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Abstrakt

Bakaldska prace je za#hena na sledovani Zivotaschopnosti fytopatogennich
bakterii po oSééni nizkoteplotnim plazmatem. K o&ati bakterii byl pouZitifstroj
Gliding Arc. Vyhodnoceni bylo prov&do pomoci chemické reagencie PrestoBlue
s naslednym spektrofotometrickym vyhodnocenim goétem CFU/ml z regresni
rovnice odvozené z kalibtai kiivky. Byl prokazan vliv nizkoteplotniho plazmatu na
Zivotaschopnost fytopatogennich bakterii. Na i@t nizkoteplotnim plazmatem
byly nejcitlivéjSi gramnegativni bakteri&rwinia amylovoraa Rahnellaaquatilis
patici do celedi Enterobacteriaceae NiZsi citlivost na oSé&eni nizkoteplotnim
plazmatem vykazovali zastupci grampozitivnich bakteRovrez byla navrzena
vhodna metodika k oSeni fytopatogennich bakterii nizkoteplotnim plaznat

za atmosférického tlaku.

Kli¢ova slova - nizkoteplotni plazma, Gliding Arc, fytopatogenni ktmie,
PrestoBlue, resazurin, et kolonii (CFU)

Abstract

The bachelor’s thesis is focused on the monitafrhytopathogenic bacteria’s
viability after low-temperature plasma treatmenlidi@g Arc device has been used
for the plasma treatment of phytopathogenic batdfvaluation was carried out
using chemical reagent PrestoBlue which was foltbwsy spectrophotometric
evaluation and calculating CFU/mI from the regressequation derived from the
calibration curve. The effect of the low-temperatptasma on the viability of plant
pathogenic bacteria was prooved. Gram-negativeebadErwinia amylovoraand
Rahnella aquatilis were the most susceptible to the plasma treatmEmese
phytopathogenic bacteria belong to the fankilyterobacteriaceaeRepresentatives
of gram-positive bacteria showed lower sensititiythe low-temperature plasma
treatment. Suitable method has also been desigmed tife treatment of

phytopathogenic bacteria by the low-temperatureméaat atmospheric pressure.

Keywords — low-temperature plasma, Gliding Arc, phytopatgh bacteria,
PrestoBlue, resazurin, colony forming units (CFU)
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1 Uvod

Nizkoteplotni plazma je vsoasné dob piednttem velkého zajmu
a pedstavuje rychle se rozvijejici technologii. Samouyzkum nizkoteplotniho
plazmatu je vSak nakay, jelikoz castice v plazmatu t¥o velice slozity systém
(Aubrecht, 2003). UZiva setgdevsim v pimyslovém odetvi, méré c¢asto
v biologickych disciplinach. V této oblasti se rogmplotniho plazmatu U&gre
uziva k fyzikalni sterilizaci a dezinfekciékterych patogein nachazejicich se
v nemocntnich  zdizenich. V oblasti rostlinnych patogen neni oSdeni
nizkoteplotnim plazmatem tétrvibec prozkoumano.

Fytopatogenni bakterie é@pobuji velmi vyznamné ekonomické ztraty a mnohdy
byvaji pro fadu zemdélci a pestiteln likvidacni. K oSeteni nizkoteplotnim
plazmatem byly vybranytené druhy fytopatogennich bakterii. Byli vybransgoci
gramnegativnich a grampozitivnich bakterii, dalek pdruhy patici mezi
fluorescentni, nepektinolytické a polyfagni balderi Nekteré z &chto
fytopatogennich bakterii gatmezi karanténni organismy, jenZz podléhaji ohlagov
povinnosti a pisnym karanténnim oganim.

V sowasné dob pro WwtSinu fytopatogennich bakterii neexistujeinina
biologicka, chemick& ani fyzikalni ochrana. Ochramati bakteriozam je zaloZzena
piedevS§im na pouzivani certifikovaného osiva a sadiegistentnich odd
a dezinfekci pracovnich nastiiojChemické fipravky jsou dinné pouze kratkou
dobu, mohou poskozovat zivotni ph@sti a jejich aplikace je fingné a casow
narana steji tak jako biologicka ochrana. Fyzikalni metody sechirai rostlin
proti bakteribzam nepouzivaji.

Cilem této bakai&ké prace je sledovani zivotaschopnosti fytopatoigpsn
bakterii po oSéeni nizkoteplotnim plazmatem Gliding Arc s nasledny
vyhodnocenim Zivotaschopnosti bakterii pomoci clkéireagencie PrestoBlue.
Technologie nizkoteplotniho plazmatu by mohla bgtZta jako levna fyzikalni
ochrana rostlin proti bakteri6zaén jako sodast integrované ochrany rostlin (IOR),
jelikoz novelizovany zakon o rostlinolélské péi (¢. 326/2004 Sb.) reuje
dodrzovat zasady IOR od 1. 1. 2014 vSesstifelim a zemtdélcam. Tyto zasady
jsou ustanovené ve vyhlasee205/2012 Sh.
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2 Literarni p Fehled
2.1 Plazma

2.1.1 Definice

Plazma je neutralni (kvazineutralni) ionizovany rplglozeny z elektran
fotona, iontii (kladnych a zapornych), volnych radikahatomi a molekul. Jednotlivé
¢astice jsou v interakci s elektrickym polem. Elekty a fotony se povazuji za lehké
¢astice, kdeZto ostatnfastice za &ké. Plazma jetasto ozn&ovano zadtvrté
skupenstvi hmoty (Chen, 1984; Stach, 1989).

2.1.2 Vznik

Plazma niZze vznikat zafivanim, bd’ chemicky, nebo smfévanim objektu.
Chemicky plazma vznika oxidaci (femim) nebo termojadernou syntézou.
Smr§ovanim objektu plazma vznika gravitagielektrickym polem. Dale plazma
vznika iznymi elektrickymi vyboji (EV). Elektricky vyboj jgev vznikajici i
prichodu elektrického proudu plynem #(davy nebo stejnostmy elektricky
proud). Zakladem vzniku EV je interakce jednotlikig@stic plazmatu s elektrickym
polem (Kleczek, 1968; Stach, 1989).

2.1.3 Druhy

Podle teploty se rozliSuji dvzakladni kategorie plazmatu, vysokoteplotni
plazma (thermal) a nizkoteplotni plazma (non-thérfoa-temperature).
Vysokoteplotni plazma (thermal) je charakteristidid, Ze elektrony maji
piiblizné stejnou teplotu jakoékké castice. Mezi elektrony agzkymi casticemi
je témef ustanovena termodynamicka rovnovaha. Tato tepiotde byt velmi
vysoka (5000-20000 K). Vysokoteplotni plazma sekaia i vysokém tlaku
a potebuje zn#&nou energii. Tento typ plazmatu se nachézi vezdéch,
v plazmatickych hfacich a setkAvame se s nim v experimentdéchepmojaderné

syntéze (Moreau a kol., 2008).
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Nizkoteplotni plazma (non-thermal, low-temperatuje)charakteristické tim,
Ze teplota elektranje mnohem vysSi nez je teplotZhych ¢astic a vyznéuje se
nizkym stupdm ionizace. Nizkoteplotni plazma se ziskava za eswitio
nebo atmosférického tlaku a nizsi energie. Nack@ziap. v z&ivkach, vybojkach
a v elektrickém oblouku (Moreau a kol., 2008).

Dale Ize plazma rozliSit podle stuprionizace na slabionizované plazma
a silrt ionizované plazma. Koncentrace nabity¢hstic v slab ionizovaném
plazmatu je velmi nizka oproti koncentraci neutiéinmolekul. Naopak je tomu
usilné ionizovaného plazmatu, kdy koncentrace nabityéastic je vySSi
nez koncentrace neutralnich molekul. Stupenizace uuje chovani plazmatu
a zavisi na teplot(Chen, 1984). V této bakatké praci bylo pouzito nizkoteplotni

plazma za atmosférického tlaku.

2.2 Nizkoteplotni plazma ziskané za sniZzeného tlaku

2.2.1 Mikrovinné plazma

V mikrovinném plazmatu je energigégmasena elektromagnetickymi oscilacemi
o vysoké frekvenci do reaktoru, kde se nachazi,pjgnz je ihned femenén
v plazma (Aubrecht, 2003; Moreau a kol., 2008). Wamiku plazmatu se uZzivaji
razné druhy plyd (kyslik, oxid dusny, argon) (Nelson a Berger, 1,988au a kol.,
1996; Hury a kol., 1998). Moisan a kol. (2002) uvate mikrovinné plazma je
acinné pouze ve spolupraci mezi UVieaim a chemickymi sloZzkami plazmatu
(Moreau a kol., 2008). Prvni pokusy s mikrovinnydazmatem byly provashy
na paéatku 80. let 20. stoleti (Boucher, 1980; Tensmeykol., 1981).

2.2.2 Doutnavy vyboj plazmatu

Doutnavy vyboj vznika ve vybojové trubici se studerkatodou. Najl katody
ma niz&i tlak neZ je atmosféricky f187 16 Pa). Bi dostaténs vysokém nagti
vznika vyboj. V disledku vyboje klesne mezi elektrodami &@ptudiZz se do obvodu
zapojuje rezistor. Z vybojové trubice je postéipodierpavan vzduch a vznika

doutnavy vyboj. Mezi elektrodami je n#prozloZzeno nerovnosnné (Stach, 1989).

12



2.3 Nizkoteplotni plazma ziskané za atmosferiského tlak

2.3.1 Gliding Arc Discharge (GAD)

GAD (klouzavy obloukovy vyboj) je ionizovany plyrarakteristicky porrné
vysokou hustotou plazmy, silou a provoznim tlakdrachnika GAD byva &kdy
ozna&ovana zafieti kategorii plazmatu, protoZze se nachazi na ewéhvlastnosti
nizkoteplotniho plazmatu a vysokoteplotniho plazmaPlazma je vytu&@no
za podminek atmosférického tlaku a okolni tepldtgsueur s kolegy patentoval
princip GAD v roce 1988. Tento princip déle rozliijgzernichowski a kolegové
(Mureau a kol., 2008).

