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ABSTRAKT

Bakterialni spala rdzovitych (puvodce Erwinia amylovora) patfi k nejni€ivéjSim chorobam
jadrovin. Jeji rychlé Sifeni vyZaduje okamzité Slechtitelské i diagnostické odpovédi. Tato studie
prezentuje optimalizovanou in vitro metodiku pro rychlé stanoveni virulence patogenu a
screening odolnosti hostitelskych genotypd v kontrolovanych podminkach. Pomoci umélé
inokulace apexu a fapiku u explantatovych kultur odrid ‘Topaz’ a ‘Selena’ byly jiz béhem sedmi
dnl identifikovany zasadni rozdily v jejich nachylnosti k infekci. Zatimco odrida ‘TopaZz’
vykazovala totalni kolaps pletiv, ‘Selena’ potvrdila vy3Si uroven rezistence. Navrzeny systém
umoznuje standardizované a celoroCni testovani nezavisle na vegetaCni sezéng, ¢imz
zasadné urychluje selekci perspektivnich material pro udrzitelnou ovocnarskou produkci.
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ABSTRACT

Fire blight (causative agent Erwinia amylovora) is one of the most devastating diseases of
pome crops. Its rapid spread requires immediate diagnostic and breeding responses. This
study presents an optimized in vitro methodology for rapid determination of pathogen virulence
and screening of host genotypes for resistance under controlled conditions. By artificial
inoculation of apexes and petioles of explant cultures of the varieties ‘Topaz’ and ‘Selena’,
fundamental differences in their susceptibility were identified within seven days. While the
variety ‘Topaz’ showed total tissue collapse, ‘Selena’ confirmed a higher level of resistance.
The proposed system allows standardized and year-round testing independent of the growing
season, thereby significantly accelerating the selection of promising materials for sustainable
fruit production.

Keywords: infection, Selena, Topaz, susceptibility, fire blight

66

VPO 32(1): 66-71, 2026
https://doi.org/10.60702/knz1-1e44
(@) Bv-NC-ND |


mailto:jiri.sedlak@vsuo.cz
https://orcid.org/0000-0002-9360-4465

. VEDECKE PRACE OVOCNARSKE

uvoD
Bakterialni spala rGzovitych, zpUsobena bakterii Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al.,

viev s

domestica Borkh.) a hrusen (Pyrus communis L.), a muZze u nich zpusobovat rozsahlé
poskozeni vegetativnich i generativnich organu, vedouci k vyznamnym ekonomickym ztratam
v produkénich sadech i Skolkach (Van der Zwet et al. 2012, Piqué et al. 2015).
Charakteristickymi symptomy jsou vadnuti, nekréza a kolaps pletiv, odumirani vyhon( a tvorba
bakterialniho exsudatu, ktery pfispiva k dalSimu Sifeni infekce. Vzhledem k vysoké agresivité
patogenu a jeho schopnosti rychlé kolonizace hostitelskych pletiv je bakterialni spala
rizovitych povazovana za klicovy faktor limitujici stabilitu produkce jadrovin v mnoha
péstitelskych oblastech.

Zavaznost projevu infekce a rychlost Sifeni patogenu v pletivech jsou vysledkem komplexni
interakce, v niz hraje roli jak variabilni Uroven virulence jednotlivych izolatd (dana napf.
produkci extracelularniho polysacharidu amylovoranu (Maes et al. 2001, Lee et al. 2010)), tak
specificka mira citlivosti hostitelskych genotypu (Piqué et al. 2015). Studium téchto interakci
je proto zasadni nejen pro pochopeni patogeneze, ale také pro praktické vyuziti pfi Slechténi
odrud se zvySenou odolnosti.

Jednim z nejefektivnéjSich pFistupd k omezeni dopadl bakterialnich chorob je
v souCasnosti vyuzivani geneticky odolnych odrud, pfipadné identifikace genotypu
vykazujicich niz§i citlivost k patogenu (Norelli ef al. 2007). Pro ucely Slechténi je vSak nezbytné
disponovat spolehlivymi a rychlymi metodami hodnoceni virulence patogent a relativni
nachylnosti jednotlivych genotypl hostitelskych rostlin. Klasické polni testovani je naro¢né
nejen ¢asové, ale i na karanténni opatfeni proti Sifeni infekce mimo experimentalni vysadbu,
vysledek je také vyrazné ovlivnén environmentalnimi podminkami. Proto jsou v poslednich
letech stale Castéji vyuzivany experimentalni systémy zaloZené na in vitro kulturach rostlin,
které umoznuji standardizované hodnoceni interakci hostitel-patogen (Piqué et al. 2015,
Sedlak et al. 2015).

