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Test patogenity technikou explantatovych Kkultur pro Erwinia
amylovora, ptivodce spaly riZovitych rostlin

Pfredmétem metodiky je inovovany biologicky test pro pivodce spaly
rizovitych rostlin, karanténni bakterii E. amylovora. Choroba, kterou tato
jaddrovin a nachylnych okrasnych rostlin, pfedevsim hlohtl. Potvrzeni
identity bakterie v rostlinném vzorku se obvykle provadi testem patogenity
na nezralych plidcich nachylné odridy hrusné. Tento test lze provadét
pouze urCitou ¢ast roku, kdy jsou nezralé plody dostupné v piirodé nebo
kratkou dobu poté, jsou-li skladovany pii teplotach 4-8 °C. Test patogenity
na explantatovych kulturach nachylné odridy hrusné, které jsou dostupné
kdykoliv v pribéhu roku, je srovnatelny s testem patogenity na nezralych
hruskach. Proto ho doporucujeme pro rutinni vyuziti v diagnostickych
laboratofich Statni rostlinolékarské spravy a dalSich pracovistich.

Test of pathogenicity using a technique of plant tissue culture for
Erwinia amylovora, the causal agent of fire blight

The aim of this methodology is an innovated bioassay for the causal agent of
fire blight, quarantine bacterium E. amylovora. The disease (fire blight)
causes high economic losses in plantations of pome-fruit trees and
susceptible ornamental plants, in particular in Crataegus sp. The
confirmation of bacterium identity in plant tissue is usually carried out in
bioassay on immature pear fruits of susceptible variety. The use of pear
bioassay is limited because immature fruits are available in nature for just a
short period of time and also can only be stored at 4-8 °C. An innovated
biological test using a plant tissue culture of sensitive pome-tree variety
without limitation to a year seasion is comparable with bioassay on
immature pear fruits. That is why we recommend it for routine use in
diagnostic laboratories of the Plant Administration Service and other
workplaces.

Oponenti:

Ing. Jaroslav Horky, CSc.

Statni rostlinolékai'ska sprava, Olomouc

Ing. Jana Vichova, Ph.D.

Mendlova zem&d¢€lska a lesnicka univerzita v Brné

Metodika byla schvéalena odborem védy a vyzkumu MZe pod &.j.:
Ministerstvo zemé&dé€lstvi doporucuje tuto metodiku pro vyuziti v praxi.
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1) GvoD

Spala razovitych rostlin, zptisobena fytokaranténni bakterii
Erwinia amylovora [(Burrill) Winslow et al. 1920], je jednou
z nejvyznamnéjsich bakterialnich chorob. Roz§ifena je v mnoha
statech svéta, véetné Ceské republiky (Ktdela 1990). Spala
podléha piisnym karanténnim opatienim (EPPO/CABI, 1997).

Infikovany byvaji nachylné druhy a odridy uzitkovych i1
okrasnych dfevin Celedi Rosaceae, jako jsou jablon, hrusen,
kdouloni a nékteré okrasné nebo divoce rostouci kefe a stromy,
ptedevsim hloh, skalnik, jetdb aj. (Van der Zwet, Beer 1991,
Sobiczewski et al. 1997; Vanneste 2000).

Prokazani spalové bakterie v rostlinnych vzorcich, at’ uz
infikovanych nebo zdanlivé zdravych nemusi byt vzdy
jednoduchou zélezitosti. Diagnosticky protokol EU pro E.
amylovora  zahrnuje  krom¢ testt  imunochemickych,
biochemickych a molekularnich také biologicky test zavazné
pouzivany pro potvrzeni nebo vyvraceni identitiy patogena
(Anonymous 2004; Kokoskova et al. 2007).

Pro testy patogenity je mozné zvolit rizné typy testd.
V laboratornich i sklenikovych podminkach se Casto pouziva
inokulace  odfiznutych  rGstovych  vyhonii  semenackt
nachylnych druhii jadrovin i hlohii, a to nejcastéji ve fazi
prodluzovaciho rustu vyhont (Hunter a Bonn 1998; Korba et
al., 1998; Vanneste 2000). Testy jsou vhodné pro ziskani
orienta¢nich informaci o virulenci kmenti patogena a rezistenci
odriid a novoslechténi proti spale u mnoha druhti rostlin ¢eledi
razovitych (Van der Zwet, Beer 1991; Sobiczewski et al. 1997;
Korba et al., 2002; Korba a Kadela, 2004).