Pristroj gliding arc se sklada ze dvouvice rozchazejicich se kovovych dh
hlinik) elektrod. Kovové elektrody zvySuji rozdibgencialu. Plyn ($tSinou vihky
vzduch nebo argon) je zaciteho tlaku vehnan do mezery mezi elektrodami, kde
klouze podél elektrod dokud nevznikne v nejuzSimstmbbloukovy klouzavy
elektricky vyboj, ktery se prodluzuje az vystoumdnelektrody. Vznikly vyboj
se ihned fenmenuje a vstupuje do nového cyklu (Obr. 1) (Moreawk, R008).

Nizkoteplotni pistroj GAD se uZiva igdevSim v pimyslovém odutvi.
reaktivnicastice (radikaly OH a NO) (Benstaali a kol., 1988a,

Gliding arc discharge se povazuje za pokhon oxidativni techniku
s antimikrobialnim &inkem, jenZz sp&iva v poSkozeni nukleové kyseliny

mikroorganismu (Moreau a kol., 2008).

2.3.2 Korénovy vyboj plazmatu

Kordna je slab swtélkujici vyboj vznikajici pi atmosférickém tlaku. Koronovy
vyboj vznika v nehomogennim elektrickém poli pysokém pdatenim napgti,
které ¥tSinou vznika kolem jedné elektrody, tzv. unipolakorona. Zde je vedeni
proudu vigjSim okolim uskut&iovano ionty stejného naboje oproti ko¢drznikajici
na dvou elektrodach. Ke svému vzniku korona neghofje Zadny wSi zdroj nosia
naboje. Ve vybojové draze vznikajici v okoli elektrs malym polorem Kivosti
povrchu, tj. okolo drdit vysokého nagti, hroti, hran, jestlize intenzita elektrického
pole je dostat¢ silna, vznikaji s¥telné jevy doprovazejici korénu. Proud tekouci
plazmatem kordny je zavisly na réip druhu a vlastnostech plynu mezi elektrodami
(Stach, 1989; Fridman a kol., 2005; Moreau a K&81Q8).
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Korénovy elektricky vyboj byl testovan pro velké a#stvi aplikaci nafp, oSeteni
povrchi, kapalin a aerosbl(Chang a kol., 1991; Bellakhal a kol., 1997a,b).

2.3.3 Dielektrické bariérové plazma

Dielektrické bariérové plazma je zaloZzeno na vydiojy mezée mezi déma
elektrodami napajenymi istlavym naptim. Na elektrodach je vhodna dielektricka
vrstva (sklo, kemen). Ta zastavi elektricky proud a zabrani tvgidker (Scholtz,
2012). Obvykle pracuijiip frekvencich mezi 0,05 a 500 kHz. Technologie zai@
na dielektrickém bariérovém plazmatu se uzivajenegaci ozonu, jako UV zdroj
v lampach a v biologickych disciplinach jako ptedek k néeni bakterii. Tyto
vyboje jsou gkdy nazyvany tichymi vyboji (Fridman a kol., 2005).

2.3.4 Jiskrovy vyboj plazmatu

Jiskrovy oblouk vznika z korénoveho vyboje, pokuapiti mezi elektrodami
dosdhne hodnoty p@&bné pro lavinovitou tepelnou ionizaci, tzv. hognot
prirazného nagii. Jiskrovy oblouk mé& kratkou dobu trvani a marakeer klikatych,
tenkych jasa sviticich a roz&tvujicich se nitek nebo karialTyto nitky ¢i kanaly
vznikaji bul’ pifimo na elektrodach nebo v prostoru mezi elektrodamaji vysokou
teplotu (10 K) a tlak (10 Pa). Jedna se o nehomogenni typ vybojeé.tépelné
ionizaci dochazi k rozpinani plynu, kde jiskra k&nia dochézi ke vznikuiznych
zvukovych jew (praskani). Blesk je ffkladem mohutného jiskrového vyboje
v pifrods. Napsti mezi mrakem a zemi dosahuje’ 20 V laboratornich podminkéch

Ize jiskrovy oblouk demonstrovat Ruhmkorffovym tsfsrmatorem (Stach, 1989).

2.3.5 Obloukovy vyboj plazmatu

Pro obloukovy vyboj je charakteristicka vysoka teplkatody, velka proudova
hustota v okoli katody, vysoky elektricky proudAlaZ 10 A), nizké nagti (60 V)
aintenzivni vyz#govani s¥tla pi vyboji. Elektricky obvod je tvien dv¥ma
uhlikovitymi elektrodami a séri@vzapojenym rezistorem, ktery stabilizuje vyboj.
Elektrony vznikaji mezi elektrodami tepelnou iordzaDale vznikaji kladné ionty,
jenz se v elektrickém poli pohybuji srem ke katod, a tim udrZuji vysokou teplotu
potrebnou pro vznik elektrantepelnou ionizaci. Obloukovy vyboj se vyuZiva p
obloukovém svivani a v tavicich pecich. Vysoké teploty elektpdidobloukovém

vyboji se vyuzivaji v plazmovych kécich, tzv. plazmatrony (Stach, 1989).
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2.4 VyuZziti plazmatu

Velmi vyznamnou oblasti, kroénjinych, vyuzivajici technologie plazmatu
je zdravotnictvi. Pomoci plazmovych technologip&gravuji unglé kloubni hlavice
a kloubni jamky. Na jejich povrch se nanaSi spatiirdé vrstvy umoiujici lepsi
snastani girozené kostni tkans untlou kloubni hlavici a zajistit tim delSi Zivotnost
umeélého kloubu. Dale se plazma vyuziva ke sterilizagravotnického materialu
a vybaveni. Pomoci plazmatu se sterilizujiclohmotné hadiky pro dialyzu, kdy
se sodasre na vnitni seénu dialyz&nich hadiek nanese specialni vrstva zatujéci
srazeni krve &hem cirkulace hadkou. Vyznam sterilizace pomoci plazmatu
spaiva v moznosti sterilizace latek, které nemohouvygtaveny vysokym teplotam
(Baier a kol., 1992; Moisan a kol., 2001; Lee a kp006).

V medicirt se plazma vyuZiva i ke spalovani nebépgbo zdravotnického
materialu (pouzité jehly, obvazy apod.) v plaznmavypecich (Aubrecht, 2003).

Plazmatu se vyuzivd v koznim Ilékevi kl&bé a obno¢ kozni tkar
(Ermoleava a kol., 2011).

Nizkoteplotniho plazmatu se také vyuzZiva k likvidagznych bakterialnich
druhi. Nizkoteplotni plazma efekti¢én nici Hafnia alvei (Kamgang-Youbi
a kol., 2007), Erwinia carotovova subsp. atroseptica Erwinia carotovora
subspcarotovoraa Erwinia chrysanthem{Moreau a kol., 2005). Dale se vyuZziva
mikrobicidniho @inku nizkoteplotniho plazmatu k &@ni oportunnich bakterii
Pseudomonas aerugingsaStaphylococcus aureusa Streptococcus pyogenes
vyskytujicich se &n¢ v nemocninich za&izenich a zfsobujicich infekce ran
(Yang a kol., 2009; Ermoleava a kol., 2011). Ravise technika nizkoteplotniho
plazmatu s Usfgchem vyuziva k eni spor bakteriBacillus subtilis(Moreau a kol.,
2000; Boudam a kol., 2006) a vyznamné patogenntiebakescherichia coli jenz
kontaminuje mléko, vodu a¢hr¢ se vyskytuje v nemocnicich (Ermoleava a kol.,
2011; Gurol a kol., 2012).
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2.5 Charakteristika bakterialnich druh &

2.5.1 Agrobacteriumtumefaciens

Agrobacterium tumefaciené&Smith a Townsend 1907) Conn 1942ipanezi
gramnegativni bakterie, jejichz bitma stna je sloZzena z ¥si membranové vrstvy
bohaté na lipidy a ztenké vimf vrstvy peptidoglykain Na rozdil
od grampozitivnich bakterii neobsahuji kyselinaheovou (Kidela a kol., 2002).

A. tumefaciens je nesporulujici, fisre (obligatre) aerobni bakterie
tycinkovitého tvaru. Pohybuje se¢kolika biciky umisgnymi po celém obvodu
bunky (peritrich). Na kultivanich pidach buiky tvori nepigmentujici, hladké, stle
béZoveé kolonie (Collins, 2001). Optimalristova teplota je 20-27°C (Krejzar a kol.,
2012).

A. tumefaciens zpisobuje nadorovitost (Smith a Townsend, 1907).
A. tumefaciensobsahuje Ti-plasmid (tumor indukujici plasmid)njevyvolava
nadorovitost. Ti-plasmid obsahuje geny virulencg. jJou aktivovany pokud jsou
buiky A. tumefacienpodrazdny fenolickymi latkami rostlin. Geny virulenagdi
pienos T-DNA (¢asti Ti-plasmidu) do genomu rostliny (Kado, 1976skér a kol.,
1984). T-DNA obsahuje dva typy genPrvni z nich jsou onkogenni geny kodujici
enzymy zodposdné za syntézuistovych hormot (auxini a cytokiniri). Druhym
typem jsou geny kodujici syntézu opispecifické aminokyseliny) (Deblaere a kol.,
1985; Hooykaas a Schilperoort, 1992; De la Rivalg 8998).

