnes srovnatelné nebo dokonce nizsi neZ na IF test a to
predevsim z divodu neustdle klesajicich cen PCR termoblokd a elektroforetickych metod, které
nevyzaduji dal$i ndkladnou hodnotici a dokumentacni techniku a software. Amplifikace uvolnéné
nebo vyizolované DNA probiha za podminek a s primery dle osvédcenych protokold pro klasickou
PCR (Mills et al., 1997; Pastrik, 2000). Optimalizovany protokol je v kapitole 3.5.5. Jako pozitivni
kontrola se pouziva bakteridlni suspenze sbirkového kmene Cms NCPPB 3467 o koncentraci 10°
bunék/ml (As0=0,01). DNA je uvolnéna nebo izolovana dle stejnych protokoll jako u vzorkl. Jako
negativni kontrola se do reakce pfidava voda pro molekularni biologii a extrakt z cévnich svazkd hliz
nebo rostlin prostych patogenu. Negativni kontrola se zpracovava a redi stejné jako vzorky. U klasické
PCR se pfitomnost naamplifikované DNA prokazuje elektroforézou. Elektroforézu vyhodnocujeme po
ukonceni pomoci skenovani a vyhodnocovacich program. Pfi pouZiti elektroforézy runVIEW (Cleaver
Scientific Ltd.) se zabudovanym UV zdrojem lze hodnotit pribéh elektroforézy v rediném case.
3.4.3.2. Real-time PCR

Amplifikace uvolnéné nebo vyizolované DNA probihd za podminek a s primery dle osvédcéenych
protokolll pro real-time PCR (Gudmestad et al., 2009; Cho et al., 2015). U real-time PCR se hodnoti
pfitomnost amplifikované DNA podle hodnoty c, - pocet cykld v redlném case, pti vyuZiti nespecifické
barvy Sybr Green i podle t, — mealting point — teploty denaturace produktl po ukonceni
amplifikacniho protokolu. Protokol Gudmestad et al., 2009 je optimalizovany pro Rotor-Gene Q 5plex
HRM (Quiagen, Germany, kapitola). Elektroforéza produktd i hodnoty c; a t,, se hodnoti v porovnani
s pozitivni a negativni kontrolou. Jako pozitivni kontrola se pouziva bakterialni suspenze sbirkového
kmene Cms NCPPB 3467 o koncentraci 10° bunék/ml (A¢,0=0,01). DNA je uvolnénd nebo izolovana dle
stejnych protokolll jako u vzork(. Jako negativni kontrola se do reakce pridava voda pro molekularni
biologii a extrakt z cévnich svazk(l hliz nebo rostlin prostych patogenu. Negativni kontrola se
zpracovava a redi stejné jako vzorky. Pfitomnost produkt(i amplifikace Ize navic stejné jako u klasické
PCR, kontrolovat elektroforézou. Real-time PCR metoda se pouzivd jako rozhodC¢i u spornych
vysledk(. Do znacné miry nahrazuje zdlouhavy a pracny lilkovy test.

3.4.4. Lilkovy test

Pelet jednoho zdil¢ich vzork( se naredi po centrifugaci 0,5 ml sterilniho fyziologického roztoku
(pH=7-7,2). Rozpustény pelet se ihned injikuje do stonku lilku vejcoplodého (Solanum melongena L.)
cv. Black Beauty. ve fazi dvou pravych listd v misté déloznich listk(l. Rostliny se pred inokulaci 24 h
nezalévaji. Suspenze kazdého vzorku se injikuje do 10-15 rostlin. Hodnoceni rostlin se provadi
v tydennich intervalech, 4-8 tydn(. Jako pozitivni kontrola slouzi lilky injikované bakteridlni suspenzi
sbhirkového kmene Cms NCPPB 3467 o koncentraci 10° bunék/ml (A620=0,01). Jako negativni kontrola
se injikuje sterilni fyziologicky roztok nebo extrakt z cévnich svazkl hliz nebo z nadzemnich ¢asti
rostlin bramboru, které byly dfive oznacené jako negativni.