Obvykle se test patogenity provadi na nezralych plodech
nachylnych odrd hrusni, pfipadné jabloni (Anonymous 2004).
Vychazi se zptedpokladu, Ze na pletivu nezralych hruSek
nachylné odridy mizeme dobfe pozorovat projev napadeni
Vv podobé slizovych kapek. Bohuzel, nezralé hrusky jsou
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k dispozici pouze kratkou c¢ast roku i v ptipadé vhodného
skladovani (Kokoskova 1999).

Postup je nasledujici: sklidi se nezralé plody néachylné
odrudy (napt. Konference) v primémé velikosti 2,5 az 3 cm a
uchovaji se pii teplotach kolem 5 °C. Po povrchové dezinfekci
plodu se do jamek vyhloubenych v pletivu pfenese suspenze
spalové bakterie. OSetiené plody se inkubuji pfi 28 °C a vysoké
relativni vzdusné vlhkosti. V pribéhu tydne se hodnoti
intenzita tvorby slizovych kapek na plodech. Ta je ptimo
umérnd napadeni spalovou bakterii. Do testu se zpravidla
zafazuje kontrola se streptomycinem (0,01 az 0,02 %), nebot’ je
jednim z nejuéinnéjSich preparati pouzivanych proti spale
(Isenbeck 1983; Klement et al. 1990).

Timto testem je mozné zjiStovat také inhibicni aktivitu
potencidlnich antagonisti k patogenu nebo testovat ucinnost
chemickych preparati (Isenbeck 1983; Nachtigal a Ficke 1989;
Klement et al. 1990; Kokoskova 1999). Krom¢ testu na
nezralych hruSkach se k ovéfeni potencidlni uc¢innosti preparatt
1 antagonistli pouzivaji téz semenacky jadrovin. Uvadi se, Ze
vysledky hruskového testu jsou v dostate¢né korelaci
s vysledky polnich testd (Mc Intyre et al. 1975; Norelli a
Gilpatrick 1982).

Nabizi se i1 dalsi zpiisob testovani, a to biologicky test na
principu explantatovych kultur, ktery by byl efektivnéjsi nez
test na nezralych hruSkach a mohl by byt provadén nezéavisle na
ro¢nim obdobi.

Technika explantatovych kultur byla pouzita nejprve
k zjistovani virulence kment E. amylovora, a to v 80. letech
minulého stoleti v USA (Norelli et al. 1987). Testy se
provadély na odridé jabloné ,Novole* napéstované
V laboratornich podminkéach.

Vrcholky zelenych vyhonki byly namnozeny, zakotfenény
a inokulovany in vitro nizkami ponofenymi v suspenzi spalové
bakterie, kterymi byly odstfizeny jeden nebo vice vrcholovych
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listki. Ctrnact dni poté se na rostlinkach odriidy Novole
inokulovanych virulentnim kmenem E. amylovora ukazaly
charakteristické spalové priznaky véetné systémovych nekréz a
vodnaténi rostlinnych pletiv (Norelli et al. 1987).

Po vyhodnoceni testovanych kment E. amylovora na
virulenci vici odriudé Novole se zjistila vysoka korelace mezi
udaji ziskanymi z laboratornich a sklenikovych test. Pokud jde
o projev piiznakl, i kdyz nebyly zjiStény vyznamné rozdily
Vv testech, narGst bakterie E. amylovora se v obou piipadech
vyrazné liSil. Ve sklenikovych testech se populace patogena
vyznamn¢ snizily ve srovnani s testy in vitro na explantatovych
kulturach.

