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1. UVEDENI DO PROBLEMATIKY

Pavodcem obecné strupovitosti hliz bramboru (Solanum tuberosum L.) v Ces-
ké republice je bakterie Streptomyces scabiei (ex Thaxter 1891) Lambert and
Loria 1989. U odruad urcenych k primému prodeji jsou strupovité hlizy konzum-
nich odrid bramboru pro svoji nevzhlednost a nachylnost k sekundarnim pato-
genim nevhodné pro myti a baleni do transparentnich obald. Vyskyt zejména
kraterovitého typu strupovitych 1ézi je pricinou ekonomickych ztrat i u odrid
urcenych predevsim k vyrobé polotovarl a potravinarskych vyrobkl (hranolky,
chipsy apod.). ZvySené naroky na vzhled a kvalitu hliz konzumnich brambor
maji za nasledek vzestup poptavky po odridach vyznacujicich se rezistenci k ak-
tinobakterialni obecné strupovitosti bramboru. Pro testovani rezistence genoty-
pl bramboru bylo doporuceno nekolik metod (Gun et al., 1983), ale dosavadni
praxe je vétSinou takova, Ze se odrldy testuji v polnich podminkach. Nevyho-
dou téchto testl je jejich ¢asova narocnost, pracnost a vysoka nakladovost. Za-
sadnim problémem je variabilita vysledkd hodnoceni ¢etnosti vyskytu choroby
a stupné napadeni na jednotlivych lokalitach v jednotlivych letech. Variabilita je
zpUsobena jednak rozdilnymi meteorologickymi podminkami, zejména v kritic-
ké fazi infekéniho cyklu, jednak pldnimi podminkami tj. rozdily v zamorenosti
patogenem a slozeni ptdni mikrofiéry (Pasco et al., 2005). Vyjimecné se pro-
vadi hodnoceni rezistence odrid bramboru k obecné strupovitosti v hangarech
nebo parnicich s regulovanou zavlahou. Sadbové hlizy testovanych odrld jsou
vysazovany do zeminy prirozené kontaminované blize neidentifikovanym pato-
genem. Tato zemina se odebira z lokality, ktera je zndma ¢astym vyskytem stru-
povitosti, napriklad lokalita Vyklantice. | tato metoda je ¢asov€ velmi naro¢na.

Sklenikové testy na rozdil od predchozich metod miZeme provadét celoro¢né.
Nové nebo zajimavé odriidy miZeme otestovat na rezistenci k obecné strupo-
vitosti za zcela standardizovanych podminek b&€hem obdobi vegeta¢niho klidu.
Usetrfime tak jednu vegetacni sezOnu nutnou pro otestovani v polnich podmin-
kach nebo hangarech a ziskame jednoznaéné vypocitanou hodnotu hladiny re-
zistence odrudy k aktinomycetové obecné strupovitosti. V kontrolovanych skle-
nikovych podminkach se nej¢astéji pracuje se sadbovymi hlizami nebo hlizami
ze stonkovych rizkovanct (Loria et al., 1997, Lindholm et al., 1997). Pri testova-
ni rezistence odrid bramboru na sadbovych hlizach je nutné pracovat s partie-
mi, které jsou zcela prosté priznak( obecné strupovitosti. Provokac¢ni podminky
vytvorené ve skleniku mohou zpUsobit aktivaci latentné pritomné infekce v len-
ticelach, nasledné vyvolat tvorbu strupovitych [ézi a zkreslit hodnoceni testd
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patogenity (Wang and Lazarovits, 2005). Nakladnéjsi postup vyuZivajici in vitro
rostliny je vhodny zejména pro testovani virulence a agresivity izolatl. Kmeny je
nutné testovat minimalné na tfech odrtidach bramboru s rozdilnou nachylnosti
k obecné strupovitosti. PFi praci s ndkazy prostymi rostlinami in vitro je tak vy-
loucena moznost vzniku falesné pozitivni reakce z dlivodu nepritomnosti latent-
ni infekce. Testovani virulence izolatd se rutinn€ neprovadi. Inokulaci sadbovych
hliz nebo rostlin in vitro bramboru presné definovanymi izolaty pdvodct aktino-
mycetové obecné strupovitosti zpresinuje hodnoceni rezistence odridy (Pasco
et al., 2005). Z vysledk prizkumu spektra pavodcl aktinomycetové obecné
strupovitosti provadéného v letech 2007-2010 vyplyva, zZe t€mito definovanymi
ptvodci by v Ceské republice mély byt virulentni izolaty Streptomyces scabiei
(Pankova et al., 2010). V literature je nejcastéji doporucovano dvojstupriové
namnozeni inokula virulentniho izolatu, tj. nejprve na pevnych nebo v tekutych
zivnych médiich a nasledné na perlitu, ktery se promicha v riznych pomérech
s pudnim substratem. Rychlejsi alternativou je namnozeni dostate¢ného mnoz-
stvi virulentniho izolatu na pevnych zivnych médii a promichani substratu pri-
mo se zhomogenizovanou bakterialni kulturou véetné Zivného média. Vzhledem
k pomalému ristu streptomycet tato metoda Setfi ¢as a snizuje riziko kontami-
nace (Pankova et al., 2010). Rezistence odridy se hodnoti na zakladé vypoctu
primérného indexu strupovitosti SI. Ve vzorci byva zohlednéno procento stru-
povitych hliz, intenzita napadeni, pocet opakovani, pripadné typ strupovitych
lézi (Pasco et al., 2005).

