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ABSTRAKT
Vyskyt bakterie Ralstonia solanacearunv povrchovych vodachCeské republiky

Cilem prace byl gizkum a vyhodnoceni vyskytu fytopatogenni baktdRigstonia
solanacearum pavodce bakterialni hsdé hniloby brambor, v povrchovych vodéch
Ceské republice. Sledovani probihalo iekach, Labe, Dyje a Morava, a na jejich
hlavnich pitocich v pfibchu sedmi let. Jmenovani&ky jsou nejasgji vyuzivany
k zavlaze poroét brambor a jinych lilkovitych rostlin. V séasné dob v Ceské
republice jsou zantené ti vodni toky a postuph dochazi v d&chto vodach ke
zvySovani koncentrace bakterialnich #kinZarovei s pfizkumem povrchovych vod
byly odebirany na zanienych lokalitach i vzorky hostitelskych rostlin,ekde potvrdil

vyskyt bakterie u jednoho rostlinného druhu- lijotméchuti (Solanum dulcamada

Kli¢ova slova: bramborRalstonia solanacearunkaranténni organismus, zavlahové

vody
ABSTRACT

The occurence of bacteriunRalsonia solanacearunin surface waters of the Czech
Republik

The aim of my work was survey and evalution of seoge phytopathogenic bacterium
Ralstonia solanacearuntausal agent of brown rot, in surface water of @mech
Republic. The survey was on the rivers Labe, Dyjerava and their main tributaries
during 7 years. The rivers above mentioned arenafted for irrigation of potatoes and
other solanaceaus plants. At present there aramamited three watercourses in the
Czech Republic and the concentration of bacteeds gradually increases in these
waters. At the same time with the surface watevesyrsamples of host plants were
collected in infested localities and the presencbacteriumRalstonia solanacearum

was confirmed in one plant species ,woody nightgh&blanum dulcamara

Key words: potatoRalstonia solanacearumuarantine organism, irrigation water
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1 UvOD

Povrchova voda je v seéasnosti WCeské republice hlavnim zdrojem vyuZivanym
v zemédéIstvi k zavlaham. Zavlahy jsou vybudovany na ceé&kgloSe asi 140 000 ha.
Jsou situovany fedevSim do zedalsky nejproduktivijSich ale zaroue srazkoé
nevyrovnanych oblasti jako jsou jizni Morava a Bal&yuzZivany jsou fedevsim vody

z velkych toki jako Labe a Dyje (Spitz et al., 1998).

Vletech 2010-2016, kdy probihalo sledovani vyskybakterie Ralstonia
solanacearum{Smith 1896) Yabuuchi et al. 1996jyodce bakterialni hidé hniloby,
v povrchovych vodach €eské republice, sedgtovaly rané brambory viméru na
ploSe 1523 ha. U této rostlinné komodity se mndzsévlahové vody v zavislosti na
aktuélnich srazkach pohybuje v rozmezi mezi 70-sa0nt (Kralova, 2005).

Donedavna se tvrdilo, Zeipodce bakterialni hidé hniloby bramboru, se vzhledem
ke svym vysokym teplotnim nardk nemize v naSich podminkach udrzet. Toto
tvrzeni vSak jiz dnes neplati, nebmdy mame rasu 3, ktera ma daleko nizSi teplotni
optimum (okolo 27°C) a od poloviny devadesatychni@tulého stoleti se jiz vyskytuje
v fadk evropskych zemi (Olsson, 1976). Krdramboru a répte mize gilezitostré
napadat i papriku, lilek vejcoplody &které lilkovité plevele.

Pritomnost fytopatogenni bakteriRalstonia solanacearuna povrchovych vodach
by se tak mohla stat vyznamnym zdrojem jejihi@rsii na produéni plochy ranych
brambor. Pro usgEné potlaeni Sfeni patogena jeutkzité nalézt potencialni zdroje
infekce a pijmout takova opdeni, kterd by vedla k postupné dekontaminaci vddnic
toka od pivodce hgdé hniloby bramboru a tak se omezilo réagani této bakterie

zavlahovymi systémy.



2 LITERARNI P REHLED

2.1 Rostlinoléka'ska bakteriologie

2.1.1 Pohled do historie

Kdyz americky botanik a fytopatolog Thomas JonatBamrill podal v letech 1879—
1882 prvni dkaz o bakterialnich iftinach choroby rostlin (oz&d puvodce spaly
razovitych), vyvolal ufady vyznamnych evropskychédci pochybnosti. Tyto spory
vyvrcholily v letech 1893-1899, kdy dalSi Amemn Erwin Frank Smith fedlozil
nezpochybnitelné, experimentélndolozitelné dkazy o existenci a vyznamu
bakterialnich chorob rostlin (¢lela et al., 2002).

V prvni polovire dvacatého stoleti dochazi k nahrokrddpoznatk o existenci
fytopatogennich bakterii, avSak teprve rozvoj molékni biologie v Sedesatych letech
dvacatého stoleti umoznil charakterizovat baktiegenotypo¥ (Kudela et al., 2002).

2.1.2 Vyvoj véeskych zemich

Zakladatelem rostlinolékské bakteriologie ¥eskych zemich byl na f@lomu
devatenactého a dvacéatého stoleti Julius Stokfasdesor Ceského vysokéhocani
technického v Praze. Zabyval se problematikou sp&thazejici cukrovky a jako prvni
proved! izolaci a identifikaci fytopatogenni bakéemMNa gelomu stoleti vznika v Praze i
prvni sbirka bakterialnich kultur, kde se nachazei§které kmeny vyizolované otcem
rostlinolékaské bakteriologie E.F.Smithem{Hela et al., 2002).

| pres tyto slibné zstky nevznikd na naSem Uzemi specializované pragavitak
zastdva vyzkum na dlouhy¢as nezabezpeny. Teprve v polovih osmdesatych let
dvacatého stoleti, v souvislosti sipikem bakterialni spélya¢ovitych na naSe uzemi,
bylo ve Vyzkumném Ustavu rostlinné vyroby v Prazealozeno odéeni
rostlinolékaské bakteriologie (Kdela et al., 2002).
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2.2 Fytopatogenni bakterie

2.2.1 Prokaryota

Prokaryota jsou evolimé velmi staré jednobuitné organismy, které nemaji typické
burg¢né jadro. Nositelem genetické informace je deoxyrikleova kyselina (DNA)
soustedna do tzv. nukleotidu, ktery neni od cytoplazmy&ed jadernou membranou.
Souasti genomu jsou u prokaryontnich organisnplazmidy— malé #tSinou kruhové
molekuly DNA nachéazejici se v cytoplagm

DalSim vyznamnym znakem prokaryontni nky je absence mitochondrii a
chloroplast. Jejich funkci pini plazmatickh membrana.étdina prokaryotnich

organisnii se mnozi ficnym clenim, nemaiji dici vieténko (Kidela et al., 2002).

Prokaryota osidluji vSechny typy prissdi, snasi Siroka teplotni rozmezi, vysoké
hodnoty radiace a naiznych povrSich mohoui@zivat mnoho let. K prokaryotickym

organisniim pati bakterie spolu se sinicemi.

2.2.2 Bakterie

NejrozsfergjSi skupinou organistnna s¥té¢ jsou bakterie. Celkovy get druti se da
jen tusit a odhady s&@sto velmi lisi od 10k 10° druhi (Curtis et al., 2002). k¥eme je
nalézt v m@mdé, ve vod i ve vzduchu, Ziji symbioticky uvrditi na povrchu
mnohobug¢nych organism. Jsou schopné&@zit v prostedi, kde by ostatni organismy

uhynuly (horké prameny, vakuum, nizké teploty apod.

2.2.2.1 Tvar a velikost bakterialni kiky

Bakterialni buiky jsou velmi malé, takZze nelze uplatnit morfoldgia diferenciaci.
V priméru jejich délka kolisa v rozmezi 1-3 um a&kai v mezi 0,3-0,6 pm. Svymi
rozmery tak jsou na hranici rozliSovaci schopnostteinych mikroskofi (Kudela et
al., 2002). Tvar bakterialnich b&ékamize byt:

» kulovity (koky, diplokoky, streptokoky, stafylokokgarciny)
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» tycinkovity (tycinky, bacily, vibria, spirila, spirochéty)
» vétveny (aktinomyceta, mykobakterie, korynebakterie)
» pleomorficky (fytoplazmy)

VétSina fytopatogennich bakterii ma tvarcitkovity (nag. rody Agrobacterium,

Burkholderia, Ralstonia, Erwinia, Pantoe, PseudoasrXanthomonas

2.2.2.2 Stavba bakterialni biky
Bakterialni buka je prokaryotni organismus. Mezi stavbou dsurjednotlivych
bakterialnich skupin mohou existovat Zné rozdily, ale zakladni rysy a struktury maji

spole&né. Bakterialni bika se sklada z:

e buni¢né stny- wétSinou tlusta, pevna a neohebna. Podle sloZzenichérstny

se bakterie &li na grampozitivni a gramnegativni.

e pouzdra- sil§ hydratovana gelovitd nebo slizovitd vrstva nacliézese vig
bakterialni <siny. Pomaha bakteriim igkonat nefiznivé podminky,

charakteristické prod&tSinu fytopatogennich bakterii.