2.5.1.1 Hostitelé

A. tumefaciensna Siroky hostitelsky okruh. Je to polyfagni balktenapadajici
predevsim dvoutlozné rostliny, mé#& casto jedno&dlozné (Smith a Townsend,
1907). Nefastji parazituje na ovocnychievinach, pedevsim jablonich, hrusnich
a fteSnich. Dale zjsobuje nadorova onemasn u révy vinné VYitis vinifera),
chmele otédivého (Humulus lupuluy slun€nice ra@ni (Helianthus annuys oreSaku
krédlovského Juglans regia atd. A. tumefaciensasgji napada jehlinaté stromy
nez listnaté. Mezi hostitelské druhy iflataké okrasné rostliny, nap rize,
pelargonie, chryzantémy (DeCleene a Deley, 1976@pKa002).
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2.5.1.2 Geografické rozsteni

A. tumefaciensvyvolava nadorovitost ve vSech klimatickych adpich
podminkéach celého &ta (Kado, 2002).

2.5.1.3 P¥iznaky

Néadory jsou charakteristickym projevem onentmin Mohou se vyskytnout
na jakékoli ¢asti postizené rostliny, fedevsim v mist roubovani a na Kenech
(Obr. 2). Na psatku onemoceni jsou nadory malé, kulovité glavym povrchem.
V této fazi onemoani piipominaji spiSe zhojenou tkaV pozdijsi fazi onemocéni
se z\¢¥tSuji, tmavnou aigvnati. Rostlina postuprchradne a odumira, cozike trvat
i nékolik let. Mezi dalSi piznaky paiti chlorotické listy a vznik sekundarnich infekci
(Collins, 2001; Kado, 2002; Hudec a Gutten, 2007).

2.5.1.4 Zpusob prenosu a Sieni

A. tumefaciengpronika do hostitelské rostliny pouzéep pora#ni, nefastji
mechanického {vodu. To niize byt zfisobeno roubovanim, mrazemg¢trem
¢i hmyzem. Progednictvim cévniho systému se patogéndd celehoda rostliny,
kde secast Ti- plasmidu zdenuje do jaderné DNA rostliny a vyvolava nadory.
A. tumefaciense nachazi viglach a v posklizovych zbytcich, progtdnictvim
nichz se &i a prezimuje (Kado, 2002; &¥dela a kol., 2002).

2.5.1.5 Vyznam

A. tumefaciengpiasobuje v zahradnictvi vyznamné ekonomické ztratyorGba
zpiusobuje neprodejnost vyhtre ovocnych said a lesnich Skolek. U révy vinné
dosahuji ekonomickeé ztraty az 50 %af€la a kol., 2002; Hudec a Gutten, 2007).

2.5.1.6 Ochrana

Mriviw s

ziskani zdravého reprodiriiho materialu. Dale sergrd vysadbou provadi kontrola

pudy na vyskyt fivodce nadorovitosti.
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Na pidach, jenz jsou kontaminovany bakted. tumefaciensse gstuji
jednodlozné rostliny (kukkice, pSenice) po dobuékolika let. (Collins, 2001).
Dulezita je desinfekce pracovnich nasirojpired roubovanim (chlornanem
vapenatym) a zabranit vzniku poé&an korene a kéenového ktku (Kado, 2002;
Kudela a kol., 2002). Chemick& ochrana v padaobd’natych gipravki neposkytuje
spolehlivou ochranu a je finam narana (Kado, 2002).

Pouziti nepatogenniho kmeAe tumefacien&84 (Agrobacterium radiobacter
piedstavuje porrné U¢innou biologickou ochranu proti nadorovitostiA.
radiobacterprodukuje bakteriocin (agrocin 84) inhibujici riigpti DNA a burcny
rast. Pro komami ely se vyuziva kmen K1026 ziskany technologiemietiekého
inZenyrstvi (McClure, 1998; Kado, 2002).

2.5.2 Clavibacter michiganensisubsp sepedonicus

Clavibacter michiganensisubsp.sepedonicugSpieckermann a Kotthoff 1914)
Davis et al. 1984 je grampozitivni bakterie (korfgmenni bakterie), jejiz busgna
stna je tvdena silnou vrstvou peptidoglykéara je zde fitomna kyselina teichoova
(Kudela a kol., 2002)C. michiganensisubsp.sepedonicuge nesporulujici, fisn
(obligatre) aerobni bakterie. Tynky maji kyjovity tvar a jsou nepohyblivé (atrich)
(Hayward a Waterson, 1964a; Perminow a kol., 20B@)ky se vyznauji pomalym
rastem (jednotlivé kolonie jsou znatelné za 5-6 d@iptimalni fAstova teplota je
21 °C. C. michiganensissubsp. sepedonicuge nepigmentujici druh, vytvéjici
na vhodnych kultivénich pidach (MPAg = masopeptonovy agar s glukosou) bilé,
hladké, okrouhlé kolonie srovnymi okraji. Spedaje se na kolonizaci pletiv
vodivého systému (cév), je typickym okluzogenemtfell, 1968; Van der Wolf
a kol., 2005).

Bakterie C. michiganensissubsp. sepedonicuge v CR a EU karanténnim
organismem zjsobujicim bakterialni krouzkovitost bramboru (OEEFHPO, 1990).

2.5.2.1 Hostitelé

Prirozenym hostitelem bakteri€. michiganensisubsp.sepedonicuge pouze

brambor hliznaty §olanum tuberosumCukrovaiepa Beta vulgari byla popsana

18



jako dalSi pirozeny hostitel, u ¢hoz se neprojevujiifznaky choroby. Tato bakterie
byla prokdzana v semenech cukroviepy (Bugbbe a Gudmestad 1988).
Pti inokulatnich testech byla prokazana nachylnost k tomutmgestu u mnoha
zastupa z celedi lilkovitych (Solanaceag vcetns rajcete Lycopersicon esculentym
a lilku (Solanum melongeh@Matouskova a Taborska, 2007).

2.5.2.2 Geografickeé rozsteni

Evropa: Belgie, Blorusko, Bulharsko,Ceska republika (zde potvrzen roku
1996), Dansko, Estonsko, Finsko, Francie, HolandsBborvatsko Irsko, Italie
(v¢etre Sardinie a Sicilie), Kypr, Litva, LotySsko, Marsko, Malta, Nmecko,
Norsko, Polsko, Rakousko, Rusko (evropsiést), Recko, Slovensko, Spéisko
(véetrs Kanarskych ostral), Svédsko, Svycarsko, Turecko, Ukrajina, Velka
Britanie.

Asie: AfghanistanCina, Japonsko, Jizni Korea, Kambodza, Kazachstgpr, K
Libanon, Nepal, Rusko (Si)j Severni Korea, Taiwan, Turecko, Uzbekistan,
Vietnam.

Afrika: Alzirsko.

Severni Amerika: Mexiko, Kanada, USA.

Stredni Amerika a Karibské ostrovy: Haiti, Kostarilanama.

Jizni Amerika: Peru, Venezuela (EPPO/CABI, 2006).

2.5.2.3 P¥iznaky

Na nadzemnich organech rostlin mohou bytzmaky velmi promnlivé
a Wtsinou byvaji nepatrné.

Primarni giznaky se na nadzemnich organech objevuji koncpnasr pozdsji
v podolg vadnuti lisk. Primarni piznaky vadnuti se mohou zanit s piznaky
plisné bramborovéRhytophtora infestansverticiliového vadnuti\(erticillium albo-
atrum), rakoviny stonku Thanatephorus cucumeyisebo uschnuti. Prvnitignaky
vadnuti se objevuji na spodnich listech. Okrajt Ise stéeji okolo zilky nahoru.
Listy jsou slak naZloutlé a nakonec od okraje nekrotizuji a vadfidela a kol.,
2002; Matouskovéa a Taborska, 2007).
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Charakteristickym projevem onemdaoen je bakterialni krouzkovitost na hlizach
(Obr. 3). Na picnémiezu hlizou, v migt cévnich svazk je patrné krémay zluté
az mirt hnédé zbarveni. Po stisku odtud vytéka krémovity ekumEz zapachu.
V pokrctilych stadiich infekce iive dochazet k wjSim projesim choroby. Na
povrchu hlizy, v mist cévnich svazk se objevuji né&ervenalé jamky a praskliny.
Na hlizdch se ifiznaky objevuji ped nebo po sklizni. Nachkterych hlizach se
piiznaky wibec neprojevi (Schaad, 1999; OEPP/EPPO, 2006; NMlabva
a Taborska, 2007).

2.5.2.4 Zpusob prenosu a Steni

Hlavnim zdrojem nékazy jsou infikované hlizy, ptedhictvim nichz se
C. michiganensissubsp.sepedonicussici na WtSi vzdalenosti. Na roz&ivani se
podileji i kontaminované sklizeci stroje a skladovarostory. Dale se snadndiSi
z infikovanych rostlin na zdravétipkrajeni sadbovych hliz. eské republice je
krajeni sadbovych hliz zakdzano, ale v USA a Kajadento zjsob gipravy sadby
stale povolen. Timto fizobem dochazi k infikovani dalSich 20-30 zdravylih h
Z jedné infikované hlizy. Bakterie pronikaji do ttwg/ pres porasina mista a cévnim
systémem (fedevSim xylémem) napadaji postépeelou rostlinu. Proniknuti
patogena z kontaminovanédy nelze vylodit. Bakterie C. michiganensisubsp.
sepedonicuvSak nejsou schopny ve volnédd prezimovat (Kidela a kol., 2002;
MatouSkova a Taborska, 2007). Dale sdizen Stit z poskliziovych zbytki
ponechanych na poli (Steinmdller a kol., 2013) nglmonoci hmyzich vektdr
(brouky, mSicemi, Ksi) (EPPO/CABI, 1996; Van der Wolf a kol., 2005).