3.4.5. Reizolace patogenu — naplnéni Kochovych postulatt

Po 4-8 tydnech se provadi reizolace bakterii scilem prokdzat pfitomnost plvodce bakteridlni
krouzkovitosti bramboru. Symptomatické rostliny s vadnoucimi a deformovanymi listy se po vyjmuti
ze substratu povrchové dezinfikuji 70 % roztokem ethanolu. Césti stonk(, pfipadné fapik v blizkosti
symptomU bakteridiniho vadnuti se rozmaceruji v cca 1-1,5 ml sterilniho fyziologického roztoku nebo
sterilni vody pro molekularni biologii v pfipadé soucasné provadéné PCR. Na Zivném médiu C (viz.
3.5.6.) se nanasi inokulaéni klickou nebo hokejkou koncentrovany a fedény macerat (alespon 1:10).
Petriho misky se inkubuji pfi teploté 22°C. Misky se na pfitomnost kolonii plvodce bakteridlni
krouzkovitosti bramboru kontroluji po 4-5 dnech. Cms tvofi pomalu rostouci drobné bilé aZz krémové
lesklé kolonie. Odebrané kolonie se pfeockuji na nové Zivné médium. Po 4 dnech se Cisté kolonie
identifikuji dle protokolu vyse uvedenymi metodami — ELISA, IF, PCR, real-time PCR. Nejrychlejsi a u
Cistych kultur nejlevnéjsi metodou je biochemickd metoda Biolog GEN Il (Biolog, Inc., Hayward CA).
Z nékolika bakteridlnich mikrokolonii se okamzité pfipravi suspenze ve specialnim inokulaénim
roztoku typ A (inoculation fluid IF-A, Biolog, USA) a po didkladném promichani se ihned kape do
specialnich 96 jamkovych desticek se suSenymi substraty. Jako pozitivni se berou vzorky
identifikované specialnim readerem po 24-48 h inkubaci pfi 28°C jako Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus na index podobnosti Simindex > 0,5. Jako alternativu k metodé Biolog GEN Il Ize



pouzit chemickou metodu analyzy mastnych kyselin (FAME). Z odebranych bakteridlnich kolonii se
vyizoluje smés mastnych kyselin, obsazenych v bunécné sténé bakterii, které se procesem
zmydelnéni pfevedou na tékavé methylestery, které se separuji podle teploty varu na specidlni
koloné plynového chromatografu (Agilent Technologie, USA, CA). Jako pozitivni se berou vzorky
identifikované databazi Sherlok TBSA 6 (MIDI, Microbial ID, Inc., Newark, DE, USA) jako Clavibacter
michiganensis na index podobnosti SimIndex > 0,5.

3.5. Pouzité roztoky, média a jejich priprava

3.5.1. Zpracovani vzork rostlin a hliz bramboru
PBS pufr zasobni roztok, 10x koncentrovany
pH=7,2-7,4

80,0 g NaCl

11,5 g Na,HPO, x 12H,0

2,0 g KH,PO,

2,0 gKCl

1 | destilované vody

uchovani pfi 4°C v lednici po dobu nejméné 3 mésice
PBS pufr 10mM

pH=7,2-7,4

8,0 g NaCl

2,9 g Na,HPO, x 12H,0

0,2 g KH,PO,

0,2 g KCl

1 | destilované vody

uchovani pfi 4°C v lednici po dobu 14 dnf

Vzorkovy pufr

pH=7,4

20 g polyvinyl pyrrolidonu (viskozita K10-K40)

2 g BSA (bovinni sérovy albumin)

1| destilované vody

pfipravit pfed pouzitim, ihned spotfebovat

uchovani pfi 4°C v lednici po druhého dne

Zakladni mnozici Zivné médium pro kultivaci bramboru in vitro (Murashige & Skoog, 1962)
MS 62 médium — smés vitaminQ, bez reguldtord rlstu a ATB
30 g sachardzy

8 g agaru

1 | destilované vody

pHna5,6-5,8

promichat a autoklavovat pfi teploté 121° C, 20 min
chladnouci médium rozlit po 70 ml do sterilnich jednorazovych plastovych kultivacnich nadob

3.5.2. Obohacovaci krok

Médium C

5 g bakteriologicky pepton

3 g hydrolyzat kaseinu

3 g kvasni¢ny extrakt

2 g maltdza

1 g laktéza

1 | destilované vody

pH=7,2

pfi pfipravé pevného média v Petriho miskach pridat 18 g agar
po dikladném promichani autoklavovat 20 min. pti 121°C



zchladit na cca 50°C

pridat antibiotika filtrovana pres bakterialni filtr a dikladné promichat
zasobni roztoky antibiotik A