» bicika a fimbrii- organely, které se svym slozenim vepadobaji. Béiky jsou

delSi a jsou organelami pohybu, kdezto fimbrie joatSi a jejich funkci je

IV

» plazmatické membrany- nachdzi se mezi&bnou sénou a cytoplazmou.
Nekdy vytvéi vychlipeniny dovnit cytoplazmy tzv. mezozomy, které maji svoji

roli pii déleni burgk.

e cytoplazmy- jednd se o koloidni roztok globularnibiikovin ohranéeny
cytoplazmatickou membranou obsahujici nukleoid d¢fam, plazmidy,

rybozomy a tzv. inkluze s nerozpé$¢mi rezervnimi a odpadnimi latkami.

e genomu- souboru génulozenych v nukleoidu (Utvar podobny jadru) a
plazmidech. Nukleoid bakterialnich htkn je tvaren jedinou molekulou
deoxyribonukleové kyseliny (DNA), ktera je uzama do podoby prstence.

Fytopatogenni bakterie, ale i mnohé jiné, obsakujytoplazné plazmidy-
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kratké molekuly DNA, které nesou asi 1 % genetickérmace biiky (Kadela
et al., 2002).

» ribozomi- ovalna ¢€liska rozptylena v celé cytoplazmU bakterii tvéi az 40%
cytoplazmy, coz jim umaije velmi rychlou syntézu bilkovin (i¢lela et al.,
2002).

« endospory- valcovité az kulovité Gtvary, které savéi pouze u wkterych
bakterii ke konciidstoveé faze. Tyto Utvary maji velmi nizky obsah vadjsou
velmi odolné wici extréemnim podminkam (sucho, radiace, teploty gpod
Vjedné buice vznikd pouze jedna endospora vyzjigi se dlouhou

trvanlivosti.

2.2.2.3 VyZiva aifljem zivin

Bakterie ziskavaji energii oxidaci organickych katemonosacharid polysacharid, ale

i soli organickych kyselin, ktera ie probihat jednak fermentaci (kvasenim) nebo
respiraci. Bakterie vyuZivajici k oxidaci kyslikieky je sodasti molekuly gjaké
organickée latky, se ozuaji jako anaerobni. Bakterie, které energii ziskawspiraci a
nemohou Zit bez vzdusného kysliku, se ¢émjigako aerobni. ¥Sina fytopatogennich

bakterii setadi mezi aerobni.

Ziviny jsou bakterie schopnyiiffimat celym povrchem é&a. Protoze buftna
membrana neniifzpasobena k prchodu velkych molekul a pevnyalastic, je kazdy
bakterialni druh vybaven ¢&itym spektrem enzyi (exoenzynd), které jsou
uvolovany do vejSiho prostedi a napomahaji rozkladu organické hmoty na

jednodussi molekuly.

2.2.2.4 Hist a mnoZeni bakterii

Bakterie nachazejici se v priedi, které jim zajisti vhodné podminky, rostou aoiin
se. RozliSujemeist individualni bakterialni biky, ktery je plynuly, atst v bakterialni
kulture, kde se nachazi tky v raiznych fazich individualniho Zivota (idela et al.,
2002).

13



Bakteriefadime k nejrychleji se mnozicim organismna Zemi. Genetai doba je
¢asové vyjateni doby od vzniku jedné bakterialnitiy do jejiho dalSiho rozdeni. U
vétSiny bakterii a za optimalnichistovych podminek se genéna doba pohybuje
v rozmezi 15 az 30 minut (idela et al., 2002). Takto rychlé rozmnoZovani mak\své
limity. Rast bakteridlni kultury se zastavi, jakmile dojdeykerpani dostupnych Zivin
nebo k nakupeni odpadnich produkietabolismu.

NeZz dojde kvlastnimu rozkeni, musi bakteridlni Wika dofist do dostatmé
velikosti, musi si vytviit pfiméfenou zasobu Zivin a séasré musi dojit k replikaci
genetické informace. &Sina bakterii se mnozi binarninfignym dlenim, rékteré
pucenim, ojedigle i podélnym dlenim. Vlastni dleni probiha tak, Zze se nejprve
roz&li nukleoid a poté se se & tvdit bunééna pgepazka, ktera rozd mateskou
buiku na d¥ dceiné. Nekdy nedojde k od&eni dcéinych burgk a vytvéi se shluky,
které jsou charakteristické pro ¢ué druhy bakterii a jsou jednim z pomocnych

determiné&nich znak (fetizky, dvojice ¢tverice, hrozny apod.).

2.2.2.5 Vliv vigjSiho prostedi na Zivotni cyklus bakterii

Zivotni cyklus bakterii je zavisly na dostatém mnoZstvi Zivin nezbytnych pro
syntézu bu&né hmoty, na vyuzitelnych zdrojich energie a nadviygh biologickych,
fyzikélnich a chemickych podminkach. N&§i vyznam maji tyto w)si faktory:

* voda- \tSina bakterii Zije v prostdi s volg pristupnou vodou aip jejim
nedostatku dochazi k rychlé dehydratacidirbakterie usychaji a hynou. Ale
vétSina fytopatogennich bakterii je k vysychani tateni, protoZe jsou chrémy

bakterialnim slizem.

» teplota- \tSinu fytopatogennich bakteritadime mezi tzv. psychrofilni
mikroorganismy (Kidela et al., 2002). Z&aji se rozmnozZovatipteplotach
okolo 5-10°C, picemz teplotni optimum se pohybuje mezi 25-30°C. Qbédze
fici, Ze bakterie jsou mnohem cidjgi na vySSi teploty, a nejvice jsou

posSkozovany rychlym gtdanim nizkych a vysokych teplot.

» hodnota pH- ¥tSin¢ bakterii wetné fytopatogennich nejlépe vyhovuje neutralni

nebo slab alkalické progedi, extrémni hodnoty iiou bakterie usmrtit.

14



» ultrafialové z&eni- ma letalni a mutagennéidky pro WwtSinu bakterii (odolné

jsou bakterie obsahujici karotenoidni barviva)

e ultrazvuk- letdl® pasobi pouze zvukové viny o vysSi frekvenci nez 20kHz

v pripact nizkého kmitétu a dosti silné intenzity

2.2.2.6 Vyznam bakterii préovéka a pfirodu
Protoze bakterie jsoufipozenou slozkou biosféry, nalezneme je ve vSeebtizich

prostedich:

e Vv pudé- nejvice se jich vyskytuje v hloubce 3-10 cm podnechem fidy, kde se
podileji na kolobhu latek v pirode (nitrifika¢ni, denitrifikaini a hlizkové
bakterie)

* ve vod- vyskytuji se jak v miskych tak i ve sladkych vodach, jejich
sama@istici schopnosti se vyuzivdi fikvidaci organického zn#&sténi vod

» ve vzduchu- vySSi zastoupeni bakterii je nad pexnitez nad mem

« vrostlinnych a zivéisSnych organismech- vztahy mezi organismy a badtari
jsou mizné, nejvyznam¥Si je vztah symbioticky, ale existufada patogennich
bakterii vyvolavajicich znd onemoaimi (nag. skupina fytopatogennich

bakterii u rostlin)

2.2.2.7 Klasifikace fytopatogennich bakterii

Klasifika¢ni systém bakterii je zaloZzen na podobnosti nekdilmosti fenotypovych a
genotypovych charakteristik organi8mV bakteriologii neni pedmétem klasifikace
jedinec (buika), ale populace identickych jedinddrganem odpasdnym za klasifikaci
prokaryot je International Committee on Systemati€sProkaryotes Bacteriology
(ICSP) a jeho rozhodujici komise Judicial Commissldera vydava stanoviska tykajici
se taxonomickych zalezitosti. ICSP miadu podvybal, které se zabyvaji
nomenklaturou a taxonomii specifickych skupin prgké Pati mezi & i podvybor:

Burkholderia, Ralstonia gibuzné organismy (Tab. 1).
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Pri klasifikaci bakterii se vyuzivaji metody mikrogkoké, kultivani, fyziologické,
biochemické, chemické, ekologické, molekutdniologické, genetické, sérologické a
metoda numerické taxonomie {#ela et al., 2002). Tyto metody jsou vyuzivanyii p

identifikaci bakterii.