2.5.2.5 Vyznam

C. michiganensisubspsepedonicuge karanténni organismus omezujici vyvoz
sadby, a tim zjpsobuje vyznamné ekonomické ztraty. Bakterialni Kkmwitost
shiZuje vynos o 15-40 %, vyjimiee i 0 50 %. Hospoddké Skody jsou Zjsobeny
nevzchazivosti rostlin, mensi velikosti acmn hliz vtrsu. Dale mohou byt
zpisobeny vyskytem hniloby vipplé a kthem skladovani hliz, kdy druhe@tulo hliz
pronikaji pektinolytické bakterie rod&rwinia zpisobujici jejich Uplny rozklad.
(Easton, 1979; Sletten, 1985hdela a kol., 2002).
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2.5.2.6 Ochrana

V souwasné dob neni znamadinna biologicka, chemicka ani fyzikalni ochrana.
Ochrana protC. michiganensisubsp.sepedonicuspaiva pouze v produkci zdravé
sadby. Patogen bakteridlni krouZkovitosti brambpodléha pisnym karanténnim
opatenim. V porostech sadbovych brambor se nesmi wyskyZzadny nemocny trs.
Pokud se na pozemcich vysky@l. michiganensissubsp. sepedonicusnesmi se
na €chto pozemcich gstovat brambory 2 roky. Hlizy podléhaji karantémsipekci
(Nelson, 1984; Manzer a kol., 1987idela a kol., 2002).

2.5.3 Curtobacterium albidum

Curtobacterium albidunfKomagata a lizuka 1964) Yamada a Komagata 1972
je grampozitivni, fisné aerobni, nesporulujici a rychle rostouci pohybliyénka.
Tyc¢inky jsou kyjovitého tvaru a vyskytuji se jednodlimebo ve dvojicich. Pohyb
buinky je zajisén 1-3 polarnimi hiiky. C. albidum je katalazapozitivni
a oxidazanegativni. Optimalnistova teplota je 30 °C a optimalni pH je 7a@ela
a kol., 2002). Na vhodném kultisraim médiu biky tvori slonovinow bilé kolonie.
Bakterie C. albidum byla izolovana zjd ryZzovych poli a v saiasné dob se
vyuziva jako genomicky zdroj pro vyrobu restnkch endonukleaBall a BanHl
(Whitman a kol., 2012).

Z divodu nepatrné hospoidké vyznamnosti nejsou znamy podrgBh
informace o této bakterii.

2.5.4 Erwinia amylovora

Erwinia amylovora (Burrill 1882), Winslow et al. 1920 je gramnegaiiy
nesporulujici, kratka tynka se zaoblenymi konci. Pohyblivostitky je zaji§ovana
biciky umisgnymi po celém povrchu (peritrich). Bkly jsou fakultative aerobni
s metabolismem aerobnrespir&gnim nebo fermentamim. E. amylovora paki
do skupiny nepektinolytickych bakterii. Na kulttvam médiu (MPAQ) biiky tvori
krémow bilé kolonie a na médiich bohatych na sacharosuétiyE. amylovora
levan (polymer fruktosy) (Geier a Geider, 1993; Kgkova a Mraz, 2008).
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V CR a EU jeE. amylovorakaranténnim organismem vyvolavajici bakterialni
spalu fizovitych rostlin (EPPO/CABI, 1997).

2.5.4.1 Hostitelé

E. amylovorama $iroky okruh hostitelskych rostli@eled’ raZzovité Rosaceape
pati k nejdilezitéjSim hostitelskym druim. E. amylovoranapada okrasné i ovocné
druhy tétoceledi . NejvyznamgSimi hostitelskymi druhy jsou: jakbito(Malus spp.),
hruSex (Pyrus spp), hloh Crataegusspp). Dale mezi hostitelské rostliny pat
blyskalka Gtranvaesiaspp.), hlohyd (Pyracantha spp.), jéab Gorbus spp),
kdoulan (Cynodiaspp), kdoulovec Chaenomelespp.), miSpule Nespilusspp),
muchovnik Amelanchierspp.), skalnik Cotoneasterspp) (Van der Zwet a Keil,

1979; Sobiczewski a kol., 1997).

2.5.4.2 Geografickeé rozsteni

E. amylovorabyla objevena roku 1780 v Severni Americe (NewKy ar odtud
se rozS§ila do celého sita.

Evropa: Belgie, Bosna a Hercegovit®gska republika (zjiha v Praze v roce
1986) (KokoSkova a Mréaz, 2008), Dansko, Franciertkr jihovychodni oblasti),
Chorvatsko, Irsko, Italie, Lucembursko, W&mrsko, Makedonie, &mecko,
Nizozemsko, Norsko, Rakousko, RumunsRecko, Slovensko, Srbsko, Sgsko,
Svédsko, Svycarsko, Turecko (evropgkat), Velka Britanie.

Asie: Arménie, AzerbajdzarCina, Indie, iran, lzrael, Japonsko, Jordansko,
Korejska republika, Kypr, Libanon, Saudska ArabiByrecko (asijskacast),
Vietnam.

Afrika: Egypt.

Severni Amerika: Bermudy, Kanada, Mexiko, USA.

Stredni Amerika a Karibské ostrovy: Guatemala, Haiti.

Jizni Amerika: Chile, Kolumbie, Venezuela.

Australie: Severni Australie.

Oceénie: Novy Zéland (EPPO/CABI, 2007).
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2.5.4.3 Symptomy

Bakterialni spalatzovitych se projevuje &kolika charakteristickymi fiznaky,
z nichZz nejvyznami)Si je hakovité ohybani vzrostlych vrcliolINapadené uschlé
plody a listy Zistavaji na tevinach i po opadu (Obr. 5). DalSim typickyitizmakem
objevujicim se za teplého a vihkéhocasi je vyldovani kapek bakterialniho slizu
na povrch rostlinnych orgén Bakterialni sliz postugn zasycha a vytwa
na organech povlak nebo jemné vlaknité Utvary. NM&agku onemocEni kwéty,
plody a listy vodnati a postupmusychaji, azernaji. V pozdjsi fazi onemoceéni se
infekce objevuje v korovych pletivech, ke amylovorazpisobuje nekrozy a jejich
vodnatni (Kudela a kol., 2002). Typickétiznaky se nemusejitabec objevit
a vznika tzv., latentni infekce (Van Buskirk a \ider Zwet, 1984).

2.5.4.4 Zpusob prenosu a Sieni

Patogen bakterialni spaly se nejlépé 3a vihkého, teplého pasi s teplotami
nad 18 °C a za vhodnych paknostnich podminek. Naopak chladné, stmge
a suché ptasi vznik choroby zpomaluje, az zastavuje (Psal]ideD90; Kidela
a kol., 2002).E. amylovoravstupuje do hostitelské rostlinygs fFirozené otvory
(praduchy, hydatodami, bliznami) nebdeg poradni, zpisobené hmyzem,étrem
¢idestm s kroupami. Casto dochazi k#&ni infekce nedostates
vydezinfikovanymi pracovnimi nastrojifiproubovani. Patogeni@ziva v korovych
pletivech, na okraji nekr6z a v hostitelskych riogtth (Beer, 1979; Van der Zwet
a Keil, 1979).

2.5.4.5 Vyznam

E. amylovora zpisobuje zn&né ekonomické ztraty. Vidledku poSkozeni
hlavniho kdene dochazi k nizSi produkci ovocnyckeddn nebo je vynos zcela
zni¢éen. Napadené ovocné stromy se nedaji zachrani, jichutné cely ovocny sad

vykacet a nasledrstromy spdlit (Van der Zwet a Keil, 1979).
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2.5.4.6 Ochrana

Nejjednodussim opi&nim protiE. amylovorge dezinfekce pracovnich nastroj
pfi roubovani a oS#&tvani devin. Dilezité je dodrzovat legislativni ogahi proti
zavlékani této choroby (uzivani certifikované sadily odrad vySlechénych
na rezistenci). V chemické ochtarse pouzivaji d’naté pipravky, které vSak
nejsou pilis ucinné. V USA se kochran proti spale #Zovitych pouziva
streptomycin (antibiotikum). V Evr@pjsou tyto latky k ochranrostlin zakazany.
Biologicka ochrana spiva ve vyuzZiti antagonistickych kmén Pantotea
agglomeransaPseudomonas fluoresceridones a Byrde, 1987; Ishimaru a kol.,
1988; Kudela a kol., 2002). Na ochraproti spéale #Zovitych se podileji i varovné

systémy zaloZzené nagh klimatickych dat (Thomson a kol., 1982).

2.5.5 Pseudomonas viridiflava

Pseudomonas viridiflava(Burkholder 1930) Dowson 1939 pat mezi
gramnegativni fluorescentni bakterie, jenz uvnliuntk nehromadi poly-
hydroxybutyrat a produkuji pektinolytické enzymyuldezic a kol., 1983; Heydari
a kol., 2012). Biikky maji tyinkovity tvar a pohybuji se jednii vice polarnimi
biciky. P. viridiflava je nesporulujici, oxidazanegativni bakterie slafo
respir&nim metabolismem. Nevykazuje arginin dehydrolasaaktivitu a nitratovou
redukci.P. viridiflava dokie roste v 5 % roztoku NaCl (Jones a kol., 1984)zNaé
pudé MPAg bakterie tvti Sedobilé, pthledné kolonie a na zivnége King B tvori
fluorescentni pigment (King a kol., 1954). Proujsvist vyuziva D,L - laktét,
manitol, sorbitol, glukosu a fruktosu. (Schaad &,kb980; 2001; Gitaitis a kol.,
1997).