Test in vitro technikou explantatovych kultur byl pouzit
pro provéfeni virulence téméf 150 izolati E. amylovora
z ruznych geografickych oblasti v Severni Americe ¢i Evropé.
Technika explantatovych kultur byla pouZita i k stanoveni
rezistence odriad jablon¢ a hrusné¢ (Viseur et al. 1987).
Vysledky laboratornich a polnich testt byly v dobré korelaci.
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1) CiL METODIKY

Cilem metodiky je funk¢ni inovovany biologicky test pro
potvrzeni identity bakterie Erwinia amylovora, ptivodce spaly
ruzovitych rostlin.

Certifikovana metodika pro praxi 12
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III) VLASTNI POPIS METODIKY
1. Material

Pro testy na explantatovych kulturach je zapotiebi vybrat
n¢kterou z odriid nachylnych k pivodci spaly. Doporucujeme
pouzivat napt. odridy Clappova maslovka ¢i Konference.

2. Kultiva¢ni podminky

Kontrolni sbirkové kmeny Erwinia amylovora by mély
pochazet z geské (CCM= Ceské sbirka mikroorganismil, Brno)
nebo zahraninich sbirek (viz dodatek ¢. 1). Mohou se
kultivovat na masopeptonovém agaru, King B médiu nebo
zivném médiu s levanem (viz dodatek ¢&. 2). V testech se
pouzivaji jako jednodenni kultury.

Prostredi, kde probihaji testy na explantatovych kulturach,
musi byt naprosto sterilni. Explantatové rostlinky se péstuji ve
sterilnich skleni¢kach na specielnim kultivaénim médiu (viz
dodatek ¢. 3). Pouzivaji se sklenicky o vySce 7,0 cm a priméru
5,5 cm uzaviratelné umélohmotnym vickem (Sigma Aldrich
kat. ¢isloV8630-100EA a B8648-100EA).

Po zchladnuti sklenicek s médiem je mozné pasazovat
rostlinky. Pro kontrolu sterility je vhodnéjsi ponechat sklenicky
s médiem na laboratornim stole 1-2 dny a poté kontaminované
skleni¢ky vytadit. Pro pasdZovani se pouZivaji jak vrcholové
¢asti rostlin, tak i jednonodélni segmenty. Nevétvené rostliny se
nastifihaji na malé ¢asti, z nichz kazda ¢ast nese alesponl jeden
list sjednim axidlnim pupenem. Po vloZzeni casti rostlinky
dovnitf se sklenicka uzavie vickem a ovaze parafilmem.

Sklenic¢ky s explantatovymi kulturami jsou kultivovany v
termostatu pii teplot€¢ 25-26°C a pii svételném rezimu 16/8
(den/noc). Po Ctyftydenni kultivaci jsou explantdty zpravidla
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dorostlé do pozadované délky a vhodné pro inokulaci.
Nejmensi explantaty, které jsou jesté pouzitelné pro inokulaci,
dosahuji ptiblizné délky 4 cm. Mensi rostlinky nejsou vhodné,
nebot’ jen mald Cast rostlinky zlstava k dispozici pro
hodnoceni. Vétsi rostlinky se pred hodnocenim zkracuji
nuzkami tak, aby se hodnotily stale stejné Casti rostlinek.
Rostlinky, které nenarostly do stanovené velikosti nebo byly
kontaminované, se z pokusu vytadi. Proto je vzdy dulezité pii
pasdzovani  pocitat  surCitym  procentem  neuspéSné
napéstovanych explantatovych kultur.

3. Metoda inokulace explantatovych kultur

Pouzivd se technika odstfizeni vzrostného vrcholu a
naneseni inokula pipetou do mista stfithu. Inokuluji se
explantaty narostlé ptfiblizn€ v délce 5 cm. Odstiihne se asi 1
cm vzrostného vrcholu. VSechny odstfizené casti se ze
sklenicky odstrani, aby nekontaminovaly prostfedi. Poté se na
misto stithu nanese pipetou kapicka inokula pfipraveného v
sterilni destilované vod¢é Vv davce asi 3-4 pl a sklenicka se
uzavie. Se skleni¢kou se musi manipulovat opatrné, aby kapka
inokula neskdpla na kultivaéni médium nebo na neporanéné
¢asti rostlinky, kde by se infekce projevila pozdé€ji. Aplikuje se
takové mnoZzstvi bakteridlni suspenze, které se pfi inokulaci
udrzi na vzrostném vrcholu rostlinky a nestéka doli po rostling.

