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ABSTRAKT 

Bakteriální spála růžovitých (původce Erwinia amylovora) patří k nejničivějším chorobám 

jádrovin. Její rychlé šíření vyžaduje okamžité šlechtitelské i diagnostické odpovědi. Tato studie 

prezentuje optimalizovanou in vitro metodiku pro rychlé stanovení virulence patogenu a 

screening odolnosti hostitelských genotypů v kontrolovaných podmínkách. Pomocí umělé 

inokulace apexů a řapíků u explantátových kultur odrůd ‘Topaz’ a ‘Selena’ byly již během sedmi 

dnů identifikovány zásadní rozdíly v jejich náchylnosti k infekci. Zatímco odrůda ‘Topaz’ 

vykazovala totální kolaps pletiv, ‘Selena’ potvrdila vyšší úroveň rezistence. Navržený systém 

umožňuje standardizované a celoroční testování nezávisle na vegetační sezóně, čímž 

zásadně urychluje selekci perspektivních materiálů pro udržitelnou ovocnářskou produkci. 

 

Klíčová slova: infekce, Selena, Topaz, citlivost, spála růžovitých 

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. 
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ÚVOD 

Bakteriální spála růžovitých, způsobená bakterií Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al., 

patří mezi nejzávažnější choroby jádrovin na světě. Patogen napadá především jabloň (Malus 

domestica Borkh.) a hrušeň (Pyrus communis L.), a může u nich způsobovat rozsáhlé 

poškození vegetativních i generativních orgánů, vedoucí k významným ekonomickým ztrátám 

v produkčních sadech i školkách (Van der Zwet et al. 2012, Piqué et al. 2015). 

Charakteristickými symptomy jsou vadnutí, nekróza a kolaps pletiv, odumírání výhonů a tvorba 

bakteriálního exsudátu, který přispívá k dalšímu šíření infekce. Vzhledem k vysoké agresivitě 

patogenu a jeho schopnosti rychlé kolonizace hostitelských pletiv je bakteriální spála 

růžovitých považována za klíčový faktor limitující stabilitu produkce jádrovin v mnoha 

pěstitelských oblastech.  

Závažnost projevů infekce a rychlost šíření patogenu v pletivech jsou výsledkem komplexní 

interakce, v níž hraje roli jak variabilní úroveň virulence jednotlivých izolátů (dána např. 

produkcí extracelulárního polysacharidu amylovoranu (Maes et al. 2001, Lee et al. 2010)), tak 

specifická míra citlivosti hostitelských genotypů (Piqué et al. 2015). Studium těchto interakcí 

je proto zásadní nejen pro pochopení patogeneze, ale také pro praktické využití při šlechtění 

odrůd se zvýšenou odolností. 

Jedním z nejefektivnějších přístupů k omezení dopadů bakteriálních chorob je 

v současnosti využívání geneticky odolných odrůd, případně identifikace genotypů 

vykazujících nižší citlivost k patogenu (Norelli et al. 2007). Pro účely šlechtění je však nezbytné 

disponovat spolehlivými a rychlými metodami hodnocení virulence patogenů a relativní 

náchylnosti jednotlivých genotypů hostitelských rostlin. Klasické polní testování je náročné 

nejen časově, ale i na karanténní opatření proti šíření infekce mimo experimentální výsadbu, 

výsledek je také výrazně ovlivněn environmentálními podmínkami. Proto jsou v posledních 

letech stále častěji využívány experimentální systémy založené na in vitro kulturách rostlin, 

které umožňují standardizované hodnocení interakcí hostitel–patogen (Piqué et al. 2015, 

Sedlák et al. 2015). 

Cílem této práce bylo vyvinout a ověřit laboratorní metodiku pro in vitro stanovení virulence 

vybraných izolátů E. amylovora a pro porovnání citlivosti genotypů jabloní na infekci tímto 

patogenem. Metodika využívá explantátové kultury jabloní a kontrolovanou umělou inokulaci 

bakteriální suspenzí, což umožňuje rychlé a reprodukovatelné hodnocení průběhu infekce a 

fyziologických reakcí rostlinných pletiv. Získané výsledky budou sloužit jako podklad pro 

selekci genotypů s vyšší úrovní tolerance či rezistence, a přispějí tak ke zlepšení zdravotního 

stavu produkčních sadů a k rozvoji udržitelných pěstitelských systémů. 