2.5.5.1 Hostitelé

P. viridiflava méa Siroky hostitelsky okruh (polyfag). Hlavni hitelské druhy
pati do kaenové a ka%love zeleniny. Mezi hostitelské druhyrkaové zeleniny
pati mrkev (Qaucus spp.), tiin (Brassica spp) a brambor hliznaty Solanum
tuberosum Z ko¥éalové zeleniny je to pak Ktak (Brassica oleracema zeli

(Brassica spp). Dale mezi hostitelské rostliny patmeloun Citrullus spp),
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rajce (Solanum lycopersicumokurka Cucumisspp), cibule @llium spp.), dys

(Cucurbitaspp), réva vinna Yitis viniferg), hlavkovy salatl(actuca sativg lupina
(Lupinus spp), jetel (Triforium spp), vojteSka (Medicago sativa hrach Pisum
sativun), fazol Phaseolusspp.), lilek Solanumspp). P. viridiflava napada
i okrasné rostliny (chryzantémy) a ovocnéekékiwi, Actinidia deliciosd (Goumans
a kol., 1998).

2.5.5.2 Geografickeé rozsteni

P. viridiflava je rozSfena po celém s.

Evropa: Belgie, Bulharska(eska republika, Francie, Holandsko, Chorvatsko,
Italie, Mad’arsko, Makedonie, &necko, Polsko, Portugalsko, Rusko (evropsist),
Recko, Slovensko, Spaisko, Svycarsko, Velka Britanie.

Asie: Cina, Iran, Japonsko, Jizni Korea, Jordansko, Nepalidska Arabie,
Turecko.

Afrika: Alzirsko, Egypt, K&a, Maroko, Tanzanie, Uganda.

Severni Amerika: USA.

Jizni Amerika: Argentina, Brazilie, Uruguay, Venelau

Australie a Oceanie: Novy Jizni Wales, QeenslammyNzeland
(EPPO/CABI, 2004).

2.5.5.3 P¥iznaky

P. viridiflava zpisobuje spalu a skvrnitost lis{Obr. 6). Dale vyvolava nekrézy
stonkd, lista a plodi. Fi nizkych teplotach zjsobuje hnilobu hliz a keni. Na
napadenych rostlinach se objevuji chlorotické |ézagnaté léze, listove plign
a baze stonké@erna. Postupnvznikaji mizné malformace rostliny (Lelliot a kol.,
1966; Jones a kol.,, 1984). Bakterie zastavuje mz¥ovin do hornichc¢ésti
rostlinného &la. Napadené rostliny postuprvadnou a odumiraji (Lukezic a kol.,
1983).
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2.5.5.4 Zpusob prenosu a Steni

P. viridiflava epifyticky preziva na plevelnych rostlinach nebo na povraimyp
Patogen pronika do pletiv hostitelgep irozené otvory (prduchy, lenticely,
hydatody) nebo if@s porasni vzniklA mechanicky nebo mrazem. Dale je mozny
pienos @dnimi hlisticemi Nematoda P. viridiflava se nejlépe &i pii vysoke

vzdusneé vihkosti aipdesti (Jones a kol., 1984; Heydari a kol., 2012).

2.5.5.5 Vyznam

P. viridiflava zpisobuje znéné ekonomické ztradty na skladované zelénin
a ovoci. Vysoké ztraty jsou #pobeny nedodrzenim vhodnych skladovacich teplot
pro jednotlivé druhy (poskozeni chlazenim). Postugachazi k poklesu nuéné

vhodnych latek a k senzorickému poskozenid@&a a kol., 2002).

2.5.5.6 Ochrana

Neni znama &inna fyzikalni, chemickéa ani biologicka ochranainha ochrana
v zabragni srazeni vodni pary na povrchu skladovanych pkgduMezi dalSi
opateni pati odstraovani kontaminovanych rostlinnych zbytk dodrZzovani
osevnich postup dezinfekce pracovnich nastkpjzabragni vzniku poragni
a pouzivani certifikovaného osiva a sadbyd#&la a kol., 2002).

2.5.6 Rahnella aquatilis

Rahnella aquatilisizard a kol., 1981 je gramnegativni, fakultativaerobni
bakterie pafci do celedi Enterobacteriaceae Buiky maji tyinkovity tvar
a pohybuji se &olika biciky umisénymi po celém povrchu (Maraki a kol., 1994).
R. aquatilisfixuje dusik a vytvei mnoho organickych kyselin (Pintado a kol., 1999).
Na Zivnych @dach tvai bunky Sedé, hladké kolonie (Obr. 7). Optimalastrprobih&
pii teplo€ 36 °C po dobu 48 hodinR. aquatilis vykazuje fiznou citlivost

k antibiotikim. Velmi dolfe reaguje na gentamicin, pefloxacin a tobramycin,
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ale viici ampicilinu, amoxilinu a cefalotinu vykazuje retmsci. (Maraki a kol.,
1994).

2.5.6.1 Vyskyt

R. aquatilisse vyskytuje ¢erstvé vod, padé a byla zjiSéna i u lidi. Izolovana
byla z klinickych vzork (sputa-hlenu) u pacieits oslabenou imunitou, trpicich
AIDS, bronchialnim astmatem, rozedmou plic, cukmvk leukémii (Goubau a kol.,
1988; Maraki a kol., 1994). Dale byla izolovanaid pinic (Chen a kol., 2007)
a pid, kde byla pstovana soéja lustinat&(ycine may a rage jedlé(Lycopersicum
esculentum(El-Hendawy a kol., 2005).

2.5.6.2 Geografické rozsteni
Vyskyt R. aquatilisbyl zjistn v Egypt, Japonsku, Koreji, Rusko, na Ukrajin
a také v USA (Brenner a kol., 1998).

2.5.6.3 Vyznam

Vyznam R. aquatilis je zangien p@edevSim na klinickou oblast (inféki
lekarstvi), kde zpsobuje poopetami infekce ran (nozokominalni infekce)
(Goubau a kol., 1988). V zeumkIstvi vyznam R. aquatilis spaiva ve vyuZziti
v biologické ochraé rostlin. Antagonistické kmenyahnella aquatiliszabraiuji
vzniku bakterialni skvrnitosti régat zpisobenou bakteriKanthomonas vesicatoria
(El-Hendawy a kol., 2005). Dale patlgi vyvoj nadofi u révy vinné, jenZ jsou
vyvolavany bakteriemi rodagrobacterium(Chen a kol., 2007).

2.5.6.4 Ochrana

Ochrana sptiva v dezinfekci, sterilizaci zdravotnického madéui

a v dodrzovani spravnych postugri prevazech ran (Goubau a kol., 1988).
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2.5.7 Xanthomonas vesicatoria

Xanthomonas vesicatorialex Doidge 1920) Vauterin et al. 1995 je
gramnegativni, fisr¢ aerobni, oxidativni, nesporulujici bakterie. nBy maji
tycinkovity tvar, vyskytuji se samostd@tmebo ve dvojicich a pohybuji se jednim
polarnim bkikem (monotrich). Na Zivném médX. vesicatoriatvoii velké, hladké
a slizovité  (mukoidni) kolonie Zlutého zabarvenKX. vesicatoria vytvéi
heteropolysacharid xanthan, jenZz se pouzivazmych pamyslovych od¥tvich
(Swings a Civerelo, 1993;lela a kol., 2002).

X. vesicatoriaje vCR a EU karanténnim organismemagpbujici na rajeti
a paprice bakterialni skvrnitost (Sherf a MacN&86).

2.5.7.1 Hostitelé

Hlavnimi hostitelskymi rostlinami jsou k& (Lycopersicumspp.) a paprika
(Capsicumspp.). X. vesicatorianapada i &které dalSi rostliny 2eledi Solanaceae
(lilkovité), nap. durman Datura spp.), tabak selskyNfcotiana rusticd, kustovnici
(Lyciumspp.), blin Hyoscyamuspp.), mochyniRhysalisspp) a mnoho druin lilk G
(Solanumspp.). Patogen bakterialni skvrnitosti napatiédpvSim plevelné rostliny
roduSolanum(Hayward a Waterson, 1964b).

2.5.7.2 Geografické rozsteni

Evropa: Belgie, Blorusko, BulharskoCeska republika, Francie, Chorvatsko,
Italii (véetrg Sardinie a Sicilie), M#arsko, Monako, Bmecko, Polsko, Rakousko,
Rumunsko, Rusko (evropskéast), Recko, Slovensko, Slovinsko, Spisko,
Svycarsko, Turecko (evropskast).

Asie: Cina, Filipiny, Indie, Izrael, Japonsko, Kazachst&ayerni Korea, Jizni
Korea, Pakistan, Rusko (asijsédst), Tchaj-wan, Thajsko, Turecko (asijskést).

Afrika: Egypt, Etiopie, JAR, K#a, Malawi, Maroko, Mozambik, Niger,
Nigérie, Réunion, Senegal, Seychely, Sudan, Tognisko, Zambie a Zimbabwe.

Severni Amerika: Bermudy, Kanada, Mexiko, USA.
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Stredni Amerika a Karibské ostrovy: Barbados, Dominikkominikanska
republika, Guadeloupe, Guatemala, Honduras, JamKstarika, Kuba, Martinik,
Nikaragua, Portoriko, Salvador, Svaty Krystof a Newvaty Vincenc, Trinidad
a Tobago.

Jizni Amerika: Argentina, Brazilie, Chile, Kolumbid®araguay, Surinam,
Uruguay, Venezuela.

Australie a Oceéanie: Novy Jizni Wales, Queenslahdsmanie, Victoria,
Zapadni Australie, Fidzi, Mikronésie, Novy ZélarRalau a Tonga (OEPP/EPPO,
1988).

