JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
ZEMEDELSKA FAKULTA

Studijni program: N4101-Zemédé&lské inzenyrstvi
Studijni obor: Zemédélské biotechnologie
Katedra: Katedra specidlni produkce rostlinné

Vedouci katedry: prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.

DIPLOMOVA PRACE

Metody pro hodnoceni zivotaschopnosti bakterii Xanthomonas

euvesicatoria po oSeti‘eni nizkoteplotnim plazmatem

Autor diplomové prace: Bc. Marta Zemanova

Vedouci diplomové prace: Ing. Pavel Beran, Ph.D.

Konzultant diplomové prace: prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.

Ceské Budégjovice 2017



JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
Fakulta zemédé&lska
Akademicky rok: 2014/2015

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pifjmeni: Bec. Marta ZEMANOVA
Osobni ¢islo: 714297

Studijni program: N4101 Zemédélské inZenyrstvi
Studijni obor: Zemédélské biotechnologie

Néazev tématu: Metody pro hodnoceni Zivotaschopnosti bakterii Xanthomonas
euvesicatoria po oSetieni nizkoteplotnim plazmatem

Zadavajici katedra: Katedra specidlni produkce rostlinné

Zidsady pro vypracovani:

Obsah: Desetinné ¢lenéni s uvedenim stran jednotlivych kapitol diplomové prace.

Uvod: Struény néstin problému a aktualni situace v oblasti oSetfovani bakterii nizkoteplot-
nim plazmatem a metod pro zjisfovani jejich zivotaschopnosti.

Literarni piehled: Charakteristika a vyznam pouzitych bakteridlnich druhi, princip metod
pouzitych v diplomové praci, obecny popis pfistroji pro vyvijeni nizkoteplotniho plazmatu.
Cil prace: Jednotlivé cile diplomové prace shrnuté v bodech.

Material a metody: Detailni popis bakteridlnich kmeni (ptvod, kultivace, méfeni kon-
centrace), detailni postup jednotlivych pouzitych metod, pfesné hodnoty plazmovani, zptisob
vyhodnoceni ziskanych dat.

Vysledky a diskuse: Vyhodnoceni spolehlivosti, pFesnosti a naro¢nosti jednotlivych metod
pro zkoumani G¢inku nizkoteplotniho plazmatu na fytopatogenni bakterie, porovnani vlastnich
vysledki s literarnimi udaji, posouzeni moznosti praktického uplatnéni dosazenych vysledki,
poznatki a doporuceni.

Sené problematiky.

Seznam pouzité literatury: V abecednim fazeni podle CSN 01 01 97 ”Bibliograficka ci-
tace”.



Rozsah grafickych praci:

Rozsah pracovni zpravy:

Forma zpracovani diplomové préce:

Seznam odborné literatury:

10 - 15 stran
40 - 50 stran
tisténa

Kapralek F. Fyziologie bakterii. Statni pedagogické nakladatelstvi, Praha, 1986,

608 s. (Vybrané kapitoly).

Kudela V., Novacky A., Fucikovsky L. Rostlinolékafska bakteriologie. Academia

Praha, 2002, 347 s.

Sedlacek I. Taxonomie prokaryot. Masarykova univerzita v Brné&, 2007, 270 s.

(Vybrané kapitoly).

Smarda J., Dogkaf J., Pantti¢ek R., Ruzi¢kova V., Koptikova J. Metody
molekuldrni biologie. 1. vyd. Brno: Masarykova univerzita, 2005. 194 s.
Literarni reSerse z databazi: AGRIS, Web of Science, Biological Abstracts a dalsi

Vedouci diplomové prace:
Konzultant diplomové prace:

Datum zadéani diplomové préce:

Termin odevzdéani diplomové prace:

/
V- -
prof. Ing. Miloslav Soch, CSc., dr. h. c.

dékan

Ing. Pavel Beran, Ph.D.
Katedra specidlni produkce rostlinné
doc. Ing. Ivan Mraz, CSc.

9. bfezna 2015

30. dubna 2016

LS. ‘)<

prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.
vedouci katedry

V Ceskych Budéjovicich dne 9. biezna 2015



Prohlaseni

Prohlasuji, ze predkladanou bakalafskou praci jsem vypracovala samostatné
pouze s pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, ze vsouladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni
souhlasim se zvefejnénim své bakalarské prace, a to v nezkracené podobé (v Upravé
vzniklé vypusSténim vyznacenych ¢ésti archivovanych Zemédélskou fakultou JU)
elektronickou cestou ve vefejné piistupné casti databdze STAG provozované
JihoGeskou univerzitou v Ceskych Budg&jovicich na jejich internetovych strankach,
ato se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikacni
prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu
suvedenym ustanovenim zdkona ¢. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky Skolitele
a oponentll prace i zadznam o pribchu a vysledku obhajoby kvalifikacni préce.
Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databazi

kvalifikac¢nich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokoSkolskych

kvalifika¢nich praci a systémem na odhalovani plagiata.

V Ceskych Budgjovicich dne 21. 4. 2017 ...t

Bc. Marta Zemanova



Podékovani
Velice rada bych podékovala vedoucimu diplomové prace Ing. Pavlu Beranovi,
Ph.D., za odborné vedeni, cenné rady a trpélivost pii vypracovavani diplomové

prace. Dale dékuji celé mé rodin€ za veskerou podporu v pribéhu celého studia.



Abstrakt

Prace se zabyvd metodami pro hodnoceni Zivotaschopnosti fytopatogenni
bakterie Xanthomonas euvesicatoria po oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem.
Ke generovani plazmatu byl pouzit experimentalni ptistroj gliding arc. Viabilita
bakteridlnich bun¢k byla sledovana pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu
(SEM) a mefenim fluorescence prostiednictvim chemické reagencie PrestoBlue
v zafizeni Smart-DART™. Byla optimalizovéana metodika pro piipravu vzorki
k oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem a nasledné vyhodnoceni pouzitymi metodami.
Prosttednictvim SEM byly prokazany letdlni ucinky gliding arc plazmatu na tuto
gramnegativni bakterii. Na povrchu builkky dochazi k vyraznym strukturdlnim
zménam. Hodnoceni Zivotaschopnosti X. euvesicatoria pomoci pfistroje Smart-
DART™ piedstavuje rychlé, dasové nenaroéné a levné zhodnoceni viability bungk.
Velkou vyhodou tohoto zafizeni je méfeni fluorescence v redlném case. Nevyhodou

této metody je prozatim jeji nizsi spolehlivost.

Kli¢ova slova — Xanthomonas euvesicatoria; nizkoteplotni plazma; gliding arc;
PrestoBlue; resazurin; SEM; Smart-DART™



Abstrakt

The thesis deals with methods for viability evaluation of the phytopathogenic
bacterium Xanthomonas euvesicatoria after low-temperature plasma treatment. Low-
temperature plasma produced by Gliding Arc experimental device was used for
treatment of X. euvesicatoria. The viability of the bacterial cells was assessed using
a scanning electron microscope (SEM) and by measuring of the fluorescence in the
Smart-DART™ device using PrestoBlue chemical reagent. Methodology has been
optimised for the sample preparation for the treatment by low temperature plasma
and used for evaluation of applied methods. Lethal effect of gliding arc plasma to
this gram-negative bacteria was verified by SEM — which showed. There is
significant structural changes on the cell surface. Viability assessment of
X. euvesicatoria using Smart-DART ™ device is a fast, time-saving and inexpensive
evaluation of cell viability. The great advantage of this device is its ability to
measure the fluorescence in real time. The disadvantage of this method is lower
reliability in current stage of research.

Keywords — Xanthomonas euvesicatoria; low-temperature plasma; Gliding Arc;
PrestoBlue; resazurin; SEM; Smart-DART™
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1 Uvod

Plazmové technologie se v soucasné dob¢ stale vice uplatituji v zeméd¢€lstvi jako
jedna z moznosti fyzikalni ochrany rostlin. Bylo prokazano, ze nizkoteplotni plazma
ma dekontaminacni a sterilizaéni ucinky na celou fadu patogenit vcetné
fytopatogennich bakterii. Nyni se vyzkum soustfed’'uje na ochranu potravin proti
riznym patogennim mikroorganismim a na ucinky nizkoteplotniho plazmatu
po osetieni povrchu semen (zrn) riznych kulturnich plodin. Velkou vyhodou
plazmovych technologii vyuzivanych Kk oSetfeni povrchu rostlin, potravin ¢i semen
je jejich Setrnost. Nezpisobuje zadna mechanicka poskozeni a nevyuziva zadnych
chemickych latek (Dobrin a kol., 2015).

Stanoveni zivotaschopnych neboli viabilnich buné¢k je dtlezité pro hodnoceni
ucinkl nizkoteplotniho plazmatu na patogenni organismy. Tradi¢ni a zéaroven
nejcastéj$i  metodou pro sledovani Zivotaschopnych buné€k je kultivace
mikroorganismi na pevnych médiich. Nevyhodou této metody je jeji Casova
naro¢nost a pomérné vysoka moznost vzniku kontaminace. Rychlejsi a presnéjsi zisk
vysledkl nabizeji molekuldrn€ biologické metody. Ty jsou vSak Casové a financné
narocné. Vyuziti polymerdzové ftetézové reakce (PCR) pro stanoveni
Zivotaschopnych bun€k je mozné pouze ve spojeni s barvivem ethidium bromid
monoazide (EMA) ¢i podobnych barviv. Toto barvivo vSak miize pronikat i zZivymi
bunkami. V soucasné dob¢ jsou preferovany metody, které hodnoti Zivotaschopnost
bun¢k pomoci fluorescence. Jednoznacné letalni ucinky gliding arc plazmatu
na mikroorganismy poskytuje elektronovd mikroskopie. Hlavnim limitujicim

faktorem této metody je jeji financni narocnost.



2 Literarni prehled

2.1 Charakteristika Xanthomonas euvesicatoria

Xanthomonas euvesicatoria Jones et al., 2004 (syn. Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Doidge) Dye) zptisobuje bakteridlni skvrnitost rajcete a papriky (Sherf
a MacNab, 1986). V CR a EU se fadi mezi karanténni organismy (Ktdela a kol.,
2002).