0,06 g trimethoprim (Sigma) v 96 % metanolu

0,002 g nalidixova kyselina (Sigma) v 96 % metanolu

0,01 g amphoterecin B (Sigma) v dimethyl sulfoxidu

zasobni roztoky antibiotik B

0,003 g polymyxin B sulfat (Sigma) v destilované vodé
0,008 g nalidixova kyselina (Sigma) v 0,01 M NaOH
0,2 g cyklohexymid (Sigma) v 50 % etanolu

3.5.3. ELISA test

Potahovaci pufr

1,6 g N32CO3

2,9 g NaHCO;

1 | destilované vody

pH=9,6

uchovani pfi 4°C v lednici po dobu nejméné 1 mésice
Konjugaéni/Vzorkovy pufr

viz. 3.5.1.

Substratovy pufr

97 ml diethanoaline

0,2 g MgCl, x 6H,0

doplnit destilovanou vodu do 1|

pH =9,8 (1 N HCl)

pfipravit pfed uZitim

1ml pufru/ 1 mg 4-nitrophenyl phosphate di-Na-salt
nelze uchovavat

Promyvaci pufr

8,0 g NaCl

2,9 g Na,HPO, x 12H,0

0,2 g KH,PO,

0,2 g KCl

0,5 ml Tween 20

1 | destilované vody

pH = 7,2-7,4

uchovani pfi 4°C v lednici po dobu 14 dnfi

3.5.4. IF test

PBS pufr

viz. 3.5.1.

Promyvaci pufr

viz. ELISA test
Glycerolovy pufr

3,2 g Na,HPO, x 12H,0
0,2 g NaH,PO,4 x 2H,0
50 ml glycerol

100 ml destilovand voda
pH=7,6

uchovani pfi 4°C v lednici po dobu nejméné 1 mésice



3.5.5. Klasicka PCR
SloZeni mixu

reagencie 1 reakce (pul)

Tag DNA polymeraza (0,4 U) 0,2

smés dNTPs (0,1 mM) 0,2

PSA-1 (1uM) 0,25

CMS85F

PSA-R (1uM) 0,25

CMS85R

template DNA (vzorek) 2

MgCl, 1,5

10x PCR pufr 2,5

sdH,0 18,1

celkem 25
Cyklus
operace teplota (°C) doba pocet cyklt
pocatecni denaturace* 95 5 min. 1
denaturace 95 1 min.
annealing 60 30s 30
elongace 72 1 min.
konelna elongace 72 10 min. 1
ochlazeni 4-8 nejméné 15 min.

3.5.6. Real-time PCR

SloZeni mixu
reagencie 1 reakce (pl)
kit pro Rotor Gene Sybr Green 12,5
CelA-F (1puM) 0,25
PSA-1
CMS85F
CelA-R (1puM) 0,25
PSA-R
CMS85R
template DNA (vzorek) 2
sdH,0 10
celkem 25

Cyklus

operace teplota (°C) doba pocet cyklt

pocatecni denaturace* 95 5 min. 1

denaturace 92 30s
annealing 60 45s 40
elongace 72 30s

3.5.7. Elektroforéza

Elektroforeticky pufr TAE 10x — zasobni roztok

48,5 g Tris

12,0 g kyselina octova

3,7 g Na,EDTA

11 vody

uchovani pfi 4°C v lednici po dobu nejméné 3 mésice
Elektroforeticky agar



0,7 % agarosovy gel (0,7 g agardsy na 100 ml pufru TAE)

roztok agardzy se uvede na 2. min. do varu

po ochlazeni na 50-55°C se pfida netoxické fluorescencni barvivo (napf. Midori Green DNA Stain;
SafeView MClassic 2l na 100 agarézového gelu a diikladné se rozmicha

