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Obr. 1, 2: Genotyp asijské hrusné Nijiseiki v obdobi kveteni.



Hodnoceni néchylnosti evropskych a asijskych genotypi
hru$né k pavodci bakterialni spaly, bakterii Erwinia amylovora,
v podminkach technického izolatoru

uvoD

Metodika popisuje optimalizovany postup stanoveni hladiny
nachylnosti/rezistence genotypd hrus$ni (obr. 1, 2) viéi puvodci bakterialni spaly
jablofovitych (syn.: rGZovitych), bakterii Erwinia amylovora. Metodika pfistupuje
k jejimu stanoveni komplexné scilem dosdhnout relevantnich vysledki pro
zemédélskou praxi. Jednotlivé metody testovani popisuji pouze urlity aspekt
nachylnosti/rezistence testovanych genotypd vic¢i patogenu, nachylnost
detasovanych kvétl, nezralych plodd a vyhon(, &i spalu kvétll nebo vyhonl na
stromcich ve velkoobjemovych kontejnerech. Vzhledem k riziku pfenosu bakterie
na daldi vnimavé rostliny se testovani provadi prevainé v laboratornich
a sklenikovych podminkach, které umoZfiuji optimalizaci teplotnich a vlhkostnich
parametrd ve prospéch rozvoje choroby.
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Obr. 3, 4: Odumirajici stromky hru$né po umélé infekci bakterii Erwinia amylovora
na konci vegetacni sezony.
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Nutnost komplexniho pFistupu k hodnoceni hladiny nachylnosti/rezistence vyplyva
z charakteristiky patogenu a choroby, kterou zplsobuje. Patogen infikuje v rizném
potadi prakticky viechny ¢asti rostliny. Rychlost Sifeni bakterie a tvorba viditelnych
pfiznakd choroby je ovlivnéna komplexem vnéjsich podminek, vitalitou stromu
a nachylnosti/rezistenci rostlin riznych genotyp( (obr. 3, 4). Vyznamnym faktorem
pro ziskani objektivnich vysledk( je proto Cetnost a celkova doba hodnoceni
nachylnosti/rezistence genotypl. Regulace bakteridlniho patogenu Erwinia
amylovora je stéle obtiznéjsi vzhledem k aktualnim moZnostem ochrany, spektru
péstovanych genotypli a agresivité choroby. Vybér a péstovéni rezistentnich odrid
je nejekonomiétéj§im ochrannym opatfenim proti plvodci bakteridlni spaly
jablofiovitych, bakterii Erwinia amylovora.

1. UVEDENI DO PROBLEMATIKY

Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. (v textu déle Ea) je polyfagni bakterie,
kterd je pavodcem bakteridini spaly jablofovitych. Zplsobuje velké ekonomické
ztraty v produkénich sadech jadrovin po celém svété. Vedle jabloni a hrudni
postihuje destruktivni choroba spektrum vice nez 130 daldich druhd rostlin
spadajicich pfevainé do &eledi Rosaceae (Van der Zwet and Keil, 1979). Choroba je
hlavni globalni hrozbou pro komeréni produkcei jablek a hruSek po celém svété.
Kromé toho byly popsany kmeny infikujici rostliny rodu Rubus, pattici do podceledi
Rosoideae, zahrnuijici ostruzinik a malinik. Ea je plivodem ze Severni Ameriky, prvni
zdznam o vyskytu choroby pochazi z roku 1780. Do Anglie a soucasné i severni
Afriky byla zavledena v 50. letech 20. stoleti. K zavleceni bakterie na evropsky
kontinent do$lo ve druhé poloviné 60. let 20. stoleti. Postupné byl vyskyt hlasen
z Holandska, Polska, Danska. V 70. letech se zacala infekce Sifit ze severozdpadniho
pobteZi Evropy smérem na jih, do vnitrozemi Némecka, Belgie a Francie. V CR byl
prvni vyskyt patogenu prokazén v roce 1986 v Praze a b&hem dalSich let se infekce
rozéitila do celé CR. Ea ohroZuje komeréni vysadby jabloné a hrusné i v Severni
Americe, Australii, Jizni Koreji a Japonsku.

Bakterie Ea je v souasnosti na vétsiné uzemi Evropské unie (EU) regulovanym
nekaranténnim  Zkodlivym organizmem (RNSO). Karanténnim 3kodlivym
organizmem (KSO) zdstavé pouze na plochach se Slechtitelskymi a mnoZitelskymi
materidly hostitelskych ovocnych a okrasnych druhid dfevin a rostlin. Statni
rostlinolékaiské spravy provadi ve statech EU pravidelny vymezovaci priizkum za
Géelem uznani naraznikovych zon v okoli lokalit produkce hostitelskych rostlin Ea
uréenych k péstovani na Gzemi chranénych zén. Vyskyt Ea se dale zjistuje v ramci
soustavné rostlinolékaiské kontroly v ovocnych a okrasnych Skolkach a v jejich
okoli. Pokud dojde k zéchytu Ea na hostitelskych rostlindch uréenych k produkci
ovoce nebo mnofZitelského materidlu, nafizuji se opatfeni vedouci k eradikaci
patogenu nebo k zabranéni jeho Sifeni.



V éetnosti publikovanych védeckych praci byla bakterie Ea zafazena mezi deset
nejvyznamnéjSich rostlinnych patogen(l. Z omezeného poctu v soucasnosti
dostupnych mozZnosti ochrany se jako nejucinnéjsi jevi profylaktickd aplikace
antibiotik streptomycinu v produkénich  sadech jabloné a hrusné nebo
oxytetracyklinu v produkénich sadech hrusné béhem obdobi kveteni. Z obav
o vefejné zdravi a z narGstu rezistence patogenu je aplikace antibiotik ve vétsiné
zemi Evropy zakdzana. Jako relativné efektivni varianta k antibiotikim byla v téchto
zemich v minulém obdobi pouZivana aplikace pouze anorganické a organické formy
médnatych sloudenin. V souc¢asnosti nékteré metody biologické kontroly patogenu
nabizeji slibné alternativy, které povedou k minimalizaci nebo dokonce nahrazeni
pouZivanych chemickych pfipravkd, a tim i minimalizaci nebo odstranéni vyskytu
rezistence vUci nim.

1.1. Bakterialni spala jablonovitych — priznaky

Choroba se na rostlindch projevuje vadnutim a odumirdnim kvétd (obr. 5), spalou
listd (obr. 6) a plod( (obr. 7), usychdnim a odumirdnim vegetacnich vrcholl na
letorostech a vyhonech, které se hakovité ohybaji (obr. 8).

Obr. 5, 6, 7: Pfiznaky bakterialni spaly jablofiovitych na kvétech, listech a plodech hrusné.