Patogen zptsobujici bakterialni skvrnitost byl identifikovan v roce 1921 v jizni
Africe E. M. Doidge. Bakterie byla detekovana na rajéeti a pojmenovana jako

Bacterium vesicatorium (Jones a kol., 2004).

2.1.1 Morfologie

X. euvesicatoria patii mezi gramnegativni, ptisné aerobni, oxidativni,
nesporolujici bakterie. Buniky jsou kratké, ty¢inkovitého tvaru o velikosti 0,4-0,6 x
1,0-1,8 um. Vyskytuji se bud’ samostatn¢, nebo ve dvojicich. Pohyb je zajistén
jednim polarnim bi¢ikem (monotrich). Na kultivatnim médiu X. euvesicatoria
vytvaii hladké, mimné slizovité (mukoidni) kolonie Zluté barvy. Zluty pigment
se nazyva xanthomonadin, ktery produkuje exopolysacharid xanthan. Tento
heteropolysacharid se vyuziva v riznych primyslovych odvétvich. Optimalni ristova
teplota je 25 az 27 °C o pH 7,2 (Schaad a Stall, 1989; Swings a Civerelo, 1993;
Kidela a kol., 2002). X. euvesicatoria vykazuje slabé amylolytickou a pektolytickou
aktivitu (Scortichini a kol., 2013).

2.1.2 Hostitelé

Ekonomicky nejvyznamnéjsi hostitelé X. euvesicatoria jsou rajée (Lycopersicon
spp.) a paprika (Capsicum spp.). Patogen mize napadat i nékteré dalsi rostliny
z Celedi Solanaceae (lilkovité). Piedev§im napadd plevelné rostliny napt., blin
(Hyoscyamus spp.), durman (Datura spp.), kustovnici (Lycium spp.), lilek (Solanum
spp.), mochyni (Physalis spp.) a tabak selsky (Nicotiana rustica) (Hayward
a Waterson, 1964).

2.1.3 Vyznam a vyskyt

Patogen bakteridlni skvrnitosti rajcete a papriky je zdvaznym onemocnénim
Vv tropickych a subtropickych oblastech (Argentina, Australie, Egypt, Indie, Nigérie
a USA). Onemocnéni zplsobuje znacné ekonomické ztraty. Napadené plody jsou

10



poskozeny korkovitymi skvrnami a tudiz jsou neprodejné. V Ceské republice
zpusobuje X. euvesicatoria velké skody na jizni Moravé (Dougherty, 1979; Bashan

a kol., 1985). Vyskyt patogenu je hlasen ze vSech péti kontinentu.

Evropa: Belgie, Bélorusko, Bulharsko, Ceska republika, Francie, Chorvatsko,
Italii (véetné Sardinie a Sicilie), Mad’arsko, Monako, Némecko, Polsko, Rakousko,
Rumunsko, Rusko (evropskd cast), Recko, Slovensko, Slovinsko, gpanélsko,
Svycarsko, Turecko (evropska &ast).

Asie: Cina, Filipiny, Indie, Izrael, Japonsko, Kazachstan, Severni Korea, Jizni
Korea, Pakistan, Rusko (asijska ¢ast), Tchaj-wan, Thajsko, Turecko (asijska ¢ast).

Afrika: Egypt, Etiopie, JAR, Kena, Malawi, Maroko, Mozambik, Niger,
Nigérie, Réunion, Senegal, Seychely, Sudan, Togo, Tunisko, Zambie a Zimbabwe.

Severni Amerika: Bermudy, Kanada, Mexiko, USA.

Stredni Amerika a Karibské ostrovy: Barbados, Dominika, Dominikanska
republika, Guadeloupe, Guatemala, Honduras, Jamajka, Kostarika, Kuba, Martinik,
Nikaragua, Portoriko, Salvador, Svaty Krystof a Nevis, Svaty Vincenc, Trinidad
a Tobago.

Jizni Amerika: Argentina, Brazilie, Chile, Kolumbie, Paraguay, Surinam,
Uruguay, Venezuela.

Australie a Oceanie: Novy Jizni Wales, Queensland, Tasmdanie, Victoria,
Zapadni Australie, Fidzi, Mikronésie, Novy Zéland, Palau a Tonga (OEPP/EPPO,
1988).

2.1.4 Priznaky

Patogen napada vsechny nadzemni ¢asti rostlin rajcete a papriky. Prvni ptiznaky
onemocnéni se objevuji na spodni strané listli. Zpocatku se jedna 0 malé vodnaté
skvrny s nepravidelnym ¢ernym stfedem a zlutym ohrani¢enim. Pozd&ji se objevuji
chlorotické 1éze o velikosti 0,2-0,5 cm. Listy jsou zkroucené, nekrotizuji a nakonec
opadavaji (Obr. 1). Na stoncich se objevuji podlouhlé chlorotické 1éze. Na plodech
rajcat a paprik se na pocatku onemocnéni objevuji malé vodnaté 1éze se svétle
zelenym chlorotickym prstencem (tzv. halo). Léze se postupné zvétsuji (0,2-1 cm),
hnédnou a nekrotizuji (Obr. 2). Tyto 1éze nepronikaji hluboko do plodi a vytvareji
strupovity povrch. Pfiznaky zptsobené X. euvesicatoria lze zaménit s piiznaky
vyvolanymi bakterii Pseudomonas syringae pv. tomato (Goode a Sasser, 1980;
Venette a kol., 1996; Ktdela a kol., 2002; Sun a kol., 2002).
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2.1.5 Zpisob pienosu a Sireni

Patogen pteziva na povrchu 1 uvnitt semen. Tim je zajiSténa dlouhd doba pfeziti,
az 10 let. Dale bakterie ptezivaji V poskliziiovych zbytcich, pidé¢ a na kotfenech
nehostitelskych rostlin (Bashan a kol., 1982). Do hostitelské rostliny patogen pronika
bud’ piimo, pifes piirozené otvory (hydatodami, priduchy) nebo nepiimo, pres
poranéni (vpichy po hmyzu, odérkami zplisobené vétrem, destém, kroupami nebo
odérkami vzniklymi mechanickymi prostfedky). Vhodnymi podminkami pro Sifeni
patogenu je vysoka vzdusna vihkost (85 %), vysoké teploty nad 30 °C a silné vétrné
desté (Diab a kol., 1982a,b; Pohronezny a kol., 1990). Patogen se rovnéz muze Sifit

vzdu$nymi proudy (Mclnnes a kol., 1988).

2.1.6 Ochrana

Ochrannd opatieni proti tomuto patogenu jsou zalozena piedevSim na prevenci.
Ta spoCiva Vv pouzivani certifikovaného o0siva, dodrzovani hygienickych zasad,
stiidani hostitelskych rostlin a zabranéni poranéni rostliny (Goode a Sasser, 1980).
Soucasna chemickd ochrana je zaméfena na pouzivani médnatych sloucenin
a acylbenzolar-S-methylu. Pro zvyseni bakteriocidnich ucinkti médi se doporucuje
méd’naté prostiedky kombinovat napt., s manebem nebo zinebem v nékolikadennich
intervalech (Dougherty, 1979; Stall a Thayer, 1962; EFSA, 2014). Moss a kol.,
(2007) uvadeéji ve své studii moznost vyuziti hrp mutanti Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria jako biologické ochrany proti bakterialni skvrnitosti (Moss a kol.,
2007). Dale lze jako biologickou ochranu pouzit antagonistické kmeny bakterii
Rahnella aquatilis, Pseudomonas putida a Pseudomonas syringae (Campbell a kol.,
1998; El-Hendawy a kol., 2005). V soucasné dob¢ se vyuzivaji i odridy rezistentni
vuci bakterialni skvrnitosti rajcete a papriky (Ritchie, 2002; Moss a kol., 2007). Také
Ize uméle navodit indukovanou systémovou rezistenci (IRS) proti patogenu
bakterialni skvrnitosti pomoci Trichoderma spp. Tato houba je schopna kolonizovat

kotfenovy systém rajcat (Fontenelle a kol., 2011).
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2.2 Nizkoteplotni plazma

2.2.1 Definice plazmatu

Plazma je ¢aste¢né nebo zcela ionizovany plyn. Je sloZeno z Castic, které jsou
v trvalé interakci S elektrickym polem. Tyto castice zahrnuji fotony, elektrony,
kladné a zaporné ionty, volné radikaly, atomy a molekuly (elementarni a excitované).
Elektrony a fotony se povazuji za lehké cCastice, kdezto ostatni Castice za tézké.
Plazma je ¢asto oznacovano za ¢tvrté skupenstvi latek a tvoii vice nez 99 % hmoty

vesmiru (Chen, 1984; Stach, 1989).

2.2.2  Vznik plazmatu

Plazma vznikéa bud’ zahtivanim, nebo riznymi elektrickymi vyboji. Zahtivanim
se plazma vytvari chemicky nebo smr$tovanim objektu. Chemicky je plazma
vytvareno oxidaci (hofenim) nebo termojadernou syntézou. Smr§tovanim objektu
je plazma vytvafeno gravitaci ¢i elektrickym polem. Dale je plazma vytvafeno
riznymi elektrickymi vyboji. Pfi prichodu elektrického proudu (stfidavého nebo
stejnosmérného) vznikd elektricky vyboj. Zakladem vzniku elektrick¢ého vyboje
je interakce jednotlivych ¢astic plazmatu s elektrickym polem (Kleczek, 1968; Stach,
1989).

Chovani plazmatu uréuje stupen ionizace a velmi zavisi na teploté. Ve slabé
ionizovaném plazmatu je koncentrace nabitych ¢astic velmi nizkd oproti koncentraci
neutralnich molekul. Naopak je tomu usilné¢ ionizovaného plazmatu, kdy
koncentrace nabitych Castic je vyS§i nez koncentrace neutralnich molekul (Chen,

1984).