MATERIÁL A METODY 
Byly založeny explantátové kultury odrůd jabloně ‘Selena’ a ‘Topaz’. Výchozí výhony byly 

v předjaří odebrány v technickém izolátu VŠÚO z rostlin ověřených z hlediska odrůdové 

pravosti a ponechány v laboratoři k narašení. Následně byly skalpelem izolovány vegetativní 

pupeny. Po sterilizaci roztokem HgCl2 (0,15 % w/v) a propláchnutí ve sterilní vodě byly pupeny 

nasazeny na živné medium Murashige & Skoog (MS; Murashige a Skoog 1962) s přídavkem 

6-benzylaminopurinu (BAP) 1 mg/l a kyseliny indol-3-máselné (IBA) 0,1 mg/l. Toto medium 

sloužilo během několika počátečních subkultivací k namnožení dostatečného množství výhonů 

pro další práci. Poté byly kultury přesazeny na medium MS s odlišnou koncentrací 

fytohormonů: kyselina indol-3-máselná 1 mg/l a 6-benzylaminopurin 0,1 mg/l. Vyšší 

koncentrace auxinu (IBA) vyvolala bujnější prodlužovací růst. Po celou dobu byly kultury 
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pěstovány v místnosti s 12hodinovou fotoperiodou a teplotou nastavenou na 24 °C ve dne / 

19 °C v noci. Po měsíci kultivace na tomto prodlužovacím mediu byly zahájeny experimenty 

s umělou inokulací. 

 Bakteriální kmeny Erwinia amylovora, které byly použity v této studii, byly izolovány z rostlin 

jabloní a hrušní v letech 2022–2024 v různých sadech na území České republiky, které 

vykazovaly příznaky tohoto onemocnění. Izolace proběhla ze zdravých pletiv sousedících 

s odumřelými částmi rostlin: pletiva byla nejdříve povrchově dezinfikována ethanolem a poté 

z nich byly bakterie resuspendovány do sterilní destilované vody na třepačce (30 minut, 

160 rpm, (revolutions per minute; otáčky za minutu)). Suspenze byla inokulována na agarem 

zpevněné King B medium (VWR International, BDH Chemicals), kde došlo k primárnímu 

pomnožení resuspendovaných bakterií. Suspektní kolonie E. amylovora vybrané na základě 

fenotypu kolonie byly poté přeočkovány na agarem zpevněné LB medium (trypton 10 g/l, 

kvasničný extrakt 5 g/l, NaCl 10 g/l, agar 20 g/l), z něhož byly izolovány jako čistá kultura. 

Izoláty byly uchovány do doby použití v hlubokomrazicím boxu (-80 °C, glycerol 15 % v/v). 

Potvrzení rodové a druhové příslušnosti bakteriálních izolátů jako kmenů bakterie Erwinia 

amylovora bylo provedeno pomocí koloniové PCR 16S rDNA genomové oblasti pomocí 

specifických primerů (nepublikovaná data): 

F1 (5´-ATCATGGCTCAGATTGAACGCT-3´) 

F2 (5´-CCTGGCTCAGGACGAACGCT-3´) 

R (5´-CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3´) 

Amplifikované DNA fragmenty byly rozděleny pomocí elektroforézy v agarózovém gelu 

(2 % w/v), příslušné PCR produkty o přibližné velikosti 350 bp (dle molekulárního standardu, 

GeneRuler Low Range DNA Ladder, Thermo Scientific) byly vyříznuty z gelu a přečištěny 

pomocí komerčního systému ExpinTM Combo GP (GeneAll, Soul, Korea). Sekvence byly 

analyzovány pomocí analyzátoru sekvencí GA3500, editovány v programu Chromas a 

identifikovány pomocí nástroje BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) databáze 

GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 

Virulence izolátů E. amylovora byla ověřována víceúrovňovým přístupem. Primárně byla 

předpokládána na základě jejich izolace z rostlinného materiálu vykazujícího typické 

symptomy bakteriální spály růžovitých. Následně byla testována schopnost produkce 

extracelulárního polysacharidu amylovoranu, který je považován za jeden z hlavních faktorů 

virulence tohoto patogenu (Maes et al. 2001, Lee et al. 2010). 