elektroforeticky gel se opatrné nalije do elektroforetické vany s hfebenem

uchovani pfi 4°C v lednici v TAE pufru 2-3 dny

3.5.8. Reizolace patogenu
PFi reizolaci nanasime macerat na médium C s nebo i bez pfidanych antibiotik (viz. 3.5.2.).

4. Srovnani novosti postupt

Predkladand metodika detekce plvodce bakteridlni krouzkovitosti bramboru, bakterie Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus, v Slechtitelském a mnozitelském materidlu bramboru vychazi
z novych poznatkl o migraci a lokalizaci patogenu ziskanych v pribéhu dvou a pul roku trvani
projektu NAZV QJ1310218 ,SniZeni rizika vyskytu plvodce bakteridlni krouzkovitosti bramboru v
Slechtitelském a mnoZitelském materidlu.” zabyvajiciho se touto problematikou. V kombinaci s
vyuzitim nejnovéjSich inovaci detekénich metod by méla prispét k omezeni vertikdlniho prenosu
patogenu. Predpoklddany metodicky postup pri testovani a ovéfovani jednotlivych krokl odbérl a
determinace vychazel zin vitrozdroji 10 odrld bramboru uméle infikovanych Cms. Hledani
optimalni metody inokulace hliz a rostlin bramboru a tkanovych in vitro kultur mimo jiné potvrdilo i
neschopnost dlouhodobéjsiho volného prezivani patogenu v pudé. Pres vytvorené optimalni
podminky pro rozvoj infekce v karanténnim skleniku, optimalni na Ziviny bohaty substrat a vysokou
koncentraci virulentniho kmene Cms, byla inokulace pres padni substrat neuspésnd u rostlin i hliz
s vyjimkou koncentrace 10® bunék/ml (viz. obrazova pfiloha) a proto nevhodnd pro pfipravu
infikovaného materialu. Koncentrace 10°® bunék/ml nelze v pfirodnich podminkidch u tohoto
patogenu nikdy docilit.

Vysledkem tohoto metodického postupu je optimalizovany postup pro zvySeni pravdépodobnosti
zachytu Cms predevsim v Slechtitelském materidlu, kdy jsou testovany casto jednotlivé rostliny nebo
malé pocty hliz. Zcela novy je postup detekce patogenu v tkanovy kulturdch. VSechny uvedené
postupy by mély zabranit prenosu infekce na nové genotypy a prispét k ozdraveni stavajicich. Podle
navrhované metodiky mohou specializovand pracovisté a firmy provéfovat Slechtitelské a
mnotzitelské porosty na pfitomnost Cms v prlibéhu témér celé vegetacni sezény. Zachyt v nati povede
ke zvySeni dohledu nad danym porostem a véasnému prehodnoceni pristupu k vypéstovanym
sadbovym hlizam. Tato vnitfni kontrola je u velkych zahrani¢nich firem naprostou samoziejmosti.
Ceské firmy se musi ptizpdsobit, jinak v konkurenci neobstoji.

5. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Potfebnost a aktudlnost fesené problematiky je dana opétovnym ndrlstem nahlasenych pozitivnich
nalezll plivodce bakteriadlni krouzkovitosti bramboru, karanténni bakterie Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus v komercnich stupnich mnozeni odriddového sadbového materidlu. Tyto pozitivy
jsou hlaseny navzdory vice jak 10 let trvajici snaze o eradikaci patogenu, navzdory vysokym nakladim
vynaloZzenym na testovdni sadbovych a konzumnich hliz bramboru na pfitomnost patogenu a
navzdory dodrzovani pravidel branicich jeho horizontdInimu pfenosu. Kazdoro¢né se ¢esti Slechtitelé
a mnotzitelé potykaji s pfipady reklamaci a navraceni rlznych stupnd mnozitelského materidlu ze
zahrani¢i s odlvodnénim na podezfeni na vyskyt tohoto karanténniho patogenu Cms. Na vyreseni
této situace je vyvijen tlak zejména ze strany péstitelskych podnik(, které se boji nakupovat sadbu u
tuzemskych Slechtitelll a mnoiZitelll, prestoze nékteré Ceské zejména primyslové odridy patfi
v Evropé mezi nejlepsi. Nékteré zemédélské podniky dokonce vyrazné omezuji mnoZeni a péstovani
této plodiny, ohroZeno je i slechténi novych odrld pres naprosto idedlni geografické a klimatické
podminky CR pro tuto komoditu v rdmci Evropy.