2.2.3 Déleni plazmatu

Klasifikace plazmatu je zaloZzena na relativnich energetickych hladindch
elektrond, elektronové hustoté a tézkych cCastic obsazenych v plazmatu. Obecné
serozliSuji dva zakladni druhy plazmatu, vysokoteplotni plazma (thermal)
a nizkoteplotni plazma (non-thermal, low-temperature) (Tendero a kol., 2006; Misra
akol., 2011).

Pro vysokoteplotni plazma (thermal) je charakteristické, Ze elektrony maji
pfiblizné stejnou teplotu jako tézké Castice. Mezi elektrony a tézkymi Casticemi je

témet ustanovena termodynamicka rovnovaha. Tato teplota miiZze byt velmi vysoka
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(10°-10°K). Také hustota elektronti je velmi vysoka (10%—10%°m?).
Vysokoteplotni plazma se ziskava za vysokého tlaku a pro jeho vytvoteni je potieba
znacna energie. Tento typ plazmatu se nachazi ve hvézdach, v plazmatickych
horfacich a setkdvame se s nim v experimentech pii termojaderné syntéze (Fridman
a kol., 1999; Tendero a kol., 2006; Moreau a kol., 2008).

Pro nizkoteplotni plazma (non-thermal (NTP), low-temperature) je
charakteristické, Ze teplota elektronli je mnohem vyssi, nez je teplota tézkych Castic.
Teplota elektronti je piiblizn¢ 10 000 az 100 000 K, kdezto teplota tézkych Castic je
300 az 1000 K. Elektronova hustota je oproti vysokoteplotnimu plazmatu nizka
(<10 m®). Déle se vyznaluje nizkym stupném ionizace. Nizkoteplotni plazma
se ziskava za atmosférického nebo snizeného tlaku (vakuum) a vyzaduje méné
energie. Nachazi se napf. v zafivkach, vybojkach a v elektrickém oblouku (Moreau
akol., 2008; Misra a kol., 2011). V této praci bylo pouzito nizkoteplotni plazma

za atmosférického tlaku.
2.2.4 Nizkoteplotni plazma ziskané za atmosférického tlaku

2.2.4.1 Gliding Arc Discharge (GAD)

Technika GAD neboli klouzavy obloukovy vyboj se nachazi na rozhrani
vlastnosti nizkoteplotniho a vysokoteplotniho plazmatu. Proto byva casto
oznaCovana za treti kategorii plazmatu. Plazma je vytvafeno za podminek
atmosférického tlaku a okolni teploty. Pro plazmaticky vyboj je charakteristicka
vysoka hustota plazmatu a vyuziva velmi vysoké elektrické energie. V roce 1988
Lesueur a jeho kolegové patentovaly princip techniky GAD. Dale byla tato technika
rozvijena Czernichowski a jeho kolegy. V soucasné dobé se gliding arc povazuje za
pokrocilou oxidativni techniku se steriliza¢nimi ucinky (Moreau a kol., 2008).
Gliding arc zplsobuje vyznamné strukturdlni zmény v bakteridlni membrané
(Moreau a kol., 2007).

Pristroj gliding arc se sklada ze dvou ¢i vice rozchazejicich se kovovych
elektrod (méd’, hlinik), které zvySuji rozdil potencidlu. Dale se skladd ze dvou
generatortu, vysokovoltazniho (5000 V) a sekundarniho zdroje (1000 V).
Vysokovoltazni zdroj se uplatiuje pii pocatku vyboje, kde poskytuje dostatecné
vysoké elektrické napéti k vytvoreni elektrického pole. Do obvodu je nutné zapojit

proménlivy rezistor (R= 0-25 Q) (Obr. 3). Vyvoj gliding arc se sklada se tii fazi:
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je do mezery mezi elektrodami za urcitého tlaku vehnéan plyn (vétSinou vlhky vzduch
nebo argon). Ten klouze podél elektrod, dokud v nejuz$im misté elektrod nevznikne
obloukovy klouzavy elektricky vyboj (Obr. 4). Vznikly vyboj se prodluzuje, dokud
nevystoupi nad elektrody. Poté se vyboj ihned pfeménuje a vstupuje do nového
cyklu. (Fridman a kol., 1999; Moreau a kol., 2008).

V plazmatu gliding arc vznikaji t¢zké reaktivni ¢astice. Radikaly OH a NO jsou
hlavni castice vznikajici ve vyboji vytvofeném pii pouziti vlhkého vzduchu.
Hydroxilovy radikal (OH-) je zodpovédny za silny oxidaéni ucinek na bakteridlni
bunku. Tento radikdl je v plazmatu obsazen ve velkém mnozstvi. Oxid dusnaty
(NO-) zpusobuje kyselinotvorny ucéinek. Volné radikaly vyznamné ovliviuji
permeabilitu bakteridlni membrany, transmembrdnovy potencial a intracelularni pH

(Benstaali a kol., 1998a,b; Moreau a kol., 2007).

2.2.4.2 Dielektrické bariérové plazma

Dielektricky bariérovy vyboj vznikd v mezefe mezi dvéma kovovymi
elektrodami. Ty jsou od sebe vzdaleny 1 cm a jsou napajeny stfidavym napétim.
Alespoii na jedné z elektrod je vhodné dielektricka vrstva (sklo, kiemen, keramika,
polymer). Ta zabrani transportu naboje a tvorb€ jisker. Obvykle pracuji pii
frekvencich mezi 0,05 a 500 kHz. Bariérové vyboje lze rozdélit na objemové
a povrchové. Tento typ vyboje byl dfive oznaCovan jako tichy vyboj (Bogaerts a kol.,
2002; Scholtz, 2012, 2015). Technologie zalozené na dielektrickém bariérovém
plazmatu se uzivaji v generaci ozonu z atmosféry, jako UV zdroj v lampach
a v biologickych disciplinach jako prostfedek k ni¢eni mikroorganismi. (Fridman
a kol., 2005; Tendero a kol., 2006).

2.2.4.3 Korénovy vyboj plazmatu

Koronovy vyboj je také nazyvan jako ElidStv ohen. Jedna se o samostatny,
slabé svétélkujici elektricky vyboj. Korona wvznikd Vv silné nehomogennim
elektrickém poli, které je vytvafeno v okoli ostrych hrotl ¢i tenkych dratd,
tj. elektrody s malym polomérem kiivosti. V dasledku toho je dosazeno vysoké
intenzity elektrického pole, ve kterém dochazi ke vzniku lokdlnich elektronovych
lavin a lokalnimu prurazu. Koréna tak ke svému vzniku nepotiebuje zadny vnéjsi

zdroj nosicli naboje. Zakladni vlastnosti tohoto vyboje urcuje polarita kordnujici
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(hrotové) elektrody a druhu pfipojeného napéti. Podle polarity 1ze rozlisit unipolarni
(kladna nebo zapornd) a bipoldrni korénu. VétSinou vznika unipolarni korona, kde je
proud ve vnéjsi oblasti vyboje tvofen ionty stejného naboje oproti koroné vznikajici
na dvou elektrodach. (Fridman a kol., 2005; Moreau a kol., 2008; Scholtz, 2012).
Korénovy vyboj je vyuzivan pro velké mnozstvi aplikaci, napiiklad oSetfeni

povrchil, kapalin a aerosolii (Chang a kol., 1991; Bellakhal a kol., 1997a,b).

2.2.4.4 Jiskrovy vyboj plazmatu

Jiskrovy oblouk vznika z korénového vyboje, pokud napéti mezi elektrodami
dosahne hodnoty potfebné pro lavinovitou tepelnou ionizaci, tzv. hodnoty
prirazného napéti. Jiskrovy oblouk ma kratkou dobu trvani a ma charakter klikatych,
tenkych jasné sviticich a rozvétvujicich se nitek nebo kanalii. Tyto nitky ¢i kanaly
vznikaji bud’ pfimo na elektrodach, nebo v prostoru mezi elektrodami a maji vysokou
teplotu (10* K) a tlak (10" Pa). Jedna se o nehomogenni typ vyboje. P¥i tepelné
ionizaci dochazi k rozpinani plynu, kde vznika jiskra a dochéazi ke vzniku riiznych
zvukovych jevil (praskani). Blesk je piikladem mohutného jiskrového vyboje
v piirods. Napé&ti mezi mrakem a zemi dosahuje 10° V. V laboratornich podminkéch

lze demonstrovat jiskrovy oblouk Ruhmkorffovym transformatorem (Stach, 1989).

2.2.4.5 Obloukovy vyboj plazmatu

Pro obloukovy vyboj je charakteristicka vysoka teplota katody, velka proudova
hustota v okoli katody, vysoky elektricky proud (1 A az 10° A), nizké napéti (60 V)
aintenzivni vyzatovani svétla pii vyboji. Elektricky obvod je tvofen dvéma
uhlikovitymi elektrodami a sériové zapojenym rezistorem, ktery stabilizuje vybo;j.
Elektrony vznikaji mezi elektrodami tepelnou ionizaci. Dale vznikaji kladné ionty,
které se v elektrickém poli pohybuji smérem ke katod¢, a tim udrZzuji vysokou teplotu
potiebnou pro vznik elektronii tepelnou ionizaci. Obloukovy vyboj se vyuziva v
tavicich pecich a pii obloukovém svarovani. Vysoke teploty elektrod pii obloukovém

vyboji se vyuzivaji v plazmovych hotacich, tzv. plazmatrony (Stach, 1989).
2.2.5 Nizkoteplotni plazma ziskané za sniZeného tlaku

2.2.5.1 Mikrovinné vazané plazma

Mikrovinné plazma je generovano v magnetronu (specialni elektronka) pomoci

elektromagnetickych vIn o vysokych frekvencich 1 — 5,6 GHz (obvykle 2,45 GHz).
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Elektromagnetické viny jsou v rezonanci. Potfebny piikon k vytvofeni plazmatu
je az 200 W. Mikrovinny zafi¢ je umistény v reaktoru, kde se nachazi plyn. Anténa
pfenasi energii do pracovniho plynu, ktery je ihned pfeménén v plazma (Aubrecht,
2003; Tendero a kol., 2006; Scholtz a kol., 2015). Ke generaci plazmatu se pouzivaji
predevsim nasledujici pracovni plyny: kyslik, oxid dusny, helium a argon. Moisan
a kol. (2002) uvadi, ze mikrovinné plazma je uc¢inné pouze ve spolupraci mezi UV
zafenim a chemickymi slozkami plazmatu. Prvni pokusy s technikou mikrovinné
vazaného plazmatu zacaly ve druhé poloviné 20. stoleti (Moreau a kol., 2008).
V soucasné dobé¢ je jiz tato technika certifikovana pro medicinské vyuziti (Scholtz
a kol., 2015). Oproti technice gliding arc jsou systémy vyuzivajici k vytvofeni

plazmatu mikrovinné vyboje velmi ndkladné (Moreau a kol., 2007).