K infekci jsou nejnachylnéjsi organy kvétu (obr. 10) a vyhony v prodluZovaci fazi
ristu (obr. 9). Kvéty po infekci b&éhem 5-10 dnii hnédnou a cernaji. Za vhodnych
vnéjsich podminek, tj. za dostatku Zivin a nepfitomnosti antagonistickych kmen
bakterii v epifytu, se vytvafi dostateéné velké inokulum Ea, které migruje do ¢esule



(obr. 11, 12) a pronikd do vnitinich pletiv vznikajicich plidkd, pfipadné stopek
(Hinze et al., 2016).

Obr. 8: Hakovité ohybani Obr. 9: Infikované letorosty hrusné
letorostu hrusné po infekci v prodluzovaci fazi ristu.
bakterii Erwinia amylovora.

Obr. 10: Primarni infekce bakterie Erwinia amylovora pronika do hostitelskych rostlin pfes
bliznu pestiku z povrchové kontaminovanych kvétd, které v kratkém Case nekrotizuji.



Podle rychlosti kolonizace se pladky viibec nevytvofi nebo po vytvoreni zasychaji
a ¢ernaji. V pfipadé zmény podminek v neprospéch patogenu v dobé nasazovani
plodi zlstévaji vyvijejici se plody trvale poSkozené, malé, deformované
a nedosahuji pIné zralosti (obr. 7, 11, 12). Pokud nejsou vhodné podminky pro rist
a mnozZeni Ea b&hem kveteni, miZe epifytni ¢ast Zivotniho cyklu probéhnout pouze
na povrchu listl, vyhon(i nebo plodi. MnoZeni patogenu je vtomto pfipadé
pomalejéi, jeho inokulum na povrchu nadzemnich organ rostliny pfeZivéa po kratsi
dobu a ¢asto bez ptiznaki (latentné). Podminky nutné pro proniknuti (invazi) Ea do
vnitfnich pletiv organd rostliny nejsou zcela objasnény. Jako hrani¢ni koncentrace
inokula Ea nutnd pro vznik infekce se obecné uvadi 107-10® bunék/ml.
Bakterie pronika do rostliny i pfirozenymi otvory nebo pfes mechanicka poskozeni.

Obr. 11: Pfi ndhlé zméné podminek v neprospéch patogenu Obr. 12: Inokulum Erwinia
zUstdvaiji vyvijejici se plody hrusné amylovora z epifytu migruje do
trvale poskozené a nedosahuji plné zralosti. ¢elule a pronika do vnitinich

pletiv vznikajicich pladka.

Patogen miize proniknout do plodu i pfes stopku z infikovanych brachyblasti nebo
pres poranéni. U vnimavych hostitel(i bakterie pronika nejprve do intraceluldarnich
dutin, kde se velikost inokula po uritou dobu asymptomaticky zvétSuje a postupné
kolonizuje mezibunééné prostory parenchymu. Nasledné poSkozovani vnitnich
pletiv rostliny je poatkem endofytni ¢asti Zivotniho cyklu patogenu Ea. Bakterie
pronikaji do cévnich svazk( xylému a spolu s vodou a Zivinami jsou roznaseny do
dalich &asti rostliny (obr. 13, 14). Infikovana pletiva ¢ernaji, vypadaji jako popalena
ohném.



Obr. 13, 14: Z organ( kvétu se infekce 3ifi do list( a letorostd rostliny cévnimi svazky xylému.

Na povrch infikovanych organt mohou byt za teplého a vihkého pocasi z vnitfnich
pletiv vytlatovény kapitky bakteridlniho slizu (obr. 20), ktery byvéd smyvan
a prenasen de$tém na zdravé organy a okolni rostliny. Koncentrované inokulum
mUZe zasychat a vytvafet vldkna, tzv. vzdusné provazce (obr. 15), které jsou vétrem,
destédm, hmyzem a ptactvem rozndseny na dlouhé vzdalenosti.

Obr. 15 a, b: Vzdusné provazce bakterie
Erwinia  amylovora na infikovanych
rostlindch hrusné slouZi k pasivnimu $ifeni
patogenu na okolni rostliny.

V zGZenych &astech cévnich svazkd s men$im objemem se Ea za pfiznivych
podminek poéasi mnoZi a nasledné brani pritoku xylémové tekutiny. Dle mista
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priniku do cévnich svazkll bakterie vyvolavaji rizné zavainé poruchy transportu
Zivin a vody. Prvni pfiznaky jsou obvykle patrné na vzrostnych vrcholech prevainé
letorostd, které vadnou, ohybaji se, nekrotizuji a ¢ernaji (obr. 8, 9). Bakterie pfes
Fapiky a centralni Zilky pronikaji do nejblizsich listd. Rapiky, centrélni Zilky a pozdéji
i Cepele listl nekrotizuji (obr. 16).

Dle stupné agresivity
patogenu a prabéhu
pocasi listy béhem
nékolika dni castecné
(obr. 6) nebo zcela
nekrotizuji a cernaiji.
Zéernalé listy zGstavaji

na stromech i po

fyziologickém opadu

listll. Rostouci populace

Ea vxylému postupné Obr. 16: Patogenem infikované centréini a postranni Zilky
ucpava dalsi vétsi cévy. na ¢epelich listi postupné nekrotizuji.

Na vétvich a kmenech se

vytvareji zdufeniny, které praskaji a nekrotizuji. Do stromd nasledné mohou
pronikat sekundarni infekce, které stromy dale oslabuji. Zastaveni akropetalniho
transportu vody postupné vede k odumirdni kosternich vétvi a pozdéji celych
strom0 (obr. 3, 4).

1.2. Charakteristika pavodce bakterialni spaly jablonovitych, bakterie Erwinia
amylovora a jeho Zivotni cyklus

Bakterie Ea preziva v obdobi dormance v prasklindch nekrotickych lézi na korovych
pletivech, v podkorovych pletivech, vokoli jizev po opadu listd, ve velmi
nizkych, nekultivovatelnych koncentracich, pfiblizné do 10% cfu/ml (obr. 17).
PFiblizn& z 10 % lozisek nebo nekrotickych 1ézi na povrchu korovych pletiv vznikaji
v jarnim obdobi aktivni spalova loZiska. Po obnoveni akropetalniho proudéni vody
a ivin v predjafi a s pomalu rostoucimi teplotami koncentrace pfezivajiciho inokula
Ea velmi pozvolna narista a pohybuje se na hranici kultivovatelnosti bakterie, tj.
do koncentrace 102-10° cfu/ml. Bakterie se mnoZi v rozmezi 5-37 °C. K prudkému,
exponencidlnimu nardstu inokula dochdzi po dosaZeni optimalnich kombinaci
teplotnich a vihkostnich parametrd, tj. zpravidla po dosaZeni vnéjsi teploty nad 15-
18 °C po dobu 4-5 dnl a ovlh&eni list nad 70-90 % po dobu nékolika hodin. P¥i
teploté 8 °C se velikost inokula zdvojnésobi za 14 h, pfi teploté 18 °C jiz za 2,1 h
(Shwartz et al., 2003).
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Bakterie se mnoZi nejintenzivnéji do !