2. CiL METODIKY

Cilem této metodiky je predevsim standardizovat, ale i zjednodusit a urychlit po-
stup zejména hodnoceni rezistence odrid bramboru k aktinobakterialni obecné
strupovitosti, ale i hodnoceni agresivity izolatd plvodcl choroby metodou umeé-
[€é infekce ve sklenikovych podminkach. Zatimco testovani v polnich podminkéach
poskytuje informaci o horizontalni druhové nespecifické rezistenci, predlozena
metodika poskytuje Udaje o specifické rezistenci k definovanym kmendm druhu
Streptomyces scabiei. V¢asné stanoveni rezistence odrtid bramboru k aktino-
mycetové obecné strupovitosti povede k vylouceni nachylnych odriid ze sor-
timentu péstovanych konzumnich odrdd bramboru a tim minimalizovani eko-
nomickych ztrat zplsobenych neprodejnosti nevzhlednych strupovitych hliz.
Znalost agresivity spektra plvodcl obecné strupovitosti povede k minimalizaci
ekonomickych ztrat na pozemcich s vyskytem agresivnich kmen0 fytopatogen-
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nich streptomycet a to jak volbou vhodnych rezistentnich odrdd bramboru, tak
i Gpravou agrotechnickych postup(.

3. VLASTNIi POPIS METODIKY

3.1. Stanoveni rezistence odrid bramboru

Predpokladany metodicky postup stanoveni rezistence odrid bramboru je zalo-
zen na umélych infekcich sadbovych hliz testovanych odrad definovanymi viru-
lentnimi izolaty Streptomyces scabiei. Vlastni metodika ma tyto ¢asti:

Priprava bakteriadlnich suspenzi virulentnich izolata Streptomyces scabiei

Inokulace nakli¢enych sadbovych hliz

Hodnoceni rezistence odrud

3.1.1. Priprava bakterialnich suspenzi virulentnich izolata
Streptomyces scabiei

Pri testovani odrid bramboru na rezistenci k obecné strupovitosti pripravime
bakterialni suspenze 2-3 virulentnich izolatl Streptomyces scabiei. Virulentni
kmeny uchovavame v lyofilizovaném stavu nebo hluboko zamrazené (-70°C).
Izolaty ozivujeme a dale kultivujeme na médiu C (5g peptonu, 3g kaseinové-
ho hydrolyzatu, 3g kvasni¢ného extraktu, 2g maltézy, 1g laktézy a 18 g agaru
na 11 destilované vody) 5-7 dnt pfi 25°C. Obsah 10 Petriho misek virulentniho
izolatu, v¢éetné agaru, rozmixujeme na mixéru (Waring), vznikly homogenat na-
redime sterilni vodou na objem 500 ml.

3.1.2. Inokulace naklicenych sadbovych hliz

Kazdou odridu testujeme na rezistenci k aktinomycetové obecné strupovitosti
s 2-3 virulentnimi izolaty ve 2-4 opakovanich. Sadbové hlizy testovanych odrid
nechame 1-2 tydny naklicit pri pokojové teploté. Klicky zastfihneme na délku
cca 2cm a namacime v bakteriadlni suspenzi. Po zaschnuti suspenze hlizy indi-
vidualné sazime do nddob se zahradnickym substratem (firma Agro). Jako po-
zitivni kontrolu pouzijeme nékterou z velmi nachylnych odrid (Desireé, Agria),
postupujeme stejné jako u odrid testovanych na rezistenci. Jako negativni kon-
trolu namacime vzdy 2-4 naklicené hlizy testovanych odrdd do sterilni vody.
Inokulované hlizy v nddobach prvni tyden zalévame kropenim, dale pak 6 tydnt
1x tydné spodni zalivkou. Ve skleniku udrzujeme teplotu 20-22 °C.
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3.1.3. Hodnoceni rezistence odritd