2.2.5.2 Doutnavy vyboj plazmatu

Jedna se o samostatny typ elektrického vyboje v plynu. Doutnavy vyboj vznika
za snizeného tlaku (10% az 10° Pa) ve vybojové trubici se studenou katodou. Z této
trubice je postupné odCerpavan vzduch a pti dostateéné vysokém rozdilu potencidlu
vznikd mezi dvéma elektrodami doutnavy vyboj. Do obvodu je nutné zapojit rezistor,
jelikoz v dasledku vyboje klesne mezi elektrodami napéti. To je mezi elektrodami
rozloZzeno nerovnomérng. Doutnavy vyboj je charakterizovan pomérné malymi
proudy. Technika vyuzivajici doutnavy vyboj se uplatiiuje pii vytvafeni tenkych

vrstev a uprave povrchi (Stach, 1989; Bogaerts a kol., 2002).

2.2.6 Faktory ovliviiujici steriliza¢ni ucinky nizkoteplotniho plazmatu

Antimikrobidlni ucinnost nizkoteplotniho plazmatu (NTP) je ovlivnéna
procesnimi  parametry plazmatu, chemickymi vlastnostmi a vlastnostmi
mikroorganisma (Liao a kol., 2017).

Mezi dilezité procesni parametry ovliviujici letalni efekt plazmatu patii
elektrické napéti a frekvence (kmitocCet). Vyssi ucinnosti plazmatu je dosazeno
pii vyS§im elektrickém napéti a kmitoctu, kdy je produkovana vyssi vstupni hustota
energie. DalSim dileZitym parametrem je rezim expozice. Bylo prokazéano, ze ptimé
pusobeni plazmatu mé vyssi sterilizaéni ucinky nez nepiiméa expozice (Fridman
akol., 2007). Déle mezi fyzikdlni parametry ovliviyjici efekt nizkoteplotniho
plazmatu patii délka oSetfeni, prutok a typ pracovniho plynu. Ke generaci

plazmatického vyboje se vyuzivaji rizné druhy pracovnich plynt (Oz, N2, vzduch,
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H,, halogeny, N,O, H,O, H,0,, CO,, SO, SFg, aldehydy) ¢i jejich kombinace
(O2/Ar, O,/CF,4, CO,/CF4) (Nelson a Berger, 1989; Chau a kol., 1996; Hury a kol.,
1998).

Mezi chemické vlastnosti majici vliv na steriliza¢ni u€inek plazmatu patii pH,
relativni vlhkost vzduchu a typ oSetfovaného povrchu. Vlhkost vzduchu ma velky
vliv na vznik reaktivnich ¢astic, zejména OH radikalli vykazujicich velky inaktiva¢ni
ucinek (Guo a kol., 2015).

Efektivnost sterilizace nizkoteplotnim plazmatem ovliviiuje také typ
mikroorganismu. V mnoha studiich bylo zjisténo, ze grampozitivni bakterie jsou vice
odolné vuci oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem nezli gramnegativni bakterie
(Moisan a kol., 2001; Moreau a kol., 2008; Ermolaeva a kol., 2011; Liao a kol.,
2017).

2.2.7 Mechanismy steriliza¢nich u¢inkii nizkoteplotniho plazmatu

RozliSuji se biologické a fyzikdlni mechanismy steriliza¢nich Uc¢inka
nizkoteplotniho plazmatu (NTP). Velky vyznam v inaktivaénim mechanismu NTP
maji reaktivni Castice, zejména NO, NO,, O, Oz, OH (Laroussi, 2005). Podle
nckolika studii je hlavnim faktorem pro mikrobidlni inaktivaci reaktivni kyslik.
Ten je aktivné transportovan pfes membranu bun€k a zplsobuje oxida¢ni poskozeni
intracelularnich komponent bunky (nukleovych kyselin, proteint, lipidt, sacharidt
atd.). Dale reaktivni kyslik hraje vyznamnou roli signalni molekuly v riznych
biologickych drahach. V butice indukuje oxidativni stres a programovanou bunéénou
smrt (apoptoza). Doporucuje se kratké osetfeni NTP, aby doslo k bakteriocidnim
ucinkiim reaktivniho kysliku (Liao a kol., 2017). Rovnéz reaktivni dusik ma velky
vyznam na sterilizacni u¢inek NTP. Ten zptsobuje kyselinotvorny efekt (Weltmann
a von Woedtke, 2011). Podle Deng a kol. (2006) je dosazeno G¢inngjsi sterilizace
pfi pouZiti pracovniho plynu cistého helia neZ jeho kombinace s kyslikem. Dale
sterilizacni G¢inek NTP spociva v indukci UV zafeni pfi interakci s mikroorganismy.
Fotony UV =zafeni dopadajici na bunky organismt jsou nukleovou Kkyselinou
absorbovany a dochazi k tvorbé thyminového dimeru. Tato mutace ma letalni ucinek
na buiiku. Bakterialni buniky nejsou schopny replikace.

Hromadénim nabitych castic v plazmatickém vyboji vznikaji elektrostatické
sily. Ty zpisobuji naruseni bunééné membrany a poté bunénou smrt. Rovnéz

elektrické pole vznikajici v plazmatu ma antimikrobidlni efekt. Pusobenim

18



dostatecné silného elektrického pole dochazi v membrané bunék ke vzniku pori
a nasledné bunééné smrti. Tento mechanismus steriliza¢nich u¢inktit NTP vsak neni
prili§ prozkouman. Poskozeni bunék vyvolané ptusobenim NTP nemusi ihned
znamenat bunénou smrt. Bylo zjisténo, Ze oSetfené bunky jsou zivotaschopné,

ale nekultivovatelné (Misra a kol., 2011; Guo a kol., 2015; Liao a kol., 2017).

2.2.8 Aplikace plazmatu

Nizkoteplotniho plazmatu se vyuzivad k likvidaci rGznych bakteridlnich
patogent. Nizkoteplotni plazma efektivné nic¢i fytopatogenni bakterie Erwinia
carotovova subsp. atroseptica, Erwinia carotovora subsp. carotovora a Erwinia
chrysanthemi (Moreau a kol., 2005). Dale se vyuziva mikrobicidniho ucinku
nizkoteplotniho plazmatu k ni¢eni oportunnich bakterii Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes vyskytujicich se bézné
Vv nemocni¢nich zafizenich a zpisobujicich infekce ran (Yanga kol., 2009;
Ermoleava a kol., 2011). Rovnéz se technika nizkoteplotniho plazmatu s uspéchem
vyuziva k ni¢eni spor bakterie Bacillus subtilis (Moreau a kol., 2000; Boudam a kol.,
2006) a vyznamné patogenni bakterie Escherichia coli, jenz kontaminuje rtzné
druhy potravin, vodu a rovnéz se bézné vyskytuje v nemocni¢nich zatizenich
(Ermoleava a kol., 2011; Gurol a kol., 2012). Rovnéz ve studii Niemira (2012) byl
prokazan antimikrobidlni vliv nizkoteplotniho plazmatu za atmosférického tlaku
naE. coli a také Salmonella na povrchu mandli a arasidi (Niemira a kol., 2012).
Studie Pasquali a jeho kolegii (2015) prokazuje dekontaminaéni wc¢inek
nizkoteplotniho plazmatu (dielektrické bariérové plazma) vici E. coli na povrchu
listd Cichorium intybus (Pasquali a kol., 2015).

Plazmové technologie se vyuZzivaji ipfi oSetfeni osiva. Maji pozitivni vliv
na kli¢ivost semen (zrn), rist a vyvoj rostlin. Ve studii Kuchtova a kol. (2013) byly
oSetfovany semena maku setého (Papaver somniferum) pomoci gliding arc
(Kuchtova a kol., 2013). Ve studii Dobrin a kol. (2015) byl rovnéz prokazan
pozitivni vliv plazmatu na zrna psenice seté (Triticum aestivum). V soucasné dobé
se provadéji studie zameéfené na oSetfeni Cerstvych potravin nizkoteplotnim
plazmatem vic¢i patogenim po jejich vloZeni do obalu. Pozitivni ucinek tohoto
osetfeni byl prokazan u jahod (Fragaria ananasa) a cherry rajéat. Vliv na kvalitu
oSetfenych potravin nizkoteplotnim plazmatem nebyl prokdzan a u cherry rajcat

rovnéz doslo k inaktivaci enzymu peroxidazy (Misra a kol., 2014a,b).
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2.3 Metody detekce Zivotaschopnych bunék

2.3.1 Chemické reagencie pouZivané k detekci Zivotaschopnych bunék

K detekci zivotaschopnych eukaryotickych bunék, kvasinek a bakterii
se pouzivaji oxida¢né redukéni indikatory, tetrazolium a resazurin. Ty jsou zalozeny

na mitochondridlni enzymové aktivité bunek.

2.3.1.1 Tetrazolium

V metabolicky aktivnich bufikich se modra slou¢enina tetrazolium, za tucasti
dehydrogena¢nich enzymi, méni na rtzné barevnou slouceninu formazen. Podle
uzité tetrazoliové slouceniny mize byt oranzovy nebo fialovy (Lall a kol., 2013).
Ke kvantitativnimu stanoveni zivotaschopnosti a cytotoxicity bunék se pouzivaji
rizné tetrazoliové slouceniny. Nejcastéji se uzivaji nasledujici: MTT [3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-3,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide], MTS [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium],
XTT [2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide]
aWST-1 (Water soluble tetrazolium salts). Ty se dale rozdéluji podle naboje
(Berridge a kol., 1996).