Cilem této prace bylo vyvinout a ovéfit laboratorni metodiku pro in vitro stanoveni virulence
vybranych izolatd E. amylovora a pro porovnani citlivosti genotypu jabloni na infekci timto
patogenem. Metodika vyuziva explantatové kultury jabloni a kontrolovanou umélou inokulaci
bakterialni suspenzi, coz umoznuje rychlé a reprodukovatelné hodnoceni pribéhu infekce a
fyziologickych reakci rostlinnych pletiv. Ziskané vysledky budou slouzit jako podklad pro
selekci genotypl s vy$Si urovni tolerance €i rezistence, a pfispéji tak ke zlepSeni zdravotniho
stavu produké&nich sadd a k rozvoji udrzitelnych péstitelskych systéma.

MATERIAL A METODY

Byly zalozeny explantatové kultury odrid jabloné ‘Selena’ a ‘Topaz’. Vychozi vyhony byly
v pfedjafi odebrany v technickém izolatu VSUO zrostlin ovéfenych z hlediska odriidové
pravosti a ponechany v laboratofi k naradeni. Nasledné byly skalpelem izolovany vegetativni
pupeny. Po sterilizaci roztokem HgCl. (0,15 % wi/v) a proplachnuti ve sterilni vodé byly pupeny
nasazeny na zZivné medium Murashige & Skoog (MS; Murashige a Skoog 1962) s pfidavkem
6-benzylaminopurinu (BAP) 1 mg/l a kyseliny indol-3-maselné (IBA) 0,1 mg/l. Toto medium
slouzilo béhem nékolika po&atecnich subkultivaci k namnozeni dostate¢ného mnozstvi vyhonu
pro dalSi praci. Poté byly kultury pfesazeny na medium MS s odliSnou koncentraci
fytohormonu: kyselina indol-3-maselnd 1 mg/l a 6-benzylaminopurin 0,1 mg/l. VySSi

koncentrace auxinu (IBA) vyvolala bujnéjsi prodluzovaci rast. Po celou dobu byly kultury
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péstovany v mistnosti s 12hodinovou fotoperiodou a teplotou nastavenou na 24 °C ve dne /
19 °C v noci. Po mésici kultivace na tomto prodluzovacim mediu byly zahajeny experimenty
s umélou inokulaci.

Bakterialni kmeny Erwinia amylovora, které byly pouzity v této studii, byly izolovany z rostlin
jabloni a hrusni v letech 2022-2024 v rliznych sadech na Gzemi Ceské republiky, které
vykazovaly pfiznaky tohoto onemocnéni. Izolace probéhla ze zdravych pletiv sousedicich
s odumielymi &astmi rostlin: pletiva byla nejdfive povrchové dezinfikovana ethanolem a poté
z nich byly bakterie resuspendovany do sterilni destilované vody na tfepacce (30 minut,
160 rpm, (revolutions per minute; otaCcky za minutu)). Suspenze byla inokulovana na agarem
zpevnéné King B medium (VWR International, BDH Chemicals), kde dos$lo k primarnimu
pomnozeni resuspendovanych bakterii. Suspektni kolonie E. amylovora vybrané na zakladé
fenotypu kolonie byly poté prfeoCkovany na agarem zpevnéné LB medium (trypton 10 g/l
kvasni¢ny extrakt 5 g/l, NaCl 10 g/l, agar 20 g/l), z néhoz byly izolovany jako Cista kultura.
Izolaty byly uchovany do doby pouZiti v hlubokomrazicim boxu (-80 °C, glycerol 15 % v/v).
Potvrzeni rodové a druhové pfislusnosti bakterialnich izolatll jako kmenl bakterie Erwinia
amylovora bylo provedeno pomoci koloniové PCR 16S rDNA genomové oblasti pomoci
specifickych primer( (nepublikovana data):

F1 (6-ATCATGGCTCAGATTGAACGCT-3")

F2 (5-CCTGGCTCAGGACGAACGCT-3)

R (5-CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3")

Amplifikované DNA fragmenty byly rozdéleny pomoci elektroforézy v agarézovém gelu
(2 % wiv), pFisludné PCR produkty o pfiblizné velikosti 350 bp (dle molekularniho standardu,
GeneRuler Low Range DNA Ladder, Thermo Scientific) byly vyfiznuty z gelu a precistény
pomoci komeréniho systému Expin™ Combo GP (GeneAll, Soul, Korea). Sekvence byly
analyzovany pomoci analyzatoru sekvenci GA3500, editovany v programu Chromas a
identifikovany pomoci nastroje BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) databaze
GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Virulence izolatu E. amylovora byla ovéfovana viceuroviiovym pfistupem. Primarné byla
pfedpokladana na zakladé jejich izolace z rostlinného materidlu vykazujiciho typické
symptomy bakterialni spaly razovitych. Nasledné byla testovana schopnost produkce
extracelularniho polysacharidu amylovoranu, ktery je povazovan za jeden z hlavnich faktort
virulence tohoto patogenu (Maes et al. 2001, Lee et al. 2010).