2.5.7.3 P¥iznaky

Priznaky jsou znatelné na vSech nadzemnich organeshing. Nejlépe
viditeIné jsou na listech. Zde se objevuji vodnsiterny s nepravidelnyrernym
sttedem a Zlutym ohraténim (Obr. 8). V pokr&lém stadiu onemocmi se
na listech objevuji chlorotické |éze. Listy jsouzttepené, nekrotizuji a nakonec
opadavaji. Na stoncich se objevuji podlouhlé chické 1éze. Na plodech kajt
a paprik se objevuji vodnaté léze se zelenym héabolnaté l1éze postugrnnédnou
a nekrotizuji, vytvéeji strupovity povrch (Goode a Sasser, 198@péa a kol.,
2002)

2.5.7.4 Zpusob prenosu a Sieni

X. vesicatoria zpasobujici bakterialni skvrnitost ta@te a papriky feziva
na semenech, v poskiiavych zbytcich, vfdé ¢i na kdenech nehostitelskych
rostlin (Bashan a kol., 1982). Patogen vstupujehdstitelské rostliny bdi pfimo,
pies firozené otvory (hydatodami, jmtuchy) nebo nefimo, ges poragni (vpichy
po hmyzu, od&kami zpisobené #®trem, de&tm, kroupami nebo aadkami
mechanicky vzniklymi) (Pohronezny a kol., 1990)inkrné se patogen 8iza de&t,
pii vysoké vzdusné vlhkosti (85 %) aipeplotach kolem 30 °C (Diab a kol.,
1982a,b). Sekundatnse patogen fize Sfit vzdusnymi proudy (Mclnnes a kol.,
1988).
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2.5.7.5 Vyznam

Patogen bakterialni skvrnitosti ¢éaje a papriky zgsobuje zn&né ekonomické
ztraty. Napadené plody jsou neprodejnéaské republice ZmobujeX. vesicatoria
velké Skody na jizni Morav Bakterialni skvrnitost ragte a papriky je zavaznym
onemocgnim v tropickych a subtropickych oblastech (ArgeatiAustralie, Egypt,
Indie, Nigérie a USA) (Dougherty, 1979; Bashan h, K®85).

2.5.7.6 Ochrana

Ochrana proti bakterialni skvrnitosti ¢aje a papriky je zaloZzena na
preventivnich opdénich. Ty spéivaji v uzivani zdravého reprodiriiho materialu,
v dodrzovani osevnich postyphygienickych zasad a v zab&ain poragni rostliny
(Goode a Sasser, 1980). V 8asne dob se uZivaji odrdy rezistentni #ci
bakterialni skvrnitosti répte a papriky. Chemicka ochrana proti patogenuehbihi
skvrnitosti spoiva ve vyuziti idd’natych pipravki v nékolikadennich intervalech
(Dougherty, 1979; Stall a Thayer, 1962). Biologiakéhrana spfiva ve vyuziti
antagonistickych  kmen bakterii Rahnella aquatilis Pseudomonas putida

aPseudomonas syring€ampbell a kol., 1998; El-Hendawy a kol., 2005).
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2.6 Pouzité metody

2.6.1 Chemické reagencie pouzivané k detekci Zivotasclyohrburek

Ke zjiS€ni Zivotaschopnosti bakterii, kvasinek a eukaryytith burtk se

pouzivaji oxiddné redukeni indikatory, tetrazolium a resazurin.

2.6.1.1 Tetrazolium

Tetrazolium je modra sl@enina, jenZz se v metabolicky aktivnichnkéch, za
Gcasti dehydrogergmich enzynmd, méni na formazen,tzrné barevnou sloteninu
(oranZova, fialovd - podle uZité tetrazoliové skniny) (Lall a kol., 2013).
K detekci Zivotaschopnych bék se pouZivaji izné tetrazoliové slaniny.
Nejcastji se uzivaji nasledujici: MTT [3-(4,5-dimethyl-Btazolyl)-3,5-diphenyl-
2H-tetrazolium bromide], MTS [3-(4,5-dimethylthidZyl)-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetraaol], XTT [2,3-bis-(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-baxanilide] a WST-1 (Water
soluble tetrazolium salts), jenz se daié godle naboje.

MTT je slowenina s kladé nabitym nabojem, jenZz snadno pronikd do
metabolicky aktivnich buik. Zde se redukuje na fialovou staminu formazen
a vytvai nerozpustnou srazeninu, jenz se dale musi spéuigbostupy rozpoust.

MTS, XTT a WTS-1 jsou naopak slgeniny se zapornym nabojem. Velmi
tézko pronikaji do metabolicky aktivnich btk kde se vSak samostatrozpousyji.
XTT tetrazoliova slotenina se redukuje na oranzovy formaz€asto vyuzivaji
akceptor elektorin jenz genasi elektrony z cytoplazmy nebo plazmatické mémjpr

k usnadsani redukce tetrazolium na formazen (Riss a kol,320

2.6.1.2 Resazurin

Resazurin nebo téz sodnail,sje modra netoxickd, slé&b fluorescerini
slowenina, kterd se v metabolicky aktivnichnkach, za tasti dehydrogergaich
enzymi, meéni na resorufin, rZovou silié fluorescegini sloweninu (Obr. 9)
(McNicholl a kol., 2006; Sarker a kol., 2007). Toutarevnou zrnou Ize rychle

anory e
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Resorufin lze kvantitativhmetit, pomoci absorbancg fluorescence a naslegn
stanovit Zivotaschopnost bén (Lall a kol., 2013). MnoZstvi resorufinu jeimo
ameérné pd@tu Zivotaschopnych bwk ve vzorku v danéndase. B fluorescentnim
stanoveni jsou zivotaschopnénky detekovany P pouziti exit&ni vinové délky
530-600 nm a emisni vinové délky 590 nm. Absorbaeceetekovana v rozsahu
vinovych délek 570-600 nm. Velkou vyhodou indikétoresazurinu oproti
tetrazoliovym latkam je &tSi citlivost, pormdrné nizka cena a kratka inkulrd doba.
RovreZz jasrji stanovuje minimalni inhikdni koncentraci (MIC). Nevyhodou
resazurinu P fluorescentnim vyhodnoceni testu je moznost #isoentniho ruseni
z testované slaeniny (Riss a kol., 2013).

Na této chemické latce je zaloZzen kodmér vyrobek PrestoBlue
(Lall a kol., 2013), jenz byl pouzit v této bakiake praci.
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3 Cile prace
1. Zzjisteni zivotaschopnosti fytopatogennich bakterii pai@$é nizkoteplotnim
plazmatem.
2. Vhodnost pouZziti nizkoteplotniho plazmatu typu @lgdArc pro jednotlivé
bakterialni druhy.

3. Navrzeni vhodného postupu ka®eti fytopatogennich bakterii
nizkoteplotnim plazmatem.

33



4 Material a metody

4.1 Pouzité bakterialni kmeny

K oSeteni nizkoteplotnim plazmatem byly pouzity bakteridmeny (Tab¢. 1)
ziskané z Belgian Co-ordinated Collection of Miagemisms v Gentu
(BCCM/LMG), Collection Francaise de Bactéries Ppgihogénees v Beaucouzé
(CFBP), Ceské sbirky mikroorganisinv Brné (CCM) a ze shirky mikroorganisim
Vyzkumného Ustavu rostlinné vyroby v Praze Ruzymi,i. (CRI).

4.2 Kultiva éni podminky

Jednotlivé bakterialni kmeny byly nejprve gkovany na kultivani padu
MPAg (masopeptonovy agar s glukosou: 40 g Zivh@aw&. 2; 5,2 g kvasiného
autolyzatu; 10 g glukosy; 5 g agaru, daplo destilovanou pO do 1 litru a 1 M
NaOH upraveno pH na hodnotu 7,2) a kultivovany rintestatu pi 28-29 °C
po dobu 2 dfi. Pro zaji&ni Cistoty byly ogt preatkovany z jedné kolonie na Petriho

misky s MPAg a kultivovany za stejnych podminek.

Po kultivaci na Petriho miskdch s MPAg byly jedidl bakterialni kmeny
pieatkovany do tekutého C - média (10 g tryptonu; 5 gdnného autolyzatu; 5 g
glukosy; 5 g NaCl; dopkno destilovanou kO do 1 litru a 1 M NaOH upraveno pH
na hodnotu 7,2). Do Erlenmayerovynkg bylo nalito 25 ml C — média, doimoz
byl naakovan bakteriadlni kmen z Petriho misky. Erlenmayardbaka byla
umiséna na laboratornitépaku Rotamax 120 (Heidolph Instruments, SRNj) p

frekvenci ot&eni 100 rpm po dobu 24 hodin.

4.3 Priprava bakterialnich kmeni k oSe¥eni nizkoteplotnim plazmatem

Pro vytvdeni tenké vrstvy (biofilmu) jednotlivych bakterigddh kmeri
na podlozni skéko (Obr. 10) bylo po kultivaci bakterii v C - médpostupovano
nasledova. Nejprve byla narostla bakteridlni suspenzéedima na koncentraci
1.10 CFU/mI. K zjis&ni hustoty byl pouZit spektrofotometr BioMate 5 sffér
Scientific, USA), kdy tato hodnota odpovida optickéstot 0,1 (OD =0,1) fi
600 nm (pouzita 2 kyveta). Poté byl 1 mie@Ené bakterialni suspenze napipetovan
do mikrozkumavky typu eppendorf a naslédeentrifugovan (Universal 32 R;
Hettich Lab Technology, SRNYigl5000 g po dobu 2 minut.
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Po centrifugaci byl odstré&n supernatant a ziskany precipitat (bakterialni
kultura) byl pomoci vortexu Reax top (Heidolph mstents, SRN) resuspendovan.
Na podlozni skiika bylo napipetovano 5d resuspendovaného vzorku. Podlozni
sklicka s jednotlivymi bakterialnimi kmeny byla un@isha na Heatblok Techne DRI-
Block (Bibby Scientific, UK) a vysuSenatip40 °C po dobu 20-30 min (kram
bakteridlniho kmen&. amylovora ktery byl vysouSenip30 °C). Po vyschnuti €
média a vytveéeni tenké vrstvy bakterii byla podlozni gk s bakterialnimi kmeny
vloZena do konickych zkumavek o V = 45 ml. Sasre s jednotlivymi bakterialnimi
kmeny byla pipravena (za stejnych podminek) i pozitivni kordarftzdy 3 vzorky).
Negativni kontrola byla ipravena za stejnych podminek, krorkroku umistni
na Heatblok, kdy byla vysouSen& [0 °C po dobu 10 min, aby doSlo k usmrceni
bakterie (pipraveny 2 vzorky).