MTT je sloucenina s kladn€ nabitym ndbojem. Snadno pronikd do metabolicky
aktivnich bunék. Zde se za ucasti NAD(P)H redukuje na fialovou slouceninu
formazen a vytvati v bunce nerozpustny krystal. Ten se dale za pomoci organickych
rozpoustddel a specialnich postupli rozpousti. Zivotaschopnost bungk se stanovuje
méfenim absorbance. Tato chemicka reagencie je Siroce vyuzivana jiz od roku 1983
(Riss a kol., 2013; Xu a kol., 2015).

MTS, XTT a WTS-1 jsou naopak slouceniny se zapornym nabojem. Velmi
tézko pronikaji do metabolicky aktivnich bunék, kde se vSak samostatné rozpoustéji.
XTT tetrazoliova sloudenina se redukuje na oranzovy formazen. Casto vyuZivaji
akceptor elektroni (NADH a NADPH), jenz ptenasi elektrony z cytoplazmy
nebo plazmatické membrany k usnadnéni redukce tetrazolium na formazen (Riss
a kol., 2013).

2.3.1.2 Resazurin

Resazurin  (sodna stl) je slabé fluorescenéni netoxicka sloucenina

modrofialového zabarveni. V metabolicky aktivnich buikdch se za ucasti
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dehydrogenac¢nich enzymiu (NADPH, FADH, FMNH, NADH a cytochromil) méni
na resorufin, silné fluorescencni slouceninu ruzové barvy (Obr. 5). Z téchto enzymi
buniky (McNicholl a kol., 2006; Sarker a kol., 2007; Xu a kol., 2015).

Pomoci absorbance ¢i fluorescence 1ze resorufin kvantitativné méfit a nasledné
stanovit zivotaschopnost bunck (Lall a kol., 2013). Mnozstvi resorufinu je pfimo
umérné poctu zivotaschopnych bun€k ve vzorku v daném cCase. Pii fluorescentnim
stanoveni jsou zivotaschopné bunky detekovany pii pouziti exitacni vinové délky
530-600 nm a emisni vinové délky 590-615 nm. Absorbance je detekovana v rozsahu
vlnovych délek 570-600 nm. Velkou vyhodou indikatoru resazurinu oproti
tetrazoliovym latkam je jeho vétsi citlivost, kratka inkubaéni doba a pomérné nizka
cena. RovnéZz presnéji stanovuje minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC).
Pti fluorescentnim vyhodnoceni testu je zde moznost fluorescentniho rusSeni
Z testované slouceniny (Riss a kol., 2013).

Na této chemické latce jsou =zalozeny komercéni vyrobky PrestoBlue
a almarBlue. Na rozdil od vyrobku almarBlue, jehoZ inkubaéni doba je 1 — 4 hodiny,
ma PrestoBlue velmi kratkou inkubacni dobu (>=10 minut) (Invitrogen, 2012;
Lall a kol., 2013). Chemicka reagencie PrestoBlue byla pouzita khodnoceni

zivotaschopnosti bakterie X. euvesicatoria v této praci.

2.3.2 Smart-DART™

Zafizeni Smart-DART™ je uréeno pro rychlou detekci specifickych DNA
nebo RNA fragmentl. Pfistroj je navrzen tak, aby mohl pracovat i bez napajeni
ze sité a zajistoval stalé teplotni podminky (probiha izotermicky d&j). Zivotnost
baterie je az 5 hodin. Usp&$né se pouziva s amplifikaéni metodou LAMP (Loop
mediated isothermal amplification). Ve studii Yasuhara-Bell a jeho kolegt (2016)
byla tato amplifikaéni metoda ve spojeni s piistrojem Smart-DART™ usp&iné
vyuzita k detekci fytopatogenni bakterie Clavibacter michiganensis subsp.
nebraskensis v polnich podminkach. Dale je mozné pfistroj vyuzit ve spojeni
s amplifikacni metodou RPA (Recombinase polyermase amplification) a NEAR
(Nicking enzyme amplification reaction).

Ptistroj umoznuje analyzovat 8 vzorkii za periodického méteni fluorescence
vredlném case. V zafizeni lze nastavit potfebnou teplotu a periodicitu méfeni

fluorescence (Keremane a kol., 2015; Yasuhara-Bell a kol., 2016). Této funkce
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pfistroje bylo vyuzito pro hodnoceni zivotaschopnosti bakteridlnich bunék
X. euvesicatoria po osetieni NTP.

Ptistroj je ovladan pies bezdratové rozhrani (Bluetooth) prostfednictvim vlastni
aplikace fungujici na operacnim systému Android (Obr. 6). Vzorky ve zkumavkach
typu eppendorf (0,5 ml) jsou umistény do ocislovanych jamek zleva doprava a poté
zakryty vikem. V tomto sméru je ¢tena hodnota fluorescence. Ta je zaznamendvana
ve dvou optickych spektrech (F1 nebo F2). Optické spektrum F1 je 470 nm/550 nm
a optické spektrum F2 je 525 nm/600 nm. Reakce je oznacena jako pozitivni pokud
je pozorovan trvaly rust fluorescence piesahujici prahovou hodnotu vzhledem
K poc¢atecnimu Sumu pozadi. Béhem reakce 1ze kontrolovat teplotu zafizeni, aktualni
Cas reakce a stav baterie. Ziskana data jsou odesilana pies bluetooth do mobilniho
zafizeni (tablet, smartphone). Namétené hodnoty fluorescence jsou zaznamenavany
vrealném case do grafu a ulozeny V pfenosném ziizeni. Poté lze data poslat

naptiklad na e-mail (Indiegogo, 2015; Keremane a kol., 2015).

2.3.3 Elektronova mikroskopie

Roku 1931 E. Ruska zkonstruoval prvni jednoduchy transmisni elektronovy
mikroskop. Za svij objev ziskal Nobelovu cenu (1986). Pti konstrukci vychazel
Z teoretickych a experimentalnich poznatki E. Abbeho a Louise de Broglie, ktery
vroce 1925 formuloval zaklady vinové mechaniky. Na zakladé vyzkumné prace
C. W. Oatleyho byl v roce 1965 piedstaven prvni komeréni skenovaci mikroskop
(Cais, 2015).

Elektronovy mikroskop je opticky pfistroj velmi podobny klasickému
svételnému mikroskopu. Fotony jsou nahrazeny elektrony a sklenéné Cocky
elektromagnetickymi ¢oc¢kami. Ty predstavuji civky vytvarejici magnetické pole.
Pracovnim prostfedim elektronového mikroskopu je vakuum (minimalné 102 az
10° Pa). Elektrony jsou emitovany elektronovou tryskou (autoemisni Kkatoda).
Ta je tvofena wolframovym dratkem ve tvaru pismene V a je obklopena valcem,
vytvarejicim elektrické pole. Proti katod¢ je umisténa anoda s kovovym otvorem,
kudy proleti urychleny svazek elektroni. Dale prochazi soustavou
elektromagnetickych ¢ocek a poté preparatem. Dulezitym parametrem mikroskopu
je jeho rozliSovaci schopnost. Hranice rozliSeni je pfimo tmérna vinové délce
pouzitého zafeni. Proud elektronii ma podstatné krat$i vinovou délku nez viditelné

svétlo a tudiZz ma elektronovy mikroskop mnohem vyssi rozliSovaci schopnost,
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teoreticky az o 5 fada (Habrova, 1990; Kubinek a kol., 2011; Benes a kol., 2015;
Cais, 2015)

Obecné se rozlisuji dva zakladni typy elektronového mikroskopu:

a) transmisni elektronovy mikroskop (TEM)
b) skenovaci (rastrovaci) elektronovy mikroskop (SEM).

2.3.3.1 Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

Transmisni elektronovy mikroskop zobrazuje wvnitini struktury vzorku.
RozliSovaci schopnost ¢ini 0,15 — 0,25 nm a jeho zvétseni je x 50 az x 1 500 000.
Urychlovaci napéti elektroni je 100—400kV. Viditelny obraz je vytvaren
na fluorescen¢nim stinitku elektrony proslymi zkoumanym objektem. Poté
jsou detekovany a zviditelnény pomoci kamery. Pro pouziti TEM se vyzaduje
dostate¢né tenky vzorek, tzv. ultratenké fezy (10 az 50 nm). Tloustka pozorovaného
objektu nesmi byt vétsi nez 100 nm. Zékladnim krokem pftipravy preparatu je jeho
fixace (glutaraldehyd, formaldehyd). Dale nasleduje odvodnéni tkang, =zaliti
do pryskyfice, zhotoveni tenkych fezi na ultramikrotomu, naneseni fezd na sitky
a navazani atomu tézkych kovl (olovo, uran, mangan) na nékteré struktury ve tkani
pro zvySeni kontrastu. Déle se vyuZivaji totalni preparaty a repliky. Pomoci totalnich
preparati se pripravuji suspenze makromolekul (viry, vlakna DNA). Repliky
jsou otisky povrchovych struktur. Dnes se vyuzivaji v technice mrazového lamani.
Pomoci této techniky lze znazornit charakter bunéénych membran (Habrova, 1990;

Kubinek a kol., 2011; Cais, 2015).

