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1. UVEDENI DO PROBLEMATIKY Z uverejnénych ¢lankd, dokumentl a fotografii je patrné, ze priznaky bakte-

Plvodce bakteridlni krouzkovitosti bramboru, bakterie Clavibacter michiga- rialni krouZkovitosti bramboru jsou ve vétsiné pripadd zaménovany s projevy
nensis subsp. sepedonicus (SPIECKERMANN & KOTTHOFF 1914) DAVIS et al. rliznych biotickych a abiotickych poruch, pripadné s priznaky jinych bakterial-
1984 (Cms), je uveden na seznamu skodlivych karanténnich organismda, proto nich nebo dokonce i virovych nebo houbovych chorob bramboru. Existuje rada
je nezbytné dodrzovat zvlastni opatreni k zabezpeceni ochrany proti jeho za- mytd o zpusobu Sifeni a prezivani Cms, bohuZel i mezi odbornymi pracovniky.
vlékani a rozsifovani (zakon ¢. 245/2011 Sb. a vyhlaska 382/2011 Sb.). Tato Proto jsme se, na zdkladé dlouholeté prace s patogenem Cms, dlouhodobého
opatieni jsou v Ceské republice uplatiovana od roku 1995. Po poé¢ate¢nim radi- pozorovani a vyhodnocovani polnich porostd a sklizné brambor, hodnoceni
kalnim snizeni poctu pozitivnich vyskytd doslo v poslednich letech (2012-2015) sklenikovych porostl a pokust a znalosti laboratornich determinacnich metod,
opét postupné k jejich narlistu. Od zavedeni opatrfeni dochazi k systematické rozhodli vypracovat komplexni metodiku zabyvajici se priznaky, Sifenim a kont-
kontrole partii sadbovych, ale i konzumnich odriid bramboru. Zadny z pozitiv- rolou bakterialni krouzkovitosti bramboru.

nich nalezi Cms nebyl doposud zjiStén v souvislosti s vyznamnymi vynosovy- .

mi nebo poskliziovymi ztratami na hlizach bramboru. Okamzité ekonomické

ztraty u podnikd vznikaji v disledku dopadu mimoradnych rostlinolékarskych Metodika komplexné popisuje priznaky bakteridlni krouzkovitosti bramboru,
opatreni (MRO), ktera jsou automaticky zavedena po pozitivnim nélezu. Nej- zpUsob prenosu a jejiho Sifeni, charakterizuje plivodce choroby, bakterii Clavi-
vétsi, dlouhodobé ekonomické ztraty vznikaji z obav péstiteld nakupovat sadbu bacter michiganensis subsp. sepedonicus a popisuje determinaci a detekci pa-
z podniku s MRO minulosti. VSechny pozitivni vyskyty Cms byly odhaleny az togenu a moznosti jeho regulace. VSe s kone¢nym cilem redukce pozitivnich
laboratorni detekéni, nej¢ast€ji imunofluorescenéni metodou, potvrzenou né- nalezd pdvodce bakterialni krouzkovitosti pfi fytosanitarnich kontrolach v CR
kterou z molekularn€ genetickych metod a biologickym testem na lilku vejco- i v zahranici.

plodém (Solanum melongena L.). Patogen je v rostlinach a hlizdch bramboru Tyto souhrnné informace a postupy jsou urcené pro odbornou verejnost -
v malé koncentraci, nevyvolava zadné nebo jen drobné, obtiZzné€ rozpoznatelné, Slechtitele, mnoZitele a pé&stitele brambor a mély by prispét:

vnéjsi priznaky bez dalSich nasledkd. Je tak pro Slechtitele, mnoZitele i pé&stite- 1. k objasnéni moZnosti Sifeni patogenu v oblastech mirného klimatického
le brambor neviditelny. K nedavnému nartstu poctu odhalenych pozitivnich pasma stredni Evropy, na zaklad€ znalosti jeho infekéniho cyklu a hostitel-
nalez( Cms doslo i presto, Ze doporucené postupy a opatieni branici horizon- ského spektra;

talnimu Sifeni patogenu - dodrzovani osevnich postup(, disledné odstrariova- 2. k stanoveni podminek horizontalniho a vertikalniho zpUsobu Sireni pato-
ni plevelnych hliz, disledné cisténi a dezinfekce stroju, tridicich linek, pracov- genu;

nich nastrojd, skladovacich a prepravnich prostor a jejich vybaveni, sklenikd, 3. k rozsireni moznosti véasného zachytu patogenu v Slechtitelském a mnozi-
apod. - se stala rutinni zalezitosti u vétSiny podnikl zabyvajicich se predevsim telském materialu;

Slechténim a mnoZenim brambor. Pocet pozitivnich vyskytd Cms dosahl maxi- 4. k rychlejs$imu zavedeni postupl provérovani vstupnich Slechtitelskych
ma v teplotné nadpridmérné vegetacni sezoné roku 2015. Po ddsledné kontrole a mnozitelskych materiald do praxe;

a postupném vylouceni vdech moznych cest horizontalniho Sifeni plvodce bak- 5. obnoveni davéry v ¢eské odridy.

terialni krouzkovitosti musela byt pozornost zaméfena na dosud opomijenou

moZznost prenosu patogenu z matecnych na dceriné hlizy, tedy na vertikalni Sire- 3. VLASTNi POPIS METODIKY

ni. Byly postupné nalezeny mozné cesty vstupu infikovaného materialu do pro- Cms je vysoce infekéni patogen a mdize zpuUsobit v nékterych c¢astech svéta vy-
cesu Slechténi a mnozeni sadbovych hliz. Na zakladé zjisténych skutec¢nosti byl znamné vynosové ztraty (RICH, 1983; ROWE et al., 1995). Jiz pfi 5% infiko-
navrzen postup jak co nejvice minimalizovat moznosti téchto vstupl a tim i moz- vanych hliz mGZe dojit béhem skladovani ke ztraté celé sklizné (EVANS et al.,
nosti vertikalniho Sifeni bakterialni krouzkovitosti bramboru. 1998). Choroba zpUsobuje vyznamné ekonomické ztraty i péstiteldm sadbo-
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vych brambor. Nulova tolerance patogenu byla zavedena v USA, Kanadé a EU
(Bulletin OEPR/EPPO Bulletin 41, 2011) a znamen3, Ze nalez jediné infikované
rostliny nebo hlizy mdze vést k likvidaci celé partie sadbovych hliz (Drenman et
al., 1993; Lee et al., 2001).