Tab. 1:Taxonomické zderneni fytopatogennich bakteri¥oung et al., 1992; upraveno):

o o . a .
s = - 2 e =
& (T = = e 2
- e & = -— it
Acetobacter
" Gluconobacter
p Alfa- podtrida —
G Agrobacterium
’ ! Sphingomonas
& o Acidovorax
t
: lophill
c e Beta- podtrida S
i Burkholderia
o
B I b Ralstonia
i a Enterobacter
a Erwinia
c C
t Pantonea
u
C ¢ e Proteus
r Gama- podtrida Serratia
e
t i i Pseudomonas
a Xanthomonas
e Xylella
Herbaspirillum
r v £ Bacillus
i .\»o'bb Paenibacillus
i r 4\*& Clostridium
m e';@ Arthrobacter
a i ,bc,‘ Clavibacter
c Q,\\é> Curtobacterium
S
u A Rathayibacter
2O
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2.3 RodRalstonia

Existuje vice nez 300 bakterii z atiehi Gracilicutes a Firmicutes, které vykazuji
fytopatogenni vlastnosti ({iKlela et al., 2002). Rod Ralstonia sice ngpgahospod#sky
pocetnym fytopatogennim rdaeh (zahrnuje druhyRalstonia solanacearum, Ralstonia
solanacearuntomplex aRalstonia syzygjj ale vzhledem k po#nn¢ Sirokému spektru
hostitelskych rostlin, iize byt limitujicim faktorem § produkci mnoha kulturnich

rostlin po celém s&¢ (Clarence I. Kado, 2010).

2.3.1. Charakteristika druhu Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearunje gram-negativni tynka z rékolika biciky na jednom poélu.
Roste aerobh a netvédi endospory. Pokud bakterie neni finpém kontaktu se
vzduchem, je za ditych okolnosti schopna omezitist a produkovatpoly--
hydroxybutyrat slouZici jako energetické rezervar(by et.al, 2001Yelikost burgk se
pohybuje v rozmezi 0,5-0,7 x 1,5-2 pm.

Kolonie na agarovych ggach jsou nefluorescentni, nepravidelkulaté, tekuté,
slizovité, krémové barvy &sto tvai difuzni hredy pigment (Clarence I. Kado, 2010).
Na zivnych agarech vytviadva typy kolonii- fluidni a nefluidni (Smith, 19% Za
uréitych podminek rmize dojit ke spontanni zme z fluidni na nefluidni formu, coz je
spojeno se snizenim virulence daného kmenu. Tewdbyl pozorovan vigsledku
dlouhodobé kultivace na agaru (Buddenhagen eBél},IKelman, 1954).

Tuto bakteriitadime mezi Proteobacteria ptida Betaproteobacteria. Jedna se o
velmi adaptabilni organismus s Sirokou Skalou heigtiktery se podle biochemickych
vlastnosti¢leni na 5 biovat, podle hostitelského okruhu sélicha rékolik ras a podle
nejnowjsiho @istupu- genové sekveémi analyzy se &i na 4 phylotypy (Janse, 2012).
Nejjednodussi a nejrozeigSi je ctleni podle hostitelského okruhu q#ela et al.,
2002):

e Rasa 1 méa vysoké teplotni optimum (35-37°C) a jeSifena hlava
v tropickych a subtropickych oblastechétip kontinenti  véetné  Evropy

(Elphinstone, 2005). Rasa 1 ma nejvysstgbahostitelskych rostlin. Zeledi
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lilkovitych napadéa hlavétabak, raje, lilek vejcoplody, brambor, z dalSich pak
diploidni bananovnik, podzemnici olejnou, boby, nslinici, ale i rekteré
okrasné rostliny Anthurium spp., Dahlia spp., Heliconia spp, Lilium spp.) a
plevele (EPPO/CABI, 2005). V mirném podnebnim pssuiize vyskytovat na
rostlinach ve sklenicich. Prvni potvrzeny nélez byloce 2015 na okrasnych
rostlinachRosav Nizozemi (NPPO The Netherlands, 2015).

Rasa 2 ma stejnjako rasa 1 vysoké teplotni optimum (35-37°C) pau
hlavns triploidni bananovnik (tzv. choroba Moco) a rastlirodu Heliconia,
vyskytuje se hlawh v tropickych oblastech jizni Ameriky a na Filipai
(Elphinstone, 2005; EPPO/CABI, 2005)

Rasa 3 s nejnizSimi teplotnimi naroky (27°C) mdezliska hospodékého pro
nas i ostatni evropské staty n#gi vyznam, nehbd se gizpasobila mirnému
klimatu. Jeji vyskyt byl zaznamenan ve vSeét kontinentech nejen v tropech
(Elphinstone, 2005; EPPO/CABI, 2005), ale také w&Sich nadmiskych
vySkach. NapadaipdevSim brambor a 4, jeji okruh hostitél je Uzky.
Prirozenymi hostitelskymi rostlinami mohou byt nejBikovité plevele, ale i
jiné plevelné druhy, které se tak mohou stat zdnojaokula pro kulturni

rostliny.
Rasa 4 je zvla8tagresivni na zazvoru, vyskytuje se v AElphinstone, 2005).

Rasa 5 se specializuje na moruse a jeji vyskyhjezen nainu (Elphinstone,
2005).

Velké ekonomické ztraty zfigobené epidemii bakterialniho vadnuti byly

zaznamenany v oblastech, kde doSlo k infekci ros#igat, @i sklizni brambor,

tabaku, banan podzemnice olejné a zazvoru (Elphinstone, 200B)kow lze fici,

Ze ekonomicky dopad iie byt obrovsky navzdory skuteosti, Ze je jen malé

mnozstvi informaci o jeho vlivu na samozasobitelgk@edélstvi, konkrét na

brambory, kde je nyni obtizn&gsré posoudit hospodakou Skodu (Elphinstone,

2005; Hayward, 1991). Obetrmplati, Ze ztraty jsou zavislé na mistnim podnebi,

typech mdy, postupech gstovani plodin, volb plodin, ale i na patogennich

vlastnostech mistnich km&rR. solanacearunfElphinstone, 2005). V evropskych
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zemich, kde m& patogen status karanténniho organssrztraty obvykle zvysuji z
duvodu pouZiti pisnych opaeni.

2.3.2Epidemiologie bakterialniho vadnuti

Kazdy patogen Zjsobujici onemoami musi nejprve proniknout do hostitelalstonia
solanacearunobyejn¢ vstupuje do hostiteleips fizna porasni koreni, stonki nebo
pies piduchy. V dols, kdy se kéeny rozfistaji a boni kareny vynduji z pletiva, niize
dojit k praniku bakterii do vodivych pletiv (Kelman, 1953). Bréni koreni mohou
zpasobit i tizné kultiv&ni zasahy, stefntak jako i gitomnost h&atek. Jakmile je
patogen uvnit rostliny, dochazi ke kolonizaci cévnich svazKento proces fi¥e byt
urychlen vysokou teplotou. Horni teplotni hraniei40°C a dolni teplotni hranice je

4°C. Ri téchto teplotach nebyl zaznamenéan Zadrsf (Kelman, 1953).

Charakteristickymi symptomy bakterialniho vadnaty ve ¥tSin¢ pripadi vadnuti,
krnéni a Zloutnuti rostlin. Symptomy se mohou vyvinoujakékoliv fazi vyvoje
rostliny. K Uplné destrukci rostliny dochazfepevsim fi napadeni v ranych fazich
jejiho vyvoje (Kelman, 1953; Smith, 1920).

Jakmile dojde ke zneni hostiteleR. solanacearune schopna fezivat v dé pri
absenci hostitelskych rostlin do 2 let, jefiepiti je zavislé na teplétpiady a pidni
vlihkosti (Denny, 1994). Existuje¢kolik forem pezivani bakterialnich bgk. Jednou
z nich jsou Zivotaschopné nekultivovatelné baktagbo tzv. hladayjici buiky a nebo
bakterialni biofilmy (Alvarez et al, 2008; Alvarez al, 2010; Roszak et al, 1987; Grey
et al,2001). Bylo popsanagxiti bakterie Wisté vod pii teplo& 20 - 25°C po vice jak
40 let. R.solanacearummiZe pFezimovat v zavlahovych vodach ashém spojeni
s bezpiznakovymi vodnimi plevelnymi hostiteli a takto mepahat k §eni patogenu
pomoci vody. Kontaminovana zavlahova voda byla jedno mnoha vyskyi
bakterialniho vadnuti naiznych plodinach. Patogen je obvykle z&ele na mista polni
produkce pstovanim latenth infikovanych rostlin a dal roz&%van ges vodni cesty.
Bakterie niize byt izolovana i ve velkych vzdalenostech (viez 80 km) od zdroje
inokula (Hong et al., 2014).

Latentrg infikované rostlinySolanum dulcamara Urtica dioica, které jsou sotasti

poliezni vegetace, neprojevuji zZzadné znamky baktenhidinvadnuti. Ralstonia
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solanacearunje schopna véchto plevelech f@zimovat a za vhodnych podminek se
muze z&it mnozit (Hong et al., 2014).

2.3.3 Hostitelské rostliny

BakterieRalstonia solanacearumma Siroké spektrum hostitelExistuje minimalg 50
rostlinnych¢eledi s vice nez 20@znymi druhy rostlin, které jsou k bakterii nachylné
(Kado, 2010)

Na UzemiCeské republiky se fife tento patogen vyskytovat na bramboréach,
rajcatech, paprikach a pelargoniich.rir@zenymi hostiteli mohou byt i jiné lilkovité
rostliny (Solanum dulcamara, Solanum nigruaplevelné druhylrtica dioica, Rumex
spp, Chenopodium album, Silene alba, Bidens piloskrfson nigrum, Atriplexspp.).