2.3.3.2 Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM)

Pro SEM je charakteristicky 3D obraz s velmi vysokou hloubkou ostrosti.
Rozlisovaci schopnost SEM je 1— 1,5nm a zvétseni od x 25 do x 1 000 000.
Urychlovaci napéti elektront je 0,1 — 30 kV. Viditelny obraz je vytvafen pomoci
zpétn¢ odrazenych elektronit a sekundarnich elektroni od povrchu objektu.
Zobrazovaci systém se sklada z vychylovaci civky, objektivu, detektoru a obrazovky.
Velikost vzorkih miiZze byt az nékolik centimetri. Dilezité je, aby byl vzorek
vysuSeny. Nejprve se provede jeho fixace, odvodnéni, vysuSeni a povrch objektu
se pokovi ve vakuu tenkou vrstvou zlata pro zvyseni povrchové vodivosti. Obdobné

jako pfii ptipravé preparatti u TEM (Goldstein a kol., 1992; Kubinek a kol., 2011).
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2.3.3.3 Dalsi typy elektronové mikroskopie

Mezi dalsi typy elektronové mikroskopie patii vysokovoltazni elektronova
mikroskopie (HVEM), skenovaci transmisni elektronovd mikroskopie (STEM)
a environmentalni skenovaci elektronova mikroskopie (eSEM). HVEM vyuziva
vysoké urychlovaci napéti elektroni od 200 kV do 1- 3 miliond kV. Jedna
se 0 velmi specidlni pfistroje vyuzivané pro prozareni relativné silnych preparatt
ve stereografii a ndslednou rekonstrukci prostorového usporadani bunéénych organel.
STEM je typem mikroskopie kombinujici transmisni a skenovaci rezim. Pomoci
eSEM lze pozorovat biologické objekty v ptivodnim stavu (in vivo) v podminkach
vysokého tlaku plynd (nad 611 Pa). Za téchto podminek lze vlhky vzorek uchranit
pted vysychanim (Chvatalova, 2003; Kubinek a kol., 2011). Dale se vyuziva
rentgenova analyza realizovand v elektronovém mikroskopu. Vyuziva se pti prvkové

analyze (Goldstein a kol., 2011; Kubinek a kol., 2011).

24



3 Cile prace
1. Optimalizovat ptipravu vzorku pro hodnoceni zivotaschopnosti bakterialnich
bunék po oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem pomoci elektronové
mikroskopie
2. Optimalizovat pfipravu vzorku pro vyhodnoceni Zivotaschopnosti

bakteridlnich bunék po oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem pfistrojem Smart-

DART™,

3. Zhodnoceni vhodnosti pouzitych metod pro hodnoceni zivotaschopnosti

bakterialnich bunék po oSetteni nizkoteplotnim plazmatem

4. Navrzeni vhodné metodiky k oSetfeni fytopatogennich  bakterii

nizkoteplotnim plazmatem
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4 Material a metody

4.1 Kaultivaéni podminky Xanthomonas euvesicatoria

K oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem byla pouzita fytopatogenni bakterie
Xanthomonas euvesicatoria kmen LMG 928 ziskany z Belgian Co-ordinated
Collection of Microorganisms v Gentu (BCCM).

Bakterialni kmen byl kultivovan na MPAg médiu (masopeptonovy agar
s glukosou: 40 g zivného agaru €. 2; 5,2 g kvasni¢ného autolyzatu; 10 g glukosy; 5 g
agaru, dopInéno destilovanou H,O do 1 litru a 1 M NaOH pro upravu pH na hodnotu
7,2) v termostatu pii 25 °C po dobu 1-3 dnt. Pro zajisténi Cistoty byl kmen z jedné
bakterialni kolonie ptfeoCkovan na novou Petriho misku s MPAg a kultivovan
za stejnych podminek.

Po kultivaci na Petriho misce s MPAg byla Xanthomonas euvesicatoria
pfeockovana do tekutého C - média (10 g tryptonu; 5 g kvasni¢ného autolyzatu; 5 ¢
glukosy; 5 g NaCl; doplnéno destilovanou H,O do 1 litru a 1 M NaOH pro upravu
pH na hodnotu 7,2). Do Erlenmayerovy banky bylo nalito 25 ml C — média, do n¢hoz
byl naockovan bakteridlni kmen z Petriho misky. Erlenmayerova banka byla
umisténa na laboratorni tfepacku (Jeio Tech, Korea) pfi frekvenci otaceni 150 rpm
a teploté 25 °C po dobu 24 hodin.

4.2 Hodnoceni Zivotaschopnosti p¥istrojem Smart-DART '™

4.2.1 Priprava vzorki k oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem

Po kultivaci bakterie v C-médiu bylo napipetovano 100 ul narostlé bakterialni
suspenze na podlozni sklicka (8 vzorkl). PodloZni sklicka se vzorky byla umisténa
na laboratorni topnou desku (Sci logex ms-h-pro*) a vysousena pii 37 °C dokud
nebyla vytvofena na podloznim skliCku tenk4 vrstva bakteridlniho kmenu. Poté byly
vzorky vlozeny do konickych zkumavek 0 V=45 ml. Soucasti ptipravy vzorkd byla i
pozitivni a negativni kontrola. Pozitivni kontrola byla pfipravena za stejnych
podminek jako vzorky pro oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem. Negativni kontrola
byla po vytvoreni tenké vrstvy na podloznim sklicku smyta 100 ul C — média.
Vznikld bakterialni suspenze byla napipetovana do zkumavky typu eppendorf
(0,5 ml) a vlozena do termocykleru (Bioer Technology Co., Ltd., Hangzhou) po dobu

15 min pfi 99 °C, aby doslo k usmrceni bakterie.
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4.2.2 Osetfeni X. euvesicatoria nizkoteplotnim plazmatem

Osetieni X. euvesicatoria bylo provadéno pomoci experimentalniho piistroje
gliding arc poskytnutého firmou SurfaceTreat, a.s., jehoz princip je popsan
Vv literarnim ptehledu (podkapitola 2.2.4.1). Obsluhu pfistroje zajistoval pan
Mgr. Zbynék Havelka v prostorach Védeckotechnického parku JihoCeské univerzity
v Ceskych Budgjovicich. X. euvesicatoria byla o$etfovana vybojem nizkoteplotniho
plazmatu za atmosférického tlaku (0,1-1 atm) v ¢asovych intervalech: 40, 60, 80,
100, 120 a 160s pii pokojové teploté¢ (t=22°C). Vzorky byly umistény
ve vzdalenosti d= 4 cm od atmosférické plazmové trysky experimentalniho piistroje
(Obr. 7) apritok pracovniho plynu (atmosféricky vzduch) byl Q =30 SCFH
(standardnich krychlovych stop za hodinu), tj. 0,85 m*/h.

Pomoci transformatoru vysokého napéti (10 kV/160 mA) byl generovan vyboj
mezi dvé nerezové, ruzkovité elektrody. Ty byly od sebe vzdaleny 5 mm. Zdroj

pracoval na frekvenci 50 Hz a ptetlak vzduchu byl udrzovan na 600 kPa.

4.2.3 Vyhodnoceni vzorki po oSeti‘eni nizkoteplotnim plazmatem

Po oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem byly jednotlivé vzorky smyty 100 pl
C — média, vCetné pozitivni a negativni Kontroly. Poté bylo 100 ul kazdého vzorku
piepipetovano do mikrozkumavky typu eppendorf (0,5 ml). Pro vyhodnoceni
Zivotaschopnosti byla pouzita chemicka reagencie Presto Blue (Life technology,
USA). Ke kazdému vzorku (véetné negativni a pozitivni kontroly) bylo pfidano 10 ul
této chemické reagencie. Jednotlivé vzorky byly promichany a vloZeny do pfistroje
Smart-DART™ RNBT-ADC3 (Diagenetix Inc™, Honolulu, HI). Pro vyhodnoceni
zivotaschopnosti byl zvolen program pii 26°C po dobu 2 h (teplota LAMP: 26 °C,
reakéni ¢as LAMP: 120 min, denaturacni teplota: 26°C, doba denaturace: 0 min,
interval zaznamenavani fluorescence: 60 S). Fluorescence byla zaznamenavana
v excitatnim a emisnim Spektru vhodném pro resazurin. Pfi spousténi zafizeni
a nastavovani pouzitého programu bylo postupovano podle dostupné uzivatelské
ptiruc¢ky. Poté byl pfistroj vloZzen do laboratorni tfepacky po dobu 2h pfi teploté
22 °C a rychlosti otdeni 30 rmp, aby nedochéazelo k pfehfivani pftistroje a bylo
zajiSténo promichavani vzorkl. Po skonceni nastavené¢ho programu pro vyhodnoceni
zivotaschopnosti X. euvesicatoria byla naméfena data ulozena v mobilnim zafizeni
graficky. Ziskané vysledky byly odeslany na e-mail ve formatu csv. Namétené

hodnoty fluorescence v jednotlivych ¢asovych intervalech jsou uvedeny Vv tabulce
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(Tab. 1). Na zaklad¢ ziskanych hodnot byl sestrojen graf v programu Miscrosoft
Excel (Obr. 8).

4.3 Hodnoceni zivotaschopnosti prostirednictvim SEM

4.3.1 Priprava vzorku k oSeti'eni nizkoteplotnim plazmatem

Po kultivaci na Petriho misce s MPAg byla X. euvesicatoria pfeockovana
do 1 ml fyziologického roztoku (0,85 g NaCl bylo rozpusténo ve 100 ml destilované
vody). Vznikla bakterialni suspenze byla peclivé promichana a nafedéna 10 X
a 100 x. Na podlozni skli¢ka bylo napipetovano 50 pl bakteridlni suspenze. Soucasné
byla pfipravena (za stejnych podminek) pozitivni a negativni kontrola. Podlozni
sklicka byla umisténa na laboratorni topnou desku a vysusena pii 37 °C. Negativni
kontrola byla vysousena pii 99 °C po dobu 10 min, aby doslo k usmrceni bakterie.
Po vyschnuti fyziologického roztoku a vytvoreni tenké vrstvy bakterie byla podlozni
skli¢ka vlozena do konickych zkumavek o V=45 ml a odnesena k osetieni NTP typu

gliding arc.

4.3.2 Ogsetfeni X. euvesicatoria nizkoteplotnim plazmatem

Osetrovani vzorkll bylo provedeno za stejnych podminek jako pii oSetieni
X. euvesicatoria pro hodnoceni Zivotaschopnosti pomoci pfistroje Smart-DART ™
(podkapitola 4.2.2). Doba oSetfovani vzorki NTP byla zvolena po dobu
160 s pii pokojové teploté (t= 22 °C).