teploty 30 °C. Pfi teploté 28 °C se velikost
inokula zdvojnasobi za 1,3 h. Pfi teploté
nad 36 °C velikost inokula Ea stagnuje,
bakteridlni buriky odumiraji a preZivaji

jako vétsina nesporulujicich bakterii =

v nekultivovatelné velikosti inokula na
mistech chranénych pred pfimym
slunec¢nim zarenim. Teplota je
nejvyznamnéjsim faktorem pro mnoZeni
patogenu, po iniciaci choroby jeji vyznam
klesa. Vyssi relativni vlhkost vzduchu je
relativné méné vyznamnd. Pro iniciaci
choroby zpravidla postacuje, kdyZz po
teplé suché periodé nastane intenzivni
dést anékolik po desti nasledujicich
hodin pfetrvavaji podminky vysoké

relativni vlhkosti vzduchu nad hodnotou

70 %. Pfitomnost volné vody na povrchu
pletiv je dulleZitou podminkou pro
zaloZeni populace Ea a pro pronikani
jejiho inokula do intracelularnich prostor,
tedy pro pfechod patogenu z epifytni
faze Zivotniho cyklu do endofytni
(patogenni) faze. Vendofytni fazi
Zivotniho cyklu se bakterie mnoZi pfi
optimalni  teploté anizké relativni
vlhkosti 20-30 %, za téchto podminek ale
nedochazi k propuknuti infekce. K iniciaci
choroby rovnéi nedochazi pfi vysoké
relativni vlhkosti nad 80 % a nizké teploté
pod 15 °C.

Obr. 17: Nekroticka léze na povrchu
korového pletiva hrusné zptsobena
bakterii Erwinia amylovora.

Za nepftiznivé kombinace teplotnich a vlhkostnich podminek je Ea schopna pouze
pfeZivat v nekrotickych lézich a na povrchu rostliny v prakticky nekultivovatelné
koncentraci po celou vegetaéni sezénu a nedochazi k iniciaci choroby. Nepfiznivé
podminky pro rozvoj infekce nastaly v posledni dekddé v jarnim obdobi s vysokymi
teplotami a ojedinélymi srazkami. MnoZeni bakterii je nepfimo ovlivnéno
mnoistvim dostupnych Zivin, stafim stromu, jeho fenologickou fazi a hladinou
rezistence vadi Ea. Vzhledem k podminkdam nezbytnym pro mnozeniinokula Ea jsou
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z nadzemnich organd stromu nejvice ohroZeny kvéty a vyhony v prodluzovaci fazi
rastu v pribéhu jara a na zacatku léta.

V epifytni &sti Zivotniho cyklu Ea nejprve kolonizuje blizny kvétd. V jednotlivych
kvétech se miZe mnoZit po dobu 5-6 dnl. Z vnitfnich casti kvétl je vylucovan
nektar, z blizny a ty&inek exsudaty pro lakani hmyzich opylovacd a nasledné iniciaci
kliceni pylovych zrn. Tyto sekrety jsou bohaté na cukry, aminokyseliny,
polysacharidy a glykoproteiny, které jsou zaroveri jedine€nym zdrojem Zivin nejen
pro Ea, ale i pro dalsi mikroorganismy. V orgénech kvétu je nejvice mikroorganisma
na povrchu blizny, jejich spektrum je podle nékterych studii shodné na rdznych
lokalitich. Ve spektru mikroorganismi se nachdazeji predevsim zastupci Celedi
Enterobacteriaceae a Pseudomonadaceae (Steven et al., 2018).

V zavislosti na pribéhu pocasi a vyzravani vyhond, tj. pfiblizné od poloviny
Cervence, riziko potencidlniho exponencidlniho nérlstu koncentrace inokula
patogenu klesa. Vyzravanim listd klesd i mnoZstvi dostupnych Zivin na jejich
povrchu. Optimalni teplota a vysoka relativni vihkost na konci vegetace maji
zasadni vliv na velikost ptezimujiciho inokula Ea. Klesajici teploty, nedostatek Zivin
a daldich sekundérnich metabolitd jsou sighdlem pro presun bakterii Ea do
podkorovych pletiv. Cim vétsi populace bakterii se do podkorovych pletiv pfesune,
tim vétsi bude riziko propuknuti bakteridini spaly v jarnich mésicich.

Po umélé inokulaci kvétl Ea nejprve dochazi k mirnému poklesu velikosti inokula.
Po jeho stabilizaci nasledn& dochazi k jeho postupnému zvétdovani a 4. den po
inokulaci dosahuje koncentrace patogenu u 90 % kvétd hodnoty 10°-107 bunék/ml.
P¥tomnd Ea ovliviiuje spektrum pfitomnych mikroorganismi jen &astecné nebo
viibec. Slozeni pfitomného mikrobiomu se v éase méni se starnutim kvétd (Shade
et al., 2013; Cui et al.,, 2021). Nejvétsi Cetnosti jsou zastoupeny kmeny
Proteobacteria (96,8-100 %), Actinobacteria (0-0,5 %), Cyanobacteria (0-1,6 %)
a skupina Firmicutes (0-1,5 %). V rané fazi kveteni dochazi ke kontaminaci povrchu
organu kvétu Sirokym spektrem entit kmene Proteobacteria prostfednictvim vétru,
dedté a hmyzu. Vramci kmene Proteobacteria prevaiuji Celedi Moraxellaceae,
Xanthomonadaceae a Burkholderiaceae. V nasledujicim obdobi diverzita
mikrobiomu v kvétech klesd a postupné zalinaji prevliddat Cceledi
pseudomonadaceae a/nebo Enterobacteriaceae, které pozdéji tvofi ai 80 %
mikrobiomu kv&td (Pusey et al., 2009). Pfiznaky spaly kvétli se vSak projevi jen
u necelé poloviny inokulovanych kvét(. To v praxi znamend, Ze idaje o koncentraci
a Cetnosti patogenu Ea nejsou vhodnymi udaji pro pfedpovéd’ vyskytu choroby
(Thomson, 1986). Pribéh choroby je ovlivnén komplexem faktorG, optimalni
mikroklima, pFitomnost bakteridlnich antagonistd, kvasinek, citlivost hostitelského
systému, ktery snimad signaly pro detekci vysoké hustoty bakterii (Medzhitov et al.,
2012).
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1.3. Faktory virulence bakterie Erwinia amylovora

Kli¢ovymi faktory virulence bakterie Ea jsou tzv. hrp geny, zodpovédné za regulaci,
produkci a sekreci fady specifickych protein(i. Gen hrplL nese genetickou informaci
o specifickém sekreénim systému typu Ill (T3SS) a geny hrpN a hrpW o sekre¢nim
systému T3E. Pfes tento sekre¢ni systém je syntetizovan harpin, ktery pronika
buné&nymi sténami rostlinnych bunék a je zodpovédny za vyvolani hypersenzitivni
reakce na nehostitelskych rostlindich a patogenni reakce na hostitelskych
rostlinach. Mezi kli¢ové faktory virulence patti geny ze skupiny eps (Narayanasamy
and Uthandi, 2021), gen amsG z operonu, ktery nese genetickou informaci pro
syntézu a sekreci exopolysacharidového polymeru amylovoranu (EPS; Denny, 1995;
Milling et al., 2011).