Nejvyssi koncentrace bakterialni suspense (ca 10° cfu/ml),
kterd odpovidd namétfené optické hustoté¢ (OD) ~ 0,1 pii 620
nm, se mefi na spektrofotometru, ostatni koncentrace se
pfipravi desetinnym fedénim. Na kazdy testovany izolat v
odpovidajici koncentraci pfipada 6 skleni¢ek, ztoho 2 jsou
pouzity jako kontrolni, u nichz se pipetou misto bakterialni
suspenze nanese sterilni voda. Sklenicky s explantatovymi
kulturami se kultivuji pii 26°C.
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Inokulaci rostlin je vhodné provadét tak, aby mohly byt
rostlinky hodnoceny od tfettho do 7 dne po inokulaci.
Testované kmeny stejné jako pozitivni kontrola se pouzivaji
jako jednodenni kultury napéstované na vhodném Zzivném
médiu, napf. masopeptonovém. Jako kontrolni kmen spalové
bakterie doporuéujeme napf. kmen CCM 1114 z Ceské sbirky
mikroorganismi  Pfirodovédecké  fakulty = Masarykovy
Univerzity v Brné. Bakterialni kultury se kultivuji pii stejné
teploté jako explantaty.

4. Provedeni testu patogenity na explantatovych

kulturach

Testujeme-li neznamé kmeny, pouzivame pfiblizné
koncentraci 10° bungk/ml, ov&fujeme-li virulenci testovanych
kmentl, pouzijeme zpravidla koncentraci 10° bundk/ml.

Hodnoceni testu patogenity na explantatovych kulturach se
provadi podle Sestibodové stupnice. Ptfiznaky napadeni se
hodnoti podle poctu bakteridlnich kapek na stonku a
charakteristického zbarveni na listech a také podle velikosti
nekrotické plochy na povrchu listu. Pfiznaky napadeni se objevi
zpravidla jiz 3. den po inokulaci. Hodnoceni probihd 5

nasledujicich po sob& jdoucich dni, vzdy ve stejnou denni
dobu.
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5. Hodnoceni testu patogenity na explantatovych

kulturach

3 a s

Obrazek 1: Stupnice napadeni explantatovych kultur.
Tabulka 1: Stupnice hodnoceni ptiznaki.

Stupen Ptiznaky napadeni Plocha
napadeni poskozeni
(%)
0 Bez ptiznakt 0
1 Drobné bilé kapky na stonku nebo v misté 5
stiihu
2 Drobné bilé kapky na stonku a bila kapka 25

V misté stiihu,
stonek v misté stfihu za¢ina nekrotizovat

3 Predchozi pfiznaky, stonek z poloviny 50
nekroticky,
kapka v misté stiihu mize byt oranzova

4 Predchozi  pfiznaky, cely  stonek 75
nekroticky,
fapik listu nekroticky, oranzové kapky na
nekrotickych mistech

5 Odumfel rostlina 100
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6. Matematické zpracovani

Vypocet: Koeficient napadeni.

Soucasti vizudlniho hodnoceni muze byt koeficient napadeni
(KN), ktery se pouziva, pokud hodnotime stupeii virulence
testovanych kment.

0.n°+1nt+2n°+3n+4n*+5n°

n — celkovy pocet rostlin

n’ n! n% nd n* n°— pocet rostlin v jednotlivych stupnich
napadeni

0,1, 2,3, 4,5 - stupei napadeni

Data by méla byt zpracovana statisticky a to analyzou variance
nasledované Tukeyho testem. Pro tento ucel se autorskému
tymu osvéd¢il program STATISTIKA 8.0.

7. Shrnuti na zakladé vlastnich vysledku

Inovace biologického testu patogenity pro spalu rtizovitych
rostlin technikou explantatovych kultur zahrnovala ovétfovani
riznych inokulaénich technik, poctu rostlin na vzorek,
mnozstvi inokula pro jednu aplikaci, rozsahu koncentraci
inokula a hodnoceni ptiznaka napadeni, aby bylo mozné zvolit
optimalni parametry.