4.3.3 Priprava vzorki pro SEM

Po oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem typu gliding arc byly vzorky odneseny
do Laboratofe elektronové mikroskopie Biologického centra Akademie véd
v Ceskych Budgjovicich. Vzorky X. euvesicatoria byly jiz pti p¥ipravé k oSetfeni
nizkoteplotnim plazmatem zcela vysuSeny. Technik laboratofe elektronové
mikroskopie (pani Petra Masafova) zajistil pfipravu vzorki pro pozorovani v SEM.
Vzorky byly nalepeny na hlinikovy ter¢ umistény na karuselovém drzaku podlozek.
Poté byly vzorky Vv naprasovacim zafizeni potazeny tenkou vrstvou kovu (zlata)

s dobrou elektrickou a tepelnou vodivosti.
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4.3.4 Pozorovani objekti v SEM

Pfipravené vzorky X. euvesicatoria byly pozorovany skenovacim elektronovym
mikroskopem JOEL JSM-7401F FESEM (Obr. 10). Pocatecni sefizeni mikroskopu
a vyménu vzorkl zatfizoval technik pfitomny na pracovisti elektronové mikroskopie.
Rozlisovaci napéti elektronti bylo 4 kV. Pracovni vzdalenost (WD) byla 8 mm.

Objekty byly pozorovany v rezimu LEI pti zvétSenich 2500x, 10000x a 20000x.
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5 Vysledky a diskuze

Diplomova prace se zabyvd metodami pro hodnoceni zivotaschopnosti
fytopatogenni bakterie X. euvesicatoria po osetieni gliding arc plazmatem. Viabilita
bakterialnich bun¢k byla sledovana pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu
(SEM) a métenim fluorescence prostfednictvim chemické reagencie PrestoBlue
v zafizeni Smart-DART ™,

V ramci bakalafské prace na téma: ,,Sledovani Zivotaschopnosti fytopatogennich
bakterii po oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem® byla vyuzita elektromagneticka
spektroskopicka metoda UV/VIS spektrofotometrie. K vyhodnoceni zivotaschopnosti
bunék po oSetfeni plazmatem gliding arc byla v této praci rovnéz pouzita chemicka
reagencie PrestoBlue. Tato metoda je vhodna k hodnoceni Zivotaschopnosti riznych
druhti fytopatogennich bakterii. Gramnegativni bakterie Xanthomonas vesicatoria
kmen CFBP 2537 reagovala na oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem nejméné
a proménlivé. Vyznamného snizeni Zivotaschopnych bun&k bylo dosaZeno po
80 sekundach vystaveni plazmatickému vyboji v porovnani s neoSetfenou kontrolou.
Naopak po 160 sekundach vystaveni nizkoteplotnimu plazmatu doSlo k nejniz§imu
usmrceni bakterialnich bunék (Obr. 10) (Zemanova, 2014). Navrzena metodika pro
hodnoceni zivotaschopnosti fytopatogennich bakterii po oSetfeni technologii gliding
arc byla citliva, ale ¢asové pomérné naroc¢na.

Meéfteni fluorescence je vSak mnohem citlivgjsi (100 az 1000x) a jednodussi
nezli stanoveni absorbance a proto je vice preferovanou detekéni metodou. Piistroj
Smart-DART™ umoziiuje méfit fluorescenci v realném Gase a této funkce bylo
vyuzito pro na§ experiment. Primarnd se Smart-DART™ vyuziva ve spojeni
s amplifika¢ni metodou LAMP K polni detekci fytopatogent. Podle studie Keremane
a kol. (2015) je vsak detekce bakterialnich bungk pomoci pfistroje Smart-DART™
mnohem citlivgj$i nez tradi€ni molekularné biologickd metoda real time PCR.
V dostupné literatufe nebylo nalezeno podobné vyuziti tohoto zatizeni pro hodnoceni
zivotaschopnych bunck na zakladé méfeni fluorescence pomoci chemické reagencie
PrestoBlue. Jedna se o sekundarni a zcela nové vyuZiti tohoto zafizeni pro detekéni
ucely. Vliv gliding arc plazmatu na Zivotaschopnost X. euvesicatoria byl variabilni
podobné¢ jako v bakalafské praci Zemanova 2014. Po 120 sekundéich oSetfovani

plazmatem nebyl zaznamenidn téméf Zadny vliv na Zivotaschopnost bunék

V porovnani s neoSetienou kontrolou. Osetfovani nizkoteplotnim plazmatem po dobu
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80 a 160 sekund se nejvice blizilo negativni kontrole (Obr. 9). Jelikoz se jedna
0 prvni vyuziti tohoto zafizeni k hodnoceni viability bakterialnich bunék nejsou
vysledky zcela optimalni. Studie Branska a kol. 2011 uvadi, Ze nejproblematictéjsi
¢asti fluorescencni analyzy je optimalizace a ovéfeni metodiky. LepSich vysledki by
nejspiS bylo mozné dosdhnout vyuzitim jiné chemické reagencie pro stanoveni
zivotaschopnosti bun¢k, napf. interkalacniho ¢inidla PMA (propidium monoazide)
a EMA (ethidium bromid monoazide) vyuzivané ve spojeni s real time PCR. Dale by
bylo mozné vyuzit fluorofor fluorescein, ktery byl pouzit v praci Keremane a kol.
2015. Navzdory slozité optimalizaci jde o rychlou, pomérné citlivou, Casové
nenarocnou a levnou metodu pro hodnoceni Zzivotaschopnych bunék po jejich
oSetieni nizkoteplotnim plazmatem.

Také ve studii Moreau a kol. (2007) byla zjisténa variabilita v citlivosti
gramnegativnich bakterii kmenu Erwinia spp. k oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem
typu gliding arc. Zjisténa variabilita fytopatogennich bakterii na oSetfeni gliding arc
plazmatem muze byt zplisobena nestabilitou tohoto systému. Bé&hem vyvoje
plazmového vyboje gliding arc dochazi ke zméné proudu, napéti a neustdle se méni
pocet vznikajicich castic a sloucenin (fotony UV, radikaly, ozon). Z tohoto divodu
by byla vhodnd chemicka analyza plazmatu gliding arc pfi raznych fyzikalnich
paramentech. Ta by mohla vyznamné pfispét k objasnéni chemického slozeni
sloucenin a c¢astic vznikajicich pfi plazmatickém procesu. Na zdklad€ chemické
analyzy lze lépe nastavit fyzikalni parametry pfistroje gliding arc. Pro zajiSténi
stabilnich podminek k oSetfeni fytopatogennich bakterii by bylo vhodné vyuzit
nizkoteplotniho plazmatu generovaného za vakua, kde nedochazi k nejasnym
interakcim mezi okolnimi latkami a plazmatickym vybojem. Béhem naSeho
experimentu vsak nebyl tento pfistroj k dispozici.
ucinki gliding arc plazmatu na fytopatogenni bakterii X. euvesicatoria piedstavuje
elektronovd mikroskopie. Prostfednictvim skenovaciho elektronového mikroskopu
Ize sledovat morfologickou stavbu bakterialni bunky. Vyuziti elektronové
mikroskopie je pomérné Casové, ale predev§im financn€ naro¢né. Z pozorovani
ve skenovacim elektronovém mikroskopu je patrné, Zze technologie gliding arc
plazmatu zplisobuje na povrchu bakteridlni buniky vyznamné strukturdlni zmény
(Obr. 11). Povrch bakterie vystavené 160 sekundam plazmatu gliding arc je velmi

nepravidelny (Obr. 11 C, D) v porovnani S neoSetienou kontrolou (Obr. 11 A).
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Bakteridlni buiika zraci sviyj typicky tvar, jsou patrné rozsédhlé povrchové praskliny
a deformace, dochazi k elektroporaci a ztrat¢ tenké bunééné membrany obklopujici
cytoplazmaticky obsah. Struktury obklopujici poskozenou bakterialni buiiku mohou
byt ¢asti bunéfné membrany nebo uvolnéné c¢asti vnitfnich komponent bunky
(Obr. 11 C, D). Povrchové struktury bakterialni buniky oSetiené nizkoteplotnim
plazmatem jsou podobné strukturdm buiky oSetfené tepelné po dobu 10 min
pii 99 °C (Obr. 11 B). Podobné morfologické zmény bakterialni buniky po oSetieni
nizkoteplotnim plazmatem jsou zjiStény i1 ve studii Moreau a kol. (2007). V této
studii byl pomoci SEM zkouman letalni efekt plazmatu gliding arc na fytopatogenni
gramnegativni bakterii Erwinia carotovora subsp. atroseptica zptsobujici mékkou
hnilobu hliz. Bunky Erwinia carotovora vystavené u¢inkim gliding arc plazmatu
po dobu 2 minut vykazuji tvarové a povrchové deformace. Buiika ztraci sviij protahly
tvar a jsou viditelné praskliny (Obr. 12). Rovnéz studie Bermudez-Aguirre a kol.
(2013) prokazuje dekontaminacni ucinky nizkoteplotniho plazmatu na vyznamnou
gramnegativni patogenni bakterii Escherichia coli pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie Tato bakterie se spolu s Erwinia carotovora fadi do stejné celedi
Enterobacteriaceae. Po osetfeni nizkoteplotnim plazmatem bunky Escherichia coli
vykazuji vyznamné morfologické deformace v porovnani s kontrolou. Na povrchu
buiiky je patrny vysoky pocet perforaci, dochdzi ke ztraté ty€inkovitého tvaru
a bunétné membrany (Obr. 13). Také studie Laroussi a kol., 2005 uvadi rozsahlé
povrchové deformace bakterialnich bunék Escherichia coli po vystaveni u¢inku
nizkoteplotniho plazmatu.

Pricinou poskozeni bunééné membrany mohou byt interakce mezi bakteridlni
bunikou a elektrickym polem. Hromadénim nabitych ¢astic na vnéjSi membrané
bakterialnich bunck vznikaji elektrostatické sily, které mohou zplsobit prasknuti
bunééné membrany. Déale mohou byt morfologické zmény zpiisobeny piitomnosti
reaktivnich kyslikovych radikaltt a UV fotont (Laroussi a kol., 2005; Deng a kol.,
2006).