Pasobeni dalich faktorG virulence, napt. dspEF, ma stejny cil, vyvolani rychlé
zmény v metabolismu infikované rostlinné buriky, ktera vede k jeji bunécné smrti.
Zmény metabolismu Ea dosahuje poskytnutim komplementarnich gent ke gendim
rezistence, pfitomnym v rostlinné burice.

K usp&$nému vyvoléni infekce Ea vyuZivda komplexni regulacni sit, kterd snima
relevantni environmentalni signaly a koordinuje expresi faktord virulence v raném
a pozdnim stadiu infekce pres bis-(3'-5') - cyklické di-GMP (c-di-GMP) a quorum
sensing. K vysoké virulenci Ea pFispiva i sekrece sideroforu deferoxaminu, ktery je
nezbytny pro vytvafeni struktur biofilmu a pro mobilitu bunék Ea.

1.4. Detekce bakterie Erwinia amylovora

Druh Ea je vporovndni s dal$imi druhy fytopatogennich bakterii relativné
homogenni, a proto je i jeho detekce v extraktech zhomogenizovanych
symptomatickych pletiv nebo zkoncentrovanych povrchovych smyvech pomérné
spolehliva. Pro pfipravu extraktu se po povrchové dezinfekci odebira pfiblizné 1-3 g
pletiva. Detekce je nejspolehlivéjsi v misté pfechodu mezi nekrotickym a zdravym
pletivem, kde se nachazi aktivni inokulum patogenu. Smyv i macerace se provadi
ve sterilni vodé, sterilnim fyziologickém roztoku nebo sterilnim PBS pufru dle
zvolené nasledné detekéni metody.

Extrakty a koncentrdty lze pfimo nanaset na semiselektivni média (napfiklad
MM2Cu agar, Bereswill et al., 1998). Pfitomnost patogenu v symptomatickych
rostlinnych pletivech Ize stanovit spolehlivé imunoenzymatickymi metodami ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), IFA (Immmunofluorescence Assay) nebo
LFIA (Lateral flow immunochromatographic assay; Tominaga a Ishii, 2020).

DAS ELISA (double sandwich), vyuZiva vazby patogenu (antigenu) na komeréné
dostupné polyklonalni nebo monoklonalini protilatky specifické pro Ea. Pfidanim
substratu dochazi v pfitomnosti komplexu antigen Ea a specificka protilatka
k barevné zméné, kterd je detekovdna spektrofotometricky. Intenzita zabarveni
a hodnota absorbance roste skoncentraci patogenu v extraktu. S vétSinou

14



komeréné nabizenych kitl lze bezpeéné stanovit patogen Ea pfi koncentraci 10*
bunék/ml a vy3$i. Na obdobném principu je zaloiena metoda IFA. Vytvofeny
komplex antigen - fluorescenéné znacena protilatka je detekovan mikroskopicky.
Koncentrace pFitomného patogenu je stanovena podle poctu fluoreskujicich
bunék, které maji tvar ty€inek v uréitém poctu zornych poli. Citlivost této metody
je vy3si neZ u ELISA, 5x10°-10* bunék/ml. CitlivéjSi nebo srovnatelné citlivé jsou
molekuldrné genetické metody. Pfitomnost Ea v extraktech je po Upravé vzorku dle
zvolenych specifickych primerti detekovana metodami PCR (Polymerase Chain
Reaction). Primery vytvofené podle nukleotidové sekvence plazmidu pEA29,
P29TF/P29TR detekuji Ea do koncentrace >103cfu/ml (s Tagman sondou) a do
koncentrace >10%fu/ml s vyuZitim fluorescenéniho barviva napf. Sybr Green).
Primery vytvofené podle nukleotidové sekvence chromozomdlni DNA (Pirc et al.,
2009; Gottsberger, 2010) detekuji Ea do obdobnych koncentraci. Pro detekci
patogenu metodami PCR jsou komeréné dostupné fady komplexnich kitl, vietné
optimalizovanych protokold a specifickych primerd. Citlivost vétsiny kitd se redlné
pohybuje mezi 10°-10° cfu/ml (Norgen Biotek Corporation, Canada; Loewe
Biochemica GmbH, Germany; Qualiplante SAS, France; BIOREBA AG, Switzerland).
Pozitivni vysledek detekce by mél byt potvrzen izolaci a determinaci kmene Ea
a stanovenim jeho patogenity.

1.5. Determinace a charakterizace kmen( bakterie Erwinia amylovora

Patogen Ea je snadno kultivovatelny na bé&inych Zivnych médiich pro bakterie,
naptiklad na masopeptonovém agaru. Bakterie vytvaii béhem 24-48 h v Sirokém
rozmezi teplot charakteristické, snadno identifikovatelné, Cisté bilé lesklé kolonie
(obr. 18 a, b).

Obr. 18 a, b: Kolonie bakterie Erwinia amylovora na Zivném méediu.

Izolované kmeny mohou byt determinovany a charakterizovany biochemickymi
(Biolog GEN [lI, APl 20 E and API 50 CH strips; Erwinia amylovora. EPPO Bulletin
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2004) (obr. 19), chemickymi (FAME, van der Zwet et al., 2012; MALDI-TOF, EPPO
Bulletin. 52, 2022) nebo genetickymi metodami (PCR — konvencni, real-time (Salm
and Geider, 2004), LAMP, DNA sekvenace; EPPO Bulletin. 52, 2022).

Obr. 19: Metabolicky profil bakterie Erwinia amylovora na mikrodesticce Biolog GEN i

Ea byla obecné povaZovana za genotypicky a geneticky homogenni druh, kmeny pfi
sekvenci genomové DNA vykazovaly podobnost nad 99,5 % a zarovefi dostatecné
velky rozdil od dal$iho patogenu asijskych hrudni a Rubus spp., bakterie Erwinia
pyrifoliae, ktery vyvolavé tvorbu obdobnych pfiznakd jako Ea (Rhim et al., 1999).
Pozdé&jéi analyzy genomu Ea prokazaly, Ze vysoce konzervovand je pouze
chromozomadlni genetickd informace, plazmidy jsou naopak zdrojem genomove
diverzity (Sing and Khan, 2019). V soudasnosti je zndmo nékolik plazmidi pEA29,
pEA68 izolovanych pouze v Evropé z rostlin jefdbu ptaciho (Sorbus aucuparia L.)
(Ismail et al., 2014), pEA72 a pEA78 izolovanych v severni Americe. Vysledky
aktualnich studii rozéitily znalosti o genetické diverzité v Ea, pravdépodobné diky
zatazeni novych kmend z réiznych hostitelskych rostlin a rliznych geografickych
oblasti. Rozdilné charakteristiky kment byly prokazany metodami Southern
Hybridization (Rhim et al., 1999), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism
analysis, Barionovi et al., 2006) MLVA (Multi-Locus Variable number of tandem
repeats, Nas et al., 2016) a CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palidromic Repeats; Rezzonico et al., 2011; Biihimann et al., 2014; Mendes et al.,
2021). Zjisté&né rozdily v charakteristice kmenl se projevuji rozdilnou patogenitou
kmen0 Ea a vedou k rozdilnym ekonomickym dopadim.