Bakterie infikuje hlizy pres mechanicka poranéni, ke kterym dochéazelo dri-

ve zejména pri krajeni sadbovych hliz. Dnes dochazi k poskozeni zejména pfri
nesetrném nakladani se sadbovymi hlizami pred a béhem sazeni a pfi sklizni
a tridéni. Od jedné infikované hlizy je mozné infikovat dalSich 20-100 (ROWE
et al., 1995). Bakterie mize prezivat ve vitalnim stavu fadu tydnd, mésict az let
ve vysusenych zbytcich hliz bramboru na naradi, pytlech, prepravkach (EVANS
et al., 1998). Bakterie primarné prezimuje v infikovanych hlizdch ve skladu
nebo na poli v takzvanych plevelnych hlizach (RICH, 1983). Nemuze prezit vol-
né v pudé bez rostlinnych zbytkl rostlin nebo hliz (ROWE et al., 1995). Exis-
tuje teorie, ze infekci Cms z rostliny na rostlinu mdze prenaset i hmyz Epitrix
cucumeris, Leptinotarsa decemlineata, Myzus persicae (CHRISTIE et al., 1991;
DE BOER et al., 1988).
3.1. Hostitelskyokruharozsirenibakterialnikrouzkovitostibramboru
Kromé brambor (Solanum tuberosum L.) mlzZe patogen prirozené prezivat
a byt detekovan v korenech cukrové repy (Beta vulgaris L.), (BUGBEE and GUD-
MESTAD, 1988). Na rostlinach a bulvach nejsou patrné Zadné priznaky infekce,
nezpUsobuje zadné ztraty na sklizni. Pouze po umélé infekci se podafrilo vyvolat
priznaky napadeni Cms na dalSich rostlinnych druzich ¢eledi Solanaceae, na kul-
turnich rostlinach lilku a rajcete a plevelnych druzich Solanum citrullifolium
a S. commersonii (SLACK, 1987). Ostatni plevelné druhy zistavaji i po umélé
inokulaci Cms bez priznakd, prestoze je patogen detekovatelny. Patogen nijak
neovliviuje okolni prostredi, svou pritomnosti a pouhym prezivanim v planych
rostlinach nevyvolava zadné zmény ve slozeni a kompetici jejich epifytni mikro-
fléry. Pri analyze plevelnych rostlin z pole, kde byly péstovany kontaminované
brambory, byla infekce Cms detekovana pouze v druhu S. saccharoides a v dal-
Sich béznych rodech jako Chenopodium a Amaranthus (Z1ZZ and HARRISON,
1991). Na zakladé dosavadnich poznatk( jsou rostliny a hlizy bramboru jediné
prostredi, kde se pivodce bakterialni krouzkovitosti dokaze prirozené mnozit.

Bakterie je rozSirena ve velké ¢asti Evropy, v Asii, Severni Africe, Kanadé,
USA, Mexiku a Venezuele, celkem v 31 zemich.
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3.2. Priznaky choroby

Priznaky bakterialni krouzkovitosti bramboru vyznamné zavisi na genotypu
bramboru, na vnéjSich podminkach a vyskytu dalsi potencialnich patogent a in-
fekénim potencialu patogenu Cms.

Dle vlastni studie na rostlinkach bramboru namnoZenych z in vitro kultur byl
projev umélé infekce Cms na jednotlivych genotypech vyrazné odlisny. Na né-
kterych genotypech byly vyrazné priznaky zavadani listd patrné uz po 3 tyd-
nech, u jinych byly slabé priznaky patrné po 6 a vice tydnech, nékteré kultivary
nevykazovaly Zadné priznaky a po cca 7 tydnech doslo ke kolapsu vyznamné
¢asti pokusnych rostlin (dosud nepublikovano).

Obecné teplejsi pribéh vegetacni sezdny napoméaha mnozeni patogenu a tim
moznému projevu priznakd.

Priznaky mohou byt zamé&nény s priznaky:

1. houbovych chorob - teréovitou a hnédou skvrnitosti bramboru (Alternaria
solani, A. alternata), plisni bramboru (late blight, Phytophthora infestans),
verticiliovym vadnutim (V. albo - atrum, V. dahliae), ¢ernou teckovitosti
bramboru (Colletotrichum coccodes), pripadné fusariovym vadnutim;

2. bakterialnich chorob - hnédou hnilobou bramboru (brown rot, Ralstonia
solanacearum) a bakterialnim ¢ernanim stonku a mékkou hnilobou hliz
(Pectobacterium spp., Dickeya chrysanthemi);

3. virovych chorob - virus svinutky bramboru (Potato leaf roll virus, PLRV),
(BABADOOST, 1990).

Projev priznak( mUze zaviset i na virulenci daného lokalniho kmenu. Bakte-

rie mUze byt pritomna v rostliné i v dostatecné koncentraci, ale v latentni fazi
a k projevu priznakl nedojde (LELLIOTT and STEAD, 1997).

3.2.1 Priznaky choroby na nadzemnich ¢astech rostliny bramboru

Projevy choroby v polnich podminkach CR nelze vizualné odhalit. Pfiznaky bak-
teriadlnfho vadnuti na nadzemnich ¢astech rostliny jsou obecné v polnich pod-
minkach stiedni Evropy velmi vzacné, jsou zaménovany s priznaky abiotickych
poruch. Rostliny infikované Cms se nelisi vzriistem, zabarvenim rostliny, dobou
kveteni, ani rychlosti senescence v porovnani se zdravou rostlinou. Pokud uz se
priznaky projevi, tak obvykle az u témé&r pln€ narostlé rostliny, v obdobi kveteni
nebo pozdéji (DAVIS et al., 1997). Rada publikovanych fotografii bohuZel za-
meénuje priznaky bakterialni krouzkovitosti na listech rostliny s priznaky abiotic-
kého svinovani a vadnuti listd napriklad ke konci vegetacni sezény nebo s proje-
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vy virovych chorob nebo houbovych chorob bramboru. Grampozitivni patogen
kolonizuje cévni svazky rostlin a jen pomalu se mnozi. Teplotni optimum pro
tuto bakterii je 20-22°C. V porovnani s jinymi zejména gramnegativnimi bakte-
rialnimi patogeny bramboru, napf. karanténni bakterii Ralstonia solanacearum
nebo pektinolytickymi bakteriemi z rodu Dickeya, Pectobacterium nebo Pseu-
domonas se Cms mnozi za optimalnich teplotnich podminek 3x az 4x pomaleji.
S teplotou klesajici pod 15°C se rychlost mnozeni vyrazné zpomaluje. Pri teplo-
tach kolem 0°C se prakticky nemnoZi, pouze preziva. Prvotni priznaky choroby
na hornich ¢astech stonk( casto jen na jedné strané rostliny. Listy se krabati,
roluji od okrajl a jsou jen lehce svétlejsi nez zdravé listy. Vlivem nerovnomérné-
ho zasobovani zivinami a vodou postupné& se ucpavajicimi cévami mlze docha-
zet k pozvolné deformaci listd. Infikované rostliny mohou béhem horkého dne
¢aste¢né€ zavadat, pres noc se rostliny pozvolna vzpamatuji. Béhem této faze
nedochazi k vyraznym barevnym zménam listd. Ty nasleduji az po zneprichod-
néni cévnich svazkd, pak dochazi ke Zloutnuti tkané listd mezi Zilkami. Pri silné
infekci v dal$im stadiu napadené listy odumiraji (GUDMESTAD and SECOR,
1993). Bylo pozorovano uvadani, Zloutnuti a odumirani jednoho az dvou celych
stonkd v trsu (DEFRA, 2002) a hnédnuti silné infikovanych stonkl u baze, z kte-
rych po zmacknuti vytékal bakterialni exudat (BABADOOST, 1990; LELLIOTT
and STEAD, 1987). Pokud ponorime siln€ infikovany stonek na nékolik minut
do vody, zac¢ne se z né€j uvoliiovat mlécné zabarveny sliz. Ve vétsiné pripadu se
v8ak neobjevi zadné priznaky na nadzemnich ¢astech rostliny.