Vhodné by bylo vyuZit kromé skenovaciho elektronového mikroskopu
1 transmisni elektronovy mikroskop. Pomoci tohoto typu elektronového mikroskopu
by bylo moZné zobrazit rozsah poSkozeni vnitinich komponent buiikky po oSetfeni
nizkoteplotnim plazmatem a lépe charakterizovat struktury obklopujici poskozené

bakteridlni bunky.
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6 Zavér

1. Byla navrzena vhodna metodika pfipravy vzorki pro hodnoceni
zivotaschopnosti fytopatogenni bakterie X. euvesicatoria po oSetieni

nizkoteplotnim plazmatem pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu.

2. Byl optimalizovan postup K pfipravé vzorkd pro rychlé hodnoceni
zivotaschopnosti fytopatogenni bakterie X. euvesicatoria po oSetieni
nizkoteplotnim plazmatem pomoci piistroje Smart-DART™.

3. Negjspolehliveéjsi a velmi pfesnou metodou pro hodnoceni viability
bakterialnich bunék je skenovaci elektronova mikroskopie. Ta prokazuje
jednoznacné letalni ucinky gliding arc plazmatu na gramnegativni bakterii
X. euvesicatoria. Bylo prokazano, ze na povrchu bunky dochazi k vyraznym
strukturalnim zménam, které vedou k usmrceni buriky. Ur¢itou nevyhodou
SEM je jeji cCasova a predevSsim finanéni naro¢nost. Hodnoceni
Zivotaschopnosti  X. euvesicatoria pomoci pfistroje  Smart-DART™
predstavuje rychlé, casové nenaro¢né a levné zhodnoceni viability bunck
po oSetfeni nizkoteplotnim plazmatem. Velkou vyhodou tohoto zatizeni
je méfeni fluorescence v realném case. Nevyhodou této metody je prozatim
jeji nizsi spolehlivost. Pro lep$i vyhodnoceni spolehlivosti by bylo vhodné,
krom& wziti rlznych chemickych reagencii pro zjiStovani viability
bakteridlnich bunck, zatfadit i vice bakteridlnich druhii (gramnegativnich
| grampozitivnich) pro zjisténi vhodnosti vyuziti této metody pro ruzné
mikroorganismy.

4. Byla navrzena vhodna metodika pro oSetfeni fytopatogennich bakterii
nizkoteplotnim plazmatem typu gliding arc. Bylo by vhodné hodnotit
Zivotaschopnost bakteridlnich bunék pfi riznych technickych parametrech
ptistroje gliding arc (zvysit prutok pracovniho plynu, rtizna vzdélenost
vzorku od plazmové trysky €1 uziti riznych pracovnich plynll). Pro dalsi
vyzkum sledovani viability fytopatogennich bakterii lze vyuzit metodu

pritokové cytometrie, kterd v tomto sméru piedstavuje velky potencial.
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8 Tabulky

Tab. 1: Hodnoty relativni fluorescence v jednotlivych ¢asovych intervalech
po oSetieni X. euvesicatoria nizkoteplotnim plazmatem (pokracovani

tabulky na str. 43).

[i?:.] K-P 40s 60s 80s 100s | 120s | 160s | K-N
5 -7180 32 425 -76 -1100 521 -120 26
10 -28950 30 302 -1148 | -3888 910 -748 -107
15 -17051 -71 339 -1968 | -7079 1794 -1243 -222
20 -180 -171 44 -2788 | -10707 | 2636 | -1738 | -337
25 11674 | -271 -246 | -3608 | -13798 | 3429 | -2233 | -412
30 20952 1231 -536 -4428 | -17060 | 4005 -2728 -527
3 28864 | 6979 -826 -5248 | -20336 | 3978 -3223 -642
40 35871 9946 -1116 | -6068 | -23630 | 3623 -3718 -757
45 41605 | 10179 | -1274 | -6888 | -26915 | 3979 -4213 -871
50 46761 | 10074 351 -7708 | -30461 | 8787 -4708 -973
55 51001 9969 2370 -8528 | -33733 | 15659 | -5203 | -1084

K — P = kontrola pozitivni, K — N = kontrola negativni,

40, 60, 80, 100, 120 a 160 s = doba osetieni gliding arc plazmatem;

¢as [min]= zdznam hodnoty fluorescence v 5ti minutovém intervalu

42




Tab. 1: Hodnoty relativni fluorescence v jednotlivych ¢asovych intervalech
po osetieni X. euvesicatoria nizkoteplotnim plazmatem (pokracovani

tabulky ze str. 42).

[i?:.] K-P 40s 60s 80s 100s | 120s | 160s | K—N
60 54892 | 9864 3970 -9348 | -37612 | 22808 | -5678 | -1199
65 58363 | 9759 5379 | -10168 | -41712 | 30182 | -6173 | -1262
70 61309 | 9654 5084 | -10988 | -45015 | 31430 | -6645 | -1215
& 63632 | 9549 4789 | -11808 | -46578 | 31075 | -7140 | -1044
80 65004 | 9444 4494 | -12628 | -46988 | 31136 | -7635 | -1014
85 66238 | 9339 8755 | -13448 | -46937 | 33444 | -8130 -934
90 65853 | 9234 | 12697 | -14268 | -47114 | 37962 | -8490 -964
9 65138 | 9129 13125 | -15088 | -47367 | 42042 | -8845 -976
100 65348 | 9024 | 12830 | -15908 | -48910 | 47574 | -9340 | -1091
105 | 65007 | 8919 | 12944 | -14207 | -50839 | 51474 | -9642 | -1145
110 67420 | 8814 | 15666 | -14037 | -51252 | 56263 | -9951 -922
115 68709 | 8709 16596 | -14778 | -50853 | 60708 | -10414 | -746
ol 68338 | 8604 | 16301 | -15181 | -50823 | 64410 | -10521 | -792

K — P = kontrola pozitivni, K — N = kontrola negativni;

40, 60, 80, 100, 120 a 160 s = doba osetieni gliding arc plazmatem;

¢as [min]= zdznam hodnoty fluorescence v 5ti minutovém intervalu
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9 Obrazky

Obr. 1: Ptiznaky bakterialni skvrnitosti zpisobené X. euvesicatoria na listu rajcete.
(http://bygl.osu.edu/bygl_archive2015/sites/default/files/main/articles/origimage_
9 n15264.JPG)

Obr. 2: Piiznaky bakterialni skvrnitosti zptisobené X. euvesicatoria na plodu rajcete.
(http://u.osu.edu/vegetablediseasefacts/files/2014/06/bacterial Leaf Spot03-1say9pr.jpg)
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Obr. 3: Zakladni schéma zapojeni piistroje gliding arc (pfevzato dle Fridman
a kol. 1999).
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Obr. 4: Faze vyboje gliding arc: (A) iniciacni faze; (B) rovnovazna faze vyboje;
(C) nerovnovazna faze vyboje (pfevzato a upraveno dle Fridman a kol.

1999).
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Obr. 5: Barevna zmeéna resazurinu (A) na resorufin (B) v metabolicky aktivnich
bunkach (vlastni foto).

Obr. 6: Zatizeni Smart-Dart™ je ovladano pres bluetooth pomoci specialni
aplikace v mobilnim zatizeni (ptevzato z Smart-DART ™ platform: user
manual, 2015)
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Obr. 7: Ptistroj gliding arc: (A) zdroj; (B) plazmova atmosféricka tryska
generujici vyboj pfi oSetfovani tenké vrstvy fytopatogenni bakterie na
podloznim sklicku (vlastni foto).
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Obr. 8: Hodnoceni Zivotaschopnosti X. euvesicatoria ptistrojem Smart-DART ™ po ofetieni
nizkoteplotnim plazmatem
(PK= pozitivni kontrola; NK= negativni kontrola; 40 s, 60 s, 80 s, 100 s, 120 s, 160 s = doba

oSetfeni X. euvesicatoria gliding arc plazmatem).
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Obr. 9: Hodnoceni zivotaschopnosti Xanthomonas vesicatoria CFBP 2537
po osetieni gliding arc plazmatem pomoci UV/VIS spektrofotometrie
(PK- pozitivni kontrola, NK- negativni kontrola) (Zemanova, 2014).
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Obr. 10: Skenovaci elektronovy mikroskop Joel JISM 7401 F

(http://www.jeol.co.jp/products/detail/product_file/file
/p130_04_1.jpg).

49




C

Obr. 11: Snimky ilustrujici G¢inky plazmatu gliding arc na morfologii X. euvesicatoria
pofizené skenovacim elektronovym mikroskopem: (A) Typicky tyéinkovity tvar
neoSetfenenych bunék (pozitivni kontrola). (B) Morfologicka struktura
X. euvesicatoria po vystaveni 99 °C po dobu 10 min. (C, D) Morfologie
X. euvesicatoria po 160 s oSetiovani gliding arc plazmatem. Viditelné vyrazné
tvarové a povrchové deformace (vlastni foto).
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Obr. 12: Snimky potizené skenovacim elektronovym mikroskopem prokazujici efekt
gliding arc plazmatu na strukturu fytopatogenni bakterie Erwinia
carotovora subsp. attroseptica. (A) Typicky vzhled neoSetfené bakterialni
buriky. (B) Bunky E. carotovora osetiené gliding arc po dobu 2 min.

Celkova struktura organismu je vyrazné ovlivnéna (pfevzato a upraveno
dle Moreau a kol. 2007).

‘,‘« .
~

ol

Disruption I

of ccu——,gIQE
=

g pe
membran "
- 4 '

Change_

on
bacteris

A

Obr. 13: Snimky Escherichia coli ze skenovaciho elektronoveho mikroskopu.
(A) Neosetiena bakterialni burika. (B) Ucinky nizkoteplotniho plazmatu
na morfologii E. coli (ptevzato a upraveno dle Bermudez — Aguirre a kol. 2013).
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