Virulence kmen( je stanovovana biologickym testem patogenity. PfestoZe Mendes
et al. (2021) prokazali pfitomnost klicovych faktord virulence, jmenovité hrpl
(T35SS), hrpN (T3E) a amsG z operonu biosyntézy amylovoranu ve vsech
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studovanych izoldtech Ea, ndsledné testy patogenity na platcich nezralych hrusek
rozlidily tyfi urovné virulence ve skupiné testovanych izolatd. Patogenitu izolatd
Ea lze ovéfit i vpichem suspenze Ea do celych nezralych plodd hrudni Pyrus
communis odridy Konference (BBCH 70-71; Moragrega et al., 2003). V pfipadé
pozitivniho vysledku se kolem mista vpichu béhem 5 dnu tvofi zfetelna nekroticka
|éze. Orientaéné Ize ovéfit pfitomnost hrp genti u izolatl Ea v testu hypersenzitivity
na listech tabaku Nicotiana tabacum L. (Baker et al., 1993).

1.6. Faktory ovliviiujici iniciaci a pribéh bakterialni spaly

Nejvyznamné&;j$im faktorem, ktery ovliviiuje vyskyt a zavainost infekce pivodcem
bakterialni  spaly jablofiovitych v produkénich  sadech, je  hladina
rezistence/nachylnosti péstovaného odridového sortimentu. Nebezpedi vyskytu
spaly hrusni lze sniZit vybérem tolerantnich a rezistentnich genotypu, vhodné jsou
hybridy mezi evropskymi a asijskymi hrusnémi Moonglow, Kieffer, Seckel, Waite
a Maxim.

Na druhém misté je zdravotni stav nové vysadby. Vysadba s pfevahou nachylnych
genotypl v jakkoli zhordeném zdravotnim stavu (mechanicka poranéni, nevhodné
skladovani pted vysadbou, neprovéiené podnoZové nebo roubové materialy) je
plytvanim lidské prace a finan&nich prostfedkd. V podminkach aktudlniho prabéhu
pocasi v CR je pravdépodobnost iniciace choroby u néachyinych a oslabenych
vysadeb hrusni vysoka.

Mezi vyznamné faktory ovliviujici vyskyt choroby patii lokalita vysadby
a agrotechnickd praxe vsadu. Nevhodn& zvolena lokalita, nerespektovani
fenologického vyvoje ovocnych stromi, neSetrné provadéné sadatské prace, stejné
jako nespravna nebo €asové nevhodnd aplikace pesticidnich piipravk{ zvy3uiji riziko
kumulace abiotickych a biotickych strest, které dale snizuji obranyschopnost
strom@ vGé&i chorobam a $kGdctm. Neosetfend mechanickd poranéni zplisobena
vychovnym nebo udrovacim fezem zvysuji riziko priniku fady patogennich agens
a &kadct. Vteplém a vihkém jarnim pocasi je pro prdnik inokula Ea a iniciaci
choroby velmi rizikova redukce nasady kvétd a plod. Nevhodnd je jakakoli praxe,
ktera podporuje nadmérny riist termindld. Mékka pletiva letorostd jsou vhodna pro
mnozeni a $ifeni patogenu do dalsich &asti stromu. Nadmérné hnojeni v dnesni
ekonomické situaci vétsiny zemédélskych podnik(i nehrozi. Zdravotni stav hrusni
v konvenénich a integrovanych vysadbéach ohroZuje pfedevsim progresivni redukce
povolenych pesticidnich pfipravki. V posledni dobé& neni vyjimkou stav, Ze proti
danému $kodlivému &initeli neni aktualné povoleny #adny pesticidni pfipravek.
Problematickd je oviem i velmi ¢astd aplikace nizkych koncentraci pesticidnich
pripravk nebo nevhodné nacasovani jejich aplikace, které vyznamné poskozu1e
prospédnou epifytni mikrofléru a nedostate¢né redukuje patogenni agens. Casta
aplikace ucinné latky médi v nizké koncentraci vede kselekci a preZivani
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rezistentnich bakteridlnich kmen(, které produkuji tfi druhy genl vedouci ke ztraté
u&innosti mé&dnatych pFipravkd — geny pro syntézu siderofor( pro vylouceni médi
z buriky (Hesse et al., 2018); geny ménici permeabilitu membrany pro vstup médi
do bunék (Husseini and Akk&prii, 2020); geny modifikujici specificka vazebna mista
pro mé&d v bufice (Yang et al., 2022). DileZita je i v€asna aplikace insekticidnich
pripravkG proti vyznamnym hmyzim vektordm spaly vsadu, jako jsou
mery (Cacopsylla spp)., zejména Mera skvrnitd (Cacopsylla pyri), kvétopas
jablofiovy (Anthonomus pomorum), rGzné druhy msic (msice svizelova (Dysaphis
pyri) miice zelend (Aphis pomi) atd. Vliv priibéhu pocasi véetné jeho extrémnich
projevil Ize pouze redukovat kombinaci vy$e uvedenych opatfeni.

1.7. Hostitelské spektrum patogenu — spektrum komeréné dostupnych genotypil
hrusné

Nejvnimavéj$imi hostiteli pavodce bakteridlni spaly jablofovitych jsou ovocné
a okrasné dreviny z &eledi riZovitych (Rosaceae), jablori (Malus spp.), hrusen (Pyrus
spp.), kdoulo# (Cydonia spp.), miSpule (Mespilus spp.), jefdb (Sorbus spp.),
kdoulovec (Chaenomeles spp.), skalnik (Cotoneaster spp.), hloh (Crataegus spp.),
hlohyné (Pyracantha spp.), muchovnik olSolisty (Amelanchier alnifolia), muchovnik
kanadsky (A. canadensis), blyskavka Davidova (Stranvaesia davidiana). V CR je
nejnachylngj§im a hlavnim zdrojem nakazy hloh. Z hlediska ekologického byly
nejvétsi ztrdty zaznamenany na solitérnich stromech, remizkovych porostech
a intravildnovych vysadbach hloh(, hlohyni a jefabl. Na nékterych lokalitach CR
doslo prakticky k vymizeni téchto druhi z pfirodnich ekosystému.

Dnes je Ea rozsifena po celém Gzemi CR. Z hlediska hospodaiského jsou nejvice
ohrozeny produkéni vysadby jadrovin, jabloné a hrusné. V seznamu
doporucovanych odriid hrusné k vysadbé byly v roce 2021 (SISPO): Alfa, Amfora,
Bohemica, Boscova, Clappova, David, Dicolor, Elektra, Erika, Hortensia, Konference,
Lucasova, Nojabrskaja, Radana, Uta, Williamsova.