Ve snaze vyvolat charakteristické priznaky choroby na rostlinach bramboru
byly provedeny kombinované umélé infekce matecnych hliz a rostlin réznych
genotypt bramboru Fadou koncentraci od 102do 10% bunék/ml virulentniho
kmenu Cms. Klicky p&ti mateénych hliz jednotlivych odrdd byly naruseny a na-
moceny do suspenze Cms o dané koncentraci. Po zaschnuti byly zasazeny. Vze-
$lé rostliny bramboru byly inokulovany cca za 3 tydny injikaci suspenze Cms
do stonku, cca 5cm nad bazi. Koncentrace inokula byla stejna jako pfi nama-
¢eni naklicené matecné hlizy, z které rostlina vyrostla. Kontrolni matecné hlizy
a z nich vyrostlé rostliny bramboru byly inokulovany vodou. P¥i idealnich tep-
lotnich a vihkostnich podminkéach pro rozvoj choroby v karanténnim skleniku se
podarilo u nachylnéjsich odriid bramboru vyvolat typické priznaky - zasychani
a svinovani okrajl listd, deformace a postupné vadnuti ¢asti nebo celych listd
az po vice jak 3 tydnech po inokulaci virulentnim kmenem Cms o koncentraci
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10*bunék/ml a vyssi (viz fotografie na titulni strané). Ani pri umélé infekci vyso-
kou koncentraci patogenu (108 bunék/ml) se nepodarilo béhem vegetace u Zad-
ného genotypu bramboru vyvolat totalni kolaps rostlin. Zpravidla odumfrelo né-
kolik list( nebo ¢asti listd v blizkosti mista inokulace rostliny, na ostatnich listech
dochézelo postupné v priibéhu celého vegetacniho cyklu k zavadani a svinovani
listh. | v pripadé citlivych indikatorovych rostlin lilku vejcoplodého (Solanum
melongena L.) vyuZivanych v biologickych testech pro detekci patogenu se dari
spolehlivé vyvolat priznaky choroby az po vice jak 4 tydnech po inokulaci viru-
lentnim kmenem o koncentraci 10® bunék/ml a vyssi. A to pouze za predpokla-
du, Ze tyto rostliny infikujeme virulentnim kmenem a v jejich raném stadiu rustu,
idealné ve stadiu 2 pravych listt. Cim pozdgji rostliny infikujeme, tim obtizn&jsi
je vyvolat priznaky choroby. Ze starSich rostlin lilku m{ze byt patogen izolovan,
aniz by vyvolal jakékoliv vnéjsi priznaky choroby. Rostliny lilku i bramboru byly
béhem pokust s umélymi infekcemi zasazeny v ristovych nadobéach v bézném
pldnim substratu a nebyly prihnojovany. V polnich podminkach jsou rostliny
bramboru intenzivné vyzivovany, pripadné zavlazovany. Rostliny, tedy i cévni
svazky jsou mohutnéjsi nez u rostlin v nadobach a Sance pomalu se mnozici-
ho patogenu prerusit privod Zivin a vody do nadzemnich ¢asti vitalnich rostlin,
a tim vyvolat jejich kolaps, je v nasich klimatickych podminkach nulova.

3.2.2 Priznaky choroby na hlizach bramboru

Z infikované matecné hlizy se pres rostlinu vytvari infikované dceriné hlizy. Ob-
vykle nedochéazi k vyznamné redukci poctu a velikosti vytvorenych dcefinych
hliz v porovnani se zdravou rostlinou. Ani vizualni kontrola cévnich svazkd hliz
podélné rozkrojenych v pupkové casti nemusi odhalit infekci Cms. Patogen
postupné kolonizuje cévni svazky hliz bramboru a za préimérnych teplot v CR
(teplota vzduchu byla 18,3°C v obdobi od dubna do zari roku 2015) se jen
pomalu mnoZzi. Prvni priznaky se v dcefinych hlizach vytvari az ke konci vege-
tacni sezény a projevuji se jako nepatrné zesklovaténi cévnich svazkl. K dalsi
progresi priznakd dochazi po desikaci a zejména beéhem skladovani. V nasich
cévnich svazkd, dle odrady jsou tmaveé Zluté az hnédé (viz. fotografie na titulni
stran¢). Infikované cévni svazky jsou o n€kolik odstint tmavsi v porovnani s cév-
nimi svazky zdravych hliz dané odriidy. Ztmavnuti cévnich svazk(i mdze byt
zplsobeno i plvodci dalSich chorob, napriklad pri napadeni stolon0 bakterie-

mi Pectobacterium spp., Dickeya chrysanthemi, ptvodci bakterialniho ¢ernani
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stonku a mékké hniloby a hliz nebo bakterie Ralstonia solanacearum, plvodce
hnédé hniloby vyvolava hnédnuti cévnich svazk{ hliz v ranych stadiich infekce.
Tmavnuti cévnich svazkd maze byt i vyvolano rfadou abiotickych faktor( nebo
poskozenim desikanty. Naslednymi priznaky bakteridlni krouzkovitosti u silné
infikovanych hliz bramboru je vodnata a poloprdhledna duznina v okoli cévnich
svazkl. Jak infekce Cms postupuje, mohou se cévni svazky a okolni duZnina
rozkladat a pri zmacknuti z hlizy vytéka krémové zabarvena kasovita hmota bez
zapachu (viz. fotografie na titulni stran€) a rozlozena duznina tvori kruh kolem
cévnich svazkl (ring rot). Z pletiva v tésné blizkosti rozlozenych cévnich svaz-
kl Ize provést Uspésnou izolaci patogenu. Dle literatury se silné napadeni hliz
projevuje na povrchu propadem duzniny, tvorbou prasklin a zrzavé hnédym
zabarvenim kolem ocek (RICH, 1983; ROWE et al., 1995). Tyto hlizy jsou sekun-
darn€ napadany dalSimi bakteriemi a houbami. Nalez takto silné napadenych
hliz je v nasich zemépisnych $irkach vzacny. Zkuseny hodnotitel je schopny tak-
to intenzivné napadené hlizy odhalit na zaklad€ vizualniho porovnani s cévnimi
svazky zdravych hliz. VétSina slab€ az stfedné infikovanych cévnich svazkd hliz
v dob€ sklizné zlstava bez priznakd diskolorace. A to i presto, ze koncentrace
patogenu pri prechodu z mateéné hlizy na rostlinu a nasledné& pfi prechodu
z rostliny do dcefinych hliz pomalu roste. U bezpriznakovych hliz je koncentra-
ce patogenu v cévnich svazcich hliz nedostatecna na jejich devastaci, ktera by
nasledné€ mohla vést k jejich napadeni a rozkladu sekundarnimi patogeny na poli
nebo béhem skladovani. Niz§i obsah patogenu umozni jeho preziti v hlizach
a vertikalni prenos do dalsi generace.