Po 6-8 tydnech hodnotime pocet sklizenych hliz (S), napadenych strupovitych
hliz (N) a prdmérnou intenzitu (plochu-P) napadeni (James, 1971) 2-4 opa-
kovani jednotlivych kombinaci odrida-izolat (n). Vypocitame pramérny index

— - NP,
strupovitosti S/ = l/n; 1005,
zistentni; v intervalu (0,1;0,4) jako nachylnou a pri hodnotach S/ > 0,4 jako velmi
nachylnou odridu.

. Vintervalu 5/(0;0,1) hodnotime odrddu jako re-

Foto 1, 2: Hodnoceni rezistence odrdd Agria, Desireé umélou inokulaci izolatem Madeleine
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3.2. Stanoveni agresivity izolat fytopatogennich streptomycet

Predpokladany metodicky postup stanoveni agresivity izolatd je zaloZzen na umé-
lych infekcich rostlin in vitro Sesti odrid s rozdilnou hladinou nachylnosti/rezis-
tence k obecné strupovitosti suspenzi testovanych izolatd.
Vlastni metodika ma tyto ¢asti:

Priprava bakterialni suspenze

Inokulace rostlin in vitro

Hodnoceni testl agresivity

3.2.1. Priprava bakterialni suspenze

Plavodce obecné strupovitostiizolujeme z ¢asti povrchového pletiva strupovitych
Iézi nebo lenticel rozmacerovanych v destilované vodé a kultivovanych na médiu
C (5g peptonu, 3 g kaseinového hydrolyzatu, 3 g kvasni¢ného extraktu, 2g mal-
tézy, 1g laktézy a 18 g agaru na 11 destilované vody) s pridavkem 2,5ml smési
antibiotik na 11 média (500 mg nystatinu, 50 mg polymyxinu B, 10 mg penicilinu
G, 500 mg cykloheximidinu vzdy na 100 ml destilované vody). Po 5-7 dnech in-
kubace pri 25°C prepichujeme a roztirdme jehlou na médium C drsné matné
ostie ohrani¢ené kolonie vrustajici do Zivného agaru, ktery zabarvuji dohnéda.
Pri roztirani narusujeme hladky povrch agaru pro snadnéjsi rist streptomycet.
Po 5 dnech rozockujeme kazdy izolat na 10 Petriho misek (& = 90 mm) média
C. Po 7 dnech obsah 10 Petriho misek, véetn€ agaru, rozmixujeme na mixéru
(Waring), vznikly homogenat naredime sterilni vodou na objem 500ml. Stej-
nym zpusobem pripravime i suspenzi kontrolniho agresivniho kmenu.

3.2.2. Inokulace rostlin in vitro

Kazdy izolat testujeme na 2-5 rostlinach in vitro od kazdé odridy. Agresivitu
izolatd testujeme na 3-6 odridach s rozdilnou hladinou rezistence k obecné
strupovitosti - na 1-2 nachylnych odrtdach, na 1-2 slabé rezistentnich a 1-2
rezistentnich odridach. /n vitro rostliny napéstujeme v klimatiza¢ni komore
v plastikovych dozach s agarem s rlistovymi latkami do stadia 6-8 listk(i a vys-
ky 10cm. Rostliny vyjmeme z dézy, zastfihneme koreny a ponorime na cca 20
minut do streptomycetové suspenze. Kazdou rostlinu zasadime do individualni{
nadoby se zahradnickym substratem (firma Agro). Obdobn¢ pracujeme s pozi-

Z ¥

tivni kontrolou. U negativni kontroly namacime rostliny se zastrizenymi koreny
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na 20 minut do sterilni vody. V3echny rostliny zalévame prvni tyden kropenim,
déle pak po dobu 6 tydnl 1x tydné spodni zalivkou. Ve skleniku udrZujeme tep-
lotu 20-22°C.