1.8. Moznosti ochrany

PFi regulaci neZadoucich organismd je povinnost dodriovat zésady integrované
ochrany rostlin (IPM). Upfednostiiovdny jsou mechanické metody ochrany -
odfezani napadenych &asti, sbér, odchyt a sklepdvéni 3kGdcd apod. Pri
nedostateéném ucinku mechanickych metod lze dfeviny o3etfit registrovanymi
pFipravky na ochranu rostlin nebo dalSimi prostfedky (pomocné prostfedky na
ochranu rostlin a bioagens dle zdkona ¢. 326/2004 Sb.), pficemi se preferuji
nechemické metody, zejména biologickd ochrana. Komer¢né atraktivni genotypy
hruéné (Pyrus communis L.) jsou v podminkéach produkcnich vysadeb v CR stfedné
nachylné a? rezistentni vi&i infekci Ea. Zcela rezistentni genotypy hrudné vaci Ea
nejsou k dispozici, proto jsou pro kontrolu Ea G&inné postupy IPM zdsadni.
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Preventivni opatfeni zahrnuji vybér certifikovaného sadbového materialu
z ovocnych $kolek pravidelné kontrolovanych UKzZUZ, pravidelné odstrafiovani
vymladk( vyrdstajicich z podnoZe, odstrafiovani vysoce nachylnych hostitelskych
rostlin, které mohou byt trvalym zdrojem inokula Ea, do vzdalenosti 800 m od
produkénich vysadeb (hlohy, plané hrusné a skalniky), vybér tolerantnich az
rezistentnich odrdd vhodnych pro danou lokalitu a pravidelné prohlidky
zdravotniho stavu stromi v sadu (2x tydné) a hostitelskych rostlin v jeho okoli -
hlohd, skalnika, hlohyni, jefab( a kdouloni (1x tydné). Vlastni management
v produkénich sadech na dané lokalité, tj. sprdvné nacasovani jednotlivych
agrotechnickych postupl, zejména ochrany proti chorobam a 3$kddcim
i predpovédni modely, je zaloZen na chronologickém vyvoji hlavnich rdstovych fazi,
tzv. fenologickych rdstovych stadii stromu, kterd jsou popséana pomoci BBCH
stupnice. Hlavni rlistové faze hrudné jsou: vyvoj pupend, listd a vyhond, tvorba
kvétenstvi, kveteni, vyvoj plodu, zralost plodd a starnuti listd (Tabulka 1; Martinez-
Nicolas et al., 2016).

Obr. 20: Zaschly sliz bakterie Erwinia amylovora na genotypu asijské hrusné Nijiseiki,
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Tabulka 1: Fenologicka ristova stadia evropskych a asijskych genotypt hrusni

Hlavni (primarni)
rustové faze

Dalsi (sekundarni)
ristové faze

Charakteristika
dalsi ristové faze

0| vyvojpupent

01

dormance

listové pupeny jsou uzaviené
a pokryté nahnédlymi Supinami

03

nalévani listovych pupenu

zatatek bobtnani listovych pupeni

05

konec nalévani

mirné oddélené zelenohnédé Supiny
listovych pupent

07

zakatek raseni

prvni zelené $picky listll jsou pravé
viditelné

09

raseni

zelena $picka listu asi 3 mm nad
Supinami pupenu

1 vyvoj listl

10

oddéleni prvnich listl

nahnédlé Supiny mirné oteviené;
vychazejici listy

11

rozloZzené prvni listy

prvni celé zelené listy

15

rozvinuti dalSich listd

listy, nejsou v plné velikosti; patrné
fapiky

17

véechny listy rozvinuté

listy nejsou rozvinuté v plné velikosti

19

konec rozvinuti list(

v$echny listy jsou zcela rozvinuté
a roztazené

3 vyvoj vyhonl

31

zacatek rlstu vyhont

viditelné osy vyvijejicich se vyhonu;
asi 10 % konecné délky

32

rast vyhonu

vyhony dosahuji asi 20 % konecné
délky

35

pokracujici rast vyhonu

vyhony dosahuiji asi 50 % koneéné
délky

39

konec rastu vyhonu

vyhony dosahuiji asi 90 % konecné
délky

5 | rozvoj kvétenstvi

51

nalévani kvétnich pupend

poupata zaviend, viditelné
nazelenalé Supiny

53

pucéeni poupat

viditelné zelené $picky kalisnich
listk(i obklopujicich kvéty

54

zelené poupé

kalisni listky viditeIné, ale stale
sjednocené

56

otvirani poupéte

kvéty stale zaviené, kalidni listky se
mirné zalinaji oddélovat
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Hlavni (primarni)
rustové faze

Dalsi (sekundarni)
rustové faze

Charakteristika
dalsi ristové faze

viditelné prvni okvétni listky, kvéty

rozvoj kvétenstvi | 59 | okvétni listky s okvétnimi listky tvoficimi dutou
kouli
60 | otevirani prvnich kvét oteviraji se prvni bilé kvéty
61 | zaCatek kveteni otevieno cca 10 % kvéth
65 | plné kveteni 50 % kvétl otevienych
kveteni
C was ékteré okvétni listky jsou suché
66 | vadnuti kvétl nexte .l yJsod
a padaji
, viechny okvétni listky jsou suché
69 | konec kveteni >echny o . HISHY ¢
nebo opadané
Y . ¢atek rastu plod(; zelené pladky;
71 | zacatek rhstu zacav , r,us plod ené pladky
okvétni listky spadly
72 | rlst plodt plod pfi 20 % konecné velikosti
74 | zvétSovani plodi plod ve 40 % kone¢né velikosti
vyvoj plodu
75 | polovi¢ni velikost plodd plod v 50 % konecné velikosti
okradovani zvétSovani T .
77 | P . plod v 70 % konecné velikosti
plodd
79 | ukonéeni zvétdovani plodl | plod v 90 % konetné velikosti
. o lody plné vyvinuté, duZnina sladka
80 | fyziologicka zralost P N y,p Y
a zluta
v , rvni vyskyt genotypové specifické
81 | zadatek zrani P YSKYL 8 vp P
barvy
s zvy$eni intenzity odrtdové
, . 85 | pokrocilé zrani Y e 1 y
zrani plodud specifické barvy
barva plodd plné vyvinuta; plody
38 | plna zralost konzumné zralé, duznina kifupava
P a sladka s typickou chuti a spravnou
pevnosti
89 | zadatek starnuti ovoce zacina méknout
Y .o . . vyvinuty termindlni pupen; listy jsou
91 | dokonéeni riistu vyhont y' y . pup vl
stale zcela zelené
starnuti a obdobi [ 93| z5¢atek starnutilistd listy za&inaji padat
odpocinku
95 | padani listd listy opadly z 50 %
97 | zimni odpocinek vechny listy opadly
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1.8.1. Pfedpovédni modely