Ani ponechani infikované hlizy v pldé nepredstavuje vyznamné riziko. Cévni
patogen Cms je Uzce specializovany na brambory, potencialné mlze prezivat
v nékterych druzich plevell z celedi Solanaceae, ve volné pudé ale nepreziva.
plevele likvidovat herbicidy. Namatkové testovani plevelnych hliz a nékterych
druhl pleveld provadéné v letech 2004-2008 neprokazalo pritomnost Cms.
Vzhledem k malému poctu pozitivnich nalez( plvodce bakterialni krouzko-
vitosti bramboru v téchto letech nebyly tyto kontroly provadény v navaznosti
na jeho potvrzeny vyskyt. Pri odhalovani pdvodct ztrat pri skladovani hliz ¢asto
dochazi k zamén€ Cms s pektinolytickymi bakteriemi. Nékteré druhy téchto
bakterii, které jsou béZné pritomné na povrchu hliz, pronikaji drobnymi pora-
nénimi do duzniny a zde se intenzivné mnozi i pfi nizkych skladovacich teplo-
tach. Zejména bakterie z rodu Pectobacterium a Pseudomonas duzninu rozloZi
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béhem nékolika dni a hlizy ,te¢ou”. Oproti tomu Cms je lokalizovan v cévnich
svazcich, pfi nizkych teplotach se témér nemnozi a rozklad hliz sdm o sobé
nevyvolava. Pouze u hliz oslabenych silnou infekci Cms se borti cévni svazky
a hlizy jsou sekundarné napadany bakterialnimi nebo houbovymi patogeny, kte-
ré je nasledné mohou zcela rozlozit.

3.3. Infekéni cyklus a prenos infekce Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus

Cely infekéni cyklus patogenu je striktné vazan na rostliny a hlizy bramboru.
Patogen prechazi z infikované matec¢né hlizy do vytvorené rostliny a nasledné
do dcefinych hliz. Po cely cyklus se dle vnéjSich podminek pomaleji nebo rych-
leji mnozi. Patogen muize pripadné preZit, nikoliv se mnoZit, v n€kterych pla-
nych druzich celedi Solanaceae. Patogen nepreziva dlouhodobé volné v pldé,
na jinych druzich rostlin, ve vod€ ani ve vzduchu. Nejdelsi uvedena doba preziti
pri pokusech byla 35 dni ve sterilni kohoutkové vodé pfi teploté 20°C. V neste-
rilnich povrchovych vodach pfi teploté 10°C se doba jeho preziti zkracuje na
7 dni (VAN DER WOLF and BECKHOVEN, 2004). Kontaminace porostt bram-
boru ze zavlahy neni mozna. Patogen se v povrchovych vodach vyskytuje ve vel-
mi nizkych koncentracich a neni schopny se mnoZit v pobfezni vegetaci. Jeho
preziti v pidé, vodé, na pozemcich a v prostorach farméarskych podnikd je vzdy
véazéano na zbytky rostlinnych pletiv a rostlinnych $tav. Siteni z rostliny na rostli-
nu hmyzimi vektory neni vyznamné.

Infikované sadbové hlizy s priznaky i bez priznakd a rostliny v tkarnovych kul-
turdch jsou hlavnim potencialnim zdrojem infekce (SLACK, 1987). K rozsiro-
vani infekce pak dochéazi zejména dcerinymi hlizami, tj. vertikalni cestou nebo
kontaminovanymi farmarskymi nastroji a stroji (MANSFELD-GEISE, 1997), tj.
horizontalni cestou.

3.3.1 Vertikalni prenos infekce

Vertikalni prenos infekce z mate¢nych hliz na rostliny bramboru a nasledné
na dceriné hlizy maze probihat nékolik let zcela skryté. NavySovani koncent-
race patogenu pri prechodu z jedné generace na naslednou je za stavajicich
teplotnich podminek stfedni Evropy velmi pozvolné. Patogen je obvykle zjistén
az po nékolika presadbach, kdyz dosdhne koncentrace zachytitelné nékterou
z imunochemickych nebo molekularné genetickych metod a vyvola pfizna-
ky cévniho vadnuti na rostlinach lilku a je z nich reizolovan. Rychlost nartdstu
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koncentrace patogenu v cévnich svazcich rostlin a hliz je ovlivnéna v prabéhu
vegetacni sezony pouze teplotami. Teplejsi pocasi vede k jeho rychlejSimu po-
mnozeni. Napriklad vysoké teploty v 1été roku 2015 vedly k zachyceni zvyse-
ného poctu dosud latentné probihajicich infekci. V nasledujicim teplotné pra-
mérné vegetacni sezoné nebyl hlasen zadny Cms pozitivni vzorek. Na zakladé
znalosti chovani patogenu a vyhodnoceni praktickych postupt pri Slechténi
a mnozeni brambor byla navrzena opatreni, jak retéz vertikalniho prenosu pre-
rusit a do budoucna ho zcela vyloucit.

3.3.2 Horizontalni prenos infekce

Pozornost vyzkumu i legislativy se doposud vice soustieduje na minimalizaci ho-
rizontalniho Sifeni Cms - technologicka opatreni, sanitace apod. (Anonymous,
1987). | mimoradna rostlinolékarska opatreni (MRO) zavadéna v zemédélském
podniku, kde byl prokazan vyskyt Cms, slouzi prioritné k zamezeni dalsiho ho-
rizontalniho Sifeni patogenu. Zahrnuji zdkaz sazeni zamorené partie brambor,
jeji likvidaci zptisobem, ktery neprestavuje riziko dalsiho Sifeni choroby, ocis-
tu a dezinfekci zarizeni, strojli, dopravnich prostredkd, sklenikd, skladd, obald
apod., vymezuje Uzemi, kde nesmi byt po stanovenou dobu pé&stovany Zadné
brambory, vSe za zvySeného dohledu a opakovanych kontrolach pracovnikt
UKZUZ. MRO neftesi vertikalni prenos. Likvidace jedné partie, kde pravé kon-
centrace patogenu presahla detekovatelny limit, neresi latentni Sifeni z matecné
hlizy na dcefinou.