Ze tfi vybranych inokulacnich technik byly na
explantatovych kulturach testovany dvé. Zmacknuti vzrostného
vrcholu pinzetou (obrazek 2 v pravo) a naneseni inokula
pipetou do poranéné Casti se neosveédCilo z divodu mozné
zameény mechanicky poskozeného rostlinného pletiva
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s ptiznaky choroby. Technika spocivajici v odstfizeni
vzrostného vrcholu a naneseni inokula pipetou na misto stfihu
byla pro testy na explantatovych kulturach tou nejvhodnéjsi
(obrazek 2 vlevo).

.‘s‘ ‘A " e
AN \

Obrazek 2: Porovnani dvou metod inokulace (vlevo odsttizeni
vzrostného vrcholu, vpravo zmacknuti pinzetou).

V piipad€ snahy snizit finan¢ni ndklady na test je mozné
pocet rostlin na vzorek snizit ze 6 vcetné¢ dvou negativnich
kontrol na 4 vcetné¢ jedné negativni kontroly. Optimdlni
mnozstvi inokula pro jednu aplikaci vychazi ptiblizn¢ na 3-4
ul.

Optimélni koncentrace inokula pro explantatové kultury
byla ovéfovana v rozsahu Sesti koncentraci, a to od 108 do 10°
bunék/ml na virulentnim sbirkovém kmenu E. amylovora RICP
8/95. Hustota inokula 10° bungk/ml predstavovala nejnizsi
koncentraci, pfi niz byly pifiznaky napadeni zietelné
rozeznatelné jiz tieti den po inokulaci.

Certifikovana metodika pro praxi 18



Test patogenity pro spalu rGzovitych rostlin technikou explantatovych kultur

Vtestu na explantatovych kulturach doporucujeme
aplikovat inokulum v koncentraci 10° nebo 10° bun&k/ml. Pro
prokézani pfitomnosti spalové bakterie v podezielém vzorku
rostliny doporucujeme radéji koncentraci vyssi (10° bun&k/ml),

= B 1 den
Q
©
o
9 B 2den
=
C
[}
g— [ 3den
n
4 den
[ 5den
10° 107 10° 10° 10 10° CFU/ml

Koncentrace

Graf 1: Pribéh infekce na explantatovych kulturach.

aby byly podchyceny i velmi slabé virulentni kmeny E.
amylovora. Pro stanoveni hladiny virulence testovanych kment
pak rad&ji koncentraci niz§i (10° bundk/ml), nebot’ se snadngji
rozlisi ptiznaky napadeni jednotlivymi kmeny na infikovanych
rostlinach explantatovych kultur. Vy3§i koncentrace, a to 10 a
10® cfu/ml se ukazaly pfili§ vysoké pro rozliSeni hladiny
virulence kmenu E. amylovora.

Na souboru rizné virulentnich kment E. amylovora byla
ovéefena srovnatelnost obou testll patogenity, testu na nezralych
hruskéch a testu na explantatovych kulturach. Do testii byly
zafazeny kmeny spdlové bakterie vybrané ze sbirky bakterii a

Certifikovana metodika pro praxi 19



Test patogenity pro spalu rGzovitych rostlin technikou explantatovych kultur

protilatek oddéleni bakteriologie, VURV, v. v. i. Po
vyhodnoceni vysledki obou testli se zjistila shoda u 4 ze 6
testovanych kment, a to u obou silné virulentnich, jednoho
sttedn¢ a jednoho slabé virulentniho kmene. I slabé virulentni
kmeny byly podchyceny bez ohledu na typ testu a tim byla
spolehlivost obou testll prokazana. Test na explantatovych

6
“@= RICP 8/95
4k IVIA 1525-6
=l RICP 5024

== RICP 5027

Stupen napadenil

== RICP 5032
4 RICP 5044

kontrola 1

1 ded 2den 3 den 4 den 5den
Prubéh

Graf 2: Test patogenity na explantatovych kulturach.

kulturach mutze nahradit test na nezralych hruskach, je-li
pouzita nachylna odrtda.