4.4 OSefireni bakterialnich kmeni nizkoteplotnim plazmatem

OSetovani jednotlivych bakteridlnich kmeén bylo provddno pomoci
experimentalniho fistroje Gliding Arc (Obr. 11) poskytnuty firmou SaceTreat,
a.s., jehoz princip je popsan v literarninielpedu (podkapitola 2.3). Obsluhu
piistroje zajioval pan RNDr. Pavel #2, Ph.D. v prostorach adeckotechnického
parku Jihdeské univerzity \Ceskych Budjovicich. Jednotlivé bakterialni kmeny
byly oSetovany vybojem nizkoteplotniho plazmatu (Obr. 12) ¢asovych
intervalech: 20, 40, 60, 80, 100, 120 a 166i ppkojové teplat (t = 22 °C). Vzorky
byly umisény ve vzdalenosti d=4cm od atmosferické plazmowgsky
experimentalniho fistroje a piitok pracovniho plynu (atmosfericky vzduch) byl
Q = 30 SCFH (standardnich krychlovych stop za haylity. 0,85 .

Vyboj byl generovan pomoci transformatoru vysokéageti (10 kV/160 mA)
mezi d¥ nerezové elektrody, jenz byly vzdaleny 5 mm odesefdroj pracoval

na frekvenci 50 Hz arptlak vzduchu byl udrzovan na 600 kPa.

4.5 Priprava bakterialnich kmeni k vyhodnoceni

Po oSateni bakteridlnich kmeénnizkoteplotnim plazmatem byla tenka vrstva
na podloznim skéku smyta 15 ml C - média aiglita do koénickych zkumavek
o V = 15 ml. Nasledh byla bakterialni suspenze centrifugovaiiag®00 g po dobu

10 minut.
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Poté byl odstrain supernatant a k ziskanému precipitatu byl napyget 1 ml
C - média. Pomoci vortexu byla bakteriadlni suspepzemichana. Bakterialni

suspenze o V = 1 ml bylagpipetovana do mikrozkumavek typu eppendorf.

4.6 PrestoBlue

Ke zjis€ni vlivu nizkoteplotniho plazmatu na Zivotaschopnpsinotlivych
bakterialnich kmein byla pouzita chemicka reagencie PrestoBlue (Léehhology,
USA). Postupovano bylo podlgilpZzeného protokolu. K 1 ml bakterialni suspenze,
pozitivni a negativni kontrole a Blank kontrole {@édia) bylo napipetovano 110
chemické reagencie PrestoBlue. Nasledna inkubakeerdnich kmei a kontrol

probihala na Heatbloku po dobu 30 min zatasuého promichavani vzark

4.7 Vyhodnoceni Zivotaschopnosti bakterialnich kmed

Zivotaschopnost jednotlivych bakterialnich krierbyla vyhodnocovéana
na spektrofotometru BioMate 5 (Fisher Scientici§A). Postupovano bylo podle
protokolu Application Note: Processing AbsorbanceateD Obtained Using
PrestoBlué”" Viability Reagent (Life Technology, USA). Vysledkyyly nejprve
piedlEzné porovnany s pozitivni a negativni kontrolodippavenou ze skika
(vysusena bakterialni suspenze) (Tab2) a nasledh byl vypcaiitan pd@et kolonii
(colony forming units) (CFU/ml).

4.8 Vypocet CFU/mI

K vypoctu colony forming units (CFU/mI) byla pouZita regné rovnice
(y=6*1F*x—-2*10) se spolehlivosti R 0,99%, jenZ byla odvozena
z kalibrani kiivky. K zjiSténi této regresni rovnice bylo provedeiokni (1/2, 1/4,
1/8, 1/16, 1/32, a 1/64) bakterialni suspenze &i@ni koncentraci 1.170CFU/m.
Poté bylo postupovano jako fip piipraw bakterialnich kmein k oSeteni
nizkoteplotnim plazmatem (podkapitola 4.3). Nastedhyla tenk& vrstva
na podloznim sktku smyta 15 ml C - média a dalSi postup byl tofjoZrbodem
piiprava bakterialnich kmé&nk vyhodnoceni (podkapitola 4.5). K zjigi hodnot
absorbance byla pouzita chemicka reagencie Prestoflife technology, USA)
s naslednym vyhodnocenim na spektrofotometru BieMat (Fisher Scienticic,
USA). Postupovano bylo podlefilpzeného protokolu. Z nagenych hodnot
absorbance (Tals. 3) byla sestrojena kalibmai kiivka (Obr. 13).
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5 Vysledky a diskuze

Cilem bakal&ské prace bylo zjistit, zda o¥eni nizkoteplotnim plazmatem ma
vliv na Zivotaschopnost fytopatogennich bakteri Dyla zjifovana pomoci
chemické reagencie PrestoBlue s naslednym spetdroétrickym vyhodnocenim
a vypaitem CFU/ml (Tabg. 4) z regresni rovnice odvozené na zaklkdlibrasni
kiivky (Obr. 13).

Nejcitlivéji na oSeteni nizkoteplotnim plazmatem reagovaly gramnegativn
bakterie Erwinia amylovora a Rahnella aquatilis jenz pati do celedi
Enterobactriaceae Podle studie Sung a kol. (2013) byla gramnegathakterie
E. coli z ¢eledi Enterobacteriaceae efektivre nicena po 60 s, kdy z pateni
koncentrace 4,57.20CFU/mI peZilo 3,81 % bakterii. Tyto vysledkyiiplizng
odpovidaji naSim vysledin, jelikoZ Rahnella aquatilisbyla znatelé redukovana
po 60 s o3@bvani plazmatem, kdy z patesni koncentrace 9,59.1@FU/mI geZilo
2,73 % bakterii. UE. amylovorabyl vyrazny pokles Zivotaschopnych bakterii
po 100 s od&eni plazmatem, kdy z pateini koncentrace 9,86.1@FU/mI peZilo
3,86 % bakterii a po 120 ggZilo pouze 3,01 % bakterii. AvSak dle studie Marea
a kol. (2005) jsou zivotaschopné pektynolitické tealke E. carotovora subsp
carorotovg E. chrysanthema E. carotovorasubsp.artroseptica Usgsné niceny
az po 10 min osavani plazmatem. Tyto bakterie tgwbuji bakterialnicernéni
stonku a mikou hnilobu hliz bramboru @dela a kol., 2002).

U gramnegativni polyfagni bakterfgrobacterium tumefaciernsylo dosazeno
vyznamného snizeni CFU/ml po 160 s Bd&ni nizkoteplotnim plazmatem, kdy
z pasateni koncentrace 9,46.1GCFU/mI peZilo 4,10 % bakterii. Podobrtomu
bylo i u dalSi polyfagni bakteriesseudomonas viridiflavau niz po 160 s oSetvani
nizkoteplotnim plazmatem terilo 4,58 % bakterii z @ateni koncentrace
6,64.18 CFU/mI. Ribuzna bakteri®seudomonas aeruginqgdle studie Yang a kol.
(2009) byla efektivé sterilizovdna plazmatem po 60 s, kdeZtoPseudomonas
viridiflava po 60 s oSeébvani plazmatem ipzilo 13,7 % bakterii. Mohlo to byt
zpiasobeno tim, Ze ve studii Yang a kol. (2009) byl nizkoteplotniho
plazmatu, u kterého byl pouzit jako pracovni plyngom, kdeZzto v naSem
experimentu byl pouZzit atmosfericky vzduch.
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Z gramnegativnich  bakterii  vykazovala nejnizSi gt k oSeteni
nizkoteplotnim plazmatetdanthomonas vesicatoridab.¢. 4), u které pezilo 14 %
bakterii z poateni koncentrace 9,24.8@FU/mI po dobu 80 s ofewani
plazmatem a po 160 s o&®tani plazmatemipzilo az 43 % bakterii. Mohlo to byt
zpisobeno nehomogennim plazmatickym vybojem Glidingc, Ave kterém
se neustédle #mi patet vznikajicich ¢astic a slotenin (radikaly, ozon atd.).
V prab¢hu experimentalniho pokusu nebylyepre znamy vznikajici sloteniny
vtomto vyboji. Tento fistroj byl odeslan na diagnostiku az po slem
experimentu.