Foto 3, 4, 5: Inokulace rostlin in vitro
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3.2.3. Hodnoceni test( agresivity

Po 6-8 tydnech vyhodnotime pocet sklizenych hliz (S), napadenych strupovi-
tych hliz (V) a primérnou intenzitu (plochu - P) napadeni (James, 1971) 2-5
opakovani jednotlivych kombinaci odrida-izolat (n). Vypocitame prmérny in-
dex strupovitosti S/ = 1/”2% Vintervalu S/ (0;0,1) hodnotime izolat jako
i=1 i

neagresivni, v intervalu (0,1;0,4) jako agresivni a pri hodnotach S/ > 0,4 jako vel-
mi agresivni izolat. Velmi agresivni izolaty mazeme v dalSich testech vyuzit jako
pozitivni kontrolu. Agresivni izolaty jsou vhodné pro testovani rezistence odrid

k aktinobakterialni obecné strupovitosti.

Foto 6, 7: Hodnoceni agresivity
izolatd Bee,
Madeleine - odrtida Agria
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4. SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

Predkladana metodika v porovnani s uzivanymi postupy predevsim zcela stan-
dardizuje, ale i urychluje a zjednoduSuje postup hodnoceni rezistence odrid
bramboru k aktinomycetové obecné strupovitosti a hodnoceni agresivity pU-
vodcu strupovitosti metodou umélé infekce v sklenikovych podminkach. Pred-
pokladany metodicky postup stanoveni rezistence odrdid bramboru k plvodci
obecné strupovitosti, bakterii Streptomyces scabiei, vyuziva ovérenych agre-
sivnich izolatdl ziskanych z bramborai‘skych lokalit Ceské republiky. Vysledkem
tohoto metodického postupu je jednoznac¢né stanoveni ndchylnosti ¢i rezistence
dané odruady vuci plvodci choroby béhem 6 tydn( na zakladé vypoctu pra-
mérného indexu strupovitosti SI. Novost navrhovaného postupu hodnoceni
agresivity izolatd fytopatogennich streptomycet spociva ve vyuZiti patogen(
prostych rostlin in vitro tfi referencnich odrid s rozdilnou nachylnosti k obecné
strupovitosti a v jednozna¢ném vypoctu agresivity izoladtu na zakladé hodnoty
primérného koeficientu strupovitosti SI. Pfimym nanasenim suspenze izolatd
v zivném médiu na koreny rostlin /in vitro a narusené klicky sadbovych hliz se
sniZuje pracovni a ¢asova narocnost testll. Sklenikové testy rezistence odrid
bramboru k aktinomycetové obecné strupovitosti Ize na rozdil od polnich poku-
st provadét celoro¢né.

5. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je uréena predevsim pro diagnostické, zkusebni a referencni laborato-
e SRS a UKZUZ a $lechtitelské stanice provadéjici testovani hladiny rezistence
genotypU brambor. Tato metodika ma zejména standardizovat, ale i maximal-
né zjednodusit postup hodnoceni zejména sklenikovych testl rezistence od-
rid bramboru k aktinobakteridlni obecné strupovitosti, ale i sklenikovych test(
agresivity izolatd. Primé nanaseni koncentrovaného inokula na narusené klicky
sadbovych hliz nebo koreny in vitro rostlin sniZzuje pracnost testl a urychluje

rozvoj infekce a tvorbu strupovitych l1ézi.
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6. EKONOMICKE ASPEKTY

Predpokladané ekonomické prinosy spocivaji:

1) v moznosti vyloucit z nabidky sadbovych brambor odridy velmi nachylné
k aktinomycetové obecné strupovitosti, a tak zabranit ztratam zplsobenym
snizenou konkurenceschopnosti strupovitych hliz v potravinarském primys-
lu a v obchodni siti;

2) v moznosti minimalizovat ekonomické ztraty spravnou volbou odridy a ag-
rotechnickych postupl na dané lokalité podle agresivity pritomnych plvodct
obecné strupovitosti. Pfedpokladané ekonomické prinosy spocivaji ve snizeni
ztrat pri zpracovani a prodeji konzumnich brambor péstovanych na vice jak
1/3 osazené plochy (cca 11 tis. ha). Podle infekéniho tlaku choroby mohou
tyto Uspory v daném roce ¢init 5-10 tis. Ké/ha.

Naklady na otestovani rezistence jedné odridy by se v zavislosti na aktualni

cené prace, poctu testovanych odrid, cené za spotiebovanou elektrickou ener-

gii na topeni a sviceni, pripadné v zavislosti na cen€ vody mély pohybovat v roz-
mezi 500-1 000 K¢.
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