Hlavnim zdrojem horizontalniho $ifeni jsou infikované rostlinné zbytky bram-
boru. Patogen mUlze preZit na suchych rostlinnych zbytcich na farmarskych
nastrojich a materialech pouzivanych pfi sklizni a uskladfiovani brambor. Pfi
soucasné vysoké mechanizaci zemédélské vyroby je mozZnost Sifeni infekce
obrovska. Zakladnim pravidlem pfi produkci zejména sadbovych brambor je
pouzivat co nejSetrnéjsi zplsob nakladani s hlizami. To je takovy, ktery nezpU-
sobi mechanické poskozeni hliz v Zadné fazi - sazeni, péstovani a skladovani
brambor. Bakterie také mize prezivat a zlstat infekéni po ne€kolik let na pytlech,
prepravkach, zdech skladu a jinych plochach, kde zUstaly zaschlé zbytky hliz
nebo $tavy z hliz. Ackoliv tyto rostlinné zbytky nejsou vyznamnym zdrojem Sire-
ni infekce, mohou zkomplikovat eradikaci patogenu. Bakterie mizZe prezimovat
v pUdé€, ale pouze na rostlinnych zbytcich bramboru nebo v plevelnych hlizach.
Likvidace plevelnych hliz je velmi obtiZzna. Pouze mélo v soucasnosti povolenych

herbicidnich pripravkl je Gcinnych. Plevelné hlizy mohou prezivat na daném
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stanovisti nékolik let. Patogen muze prezit ve vodé vice jak mésic. Neni ale znam
zadny plevelny hostitel, ktery by umoznoval jeho mnozeni. Existuji diikazy, Ze
k prenosu muze dojit pres vodu, v které byly umyty kontaminované hlizy. Pri
¢isténi a myti hliz dochazi ¢asto k tvorbé& nepatrnych mechanickych poranéni,
kterymi mUze patogen proniknout do hlizy. Nicméné tento zpUsob prenosu je
nevyznamny. Pfenos pres vodu nebo kontaminované ¢asti myci a balici linky
hrozi pfedevsim u konzumnich nikoliv sadbovych hliz. Zdrojem patogenu mo-
hou byt odpadni vody ze zavod(l zpracovavajicich hlizy. Cms muze urcitou dobu
prezivat na rostlinnych zbytcich nebo v koloidnim roztoku Skrobu. Teplota od-
padnich vod obvykle nedovoluje mnozZeni patogenu, pouze jeho preZivani, nic-
méné¢ tyto odpady by nemély byt vyvazeny na pozemky, kde se planuje vysadba
brambor nebo raj¢ete. Odpady Ize vypoustét napriklad na trvalé travni porosty.
Klesajici ceny technologii biologického Cisténi odpadnich vod a rostouci sankce
za pripadnou kontaminaci pady pravdépodobné brzo odstrani i toto riziko Sire-
ni patogenu. V soucasnosti jsou nejdostupnéjSimi dekontaminacni technologie
vyuZivajici dezinfekce UV zarenim a pro vétsi podniky je dostupna i ozonizace
odpadnich vod. Po vyreseni dlouhodobé stability filtri budou v dohledné dobé
velmi perspektivni metody membranové filtrace a filtrace pres modifikované na-
notextilie. Ve vSech pripadech se pro zvyseni t¢innosti musi zafadit mechanické
predstupné filtrace.

3.4. Identifikace

Vzhledem k tomu, Ze se detekce plvodce bakteridlni krouzkovitosti provadi
prevazné v bezpriznakovych rostlinach a hlizach, je potvrzeni pritomnosti Cms
zavislé na presnych detekénich metodach. Jejich vysledek musi byt ve druhé fazi
potvrzen biologickym testem patogenity a izolaci patogenu z inokulovanych
rostlin. Vysledky vSech determinacénich metod musi byt hodnoceny v porovnani
s vysledky pozitivni a negativni kontroly. Ve snaze zvysit G¢innost detekénich
metod Cms jsou vyuzity detailni znalosti o rychlosti mnoZeni, migraci a lokaliza-
ci patogenu v hlizach a uvnitr vaskularnich pletiv celé rostliny v zavislosti na ris-
tové fazi rostlin a na vnéjsich podminkach. Uspésnost identifikace ovliviiuje ze-
jména termin odbéru vzorkd rostlin a hliz a optimalizace detekénich metod.
Podrobny popis zplsobu odbéru vzorkd rostlinnych pletiv, jejich zpracova-
ni a detekce patogenu optimalizovanymi metodami je popsana v metodice
(PANKOVA a KREJZAR, 2015).
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3.4.1 Odbér vzorku

Termin odbéru vzorkd, presné misto odbéru a velikost vzorku se u rostlin a hliz
lisi.

3.4.1.1 Rostliny

Pri determinaci Cms v polnich nebo sklenikovych podminkéach je idealni odebrat
v dobé kvétu hlavni stonek a provést analyzu cca 1g cévnich svazkl na bazi,
ve stfedu a vrcholu rostliny. Rostlina, z které se vzorky odebiraji, se oznaci. Po-
dle provedenych pokust Ize Cms prokazat v bazalni zelené ¢asti rostliny nejdrive
6 tydnt po vyraseni. Infekce migruje cévnimi svazky rostliny. Infekce je pritom-
na ve vsech stoncich trsu rostliny bramboru. Stfedni az silné infekce je v obdobi

s vz

kveteni prokazatelna v témér 100 % analyz i ve stiedni ¢asti rostliny bramboru
avice jak 50 % i ve vrcholu rostliny. Odbér ze tri ¢asti rostliny zvysuje pravdépo-
dobnost zachytu infekce. Odbér vzorkl rostlin v kvétu poskytuje vyhodu vcas-
ného stanoveni Cms, vychazi z poznatkd o migraci patogenu v cévnich svazcich.
Jeden vzorek rostliny je vice representativni nez jeden vzorek hliz. Je vhodngjsi
nez predskliziiovy odbér nasazenych hliz. V pripadé€ pozitivnino nalezu Cms
v rostling, Ize cely trs bramboru zlikvidovat a zabranit tak dalSimu Sifeni patoge-
nu. Pozitivni nalez v rostlinach by mél vést ke zvysené kontrole sklizné.

Pri determinaci Cms v tkanovych kulturach in vitro se napéstuje nejméné
40 rostlin/klon odr(idy. Jeden vzorek obsahuje celé stonky bez listd 10 rostlin
cca 10cm vysokych (1g). Jakykoliv pozitivni nebo podezrely nalez Cms musi
vést k likvidaci klonu a dsledné kontrole dalSich klond odrudy.

3.4.1.2 Hlizy

Zavedeny postup analyz dcerinych hliz v pfedskliziiové zralosti je z hlediska zna-
losti o rdistu a migraci Cms naprosto nevhodny. Rada skrytych latentnich infek-
ci zlistane neodhalena. Latentni infekce se diky nevhodnému terminu prenasi
do dalsi generace. Pri determinaci Cms v dcefinych hlizach pred sklizni by se
pred analyzou mély hlizy alespofi 6-8 tydn( inkubovat pFi provokacni teploté
20-22°C. Zvysena teplota podporuje rozvoj infekce v hlizach a zvysuje prav-
dépodobnost namnozeni patogenu nad detekéni prah. Pri pozdéj§im odbéru
postacuje kratsi doba inkubace hliz, cca 4 tydny. Vzorek obsahuje vyextrahova-
né cévni svazky z pupkové ¢asti cca 10 hliz (1g cévnich svazkd). Pozitivni nlez
Cms by mél vést k likvidaci celé partie a dalSim kontrolnim odbérim dalsich
partii dané odrady.
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3.4.2 Vizualni kontrola hliz
Vzhledem k tomu, Ze v CR jsou pfiznaky choroby na rostlinach a v hlizach vzac-
né, je vizualni kontrola jen orientacni.

Pri vizualni kontrole se hodnoti zabarveni cévnich svazkd na podélném rezu
rozkrojené hlizy v pupkové casti, tak aby byl viditelny prabéh cévnich svazka.
Vizudlni kontrolou Ize odhalit pouze silngjsi infekci hliz. Vizualni kontrola mize
byt zkreslena pritomnosti plvodcl dalSich chorob, abiotickymi faktory nebo
desikanty.