Test patogenity na explantatovych kulturach doporucujeme
pro rutinni vyuziti v diagnostickych laboratofich Statni
rostlinolékatské spravy a dalSich diagnostickych pracovistich,
ktera se zabyvaji problematikou ptvodce spaly rtzovitych
rostlin. Test mize byt pouzit jak pro potvrzeni ¢i vyvraceni
identity patogena, tak pro zjiStovani hladiny virulence izolath
E. amylovora. Test patogenity na explantatovych kulturach je
vSak ve srovnani s hruSkovym testem pracnéjsi, materidlove,
casove a finan¢né nakladnéjsi.
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IV) SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Inovovany biologicky test pro spalu ruzovitych rostlin
predstavuje zcela novou techniku, kterd byla vypracovéna na
zakladé  cilené  zddosti  odboru  diagnostiky  Statni
rostlinolékarské spravy. Laboratofe SRS zaméfené na
fytokaranténni bakterie, jejich detekci, determinaci a testy
patogenity jiz fadu let postradali dalsi techniku pro diagnostiku
ptavodce spaly razovitych rostlin. Test umoziuje potvrzeni ¢i
vyvraceni identity bakterie E. amylovora izolované ze vzorku
rostlin podezielych z napadeni plivodcem spaly. Vyhodou testu
na explantatovych kulturach je jeho neomezené pouziti po cely
rok na rozdil od testu patogenity na nezralych hruskéach pfi
zachovani srovnatelnosti obou testi. Tato metodika je
vzorovym piikladem spolupriace provadécich organti statni
spravy a odbori vyzkumu, které na zakladé pozadavku SRS
operativné vytvoril metodiku, ktera bude uplatnéna v praxi.

V) POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika je urcena orgdniim statni spravy, Slechtitelskym
organizacim a zeméd¢lské praxi. Predmétem uplatiiované
metodiky je inovovany test patogenity pro E. amylovora,
puvodce spaly razovitych rostlin, ktery je ur€en pfedevSim pro
rutinni  vyuziti v diagnostickych  laboratofich ~ Statni
rostlinolékarské spravy.
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VIII) DODATKY

Dodatek €. 1

Sbhirkové kmeny

Jako pozitivni kontroly do testi jsou doporucovany
sbirkové kmeny E. amylovora, napt. kmen NCPPB683 (= CCM
1114T) ze sbirky National Collection of Plant Pathogenic
Bacteria (NCPPB), Central Science Laboratory, York, Velka
Britanie a kmen CFBP 1430 ze sbirky Collection Francaise de
Bactéries  Phytopathogénes  (CFBP), INRA  Station
Phytobactériologie, Angers, Francie.

Dodatek €. 2:

Zivnd média pro kultivaci E. amylovora

King B médium (King et al. 1954): pepton N° 3 20 g;
glycerol 10 mL; K;HPO, 1,5 g; MgSO, . 7 H,0O; agar 15 g;
destilovana voda do 1 L. Upravit pH na 7,0 - 7,2. Sterilizovat
Vv autokldvu 15 minut pii 120 °C.

Médium s levanem: kvasni¢ny extrakt 2 g; baktopepton 5 g;
NaCl 5 g, sachar6oza 50 g; agar 20 g; destilovand voda do 1 L;
Upravit pH na 7,0 - 7,2. Sterilizovat v autoklavu 15 minut pfi
120 °C.

MPA (masopeptonovy) agar: zivny agar €. 2 40 g; glukdza
7 g; agar 22 g; destilovana voda do 1 L; Upravit pH na 7,0 -
7,2. Sterilizovat v autoklavu 15 minut pti 120 °C.

Dodatek €. 3

Zivné médium pro explantdity

agar — 3 g/0,5 L; sacharosa — 15 g/0,5 L; Murashige skoog
medium (Duchefa) — 2,2026 g/0,5 L; BAP — 5 ml/0,5 L.
Upravit pH na 55 - 5,8. Do kazdé skleni¢ky nalit 20 ml
kultivacniho média. Sterilizovat v autoklavu 15 minut pii 120
(0]
C.
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