Vzhledem k hospodafskym dopadim ve $kolkach a produkenich sadech jadrovin
byly po celém svété vytvofeny predpovédni modely predikujici riziko infekce
bakterii Ea. Modely se li§i poftem sledovanych faktord avahou, kterou jim
pfisuzuji. Zasadnimi faktory jsou teplota a relativni vlhkost (Moltmann and Herr,
2010). Nejrozitenéjéim pfedpovédnim modelem pro oblasti s produkénimi sady
jadrovin ve stfednich zemépisnych Sitkach je Maryblyt (Tabulka 2). Pfes svou
robustnost je neustéle zpfesiiovan (Braun a Hildebrand, 2007). Ostatni modely jsou
prevazné lokalni, upravené dle specifickych podminek ve Skolkafskych
a produkénich sadech jadrovin vdané oblasti. Jejich vypovidaci schopnost pro
vymezenou oblast je vyrazné vyssi. Spolehlivost kazdého modelu na urcité lokalité
musi byt nejprve otestovana minimdlné po dvé vegetacni obdobi. Pfesnost
automatickych predpovédnich systému roste s poctem dalSich sledovanych
parametr( (ndchylnost genotypu, stafi porostu, zptsob hospodafeni atd.), poctem
lokalit a vegeta&nich sezdn, podle kterych byl validovan. Pfikladem jsou modely
z lokalit s rozsahlymi vysadbami jabloni a hrusni v USA - Kalifornie, v okoli Velkych
jezer. V CR je pro pfedpovéd prvniho vyskytu bakteridlni spaly jablofiovitych ve
vegetaéni sezéné otestovan a validovan firmou AMET - sdruZeni Litschmann &
Suchy model Cougarblight zaloZeny na rychlosti mnoZeni patogenu v zavislosti na
hodinovych teplotach vzduchu, prevysujicich 15 °C, ovihéeni listl a pfedchozim
vyskytu infekce na lokalité (Litschmann a RoZnovsky, 2011). Model fesi vyskyt spaly
kvétl, které jsou kinfekci nejndchylnéjsi a uvadi oddélené ddaje pro jabloné
a hruéné. Pro oblasti stfednich a severnich Cech - Mé&lnicko, Litomé&ficko, Sldnsko -
byl navrien model zaloZeny na sumé efektivnich teplot. Riziko prvniho vyskytu
spaly je bez ohledu na fenologickou fézi jadrovin dosaZeno, jestlize suma
efektivnich teplot od zaé¢atku kalendarniho roku, do které se zapocitavaji pouze dny
s teplotou > 4,4 °C (hraniéni teplota pro zatatek aktivity a mnoZeni Ea), dosahne
hodnoty 220 °C {(Korba et al., 2016). Vzhledem k soucasnému pribéhu pocasi
s extrémnimi lokalnimi vykyvy, napfiklad sraZzek doprovazenych silnym vétrem
nebo kroupami, nelze spoléhat pouze na pfedpovédni systémy. Poskozeni porostu
a $i¥eni patogenu na velké vzdalenosti b&hem extrémnich projevi pocasi, pfipadné
daldi parametry, nejsou predpovédnimi modely, uvedenymi v tabulce 2,
zohlednény. Vramci vétsich podniki se mohou podminky na jednotlivych
lokalitach vyznamné liit. Rozdily ve srazkovych Ghrnech, vékovém a odriidovém
slofeni sad(i a aktualnim stupni jejich poskozeni ovliviiuji ndstup a zavaznost
spalové infekce na jednotlivych lokalitdich. Plodna aplikace chemickych nebo
biologickych bakteriostatickych pfipravk(i je ndakladnd a kontraproduktivni,
zanechava rezidudini stopu a poskozuje rhizosferni a fylosferni probioticka
spoledenstva stromd. Udaje, které systémy poskytuji, musi byt korigovany
obhlidkou v sadu a dlouholetymi zku$enostmi pracovnikd pecujicich o sady.
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1.8.2. Moznosti chemické a nechemické ochrany