Izolaty vykazujici produkci amylovoranu byly nasledné testovany biologickym testem
virulence. Suspenze bakterii byla inokulovana do plodu hrusni, které byly poté inkubovany
ve vihké komurce pfi teploté 25 °C. Po tfech dnech inkubace byla hodnocena tvorba nekréz a
bakterialniho exsudatu jako indikatoru patogenity izolatd (Wang et al. 2012).

Vybrané virulentni izolaty (n = 5) byly nasledné kultivovany v kapalném LB médiu (28 °C,
160 rpm, 18 h). Kultury byly centrifugovany (3300 rpm, 20 min, 20 °C), bunéény pelet byl
resuspendovan ve sterilni destilované vodé a jednotlivé suspenze byly smichany. Pfed
inokulaci rostlinného materialu byla bakterialni suspenze upravena na finalni koncentraci
10® CFU/ml (colony-forming units per mililiter; jednotky tvofici kolonie na mililitr).

Uméla inokulace explantatovych kultur jabloni byla provedena dvéma zpUsoby. Ve
varianté A byla bakterialni suspenze aplikovana na odfiznuty apikalni vrchol in vitro vyhonu,
pfiCemz listy v horni €asti vyhonu byly pfed inokulaci odstranény. Inokulace byla provedena
nanesenim bakterialni suspenze pfimo na exponované pletivo v misté sefiznutého vrcholu.
Ve varianté B byla inokulace provedena na listové fapiky vyhonu. Pouzity byly vyhony o délce
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pfiblizné 1,5-2 cm nad povrchem kultivaéniho média, pfed inokulaci byly sefiznuty listové
Cepele.

Celkem bylo uméle infikovano 29 vyhon(. Po inokulaci byly kultury dale inkubovany
za standardnich kultivacnich podminek. Hodnoceni pribéhu infekce a fyziologického stavu
pletiv bylo provedeno po jednom tydnu od inokulace. Posuzovany byly zejména projevy
nekrézy, vadnuti a odumirani infikovanych vyhonu. Vzhledem k metodickému charakteru
studie bylo hodnoceni koncipovano primarné jako kvalitativni screening kontrastnich reakci
hostitelskych genotypu. V obou variantach byla provedena negativni kontrola ve formé
aplikace sterilni destilované vody, vysledek negativni kontroly je na obrazku vyznacen Zlutymi
Sipkami (Obrazek 1 a 2).

VYSLEDKY A DISKUZE

V8echny izolaty E. amylovora ziskané z infikovanych rostlin vykazovaly pfi kultivaci na LB
meédiu s pfidavkem sorbitolu produkci extracelularniho polysacharidu, ktera se projevovala
mukoidnim az tekutym charakterem kolonii. Tento fenotyp odpovida produkci amylovoranu,
ktery je povazovan za klicovy faktor virulence patogenu (Maes et al. 2001, Lee et al. 2010).

U téchto izolatd byla sou¢asné potvrzena virulence pomoci biologického testu na plodech
hrusni, kde inokulace suspenze testovanych izolatu do pletiva vedla k viditelné tvorbé nekrozy
v misté inokulace doprovazené tvorbou bakterialniho exsudatu béhem tfi dnd inkubace ve
vlhké komdurce pfi teploté 25 °C, coz potvrzuje tyto izolaty jako plvodce infekce bakterialni
spaly rizovitych (Koch 1884, Wang et al. 2012).

Na zakladé téchto testl bylo vybrano pét izolatl vykazujicich stabilni produkci amylovoranu
a vyraznou patogenitu v biologickém testu. Tyto izolaty byly nasledné pouzity pro pfipravu
inokula v experimentech umélé infekce rostlinného materialu.