U silné infikovanych hliz po zmacknuti vytéka z cévnich svazkl bily az Zluté
zabarveny husty bakterialni exudat, z kterého Ize bakterii primo izolovat. Na z&-
kladé nékolikaletého porovnani vizuainiho posouzeni cévnich svazkd hliz a vy-
sledkd jejich testovani determinaénim imunoabsorpénim sendvi¢ovym testem
(DAS ELISA), je zaskoleny pracovnik schopen odhalit s vice jak 75% spolehli-
vosti stfedné az siln€ infikované hlizy. Tyto hlizy jsou pak jednoznaéné pozitivné
vyhodnocené detekénimi metodami DAS ELISA a real-time PCR a v biologickém
testu.

3.4.3 Piesné detekéni metody

V soucasné dobé se pro v¢éasné odhaleni patogenu Cms v nizkych koncentracich
vyuziva detekce citlivymi imunochemickymi a molekularné genetickymi meto-
dami. Na citlivosti detekénich metod zavisi odhaleni latentnich infekci Cms.

Z imunochemickych metod se pro detekci Cms vyuziva predevsim neprima
imunofluorescence (IFA) a sendvi¢ovy ELISA test (DAS ELISA). Detek¢ni limit
téchto metod se pohybuje kolem 10* bunék na 1ml rostlinného extraktu. Otes-
tované komer¢ni protilatky pro ELISA byly spolehlivé. Dlouhodobé nebyla v CR
nalezena zadna bakterie z epifytu rostlin a hliz bramboru, kterd by vyvolava-
la faleSné pozitivni reakci. ZvySenou hodnotu absorbance pfi hodnoceni test(
nevyvolava ani rostlinna stava z brambor vysoce skrobnatych pramyslovych
odrad. Nékteri autori uvadi krizové reakce s extrakty jinych rostlinnych druht
(SIVAPALAN, 2001), co? je pti zptisobu odbéru vzorkt CR nevyznamné. ELISA
metoda nevyzaduje finan¢né naro¢né vstupni investice, poskytuje vysledek bé-
hem 48h a Ize ji hodnotit vizualné podle barevné zmény. Je proto vhodna pro
firemnilaboratore pro systematickou kontrolu vychozich materialt, mezistupnd
Slechténi a jednotlivych stuprii mnozeni bramboru apod.

Druhou skupinu detekénich metod tvori molekularné genetické metody za-
lozené na amplifikaci pro Cms specifického Useku genomové nebo plazmidové
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DNA. Vsechny varianty PCR, nested PCR, real-time PCR, FISH apod. posky-
tuji vysledek analyzy vyextrahované DNA béhem 24h bez ohledu na to, zda
jde o priznakové nebo bezpriznakové rostliny. Realistické detekéni limity u PCR
protokol s vysokou hodnotou reprodukovatelnosti jsou 10° bunék na 1ml.
Pravdépodobnost faleSné€ pozitivni reakce je minimalni, lze ji zcela eliminovat
pouZitim interni kontroly. FaleSné& negativni reakce maze byt vyvolana pfilis niz-
kou koncentraci Cms nebo inhibici amplifikace DNA reakci s rostlinnymi pletivy
a kontaminaci z prostredi. Inhibici Ize ¢aste¢né zabranit pridanim druhého setu
primery, které amplifikuji 16S DNA Gsek. Molekularné genetické metody jsou
doposud finan¢né€ naroc¢né a vyzaduji odborné vyskoleni.

Obohacovaci predstupné identifikacnich metod, které se snazi zvysit kon-
centraci bakterie Cms k pozitivnim detekénim limitdm pred vlastni analyzou se
neosveédcily. Vzhledem k pomalému ristu Cms, dochéazi béhem jeho kultivace
k prerastani ostatnimi pritomnymi mikroorganismy.

3.4.4 Biologicky test a izolace patogenu

Provadi se injikaci Cms pozitivniho extraktu do lilku vejcoplodého (Solanum me-
longena L.) cv. Black Beauty v karanténnim skleniku v minimalné 6 opakovanich
ve fazi dvou pravych listd pri idealni teploté kolem 24 °C, vyssi relativni vinkosti -
nad 75 % a denni periodé min. 10,5 h (BISHOP and SLACK, 1987). Vizualni hod-
noceni rostlin se provadi v tydennich intervalech, 4-8 tydnd v porovnani s po-
zitivni kontrolou, tj. bakterialni suspenze sbirkového kmene Cms NCPPB 3467
o koncentraci 10° bunék/ml, (viz fotografie na titulni strané) a negativni kon-
trolou (sterilni fyziologicky roztok nebo extrakt ze zdravych rostlin nebo hliz).
Izolace a determinace patogenu se provadi z okoli mista vpichu po vytvoreni
priznakl cévniho vadnuti u rostlin lilku v nékolika opakovanich nebo z bezpfri-
znakovych rostlin lilku po 8 tydnech. Macerat lilku se roztird na médium C nebo
semiselektivni médium NCP-88 (DE LA CRUZ et al., 1992). Patogen po inku-
baci pri 22-25°C po dobu nejméné 5 dni vytvari drobné krémové bilé, pozdéji,
po 10 a vice dnech, az nazloutlé kolonie. Morfologii izolovaného Cms lze ori-
entacné ovérit gramovym barvenim. PFitomnost patogenu se potvrdi nékterou
z vySe uvedenych determinacénich metod.
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3.5. Preventivni opatieni proti Sireni infekce Clavibacter michiga-
nensis subsp. sepedonicus

Vzhledem k tomu, Ze neexistuji zadné ucinné chemické ani nechemické metody

regulace patogenu, je nezbytné se zamérit na prevenci horizontalniho a verti-

kalniho Sireni. Prestoze existuji rozdily v citlivosti odrdd vici patogenu, v praxi

se neuplatniuji (Pankova, Krejzar, nepublikovano).

Opatreni proti horizontalnimu Sifeni patogenu, tj. zejména dodrzovani osev-
niho postupu a dalSich agrotechnickych opatfeni a vSech sanitarnich opatreni
branicich horizontalnimu prenosu ptvodce bakterialni krouzkovitosti brambo-
ru, jsou samozrejmym predpokladem pro priblizeni se k pozadavku jeho nulo-
vého vyskytu v sadb& brambor.

Nejvyznamnéjsim preventivnim opatrfenim proti vertikalnimu Sifeni patogenu
je systematické testovani porostt sadby a sadbovych hliz. Bohuzel pri soucasné
nulové toleranci Cms v sadbé je systematické opakované testovani sice velmi
nakladnou, ale jedinou cestou jak se tomuto poZzadavku pfriblizit. Opakovanim
tristupriové kontroly u perspektivnich slechtitelskych a mnozitelskych materialdi
po dobu nékolika let by se mélo docilit preruseni vertikalniho prfenosu patogenu
z matecnych hliz na dcefiné. Ztrata jedné vegetacni sezény nutné pro otestova-
ni vychozich materialt je mensi komplikaci, nez reseni disledkd vyplyvajicich
z pozdéjsich pozitivnich nalezd.