Ralstonia solanacearunpivodce bakterialni hfgé hniloby bramboru, s@di mezi
Skodlivé organismy sledovanéCR i EU, jejichz zavlékani a &ni je na Gzemi
clenskych stat EU zakazano, a proti jejichziéni je nutné fljimat predepsana
opateni. Pfizkum vyskytu tohoto patogenu #di snernici Rady 98/57/ES, o ochran
proti Ralstonia solanacearug8mith) Yabuuchi et al., v platnémémi, a pro Gzem¢R
ve vyhlaSce 331/2004 Sb., o ofeatich k zabezgeni ochrany proti zavlékani aéi
puvodce bakterialni krouzkovitosti bramboru a baléeii hredé hniloby, ve zéni

vyhlaskye. 328/2008 Sb.

2.3.4 Vyskyty bakterieRalstonia solanacearunv zavlahovych vodach v Evrop

2.3.4.1 Svédsko

Prvni zprava o vyskytRalstonia solanacearum Evrops pochazi ze Svédskaid®l tim
byla R. solanacearumstrikiné povazovana za patogena teplych oblasti zvlast
tropickych. Nicméa v roce 1972 byla hwld hniloba nalezena na hlizach konzumnich
brambor odidy Bintje kthem rutinni inspekce. Tento vyizolovany drutiigpbil bthem

5 dmi vazné vadnuti mladych rostlin &aj (odr. Dansk Exporx a lilku (odr. Black
Beauty. Druh byl klasifikovan jakdRalstonia solanacearumasa 3 biovar 2 (Olsson,
1973, 1977).

20



Identifikace bakterie v severnim a jiznim Svédskuabnaprosto neekéavana a
odhalila nedostatek znalosti o oblastie8i patogenu. Proto byl zahajen rozséhly
prizkum s cilem zajistit zdroj infekce. Jedina vyznamshoda mezi postizenymi
farmami byla zavlaha uzivajici povrchovou vodu dnibio toku. Vodni tok Pinnam byl
podroben pizkumu doprovodnych hostitelskych rostlin z pedni vegetace. Na
biezich se vyskytovalipdevsim lilek potrchu’ (Solanum dulcamaia Bakterie byla
izolovana zrostlin rostoucich 3 km po tokeky od podniku zpracovavajiciho
brambory, ktery vyuZival brambory doméaci i dovozomedukce. Odpadni voda
z podniku byla vypousha gimo do vodniho toku. V nasledujicich pokusech byla
pouzita voda z vodniho toku v blizkosti infikovahygoli k zavlaze sklenikovych
rostlin. Tyto rostliny byly pravidekhzalévany kontaminovandaicni vodou a nakonec
uvadly. Voda z vodniho toku pouzivaného k zavlagla ikena jako vyznamny zdroj
inokula (Olsson, 1976,1979).

2.3.4.2 Holandsko

Prvni zprdva o vyskytu kdé hniloby brambor v Holandsku byla #gg¥na v roce
1992 a pedpoklada se, ZRalstonia solanacearunpochazela z necertifikované sadby.
V roce 1995 byl patogen detekovan jak v sadbovythitkonzumnich bramborach.
Série vyskyl smeiovala k jednomu gstiteli, jehoz pole byly ozri@ny jako infikované.
Na tom samém poli, kde bylygstovany mistni infikované otldy, byly zjiS€ény latentni
infekce i u jinych odid. Zkoumani zdrdj povrchovych vod v blizkosti této farmy
odhalilo gitomnost bakterie a dalSi studie nadlyasouvislost mezi pouzivanim vody

na zavlahy a onemoénim brambor (Janse et al, 1997).

Vroce 1996 byl uskuteén rozsahly pizkum na detekci bakteri€ralstonia
solanacearumv zavlahové vod a v pilehlé polrezni vegetaci. iblizné 14 000
rostlinnych vzork (Solanum dulcamadaa vzorki vod bylo odebrano n#ig celym
Holandskem. Bakterie byla detekovanagti procentech vzork vod a v disledku toho
bylo pouziti vody na zavlahu #dahto zdrofi zakdzano. Bakterie byla také detekovana
v kofenechSolanum dulcamargaondenych do vody. V mnohatipadech byla bakterie
detekovana ve vodnich zdrojichésmé blizkosti podnik zpracovavajicich brambory,
C0Z nazn&uje, ze procesisténi odpadnich vod neni efektivni pro usmrceni badter
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Aby se vysledovaly zemy populace bakteriechem roku, odebiraly se v roce 1996
v Holandsku vzorky vodydkolikrat za rok. Vzorky byly odebirany tydmzectyt fek. V
infikovanychtekach byla bakterie detekovana do zamrznuti vogdiirao po tani byla

opct detekovatelna ale ve velmi nizké populaci ((Jatsd, 1997).

2.3.4.3 Anglie

Propuknuti bakterialniho vadnuti v Anglii vedlo Ywoji metod pro detekci bakterie
Ralstonia solanacearunv rostlinach lilkku Solanum dulcamarag v zavlahové vad V
roce 1992 a 1995 se objevilydwehniska této choroby na dvoiznych farmach (Stead
et al., 1996). U obou vyskytbyla zdrojem infekce kontaminovana zavlahova veea,
které grirozere rostl infikovany lilek Solanum dulcamadaBylo odebrano 420 vzoik
téchto rostlin z#@znych vodnich tok a bakterie byla vyizolovdna z vldknitych
postrannich kiinki. Pro detekci patogenu byly pouZit§f tnetody: nepima ELISA,
PCR a kultivace na SMSA mediu. Vysledky jednotlivyesti kolisaly a ukazalo se, Ze
nejvice spolehlivy fistup by byl pouzit vSechny metody sasré (Elphinstoneet al,
1997).

V prabéhu ¢tyrletého sledovani tstavaly rostliny lilkku Solanum dulcamada
infikované a Zivotaschopny patogen mohl byt izolowdhem celého roku i po dobu
zimnich nésiai. Infikovany byly pouze rostliny s keny pond#enymi do vody, u
ostatnich vodnich plevel rostoucich podél kontaminovanych tokebyl patogen

detekovan.

Pfi vzorkovani plevelnych rostlin brambor v infikowarh oblastech byl patogen
detekovan v ménjak 1 % dcénych hliz a nasledujiciho roku jiz zjit nebyl. Na
z&klad téchto pfizkumi je usuzovano, Ze nejgim rizikem pro roz$ovani této
bakterie jsou lilky $olanum dulcamara)kde Ralstonia solanacearumpiezimuje a

postupr dochazi k jejimu uva@bvani do vodnich takpouZzivanych k zavlaham.

Po narodnim gizkumu, ktery byl proveden riakach po celé Anglii a Walesu, byly
nalezeny infikované rostliny lilkuSolanum dulcamarana fece Temzi a jejich &b
piitocich, a narece Witham. Tytdeky byly sledovany éhem fti let a bakterie byla
detekovana pouze ve vodach, kde hytgmen lilekSolanum dulcamaraPatogen byl

izolovan pouze v teplych letnich a podzimnicksioich. V chladgSich nEsicich byly
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vzorky centrifugovany, aby se zkoncentrovala popellpatogenu a obohacené vzorky
byly testovany PCR. Populace bakteRalstonia solanacearumse sniZzovala, kdyz
poklesly teploty vody nebo se zvedla hladina, anathuntel lilek Solanum dulcamara
(Elphinstone et al., 1997).

2.3.4.4 Spa#isko

Rovrez ve Spadlsku byla zkouména zavislost mezi teplotou vodyrekach a

populacemi bakteridRalstonia solanacearunmBéhem ftileté periody byla sledovéana
feka Tormes, v jejimZ blizkém okoli byl popsan vyskgdé hniloby. Vzorky byly

odebirany z 5 lokalit podékeky a poté fimo rozeteny na SMSA medium.
Pravd@podobné kolonie byly potvrzeny IF testem a DASI HFA. Jakmile teplota

vody Vv letnich misicich stoupala, populace bakterie se zvySovala, vatimnich

mesicich byla bakterie nedetekovatelna (Caruso e2@D5).

2.3.5Priizkum vyskytu bakterie Ralstonia solanacearuny Ceské republice

Praizkum vyskytu fivodce bakterialni hfwé hniloby bramboru ¢R je zankien
piedevsim na porosty brambor acedg nebo na partie hliz brambor ve skladech.
Provadi se vizualni prohlidka rostlin v porosteetzuélni prohlidka hliz na poli i ve
skladech, anebo odba testovani vzokkbezggiznakovych hliz bramboru n&ipmnost

Ralstonia solanacearumtiagnostickymi metodami.

Pro zajiséni prizkumu rozsahu vyskytu RS na Uze@iRR se odebiraji i vzorky vod
z vodnich zdraj pouzivanych k zavlaze hostitelskych rostlin (brambage), véetns
vzorki doprovodnych hostitelskych rostlin z gebni vegetace. Vzorkuji se i odpadni
vody z podnik, které ptmyslow zpracovavaji hlizy bramboru (Vyhlaska328/2008
Sb.).