Izoláty vykazující produkci amylovoranu byly následně testovány biologickým testem 

virulence. Suspenze bakterií byla inokulována do plodů hrušní, které byly poté inkubovány 

ve vlhké komůrce při teplotě 25 °C. Po třech dnech inkubace byla hodnocena tvorba nekróz a 

bakteriálního exsudátu jako indikátoru patogenity izolátů (Wang et al. 2012). 

Vybrané virulentní izoláty (n = 5) byly následně kultivovány v kapalném LB médiu (28 °C, 

160 rpm, 18 h). Kultury byly centrifugovány (3300 rpm, 20 min, 20 °C), buněčný pelet byl 

resuspendován ve sterilní destilované vodě a jednotlivé suspenze byly smíchány. Před 

inokulací rostlinného materiálu byla bakteriální suspenze upravena na finální koncentraci 

10⁶ CFU/ml (colony-forming units per mililiter; jednotky tvořící kolonie na mililitr). 

Umělá inokulace explantátových kultur jabloní byla provedena dvěma způsoby. Ve 

variantě A byla bakteriální suspenze aplikována na odříznutý apikální vrchol in vitro výhonu, 

přičemž listy v horní části výhonu byly před inokulací odstraněny. Inokulace byla provedena 

nanesením bakteriální suspenze přímo na exponované pletivo v místě seříznutého vrcholu. 

Ve variantě B byla inokulace provedena na listové řapíky výhonu. Použity byly výhony o délce 
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přibližně 1,5–2 cm nad povrchem kultivačního média, před inokulací byly seříznuty listové 

čepele. 

Celkem bylo uměle infikováno 29 výhonů. Po inokulaci byly kultury dále inkubovány 

za standardních kultivačních podmínek. Hodnocení průběhu infekce a fyziologického stavu 

pletiv bylo provedeno po jednom týdnu od inokulace. Posuzovány byly zejména projevy 

nekrózy, vadnutí a odumírání infikovaných výhonů. Vzhledem k metodickému charakteru 

studie bylo hodnocení koncipováno primárně jako kvalitativní screening kontrastních reakcí 

hostitelských genotypů. V obou variantách byla provedena negativní kontrola ve formě 

aplikace sterilní destilované vody, výsledek negativní kontroly je na obrázku vyznačen žlutými 

šipkami (Obrázek 1 a 2). 

VÝSLEDKY A DISKUZE 

Všechny izoláty E. amylovora získané z infikovaných rostlin vykazovaly při kultivaci na LB 

médiu s přídavkem sorbitolu produkci extracelulárního polysacharidu, která se projevovala 

mukoidním až tekutým charakterem kolonií. Tento fenotyp odpovídá produkci amylovoranu, 

který je považován za klíčový faktor virulence patogenu (Maes et al. 2001, Lee et al. 2010). 

U těchto izolátů byla současně potvrzena virulence pomocí biologického testu na plodech 

hrušní, kde inokulace suspenze testovaných izolátů do pletiva vedla k viditelné tvorbě nekrózy 

v místě inokulace doprovázené tvorbou bakteriálního exsudátu během tří dnů inkubace ve 

vlhké komůrce při teplotě 25 °C, což potvrzuje tyto izoláty jako původce infekce bakteriální 

spály růžovitých (Koch 1884, Wang et al. 2012). 

Na základě těchto testů bylo vybráno pět izolátů vykazujících stabilní produkci amylovoranu 

a výraznou patogenitu v biologickém testu. Tyto izoláty byly následně použity pro přípravu 

inokula v experimentech umělé infekce rostlinného materiálu. 