Vyznam vertikalniho Sifeni pivodce bakterialni krouzkovitosti bramboru byl
v poslednich letech prokazan pozitivnimi vyskyty v komerénich stupnich sad-
by. S kaZzdym stupném presadby roste pravdépodobnost, Ze dojde k namnoze-
ni patogenu na hranici detekovatelnosti doporucenych determinac¢nich metod
a biologického testu. Nemnozit sadbovy material do nizsich komercnich stupnd
A nebo dokonce B, je vedle systematického testovani vstupnich material nejvy-

znamn¢€jsim preventivnim opatfenim proti Sifeni patogenu.

B PRAKTICKE INFORMACE ¢. 68 17



3.5.1 Tristupriova kontrola vstupnich slechtitelskych a mnozitelskych
materialt bramboru

Navrzeny tfistupriovy proces zahrnuje dlslednou nékolikanasobnou kontrolu
veskerych vychozich slechtitelskych a zdrojovych materiald genotypl brambo-
ru i novoslechténi. Kazdy material je b€hem jedné vegetacéni sezony intenzivné
testovan ve vSech vegetacnich fazich vyvoje. V prvni fazi jsou vizualné kontrolo-
vany matecné hlizy. Ve druhé fazi jsou detekénimi metodami v pribéhu vegeta-
ce kontrolovany rostliny bramboru a dcefiné hlizy. Ve treti fazi jsou detekénimi
metodami kontrolovany rostliny in vitro po prevodu materialt do tkanovych
kultur. V jednotlivych stupnich kontroly jsou veskeré podezrelé vzorky hliz nebo
rostlin okamzit€ vyrazovany. Pouze material, ktery je zcela negativni v celém
procesu kontroly od mate¢né hlizy az po tkafiovou kulturu, maze byt dale po-
uZit pro slechténi nebo mnozeni. Cilem celého procesu kontroly je vytvorit co
nejvhodnéjsi podminky pro pomnoZeni patogenu a intenzivnim systematickym
mnohondsobnym testovanim materialu determina¢nimi metodami ve vsech
vegetacnich stadii maximalné zvysit pravdépodobnost jeho zachytu. Pro pod-
poru mnozeni Cms jsou matecné a dceriné hlizy pred hodnocenim 4-6 tydn(
inkubovany pfi teplot€ 22°C. Pro zvySeni poctu testovanych vzorkl je po vi-
zualnim hodnoceni jedna polovina kazdé mate¢né hlizy zasazena do ristové
nadoby v idealnich podminkach karanténniho skleniku a druha polovina je pés-
tovana v polnich podminkach. Pravdépodobnost zachytu patogenu v nizkych
koncentracich a snizeni vyskytu faleSné pozitivnich reakci v dasledku krizovych
reakci s nadbytecnymi rostlinnymi pletivy je zvySena i rozdélenim standardniho
vzorku na né€kolik dil¢ich cca 1g vzorkd rostlin a hliz a precizni extrakci cévnich
svazkld zejména hliz.
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I. FAZE
KONTROLY

TRISTUPNOVE KONTROLNi SCHEMA
Eliminace vertikalniho Sireni latentni infekce bakterialni krouzkovitosti bramboru,
vyvolané karanténni bakterii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus,
ve vstupnich Slechtitelskych a mnozitelskych materidlech bramboru
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11l. FAZE
KONTROLY

PROVERENY KLON PERSPEKTIVNIHO SLECHTITELSKEHO NEBO
MNOZITELSKEHO MATERIALU PROSTY KARANTENNI BAKTERIE

.

Clavib: ich is subsp.
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3.6. Management, regulace choroby

Trvala eradikace patogenu je vzhledem k jeho vysokému infekénimu potencialu

nemozna.

m Korekce vyskytu choroby je velmi obtizna a ndkladna - mozna je jen na za-
kladé dodrZovani vSech opatreni proti vertikdlnimu a horizontalnimu Sire-
ni patogenu. Trvalym systematickym testovanim vSech vstupnich Slechtitel-
skych materiald, mezistupnl Slechténi, novych odrid Ize eliminovat moznost
vertikalniho Sifeni Cms. Zvlastni ddraz musi byt kladen na provérovani vsech
materiald uréenych na prevod do tkanovych kultur! Ddslednymi sanitarni-
mi opati'enimi zahrnujicimi ocistu vSech nastrojd, sazecich a sklizecich strojg,
viech skladovacich a transportnich prostor, bezpe¢nym naklddanim s odpa-
dy a dodrzovanim spravnych agrotechnickych postupt Ize zabranit horizon-
talnimu Sifeni patogenu.

m Dopad vyskytu patogenu ve sti‘edni Evropé€ se neprojevuje zadnymi vyznam-
nymi skliziovymi nebo poskliziiovymi ztratami. Ekonomické ztraty vznikaji az
v dlsledku mimoradnych opatrfeni (MRO) uvalenych na podnik, na jehoz plo-
chach byl patogen prokazan. Dlouhodobé pretrvavajici pochybnosti o ,Cis-
toté” sadby vypéstované v podniku, na ktery byla v minulosti uvalena MRO,
mohou vést k velkym ekonomickym ztratam a ukonceni ¢innosti mnozenim
a péstovanim brambor.

B Potencial choroby spocivd v moZnosti bezpriznakového Sifeni po viech pro-
dukénich plochach bramboru - Sifeni choroby v Evropé dlouhodobé docha-
zelo prostiednictvim ,Cisté” sadby. Patogen muize prezivat v infikovanych
hlizdch po nékolik generaci bez jakychkoliv pfiznakd a v nedetekovatelné
koncentraci.

B Zdrojem infekce jsou jednak bezpriznakové hlizy pouzité pro prevod genoty-
pu do tkanovych kultur (SCHUD et al., 1992). Prostrednictvim infikovanych
vychozich in vitro kultur Ize postupnym mnozenim sadby rozsifit patogen
bez projevu jakychkoliv priznakl na obrovské plochy! Vyznamnym zdrojem
patogenu jsou suché zbytky infikovanych rostlin, hliz a Stavy na nastrojich
a sklizecich strojich, kde patogen preziva az 5 let (GUDMESTAD and SECOR,

1993; NELSON 1984) a mUze byt jejich prostfednictvim rozsifen na dalsi
produkéni plochy a dalsi stroje.

20 PRAKTICKE INFORMACE ¢. 68 W

4. SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

Komplexni metodika reaguje na situaci poslednich cca 5 let. Potfebnost a aktu-
alnost Fesené problematiky je dana op&tovnym nardstem pozitivnich nalezd pa-
vodce bakterialni krouzkovitosti bramboru, karanténni bakterie Cms v komer¢-
nich stupnich mnozeni odriidového sadbového materidlu. Tyto pozitivy byly
hlaseny navzdory 20 let trvajici snaze o eradikaci patogenu, navzdory vysokym
nakladdm vynalozenym na testovani sadbovych a konzumnich hliz bramboru
na pritomnost patogenu. Pri pozitivnich nalezech patogenu v sadbé se MRO za-
mé&ruji predevsim na preruseni moznosti horizontalniho Sifeni patogenu. Praxe
poslednich let prokazala nedostate¢nost téchto opatreni. Vznikla situace vyvola-
la paniku mezi mnoziteli sadby i péstiteli konzumnich brambor, ktefi se boji na-
kupovat sadbu od tuzemskych mnozitelQ, prestoze nékteré ceské odridy patri
v Evrop€ mezi nejlepsi. Hrozi, Zze n€které zemédé€lské podniky omezi mnozeni
a péstovani této plodiny, ohroZeno je i slechténi novych odrid pres naprosto
ideélni geografické a klimatické podminky CR pro tuto komoditu v ramci Evropy.