V Ceské republice je vyskyt baktefRalstonia solanacearum povrchovych vodach
monitorovan od roku 2002. V séasné dob jsou monitoring a diagnostika provaxy
pracovniky Ustedniho kontrolniho a zkuSebniho Ustavu &fiského (dale jen
UKZzUZ). Odbsr provadi rostlinolékiti inspektéi a vzorky jsou rozborovany
na Oddleni diagnostické laborate Havlitkav Brod.
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3 CiL PRACE

Ve své zawrecné praci se zabyvam jmkumem vyskytu fivodce hidé hniloby
brambor v zavlahovych vodachGeské republice.

Dil¢i cile prace:
* Shroméazdit a prostudovat dostupnou literaturu
» Vypracovat literarni reSersi se z&menim na rostlinolékakou bakteriologii

« Na vybranych tocich v hlavnich zavlazovacich okelstCeské republiky
vyhodnotit vyskyt fivodce hgdé hniloby brambor a nalézt mozné zdroje
kontaminace povrchovych vod

24



4 MATERIAL A METODY

Podkladem pro vypracovani zéené prace na téma Vyskyt bakteriRRalstonia
solanacearumv povrchovych vodaciCeské republiky byla osobniaist na testovani
této bakterie v diagnostické laboratdHavlickiv Brod v pabéhu let 2010-2016.
Oddileni diagnosticka laboratddavlickiv Brod spada pod Odbor diagnostiky, ktery je
sowasti Ustedniho kontrolniho a zku$ebniho Ustavu sdtiského (UKZUZ).

Vzorky vySetovanych povrchovych vod byly v letech 2010- 20l6ehkidany a
odesilany do laborate rostlinolék#skymi inspektory UKZUZ (do roku 2015
inspektory Statni rostlinolékské spravy) z vybranych o&fovych mist. V roce 2016 se
uskut&nil podrobny pézkum naiece Dyji s cilem zajistit mozny zdroj opakované

infekce povrchovych vod baktefdalstonia solanacearum

V Cechach je hlavnim tokem vyuZivanym Kk zavlaze v baambor#skych
oblastechreka Labe a jeji hlavnitfioky (Upa, Metuje, Orlice, Jizera, Chrudimka), na

Morawé pakieka Dyje (s fitoky JeviSovka, Kyjovka) a Morava (Obr. 1).

®Labe " Upa " Metuje mOrlice ™ Jizera Chrudimka ®Dyje JeviSovka M Morava

Obr.1Mapa monitorovanych tak
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4.1 Metodika odkEru zavlahovych vod

Zavlahové vody se odebiraji do sterilnich lahvicmeAdob na jedno pouziti 2x¢&r@
béhem vegeténiho obdobi. Prvni odb se provadi v obdobi Kten azcerven, kdy
teplota zavlahové vody dosdhne 15°C. Druhygogiioobih& v obdobi srpen &fen ogt

s pihlédnutim k aktualnim teplotam. Vzorky se odelimhloubky 30 - 40 cm ve
vzdalenosti 2 m od okraje toku z oblasti, kde jgawlazovany produi plochy
brambor (Vyhlask&. 331/2004 Sh., o opanich k zabezgeni ochrany proti zavlékani
a Steni pivodce bakterialni krouzkovitosti bramboru &vpdce bakterialni hfué
hniloby v aktualnim zéni).

Ihned po odbru se vzorky ukladaji do chladicich hioa pepravuji do laborate,
kde se do 24 hodin od ol zpracovéavaji. Dopotiené velikost vzorku je 500 ml.

4.2 Metodika detekce a identifikace bakteridRalstonia solanacearunv

zavlahovych vodach

Metodika detekce a identifikace bakteRalstonia solanacearurge tidi prislusnymi
piedpisy Evropského spa@enstvi (Snirnici Rady 98/57/ES ze dne 2&rvence 1998 o
ochrart proti Ralstonia solanacearuniSmith) Yabuuchi et al.,, a Simici Komise
2006/63/ES ze dne l1ldervence 2006, kterou sesm prilohy Il az VII snErnice Rady
98/57/ES.). Tyto fedpisy jsou zpracované ve Vyhlagce331/2004 Sb., o opanich k
zabezpeéeni ochrany proti zavlékani aresi pivodce bakterialni krouzkovitosti

bramboru a fivodce bakterialni higé hniloby v jejim aktuélnim 2ni.

Zakladni vysSebvaci metodou je metoda selektivni izolace patogemwhodnych
Zzivnych mdéch, kde se sleduje iidt typickych kolonii Ralstonia solanacearum
Podezelé kolonie se &uji na univerzalni Zivnétmly s cilem ziskatistou kulturu,
ktera je pak identifikovanathterym ze screeningovych tégnag. IF test, PCR, FISH)
a testem patogenity. Citlivost testu selektivnilaze je ovliwiovana pedevsim
populacemi konkuremich saprofytickych bakterii. Touto metodou je mdzachytit
patogen jiZ fi koncentraci 18unsk/litr zavlahové vody (Obr. 2).
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Odebrany vzorek zavlahové vody

Koncentrace patogenu
Selektivni izolace patogenu
Kolonie s typickou morfologii
NE Vzorek neni infikovan
R.solanacearum
Ziskani ¢isté kultury
Identifikacni test Test patogenity

Oba testy vykazuji
pritomnost R.solanacearum

NE Vzorek neni infikovan
R.solanacearum

Vzorek je infikovan
R.solanacearum

Obr. 2:Postupovy diagram pro detekci a identifikaci balddRalstonia solanacearum

v zavlahovych vodéach

4.2.1 Koncentrace patogenu

* Odebrané vzorky vod dodanych v plastovych obalech grvni fazi zpracovani

zbavuji gipadnych hrubych régstot filtraci (filtraéni papir Whatman No 1).

o Ziskany filtrat je nutno zkoncentrovat postupnym sti’ovanim

v centrifug&nich zkumavkach o objemu 80 nii 000g po dobu 15 minut
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» Poté se slije kapalina nad usazeninou a k usazesédimentu seima dalsi
cast pefiltrované vzorku. Postup se opakuje az do zpréacbeelého objemu

nebo minimala 200 ml.

* Po za¥recném odsiedini se k sedimentuijgld 1 ml peletového pufru a vzorek

se dikladre protepe

4.2.2 Selektivni izolace patogenu (kultivni test)

» Vlastnimu testovaniipdchazi fiprava inkuba&nich ploten (g 9cm) s vhodnym
kultivatcnim médiem- SMSA (SM Selective Agar Base), Kingk8n§ et al.,
1954)

» Pripravi sefedicitada vychozi suspenze ve sterilni destilovan& wogomeru
1:10a 1:100

* Na inkub&ni plotny s SMSA médiem se postépmanasSi 150 pl vzorku
z pripravenéredicitady a sterilni hokejkou se roztira po celé ploséngt

e Stejny postup se pouziva pro vSechedni i pozitivni kontrolu-Ralstonia
solanacearunNCPPB 2505

» Plotny se inkubuji $ teplot 28 °C+ 2°C po dobu max. 7 dni

» Sleduje se a zaznamenavausarpoderelych kolonii s typickou morfologii,
které se poté ipvedou na univerzalni médium- King B, kde vytva

charakteristicky hédy pigment.

« Cisté kultury je teba identifikovat dkterym ze screeningovych tésag. IF
test, PCR, FISH) a zalozit test patogenity.
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4.2 .3 Identifikaéni test

» Jednorazovou kultiveni klickou se stahnéast bakterialni kultury narostlé na
King B médiu a penese se do oz&ené zkumavky s 500l sterilni destilované

vody.

* Pro vilastni testovani jageba si pipravit vhodnéredni vychozi suspenze ve
sterilni destilované vad(1:10, 1:100, 1:1000).

* Pro identifikaci podezlych kolonii lze vyuZit tyto screeningové testy:
imunofluorescetni test (IF test), fluoresceéni in situ hybridizaci (FISH) nebo
polymerazovourettzovou reakci (PCR). K detekéistych kultur byl pevazr
vyuzit IF test a metoda FISH.

* Pracovni postup uvedenych tegt popsan ve Vyhlasce 331/2004 Sb.

4.2.4 Test patogenity

» Pripravena bakterialni suspenze se dale pouzijedZeal testu patogenity

* Vhodnou inokulani technikou se infikuji testovaci rostliny (lilekejcoplody
Solanum melongenadr. Black Beauty nebo kg jedléSolanum lycopersicum
L., 1753- odr. Moneymaker)

* Souasrt se zaklada negativni a pozitivni kontrola- sbigkdwnen Ralstonia
solanacearunNCPPB 2505

* Inokulované rostliny se inkubuji max. 20 diii feplotach 28°C £ 2°C.