Naopak u grampozitivnich bakterii Clavibacter michiganensis
subspsepedonicusa Curtobacterium albidumbylo oSetovani nizkoteplotnim
plazmatem téwt ne&inné a v jednotlivychtasovych intervalech pranlivé (Tab.
¢. 4). U bakterieClavibacter michiganensisubspsepedonicubylo vysoké procento
pieZzivdich  bakterii z p@teni koncentrace  8,90.1CFU/mI, kdy
po 160 s oSébvani plazmatem bylo stale Zivych 54 % bakteriiedtd u bakterie
Curtobacterium albidumbylo Zivych 33 % bakterii z @ateini koncentrace
9,57.18 CFU/ml po 160 s o&&ivani plazmatem. Dle studie Erlomeava a kol. (2011)
grampozitivni bakteri&treptococcus pyogenbgla odol&jSi s 17 % Zivych bakterii
z pasateni  koncentrace POCFU/mI po 5 min  o$évvani  plazmatem.
Zivotaschopnost u dalsi grampozitivni bakteSi@phylococcuswureusbyla zavisla
na kmeni bakterie, kdyipzilo od 0 % do 10 % bakterii z{eni koncentrace
10° CFU/ml po 5 min o$&bvani plazmatem. V této studii, bylo z§iio, Ze citlivost
grampozitivnich bakterii k o§eni nizkoteplotnim plazmatem zavisi nejen na druhu
bakterie, ale i na jejim kmeni. Dale bylo v tétadst zjiSttno, Ze gramnegativni
bakterie jsou vice citlivé k ofeni nizkoteplotnim plazmatem nez grampozitivni.
Vzhledem k nizkému zastoupeni grampozitivhich fgtogennich bakterii v této
praci nelze tyto vysledky jednoztr& potvrdit, i kdyZz naSe vysledky tomuilplizné
odpovidaji. Pro prokazatelné vysledky by bylo vh®daajistit vice drui
grampozitivnich fytopatogennich bakterii.

Podle studie Moreau a kol. (2007) je citlivost fyaogennich bakterii kmenu
Erwinia spp. k oSéeni nizkoteplotnim plazmatem typu Gliding Arc velariabilni,
coz odpovida i vysledkn v této bakali&ské praci a lze toto zji&ti aplikovat

na vSechny fytopatogenni bakterie, jenz byly pquzitéto bakalgskeé praci.
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intervalech mohou byt nejasné interakce plazmatkofimi pevnymi latkami, kdy
dochazi ke zgnam stavwastic a tudiz ke zém¢ energie. Nelze tak zajistit stejné
podminky plazmového vybojgigkazdém oséeni jednotlivych bakterialnich drih
V tomto ohledu by se jako vhoggi jevil plazmovy vyboj, ktery je generovan za
vakua, kde jsou v pbéhu plazmovani stabiéjgi podminky. Tento typifstroje vSak

nebyl kthem nasSeho experimentu k dispozici.
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6 Zavér

1. Byl prokdzan vliv nizkoteplotniho plazmatu typu dilig Arc
na zivotaschopnost vybranych fytopatogennich bakter

2. Citlivegji na oSeteni nizkoteplotnim plazmatem reagovaly gramnegativn
bakterie na rozdil od grampozitivnich. Nelze tokvgatvrdit jednoznéng,
zdivodu malého ptiu zastoupenych grampozitivnich  bakterii.
Z gramnegativnich bakterii nejlépe na &8et nizkoteplotnim plazmatem
reagovalyRahnella aquatilisa Erwinia amylovora jenz sefadi do stejné
Celedi Enterobacteriaceae Dale velmi dobe na oSéeni plazmatem
reagovaly polyfagni bakteridgrobacteriumtumefaciensa Pseudomonas
viridiflava. Nejniz8i citlivost na oS#&ni nizkoteplotnim plazmatem
z gramnegativnich bakterii vykazovadanthomonas vesicatoria.

3. Byla navrzena vhodnid metodika k dgef fytopatogennich bakterii
nizkoteplotnim plazmatem. DalSimiegdnettem vyzkumu by mohlo byt
zjiStovani zivotaschopnosti fytopatogennich bakteriiogzitim fiznych
pracovnich plyd pro vyboj plazmatuwi jiné druhy plazmatu. Dale Ize uzit
raizné chemické reagencie pro detekci Zivotaschopriyghtk a jejich

vzajemné porovnavani.
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8 Tabulky

Tab.¢. 1: Seznam pouzitych bakterialnich kradnoSeteni nizkoteplotnim plazmatem.

Nazev bakterie Shirkové ¢islo
Agrobacterium tumefaciens CCM 2835
Clavibacter michiganenssubsp sepedonicus CRI 1835/98
Curtobacterium albidum CCM 2296
Erwinia amylovora CCM 1133
Pseudomonas viridiflava BCCM/LMG 2352
Rahnella aquatilis CCM 4086
Xanthomonas vesicatoria CFBP 2537

BCCM/LMG = Belgian Co-ordinated Collection of Miamanisms, CFBP = Collection
Francaise de Bacteriés Phytophatogénees, CQMska sbirka mikroorganismv Brrg,
CRI = sbirka mikroorganisinvVyzkumného Ustavu rostlinné vyroby v Praze-Ruzymi,i.
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Tab.¢. 2: Hodnoty absorbance v jednotlivygisovych intervalech po o$eni bakterialnich kmennizkoteplotnim plazmatem.

Bakterialni kmen 20s 40 s 60 s 80s 100 s 120 s 0 %6 K-N K-P
Agrobacterium tumefaciens0,690 0,940 0,596 0,635 0,582 0,571 0,398 0,245 071,9
Clavibacter. michiganensis 0,787 1,618 1,807 1,555 1,398 1,889 1,137 0,480 171,8

subsp sepedonicus

Curtobacterium albidum | 1,868 1,866 0,479 1,155 1,908 1,431 0,868 0,734 281,9
Erwinia amylovora 1,820 0,547 0,427 0,551 0,397 0,383 0,402 0,332 771,9
Pseudomonas viridiflava | 1,246 0,768 0,485 0,433 0,533 0,401 0,384 0,724 401,4
Rahnella aquatilis 0,576 0,404 0,377 0,372 0,455 0,432 0,366 0,357 321,9
Xanthomonas vesicatoria| 0,831 0,690 0,796 0,551 0,576 0,564 0,997 0,411 731,8

K - N = kontrola negativni, K - P = kontrola poxiti

Vysledky jsou vyjateny jako smrodatna odchylka (S.D.) £ 0,05.
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Tab.¢. 3: Absorbance a koncentrace bakterialni susperaeislosti naedni.

Redéni [bakterialni

suspenze/C - médium]

Koncentrace (mol/l)

Absorbance

1/2 1.10 1,870
1/4 5.16 1,014
1/8 2,50.18 0,765
1/16 1,25.10 0,461
1/32 6,25.10 0,365
1/64 3,13.16 0,343
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Tab.¢. 4: Efekt Gliding Arc plazmatu na Zivotaschopnieskterialnich kmei (CFU/mI) v jednotlivychiasovych intervalech [s].

Potateéni CFU/mI
Bakterialni kmen koncentrace

[CFU/mI] |20s 40 s 60 s 80s 100 s 120 s 160 s
Agrobacterium tumefaciens 9,46.1¢ 21416 |364.16 [1,58.16 |1,81.10 |1,49.16 |1,43.10 |3,88.10
Clavibacter michiganensisubsp 8,90.16 2,72.16 |7,71.16 |8,84.16 |7,33.1 |6,39.10 |9,33.16 | 4,82.10
sepedonicus
Curtobacterium albidum 9,57.10 9,21.16 |9,20.16 |8,74.16 |4,93.10 |945.10 |6,59.1 |3,21.10
Erwinia amylovora 9,86.1¢ 8,92.1¢ |1,28.16 [5,62.10 |1,31.10 |3,82.16 |2,98.10 |4,12.10
Pseudomonas viridiflava 6,64.1G 54810 |2,61.16 [9,10.16 |5,98.10 |1,20.16 |4,06.10 |3,04.10
Rahnella aquatilis 9,59.10 1,46.10 |4,24.16 |2,62.16 |2,32.16 |7,30.10 |5,92.10 | 1,96.10
Xanthomonas vesicatoria 9,24.10 2,99.16 |2,14.16 |2,78.10 |[1,31.10 |1,44.10 |1,38.10 |3,98.10
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9 Obrazky

Vysokonapétovy zdroj

- Proud vzduchu

Cu elektrody

Obr. 1: Schémaifstroje Gliding Arc
(prevzato a upraveno dle Moisan a kol. 2007).
(http://aem.asm.org/content/73/18/5904/F1.largé.jpg

L ': p r’ . o i o 1 b
Obr. 2: Riznak nadorovitosti na réwinné v mist
podnoZovéhdizku vyvolanyAgrobacterium tumefaciens
(http://www.ekovin.cz/uploads/choroby/255-2.jpg)
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Obr. 3: Riznak bakterialni krouzkovitosti bramboruispbenyClavibacter
michiganensisubspsepedonicus

(http://www.eppo.int/ QUARANTINE/bacteria/Clavibacten_sepedonicus/
CORBSE_02.jpg)

B

Obr. 4: Békté?ini koloni€urtobacterium albidunma F;etfihd misce.
(http://www.jcm.riken.go.jp/JCM/img/JCM13471A.jpg)
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Obr. 5: Riznaky spalyiizovitych na jabloni zfisobené&rwinia amylovora
(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Apple_tregith_fire_blight.jpg)

Obr. 6: Riznaky bakterialni skvrnitosti na listu cibuleizpbené&seudomonas viridiflava
(http://lwww.forestryimages.org/images/768x512/548@2g)
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Obr. 7: Bakterialni koloni®ahnella aquatili;ya Petriho misce.
(http://phil.cdc.gov/PHIL_Images/20050104/8¢c229¢305
343afb03caccec3db5234/6617_lores.jpg)

Obr. 8: Riznaky bakterialni skvrnitosti na listu &afe zfisobenéanthomonasesicatoria
(http://www.forestryimages.org/images/768x512/5280{pg)
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Obr. 9: Redukce resazurinu (negativni kontrolajesarufin
(pozitivni kontrola).

vlastni foto

Obr. 11: Ristroj Gliding Arc.
(http://Iwww.surface-treat.com/?q=system/files/atfadska-tryska.jpg)
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vlastni foto

Obr. 12: Detail plazmového vyboje.

1200000000
y = 6E+08x - 2E+08

1000000000 - R? =0,9931

800000000 -

600000000 -

c(mol/l)

400000000 -

200000000 -

0
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Absorbance

Obr.13: Kalibr&ni kiivka.
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