Po jednom týdnu od inokulace byly mezi testovanými odrůdami zjištěny výrazné rozdíly 

v reakci na infekci E. amylovora. U odrůdy ‘Topaz’, která byla předpokládána jako citlivější, 

byly u všech testovaných rostlin v obou variantách inokulace pozorovány silné nekrózy a 

výrazné hnědnutí celého výhonu (Obrázek 1). U výhonů odrůdy ‘Selena’ byly mírnější 

nekrotické změny zaznamenány po inokulaci na odříznutý vrchol, zatímco ve variantě 

inokulace na řapíky zůstávaly výhony převážně zelené bez výrazných známek nekrotických 

lézí (Obrázek 2). Tyto výsledky ukazují na nižší citlivost této odrůdy vůči infekci a potvrzují 

existenci hostitelské diverzity v reakci jabloní na patogen v laboratorních podmínkách in vitro 

kultur. 

Rozvoj nekrotických symptomů u citlivých genotypů odpovídá známému průběhu infekce 

bakteriální spály růžovitých, kdy E. amylovora rychle kolonizuje hostitelská pletiva a vyvolává 

jejich hnědnutí a nekrotizaci (Van der Zwet et al. 2012). Virulence izolátů použitých v této studii 

byla podpořena jejich schopností produkovat extracelulární polysacharid amylovoran, který 

patří mezi klíčové faktory patogenity tohoto druhu (Maes et al. 2001, Lee et al. 2010). 

Přítomnost výrazných symptomů u citlivé odrůdy tedy potvrzuje dostatečnou virulenci námi 

získaných izolátů. 

Pozorovaný rozdíl mezi odrůdami zároveň ukazuje, že explantátové kultury jabloní mohou 

sloužit jako vhodný experimentální systém pro rychlé porovnání relativní citlivosti genotypů 

k bakteriálním patogenům. Podobné využití in vitro kultur pro testování rezistence jabloní vůči 

E. amylovora bylo již dříve popsáno v experimentálních studiích zaměřených na rychlé 

hodnocení hostitelské reakce (Sedlák et al. 2015). Naše výsledky potvrzují, že metoda 

umožňuje spolehlivě rozlišit kontrastně reagující genotypy již v krátkém časovém horizontu 
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v kontrolovaném laboratorním prostředí. Předložená práce je zaměřena především na ověření 

použitelnosti in vitro systému pro rychlou diferenciaci kontrastně reagujících odrůd. 

V navazujících experimentech bude přístup rozšířen o větší počet genotypů a detailnější 

analýzu jejich reakcí. 

ZÁVĚR 

V naší práci byla úspěšně ověřena metodika in vitro testování virulence izolátů E. amylovora 

a hostitelské citlivosti vybraných odrůd jabloní. Po jednom týdnu od inokulace byly mezi 

testovanými odrůdami zjištěny zřetelné rozdíly v průběhu infekce. Citlivá odrůda ‘Topaz’ 

vykazovala silnou nekrózu postupující směrem dolů od místa inokulace, zatímco odrůda 

‘Selena’ zůstávala převážně bez výrazných symptomů. 

Výsledky potvrzují, že explantátové kultury jabloní představují vhodný experimentální 

systém pro rychlé hodnocení virulence bakteriálních izolátů a relativní citlivosti hostitelských 

genotypů. Na základě získaných poznatků bude formulován metodický postup přípravy 

bakteriálních a rostlinných in vitro kultur pro rozsáhlejší testování citlivosti odrůd peckovin k 

patogenním bakteriím rodu Pseudomonas. Navržený postup umožňuje provádět testování v 

izolovaném laboratorním prostředí na ploše několika metrů čtverečních celoročně, nezávisle 

na průběhu vegetační sezóny, a představuje tak efektivní nástroj pro rychlé hodnocení 

hostitelské diverzity a podporu šlechtění odrůd s vyšší odolností vůči bakteriálním chorobám. 
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FOTOGRAFIE  

Obrázek 1. Výhony odrůdy ‘Topaz’ týden po inokulaci bakteriální suspenze. A – inokulace na odříznutý 

vrchol, B – inokulace na listové řapíky. Šipky vyznačují kontrolní (neinfikované) výhony 

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 

 
 

Obrázek 2. Výhony odrůdy ‘Selena’ týden po inokulaci bakteriální suspenze: A – inokulace na odříznutý 

vrchol, B – inokulace na listové řapíky. Šipky vyznačují kontrolní (neinfikované) výhony 

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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