* Sleduji se a zaznamenavaji charakteristickiznpky bakterialniho vadnuti

rostlin
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Prizkum vyskytu givodce hidé hniloby brambor v povrchovych vodacteské
republiky probihal narekach Labe, Dyje a Morava a na jejich hlavniditogich.
V pribéhu sedmi let bylo &hem vegeténiho obdobi odebrdno celkem 573 vAork
povrchovych vod z 84 odbovych mist (Graf 1, floha¢. 1), kde kazdy je tuen 2
dil¢imi vzorky o minimalnim objemu 200 ml. Z celkovépoctu odebranych vzoik

vod bylo potvrzeno 28 pozitivnich natehakterieRalstonia solanacearum

Graf 1: Zastoupeni jednotlivych télka pa'ty vySetenych vzork
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V laboratdi bylo v souvislosti s vySe uvedenym objemem viaoda sledované
obdobi zpracovano a vyhodnoceno: 1146 kuitiveh tesh, 54 IF tesi, 54 tesh
patogenity a 29 testFISH. Nekteré vzorky byly sotasré otestovany v biochemické
laboratd@i Odboru diagnostiky v Olomouci metodou PCR. &mw® s odkry
povrchovych vod byly odebirdny i reprezentativnonky poliezni vegetace, kde byl
jako hlavni screeningovy test pouzit IF tesfi gddrobném pizkumu v roce 2016 na
fece Dyji byla i u potezni vegetace pouzita jako zakladni vi@edci metoda

selektivni izolace patogenu na vhodnych Zivnyatgeh.

5.1 Vysledky pnizkumu nafece Labi a jejich hlavnich gFitocich

Na rece Labi je pizkum vyskytu patogen®alstonia solanacearurprovad¢n na 46
odkerovych mistech rozdenych doctyi Useki:

1. Usek: Bedichov v KrkonoSich — Jaron (15 odigrovych mist)
2. Usek: Jaror — Pardubice (13 odbovych mist)

3. Usek: Pardubice — &hik (13 odrovych mist)

4. usek: MeInik — D&cin (5 odErovych mist)

Z celkového p&tu 377 vzork vod odebranych v celém sledovaném Useky Labe
bylo v priibéhu sedmiletého fizkumu prokadzano celkem 7 pozitivnich vyskyfab.
2), které se nachazely vizanych Usecich toku. Teprve v letech 2015 a 2016 byl
zaznamenan opakovany nélez na jedné lakaliSechny vyskyty az do roku 2016
pochazely z druhych odiovych termit, tj. z obdobi srpen adjen. V roce 2016 vSak
byly prokadzany dva vyskyty bakterialstonia solanacearuinpii prvnich odirovych

terminech.
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Tab. 2:0dkéry povrchovych vod n#gece Labi

Celkovy paotet odebranych vzorki/ poéet pozitivnich nélei
Odbérova reka

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Labe (1. Usek) 17 14 16 24 24
Labe (2. Usek) 4 12/1 20 18 16 22/1 22/4
Labe (3. usek) 16 16 8 8/2 8 8 8
Labe (4. Usek) 6/1 6 12 14 14 19 25
Celkem vzorka |26/1 34/1 57 54/2 54 73/1 79/4

Soutasre probihaly i ptizkumy na pitocich Labe: Orlice (2 odbova mista),
Metuje (4 odBrova mista), Jizera (6 odlovych mist), Upa (3 odiova mista) a
Chrudimka (2 odérova mista). Nagthto gitocich bylo celkem odebrano za sledované

obdobi 68 vzork, u kterych nebyl prokazan Zadny pozitivni naleal(T3).

Tab. 3:0dkeéry povrchovych vod nafiocich Labe

Celkovy potet odebranych vzorki/ poéet pozitivnich nale#i
Odbérova ieka |2010 2011 2012 2013 2014 2015 20146
Orlice 2 2 4 4
Metuje 2 2 2 2
Jizera 2 2 1 2 2 5 11
Upa 5 4 4 3
Chrudimka 3 2 2
Celkem vzorka |2 2 1 11 13 17 22
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Vyhodnoceni situace naece Labi

Prvni pozitivni nalez v roc2010 na lokalit Paieplice (Obr. 3- bod 1) byl prvnim
prokdazanym vyskytem bakteriRalstonia solanacearuma nasem Uzemi. Jednalo se o
druhy odkrovy termin a koncentrace bakterialnich &urse pohybovala na hranici

detekovatelnosti tj. FBunsk/litr zavlahové vody.

Stejre nizkad koncentrace patogenu byla i v r@1 na lokalig Prednefice nad

Labem (Obr. 3- bod 2), kteréa je od mista prvotmilezu vzdalena 165 km.

DalSi pozitivni vyskyt byl zaznamenan az v r@@d.3a to hned na dvou lokalitach-
Kovanice a Doubrava u Kostomlat nad Labem (Obbhd&i 3,4). Ob lokality jsou od
sebe vzdalenéiiplizné 13 km a koncentrace patogenu se pohybovath rg hranici

detekovatelnosti.

V roce 2015 byl potvrzen pozitivni nalez v druhém adbvém terminu na lokatit
Lukovna (Obr. 3- bod 5) ¥asti toku, ktera je intenzi¥nvyuzivana k zavlaham ranych

brambor.

Odbkéry v roce 2016 nejenze potvrdily nalez patogenu na lokalitukovna, ale
objevily se i dalSi vyskyty na blizkych lokalitaétotaply a Pokebaka (Obr. 3- bod
6,7). Posledni pozitivni nalez na Labi v roce 2@¥6 potvrzen na lokalé CernoZice
nad Labem (Obr. 3- bod 8) a je zarbveejvySe poloZzenym mistem na Labi, kde byla
Ralstonia solanacearumietekovana @otvrzena. Alarmujici je skutrost, Ze doSlo ke
zvyseni koncentrace patogenu né Borsk/litr zavlahové vody a s@asré byl potvrzen
vyskyt bakterie na lokalitPataply i pri prvnich odiérovych terminech tj. v dab kdy

jsou vyuzivany tyto povrchoveé vody k zavlaham o tetnobramborgké oblasti.

V letech 2012 a 2014nebyl patogen na sledovanych lokalitach a v danych
odkerovych terminech detekovan, coz ale nepotvrzujeesikast, Ze by se ve vodach

Labe nevyskytoval.

Stejna situace nastala i ¥pad€ odkéra poliezni vegetace. Za celé sledované
obdobi 2010-2016 a v celém Useku toku Labe nehliglgpa v hostitelskych rostlinach
detekovan. NejtSi podil, co se tfe druhového zastoupeni, fita kopriva dvoudoma
(Urtica dioica), v menSim pé&tu pak byly odebrany i tyto plevelné druhy: dvoueab

trojdilny (Herba bidentii tripartita), lilek rajce (Solanum lycopersicumlilek ¢erny

33



(Solanum nigrum lilek potméchw’ (Solanum dulcamapaa Fovik tupolisty (Rumex

obtusifolius).

Za sledované obdobi se na Labi negiddanalézt mozny zdroj kontaminace
povrchovych vod bakteriRalstonia solanacearunVyskyty v povrchovych vodach na
jednotlivych lokalitach byly ojedigié. Jedna ziiin, pro: se nepodd@o nalézt bakterii
i v prilehlé vegetaci, rfize byt i skuténost, Ze pro diagnostiku byly odebirany nevhodné

segmenty z nadzemddasti rostlin &srg nad povrchemily.
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Obr. 3: Lokality s pozitivnimi vyskyty bakterie Ralstos@anacearum na&ece Labi
v pribehu let 2010-2016

5.2 Vysledky pnizkumu nafece Moraw

Na iece Mora¥ probihal pizkum pouze na jedné lokali{Priloha¢. 1), kde bylo za
sledované obdobi odebrano celkem 10 viaptde kazdy vzorek je t¥en dwma
diléimi vzorky. V Zzadném z odbi povrchovych vod nebyla detekovana bakterie
Ralstonia solanacearur(irab. 4). Bakterie se neprokazala ani ve vzorciglol¥ezni

vegetace.
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Tab. 4:0dkeéry povrchovych vod ngece Mora¥

Celkovy potet odebranych vzorki/ poéet pozitivnich nalezi

Odbérova ieka |2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Morava 3 0 0 1 2 2 2

Celkem vzorka |3 0 0 1 2 2 2

5.3 Vysledky pnizkumu na¥ece Dyji a jejich hlavnich gFitocich

Reka Dyje se svymi zavlazovacimi kandly #itgky jsou vyznamnym zdrojem
zavlahoveé vody na jizni MordvZa sledované obdobi bylo na Dyji odebrano 95 kizor
povrchovych vod z 18 odbovych mist (Filoha ¢. 1), které byly vzdy dopkmy
reprezentativnim vzorkem piEZni vegetace. Kazdy vzorek zahrnuje dva vzorky dil

minimalnim objemu 200 ml.

Z celkového p&tu odebranych vod v celém sledovaném Uselky bylo v pfibéhu

sedmiletého gizkumu prokazano celkem 16 pozitivnich nél€gzab. 5).