Metodika je urcena pro Slechtitele a mnoZitele sadbovych hliz bramboru, pro organy statni spravy —
Usttedni kontrolni a zku$ebni Ustav zemédélsky, Ministerstvo zemédélstvi CR zabyvajici se dohledem



a kontrolou vyskytu karanténniho Cinitele, plivodce bakteridlni krouzkovitosti bramboru, bakterie
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus a diagnostické laboratofe zabyvajici se detekci
patogenu. Metodika zohledriuje redlnou potfebu zemédélské praxe véasného zachytu karanténniho
Cinitele zejména v mnozitelskych partiich konzumnich a prdmyslovych odrid bramboru. Aplikace
uvedenych metodickych postupl by méla prispét k zvySeni moznosti zachytu patogenu ve vzorcich
obsahujicich malé mnozstvi rostlinného materidlu, kdy se koncentrace patogenu pohybuji pod nebo
kolem detekéniho prahu soucasnych diagnostickych metod. Metodika nepredklada zadny jednoduchy
a rychly navod eradikace patogenu, ale efektivni, systematické standardizované metodické postupy
testovani vSech materiall bramboru, které umozni vyloucéeni infikovanych klond a partii sadbovych
hliz z dalSiho procesu Ucelového Slechténi a mnoZeni. Postupné by se tak méla snizovat moznost
Siteni latentné pfitomné infekce a mélo by dojit k ozdraveni Slechtitelského a sadbového materialu
bramboru. V¢asné uplatnéni tohoto pristupu cilené detekce patogenu ve vychozich materidlech mize
vyznamné pfispét ke snizeni budoucich ekonomickych ztrat ceskych mnozitelG a Slechtiteld.

6. Ekonomické aspekty

Jedinou mozZnosti ceskych Slechtitelll a mnoZziteld bramboru jak si udrZet konkurenceschopnost mezi
zahrani¢nimi dodavateli sadby je perfektni vzhled a perfektni zdravotni stav hliz odr(id, které mnozi a
Slechti. K dosaZeni ,,nulové” pfitomnosti plvodce bakteridlni krouzkovitosti bramboru v komerénich
stupnich mnoZeni je naprosto nezbytna trvald a dusledna kontrola a testovani veskerého vychoziho
materialu — rostlin i hliz v kazdém kroku Slechténi a v prvnich fazich mnoZeni a pravidelné nahodilé
testovani alespon mnozitelskych stupnd SE a E. Uplatnéni uvedeného metodického postupu by mélo
vést k sniZeni rizika pozitivniho nalezu v oficidalné testovanych partiich sadbovych brambor. Vlastni
laboratore, které hlidaji pritomnost alespon téch nejdllezitéjsSich zejména karanténnich CinitelG v
sadbovém materidlu, jsou nejlevnéjsi moZnou cestou. Odhadované naklady na vybaveni jednoduché
laboratofe pro zajisténi zdkladniho systematického testovani rostlin a hliz bramboru na pfitomnost
Cms se pohybuji kolem 150-300 tis. K¢ na vstupnich nakladech, 10-15 tis. K¢/1000 vzork( za
materidlové naklady plus mzda vySkoleného pracovnika. Provadéni rutinniho testovani servisnimi
laboratofemi je dlouhodobé nerentabilni. Nejdrazsi variantou je toto testovani neprovadét. Pozitivni
nalez vede k ekonomickym ztratam zplsobenym neprodejnosti infikované sadby a vicenaklady na
likvidaci sadby a sanitaci zamoreného pozemku, skladd, strojd atd. Opakované pozitivni nalezy vedou
ke ztraté davéry a konkurenceschopnosti podniku. Vysledky vyskytu karanténnich CcinitelQ
v jednotlivych ¢lenskych statech EU jsou kazdy rok zverejiovany stalym fytosanitdrnim vyborem
Evropské Komise. Redukce podezielych vyskytl prispéje k ekonomické stabilizaci a rozvoji
zemédélskych podnikd a umoini plné vyuzit idedlni geografické a klimatické podminky CR pro
Slechténi a mnozeni této komodity v ramci Evropy.
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Obrazek 1: Umélé inokulace rostlin in vitro metodou zalévani pfi koncentraci 10% - 10° cfu/ml




Obréazek 3: Porovnani metod umélé inokulace rostlin in vitro metodou namdceni a zalévani pfi
koncentraci 10° cfu/ml