Metodika je urcena predevsim Siroké odborné verejnosti, Slechtiteldm, pra-

covniklm podnikd, které produkuji sadbovy material i konzumni brambory.
M ze slouzit i jako informaéni material pro organy statni spravy - Ministerstvo
zemédélstvi CR a Ustredni kontrolni a zkusebni Gstav zemé&dé&lsky. Metodika
by méla prispét k realnému komplexnimu nahledu na chorobu a realné ucinné

vy

moznosti ochrany proti jejimu Sifeni horizontaln€ i vertikalné€. Praxe celosvéto-
ve prokazala, ze Zadny jednoduchy, rychly a bohuzel ani levny nadvod na eradi-
kaci patogenu neexistuje. Metodika dale nové zahrnuje efektivni, systematicky
standardizovany postup testovani viech materiald bramboru, které umozni vy-
louceni infikovanych klon0 a partii sadbovych hliz z dalSiho procesu ucelového
Slechténi a mnoZzeni. Postupné by se tak méla eliminovat i moznost vertikalniho
Sifeni latentn€ pritomné infekce a mélo by dojit k ozdraveni stavajicich mno-
zitelskych materiald bramboru. Komplexni pristup k chorobé by mél prispét
k obnoveni jistoty podnikani u ¢eskych mnozitel( a Slechtitel’ a davéry ceskych
péstiteld bramboru. Nové doporucovany postup tykajici pFeruseni retézce ver-
tikalniho Sifeni patogenu v Slechtitelskych a mnozitelskych materidlech brambo-
ru je v procesu schvalovani pravni ochrany.
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5. POPIS UPLATNENi METODIKY a biologickych metod. Firmy v zahranici si toto riziko uvédomuiji a certifikované

Tato metodika poskytuje komplexni pohled na problematiku bakterialni krouz- sadbové hlizy si rad€ji sami opakované pred vyvozem a pred vysadbou testuji.
kovitosti bramboru, zabyva se priznaky, Sifenim a kontrolou choroby. Shrnu- Bohuzel bakterialni krouzkovitost bramboru je zneuzivana v konkurenénim boji
je soucasné védecké poznatky a dlouhodobé praktické zkusenosti pracovnikd mezi podniky obchodujicimi se sadbovymi materialy bramboru. | nepodlozené
Rostlinolékarské bakteriologie v oblasti epidemiologie choroby a chovani pato- zpravy o podezreni na vyskyt Cms v sadbovém materidlu mohou vést k poklesu
genu v klimatickych a péstitelskych podminkach stfedni Evropy. Shrnuje vSech- prodeje a ekonomickym ztratdm firmy. Eliminace Cms prispéje k ekonomické
na funkéni preventivni opatreni branici vertikalnimu i horizontalnimu Sireni pa- stabilizaci a umoZni rozvoj zemédélskych podnikl zabyvajicich se Slechténim
togenu s ddrazem na ochranu cennych Slechtitelskych material( a sadbovych a mnozenim konzumnich a primyslovych genotypt bramboru v idealnich geo-
materiald jednotlivych genotypl bramboru v procesu mnozeni. Trendem v za- grafickych a klimatickych podminkach CR.

hranic¢i je prlibézna kontrola porostd a hliz bramboru na pritomnost Cms nad
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krouzkovitosti bramboru (Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus)

v tuzemské produkci brambor. MZe CR, 14. 1. 2016 a 26. 10. 2016.

Skoleni pracovnikii Vesa Velhartice a.s. Detekce ptvodce bakterialni krouzkovitosti,
bakterie Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, v hlizach bramboru
metodou DAS ELISA. 20. 1. 2016 VURV, v.v.i.

Jednani k problematice zjistovani vyskytu a testovani na pritomnost plivodce bakterialni
krouzkovitosti bramboru (Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus)

v tuzemské produkci brambor.MZe CR, 13. 1. 2015 a 25. 3. 2015.
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9. OBRAZOVA CAST

Hlizy s priznaky bakterialni
krouzkovitosti bramboru -
V nasich zemépisnych sirkach
je hlavnim priznakem siln€jsi
infekce na hlizach ztmavnuti
cévnich svazkl, dle odridy
jsou tmavé Zluté az hnédé.
Jak infekce Cms postupuje,
mohou se cévni svazky a okol-
ni duznina rozkladat a pfi
zmacknuti z hlizy vytéka
krémové zabarvena kasovita
hmota bez zapachu.

Plvodce bakterialni krouzkovitosti bramboru,
bakterie Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus na zivném médiu
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Obr. 1-8: typy priznakl bakterialni krouzkovitosti bramboru po umélé inokulaci korent rostlin
konzumnich a priimyslovych odrdd bramboru namééenim v suspenzi Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus.
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Obr. 9-10 priznaky infekce Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus na rostlindch brambo-
ru v tkdnovych kulturach in vitro

Obr. 11-12 reakce nachylné (A) a méné nachylné (B) odrtdy bramboru na naméaceni korent
rostlin do bakterialni suspenze Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus o koncentraci
10°-108bunék/ml v porovnani s kontrolnimi rostlinami bramboru namaéenymi do sterilni vody
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Obr. 13-15 reakce rostlin citlivéjSiho genotypu bramboru na umélou inokulaci
bakterialni suspenzi Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus o koncentraci
107-10°bunék/ml Z - zalévanim a N - namacenim korend v porovnani s kontrolnimi
rostlinami naméacenymi do sterilni vody
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Obr. 19-20: reakce rostlin bramboru na umélou inokulaci bakterialni suspenzi Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus o koncentraci 108-10°bunék/ml Z - zalévanim
a N - namacenim korenl v porovnani s kontrolnimi rostlinami namacenymi do sterilni vody

<« Obr. 16-18: reakce rostlin odolInéjsiho genotypu bramboru na umélou inokulaci bakterialni
suspenzi Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus o koncentraci 10’-10°bunék/ml
Z - zalévanim a N - namacenim kofend v porovnani s kontrolnimi rostlinami naméaéenymi
do sterilni vody

30 PRAKTICKE INFORMACE ¢. 68 W B PRAKTICKE INFORMACE ¢. 68 31



VYZKUMNY USTAV
BRAM BO@ARSKY
HAVLICKUV BROD
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Priznaky vadnuti a svinovani na listech bramboru po umélé infekci virulentnim kmenem
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

Rada PRAKTICKE INFORMACE - Cislo 68.

BAKTERIALNi KROUZKOVITOST BRAMBORU

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.
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