Stejny postup byl zachovan i néitpcich Dyje, kde se sledovatitky Kyjovka s
jednim odirovym mistem (Hloha ¢. 1) a JeviSovka (#oha ¢. 1) rovreZ s jednou
lokalitou. Na pitocich bylo celkem odebrano 23 vzorkod doplnych polsezni

vegetaci. Z uvedeného ¢ia byly 3 vzorky pozitivni.

Tab. 5:0dkéry povrchovych vod ngece Dyiji a jejich hlavnich/tocich

Celkovy potet odebranych vzorki/ poéet pozitivnich nélei

Odbérova ieka |2010 2011 2012 2013 2014 2015 2014

Dyje 9 0 0 10/2 10/1 10/2 56/11

Kyjovka 1 0 0 1 2 2 2
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JeviSovka 2

2 2 8/3
Celkem vzorka |12 0

0 12/2 14/1 14/2

64/14

5.3.1 Vyhodnoceni situace na Dyji a jejichifitocich do roku 2016

V letech 2010, 2011 a 2012hebyl na Dyji zaznamenan Zzadny pozitivni vyskyt

sledované bakterie. Nutno i@snit, Ze vletech 2011 a 2012 se zde éndb
neuskuteénily.

V roce 2013 byla pak bakterie detekovanai miruhych odBrovych terminech v
odebranych vodach hned na dvou lokalitach Hevlior (@- bod1) a Hodonice (Obr. 4-

bod 2). Koncentrace patogenu se pohybovala okdldd@k/litr zavlahové vody.

V roce2014se @i druhych odBrech opakoval pozitivni nalez v Hodonicich a v roce

2015 v Hevlirg i Hodonicich (Obr. 4- bod1,2) giplizné stejnymi vySe uvedenymi
koncentracemi patogenu ve vy&sané vod.

Na monitorovanychiftocich Kyjovka a JeviSovka nebyl do roku 2016 zemanan
Zadny pozitiv.
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Obr. 4:Lokality s pozitivnimi vyskyty bakterie Ralstoniasacearum naekach Dyji a
JeviSovce v pibehu let 2010-2016
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5.3.2 Vyhodnoceni pizkumu na Dyji a jejich pritocich v roce 2016

Opakované vyskyty patogenu na jednotlivych lokaht&edly v roce 2016 k provedeni
podrobréjSiho pfizkumu s cilem nalézt zdroje mozného zéend bakteriiRalstonia
solanacearunv této oblasti Celkow bylo v roce 2016 na Dyji a JeviSovce odebrano 64
vzorki vod z fiznych lokalit (Riloha ¢. 1) a ztohoto p#iu bylo potvrzeno 14
pozitivnich vyskyli. Prvni pozitivni nalezy se objevily jiziipprvnich odkrovych
terminech a to hned na dvou lokalitach Hodonicer(@b bod 2) a HruSovany nad
JeviSovkou (Obr. 4- bod 5). DalSi cilené &gbpak potvrdily vyskyt patogenu j&Sha
dalSich lokalitach — Tasovice nad Dyji (Obr. 4- ®)da Kidlavky (Obr. 4- bod 4).
Vysoka byla koncentrace patogenu v loKRalitasovice, kde se u vSech pozitivnich

nalezi (celkem 3) pohybovala okolo 1Bunsk/litr zavlahové vody.

Souasreé s odiry povrchovych vod byla odebirana i gebni vegetace v tomto
zastoupeni: durman obec(atura stramonium)dvouzubec trojdilnfHerba bidentii
tripartita, kopriva dvoudomaUrtica dioica), kiidlatkaceskad Reynoutria x bohemig¢a
Kyprej vrbice (Lythrum salicaria), lakusnik vzplyvavy(Batrachium fluitans),lilek
brambor Golanum tuberosum)lilek ¢erny Solanum nigrury lilek potmechw’
(Solanum dulcamada netykavka Zlaznatalnipatiens glandulifera) Rdesno bleSnik
(Persicaria lapathifolia) Stovik tupolisty (Rumex obtusifolius)a vrbina obecnéa

(Lysimachia vulgaris Procentické zastoupeni jednotlivych diiya uveden v Grafa.

Graf 2: Druhové sloZzeni p@bzni vegetace 7p odbérech vroce 2016 na Dyji a

JeviSovce
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Pro diagnostiku fitomnosti bakterie v pdbznich rostlinach bylo pouzito stejné
schéma jako pro detekci v zavlahovych vodach. &kl vySatovaci metodou tedy
byla selektivni izolace patogenu na vhodnych zitnpédach, kde se sleduje riét
typickych koloniiRalstonia solanacearum

Z celkovéhopoétu 65 odebranych vzork pobezni vegetace byl patogen detekovan
u 9 rostlin. Ve vSech fipadech se jednalo o jeden rostlinny drulilek potméchut’
(Solanum dulcamapaa bakterie byla vyizolovana z e pondenych ve vod (viz.
foto- Friloha¢. 3). VSechny odebrané rostliny lilku patamuti pochézely z lokality, kde
byla sledovana bakterie detekovana opak&vanv povrchovych vodach a jeji
koncentrace se pohybovala okolo ®1®ursk/litr zavlahové vody. U ostatnich

rostlinnych druld odebranych na stejné lokélibakterie izolovana nebyla.

Ziskané vysledky na sledovanych lokalitach potvrzig existuje vztah mezi detekci
patogenu a teplotou vody, tak jak je uvedeno vigabich z Anglie (Elphinstone et al.,
1998) a ze Spaiska (Caruso et al., 2005). Vysledkyipkumu se shoduiji s fmkumy
provedenymi v 90 letech nad evropskych zemi, kde bakteridRalstonia
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solanacearunvyvolala rekolik ohnisek hgdé hniloby na dznych farméach
(Elphinstone et al 1997, 1998; Janse et dl995,1997; Stead et al, 1996).
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6 ZAVER

Sedmilety piizkum povrchovych vod na If&skychiekach odhalil itomnost bakterie
Ralstonia solana@um na itech tocich vyuZivanych k zavlaze (Labe, Dyje a
JeviSovka) a sawasre potvrdil i jeji vyskyt u jednoho plevelného druti§olanum

dulcamara), ktery je sdasti pobezni vegetace sledovanychtiok

Odbkéry byly provagny ve dvou terminech,figemz g prvnich odirech (kwten-
cerven) byla bakterie detekovana pouze v jednom adicena 3 lokalitach. Ostatnich 25

pozitivnich néle#t pochazi z druhych odbovych termita (srpen-z#).

V roce 2016 byla bakterie izolovana z rostlin lilgotméchuti (Solanum dulcamara) a
to v karenovém systému poreném ve vod V rostlinach lilku potnichuti je bakterie
schopna pezit nepiznivé obdobi a do vody se &aa postupé uvolovat az se
vzrastajici teplotou vody. Kontaminovana voda pouZitZaklahdm se tak iide stét
vyznamnym zdrojem inokula pro bakterialni vadnilikblitych rostlin.

40



7 SEZNAM POUZITE LITERATURY

ADAMUS, TOMAS. Zaklady mikrobiologie a imunologiel. vyd. Ostrava: Vysokéa
Skola bdéska - Technicka univerzita, 2007. 96 s. ISBN 978288-1284-7.

ALVAREZ B., LOPEZ M. M., BIOSCA E. G.Ability of Ralstonia solanacearum
phylotype Il to adapt to environmental prevailiggtors in water. In: Mendez-Vilas A,
ed. Microorganisms in Industry and Environment. fiarscientific and industrial

research to consumer producWorld Scientific Publishing Co, 2010:In press.

ALVAREZ B., LOPEZ M. M., BIOSCA E. G.Survival strategies and pathogenicity of
Ralstonia solanacearum phylotype Il subjected w@rged starvation in

environmental water microcosmdicrobiology 2008;154:3590-3598.

BUDDENHAGEN I. W., KELMAN A. Biological and physiological aspects of
bacterial wilt caused by Pseudomonas solanaceaAmu Rev Phytopathol
1964;2:203-230.

CARUSO, P., PALOMO, J., L., BERTOLINI, E., ALVAREZ., LOPEZ, M., AND
BIOSCA, E.,Seasonal variation of Ralstonia solanacearum bia¥gropulations in a
Spanish river: recovery of stressed cells at lowngeratures,2005 Applied and
Environmental Microbiology (71)1 140-148

CLARENCE I. KADO, Plant Bacteriology American Phytopathological Society, 2010,
ISBN 0890543887, 9780890543887

CURTIS, T. P.,, W. T. SLOAN, AND J. W. SCANNELLEstimating prokaryotic
diversity and its limits2002 99:10494-10499.

DENNY T. P., BRUMBLEY S. M., CARNEY B. F., CLOUGH.S., SCHELL M. A,,
Phenotype conversion of Pseudomonas solanaceatsimoilecular basis and potential
function. In: Hayward AC, Hartman GL, eds. Bacténalt: the disease and its
causative agent, Pseudomonas solanaceawailingford, UK: CAB International,
1994:137.