Po jednom tydnu od inokulace byly mezi testovanymi odrddami zjistény vyrazné rozdily
v reakci na infekci E. amylovora. U odrady ‘Topaz’, ktera byla pfedpokladana jako citlivéjsi,
byly u vSech testovanych rostlin v obou variantach inokulace pozorovany silné nekrézy a
vyrazné hnédnuti celého vyhonu (Obrazek 1). U vyhonl odrady ‘Selena’ byly mirngjsi
nekrotické zmény zaznamenany po inokulaci na odfiznuty vrchol, zatimco ve varianté
inokulace na fapiky zUstavaly vyhony pfevazné zelené bez vyraznych znamek nekrotickych
lézi (Obrazek 2). Tyto vysledky ukazuji na nizSi citlivost této odriidy vuci infekci a potvrzuji
existenci hostitelské diverzity v reakci jabloni na patogen v laboratornich podminkach in vitro
kultur.

Rozvoj nekrotickych symptomu u citlivych genotypl odpovida znamému prubéhu infekce
bakterialni spaly rizovitych, kdy E. amylovora rychle kolonizuje hostitelska pletiva a vyvolava
jejich hnédnuti a nekrotizaci (Van der Zwet et al. 2012). Virulence izolatli pouzitych v této studii
byla podpofena jejich schopnosti produkovat extracelularni polysacharid amylovoran, ktery
patfi mezi klicové faktory patogenity tohoto druhu (Maes et al. 2001, Lee et al. 2010).
PFitomnost vyraznych symptomu u citlivé odridy tedy potvrzuje dostate€nou virulenci nami
ziskanych izolatd.

Pozorovany rozdil mezi odridami zaroven ukazuje, ze explantatové kultury jabloni mohou
slouzit jako vhodny experimentalni systém pro rychlé porovnani relativni citlivosti genotypu
k bakterialnim patogenim. Podobné vyuziti in vitro kultur pro testovani rezistence jabloni vici
E. amylovora bylo jiz dfive popsano v experimentalnich studiich zaméfenych na rychlé
hodnoceni hostitelské reakce (Sedlak et al. 2015). NaSe vysledky potvrzuji, Ze metoda
umoziuje spolehlivé rozlidit kontrastné reagujici genotypy jiz v kratkém Casovém horizontu
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v kontrolovaném laboratornim prostfedi. PfedloZzena prace je zaméfena pfedevsim na ovéfeni
pouzitelnosti in vitro systému pro rychlou diferenciaci kontrastné reagujicich odrud.
V navazujicich experimentech bude pfistup rozSifen o vétSi pocet genotypu a detailngjsi
analyzu jejich reakci.

ZAVER

V nasi praci byla uspésné ovérena metodika in vitro testovani virulence izolatl E. amylovora
a hostitelské citlivosti vybranych odrid jabloni. Po jednom tydnu od inokulace byly mezi
testovanymi odridami zjistény zfetelné rozdily v prabéhu infekce. Citliva odrida ‘Topaz’
vykazovala silnou nekrézu postupujici smérem dold od mista inokulace, zatimco odrida
‘Selena’ zUstavala prevazné bez vyraznych symptoma.

Vysledky potvrzuji, ze explantatové kultury jabloni pfedstavuji vhodny experimentalni
systém pro rychlé hodnoceni virulence bakterialnich izolatd a relativni citlivosti hostitelskych
genotypl. Na zakladé ziskanych poznatki bude formulovan metodicky postup pfipravy
bakterialnich a rostlinnych in vitro kultur pro rozsahlejsi testovani citlivosti odrad peckovin k
patogennim bakteriim rodu Pseudomonas. NavrZzeny postup umoziuje provadét testovani v
izolovaném laboratornim prostfedi na ploSe nékolika metrl Etvere€nich celoroéné, nezavisle
na pribéhu vegetacni sezény, a predstavuje tak efektivni nastroj pro rychlé hodnoceni
hostitelské diverzity a podporu Slechténi odrad s vy$Si odolnosti vic&i bakterialnim chorobam.
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FOTOGRAFIE

Obrazek 1. Vyhony odrtdy ‘Topaz’ tyden po inokulaci bakterialni suspenze. A — inokulace na odfiznuty
vrchol, B — inokulace na listové fapiky. Sipky vyznacuji kontrolni (neinfikované) vyhony

Figure 1. Shoots of ‘Topaz’ one week after inoculation with a bacterial suspension. A — inoculation onto
the cut apex, B — inoculation onto the leaf petioles. The arrows show control (non-infected) shoots

Obrazek 2. VVyhony odr(dy ‘Selena’ tyden po inokulaci bakterialni suspenze: A — inokulace na odfiznuty
vrchol, B — inokulace na listové Fapiky. Sipky vyznadéuji kontrolni (neinfikované) vyhony

Figure 2. Shoots of ‘Selena’ one week after inoculation with a bacterial suspension: A — inoculation onto
the cut apex, B — inoculation onto the leaf petioles. The arrows show control (non-infected) shoots
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