DENNY T. P., HAYWARD A. C.,Ralstonia solanacearum. In: Schaad NW, Jones JB,
Chun W, eds. Laboratory guide for identificatiorptdnt pathogenic bacterié&t. Paul,
MN: APS Press, 2001:151.

41



ELPHINSTONE J. G.,The current bacterial wilt situationA global overview. In:
Allen C, Prior P, Hayward AC, eds. Bacterial wilisehse and theRalstonia

solanacearunspecies complex. St. Paul, MN: APS Press, 2005:9.

ELPHINSTONE, J. G., STANFORD, H. M., AND STEAD, LCE.,Detection of
Ralstonia solanacearum in potato tubers, Solanuicatinara and associated water.
Bacterial Wilt disease. Molecular and ecologicapasts.(Ed. By Prior, P. Allen, and
Elphinstone, J. G.), Springer-Verlag, Heidelbergr@any. 133-139.

EPPO/CABI.Distribution maps of plant diseases: Ralstonia salzearum2003-2006.
http://www cabi org/DMPD 2006.

GREY B. E., STECK T.R.The viable but nonculturable state of Ralstonia
solanacearum may be involved in long-term survaral plant infectionAppl Environ
Microbiol 2001;67:3866-3872.

HAYWARD A. C., Biology and epidemiology of bacterial wilt causgdRseudomonas
solanacearumAnnu Rev Phytopathol, 1991;29:65-87.

HONG, CH., MOORMAN, G. W., WOHANKA, W., BUTTNER, CBiology,
Detection, and Management of Plant Pathogens iigdtion Water.2014 by The
American Phytopathological Society. ISBN 978-0-89@26-6

JANSE, J. DReview on brown rot (Ralstonia solanacearum racei®@var 2, phylotype
iib) epidemiology and control in the netherlandsice& 1995: A success story of

integrated pest managemeddurnal of Plant Patholigy, 2012. 94 (2), 257-272

JANSE, J. D., ARALUPPAN, F.AX., SCHANS, J., WENNER, M., A
WESTERHUIS, W, Experiences with bacterial brown rot Ralston@lamacearum
biovar 2, race 3 in the Netherlands. Bacterial Wdisease. Molecular and ecological
aspectsl997. (Ed. by Prior, P., Allen a Elphinstone, J.Springer-Verlag, Heidelberg,

Germany.

KANG Y. W., LIU H. L., GENIN S., SCHELL M. A., DENN T. P.,Ralstonia
solanacearum requires type 4 pili to adhere to ipldtsurfaces and for natural
transformation and virulencélol Microbiol 2002;46:427-437.

KELMAN A. The bacterial wilt caused by Pseudomonas solanaceaA literature
review and bibliographyRaleigh, N.C.:North Carolina State College, 1953.

42



KELMAN A. The reletionship of pathogenicity in Pseudomondans@earum to
colony appearance on a tetrazolium medithytopathology 1954;44;693-695

KRALOVA, H. — Vodni hospodstvi krajiny | (Modul MO2- verze 05-11 Vodni
hospodéstvi krajiny |,¢ast Il- Zavlahy), VUT Brno 2005, str.12- 30

KUDELA, V. Rostlinolékaska bakteriologiel. vyd. Praha: Academia, 2002. 347 s.
ISBN 80-200-0899-3.

NPPO The Netherlands, pest repdRilstonia solanacearum(race 1): Findings in

ornamentaRosaplants for planting for cut flower production, 2015

OLSSON, K. Potato brown rot bacteria (Pseudomonas solanacearun the water of
two streams1979, Vaxtskyddsrapporter, Jordbruk, 22, 170-182

OLSSON, K.A new bacterial disease in potatoes in Sweden cabgePseudomonas
solanacearuml973, Vaxtskyddsnotiser, 37(5), 66-69

OLSSON, K.Current news of poato brown rat977, Vaxtskyddsrapporter, Jordbruk,
8, 33-37

OLSSON, K. Experience of brown rot caused by Pseudomonas act@mum in
Sweedenl976, Bull. Oppe 6, 199-207.

OLSSON, K., Experience of brown rot caused by Pseudomonas aoéamum in
SweederBull. OPPE 6, 199-207

ROSZAK D. B., COLWELL R. R.Survival strategies of bacteria in the natural
environmentMicrobiol Rev 1987;51:365-379.

Smernice Komise 2006/63/ES ze dne Térvence 2006, kterou se¢m prilohy Il az
VIl smérnice Rady 98/57/ES

Smérnice Rady 98/57/ES ze dne 20ervence 1998 o ochranproti Ralstonia

solanacearun{Smith) Yabuuchi et al.

SMITH E.F.The brown rot of Solanaceae. Bacterial diseasgdasfts U.S.A.:
Saunders Company, 1920:177.

SPITZ, P., SLAVIK, L., ZAVADIL, J.Progresivni Usporna zavlahova/zzeni a jejich
vyuzivanil. vyd. Praha: Vyzkumny Ustav melioraci a ochrainyp 1998, 61 s.

43



STEAD, D. E., ELPHINSTONE, J. G., AND PEMBERTON, /., Potato brown rot
in Europe. 1996,. Proceedings, Brighton Crop Protection Cemiee - Pest and
Diseases 1996, 1145-1152

Vyhlaskac¢. 328/2008 Sb., kterou se¢m vyhlaska¢. 331/2004 Sb., o opanich k
zabezpeéeni ochrany proti zavlékani aresi pivodce bakterialni krouzkovitosti

bramboru a fivodce bakterialni kfué hniloby

Vyhlaskac¢. 331/2004 Sb., o opanich k zabez@eni ochrany proti zavlékani arémi
puvodce bakterialni krouzkovitosti bramboru #@vpdce bakterialni hiué hniloby

v aktualnim zani

YAO J., ALLEN C.,The plant pathogen Ralstonia solanacearum needstadas for
normal biofilm formation and interactions with temato hostJ Bacteriol
2007;189:6415-6424.

YOUNG JM, TAKIKAWA Y, GARDAN L, STEAD DE., Changing concepts in the
taxonomy of plant pathogenic bacterida992, Annu Rev Phytopathol 30:67-105

44



PRILOHY

45



Pfiloha 1: Seznam odiyovych mist na sledovanych tocich

Lokalita 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
N [P [N|P|N|P| N|P| N P| N| Pl N| P
Bedrichov v KrkonoSich 1 2 2 2
Brod nad Labem 2 2 2 2 2
Debrné u Mostku 2 2 2 2 2
Hefmanice nad Labem 2 2 2
HotejSi Vrchlabi 2 2 2 2
Hotenice 2 2 2 2 2
Klasterska Lhota 2 2 2 2 2
Kuks 2
Kungice nad Labem 1 2 2 2
Novy Nemojov 1
Pros¢né 2
Slotov 2 2
Stanovice u Kuksu 2 2 2 2 2
Verdek 2 2
Zire¢ Méstys 2 2
CernoZice nad Labem 2 2 2 2 1 |1
Diited 2 2 2 2 2
Jarongt 2 2 2 2 2
Josefov u Jarodiie 2
Kunétice 1
Lochenice 2 2 2 2 2
Lukovna 2 6 2 2 2 1 |1 1
Pataply nad Lodnou 2 1 1
Pohrebaka 2 1 1
Predn®tice nad Labem 5 |1 |2 2 2 2 2
Smitice 2 2 2 2 2
Vekose 2 2 2 2 2 2
Vysoka nad Labem 2 2 2 2
Brehy 2 2 2 2 2
Celakovice 2 2 1 2 2 2 2
Doubrava u Kostomlat nad Labem 1 1 |1 |2 2 2
Drahelice 1 2
Kéarany 1 2
Kostelec nad Labem 2 2 2 2 2 2 2
Kovanice 2 1 (1 (2 2 2
Meélice 2 2 2 2 2
Novy Vestec 1 2
Nymburk 2 2
Ostra 1 3
Retany nad Labem 2 2 2 2 2
Velké Zbozi 1 2
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Albrechtice nad Orlici

Kriovice

Ceska Skalice
Méstec u Nahtan
Nahaany nad Metuji
Sestajovice u Jarafie

Dehl¥

Nové Benatky
Podlazky
Staré Benatky
Tutice

Vinec

Rk PP

NINIFEPININDN
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-
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Krhovice

Lednice na Mora¥
Nové Mlyny
Podivin
Strachotin

Dyje

Dobsice
Oblekovice
Tasovice nad Dyji
Dyjakovice
Hradek

Kridhavky
Valtrovice
Dobsice

Vranov nad Dyji
Znojmo nesto

N A

RPIRP[OININDN

-

Hodonin

Celkem

15118
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Priloha 2: Obrazova dokumentace diagnostiky bakteRalstonia solanacearum

v podminkach laborate

Obr. 9: Inkubace v termostatickém boxu QAbBr.Kolonie bakterigRkalsonia sol.
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Priloha 3: Odbkér povrchovych vod a pdbZni vegetace

Obr.10: Odkr povrchové vody Obr. 11: @dplevelnych rostlin

Obr. 12, 13: Porosty lilku potéshuti (Solanum dulcamajana t¥ezich Dyje
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