Na zakladé vyhodnoceni rizika vyskytu bakteridlni spaly jsou nejcastéji a s nejvyssi
Géinnosti aplikovany médnaté (Cu) pfipravky na bazi ucinné latky oxychloridu médi.
Aplikace je paradoxné nejméné efektivni v dobé nejvétsiho rizika iniciace choroby
pfi postfiku na kvéty vzhledem k jejich €lenitému povrchu. Vétsina dostupnych
pfipravkd je aplikovdna preemergentné v koncentraci 0,2 %, ve 3kolkach pfi
vysokém infekénim tlaku a odlisténi aZ do koncentrace 0,4 %. Podle doporuceni
predpovédnich modeld je aplikace pfipravk provadéna maximainé do fenologické
faze 72 - tj. do faze tvorby plodd o velikosti liskového ofiSku. V nevhodné
fenologické fazi a za nepfiznivého pocasi zpisobuje aplikace pfipravkd rzivost listd
a plod. Uginnost piipravkd Ize zvysit i jejich aplikaci ve smési. Ve smési napf.
s Jelezem a nékterymi fungicidy nebo aditivy (napf. 2-aminoimidazol) se zvy3uje
prostupnost Cu do bunék. Aplikace ve smési podle dostupné literatury sniZuje riziko
aktivace genli odpovédnych za zmény vedouci ke vzniku rezistence vici Cu
(Worthington et al., 2012; Fayette et al., 2012). Seznam aktudlné povolenych
pfipravkd do mnoZitelskych a produkénich porostd jadrovin je dostupny na
webovém portédlu Ustfedniho kontrolniho a zku3ebniho uUstavu zemédélského
(UKzUz; Pr¥ipravky na ochranu rostlin (UKzUZ) (eagri.cz)). Seznam povolenych
chemickych prostfedk(i je neustdle redukovan a moznosti jejich aplikace jsou
omezovany. Cilem je dosazeni bezrezidualni produkce ovoce a nulové ekologické
stopy. V blizké budoucnosti se jako nejperspektivnéjsi jevi aplikace Cu ve formé
nanoddstic, které se Iépe penetruji do bufiky. Maji velky povrch vzhledem k objemu
a tim maji vét$i antibakteridlni G¢innost nef klasické pfipravky s mikronovymi
&asticemi sloudenin Cu. Diraz je kladen na péstovani tolerantnich a rezistentnich
odriid, vyuZivani alternativnich biologickych pfipravki na bazi rostlinnych
a mikrobialnich extraktd biologicky aktivnich latek a aplikaci selektovanych kmen0
antagonistickych mikroorganismi. Napfiklad komercni biopesticid na bazi harpinu
(Messenger™, USA) pouze indukuje rezistentni obranou reakci rostliny vuci
patogenu. Testuje se aplikace fady pomocnych rostlinnych pripravkd zvysujicich
dostupnost Zivin z pady a zvy3ujicich vitalitu a odolnost rostlin vuci biotickym
a abiotickym stresiim. Déle se testuji pfipravky obsahujici smési mikroelementl
a hormon( v kombinaci s biologickymi extrakty na bézi oligo nebo polysacharidd,
napt. chitosanu (Romanazzi et al., 2018), vitamind (Boubakri et al., 2016)
a mikroorganism@ - fas (Ascophyllum nodosum), mykorhiznich hub a bakterii
(Azotobacter chroococcum, Bacillus mucilaginosus). Nabizené spektrum pfipravkd
se neustale roziifuje. Uinnost a dopad aplikace botanickych nebo mikrobialnich
pesticidd neni zndm, pfipravky nepodléhaji testovani jako chemické pfripravky.
U&innost biologickych pfipravkii pfevainé nedosahuje ucinnosti chemickych
pfipravkd.  Biologickd kontrola se zaméfuje predeviim na potladeni faze
epifytického rdstu a mnoZeni patogenu na kvétech pred infekci a endofytickym
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rGstem. Efektivita postfiku je vice neZ u chemickych pfipravki ovlivnéna spravnym
nacasovanim a zvolenou koncentraci. Piipravky na bazi pfevazné antagonistickych
mikroorganism( nejéastéji obsahuji bakterie z rodu Bacillus subtilis kmen QST 713
(Serenade ASO, Bayer AG, Némecko), Pantoea (BlossomBless™, Novy Zéland,
BlightBan C9-1™ a Bloomtime™, USA a Canada), Pseudomonas (Pseudomonas
graminis; Mikicinski et al.2016), Stenotrophomonas, Streptomyces a dalsi,
pFipadné kvasinky Aureobasidium pullulans (BlossomProtect, Bio-Protect GmbH,
Germany) a houby napftiklad Pythium oligandrum nebo pro patogeny specifickeé
bakteriofagy. Spoleénym znakem antagonistickych bakterialnich, kvasinkovych
a houbovych kment mikroorganism0 je schopnost pfeZivat na povrchu rostlin,
konkurovat patogeniim v soutéZi o misto a Ziviny a/nebo vylu€ovat metabolity
s bakteriostatickym nebo baktericidnim u¢inkem va¢i danému patogenu. Napfiklad
druh Pantoea agglomerans produkuje antibiotika pantocin A a B, Pantoea vagans
herbicolin O. Pfipravky na bazi antagonistickych bakterii jsou aplikovény
preemergentné ve fazi kveteni. Cilem je zastavit mnoZeni patogenu v epifytni fazi
sivotniho cyklu, zabranit proniknuti infekce do rostliny a zahajeni endofytni faze
sivotniho cyklu. KaZdy antagonisticky mikroorganismus ma své specifické teplotni
a vihkostni poZadavky na pFeZivani, rGst a mnoZeni na povrchu listi. Aplikace
mikroorganism(i v obdobi nevhodném pro jeho pieZivani je netinna, aplikovani
antagonisté jsou vytladeni jinymi mikroorganismy nebo se mnoZi velmi pomalu
a nejsou schopni potlaovat rist patogent. Z tohoto hlediska je vhodnéjsi aplikace
extrahovanych Gcinnych latek produkovanych antagonistickymi kmeny. Jejich
aplikace ma obdobna omezeni jako aplikace chemickych pfipravkd. S ohledem na
pozadavky, které by mély alternativni prostfedky splfiovat, pfedevsim v ucinnosti
a udritelnosti produkce vzhledem k pfislusné agrotechnické praxi, stale chybi lepsi
pochopeni mechanismu jejich plisobeni a postupy jejich aplikace.

Z4dny predpovédni systém rizika nenahradi pravidelné obhlidky vysadeb. Po
odhaleni ojedinélych aktivnich loZisek plvodce bakteridlni spaly na stromech je
tfeba bezprostfedni odfezani korovych nekréz minimalné do vzdalenosti 30 cm od
léze smérem do zdravého dreva. V pfipadé vyskytu ohniska v produkéni vysadbé je
nezbytné zasaiené stromy odstranit a spalit a provést jednorazovy plosny postik
médnatym piipravkem na horni hranici doporuc¢ené koncentrace. Daldimu Sifeni
infekce je tieba predejit dezinfekci nafadi a obuvi a vyménou pracovniho obleceni
po sanaci stromd. V p¥ipadé vyskytu symptom0 spaly v produkéni vysadbé nebo
jejim okoli b&hem vegetalni sezény je vhodné provést pfed opadem listh
preventivni postfik chemickym nebo biologickym pfipravkem za G¢elem redukce
potencidlné pfitomné Ea. Efektivni aplikaci pfipravku Ize minimalizovat inokulum,
které prefivd obdobi dormance v podkorovych pletivech a na jafe mize za
vhodnych podminek iniciovat bakteridlni spalu kvétd. Po pfechodu patogenu do
vhit¥nich pletiv rostliny uZ nelze rozvoj infekce spélovou bakterii efektivné ovlivnit.
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Dalsi perspektiva napadeného stromu zdvisi na rezistenci genotypu vici Ea
a eliminaci dalSich biotickych a abiotickych stresu.

1.8.3. Slechténi na rezistenci

Vysadba rezistentnich genotypu je nejlevnéjsi a nejefektivnéjsi zpsob ochrany vici
Ea. V posledni dekaddé byla vySlechténa fada genotypd hrusné s deklarovanou
stredni aZ vysokou hladinou rezistence viéi ptvodci bakteridlni spaly jablofiovitych.
Slechténi na odolnost vG¢i bakterii Ea je ztizeno vertikdlnim charakterem
rezistence, tedy rozdilnou vnimavosti jednotlivych genotypl vici riznym kmendm
bakterie Ea. Skute¢nou hladinu rezistence jednotlivych genotypl nelze proto zcela
predikovat. Rezistence daného genotypu hrusné na dané lokalité je ovlivnéna
klimatickymi (teplota, vihkost, &etnost extrémnich projevd pocasi), ekosystémem,
tj. absenci nebo pFitomnosti dal3ich biotickych (potencialni rezervoary virulentnich
kmenQl Ea) a abiotickych stresovych faktor( (okolni prostfedi) a systémem
hospodateni a ochrany v produkénich vysadach. Vzhledem k charakteru rezistence
je vhodnéjsi vysazovat odridy vy3lechténé nebo alespori otestované v obdobnych
klimatickych podminkéch jako je lokalita vysadby. | pro podminky CR jsou aktudlné
k dispozici odriidy s deklarovanou stfedni aZ vysokou rezistenci v(i¢i Ea (Tabulka 3).
Systematické testovani nachylnosti vii¢i Ea neprobiha.
' A

O B . \ AR .‘if'j-

Obr. 21, 22: Prabé&h infekce pavodcem bakteridlni spaly na genotypech asijskych hrusni
Kosui a Chojuro v prib&hu vegetaéni sezony.
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Podnoze

Vysledny stupefl hladiny rezistence/nachylnosti genotypu vaci bakterii Ea je
ovlivnén i vybé&rem podnoZe. Podnoie pro genotypy hrudné se rozdéluji na
kdoulofiové a hrudfiové. Doposud prevaZujici kdoulofiové podnoze, tj. Kdoulori MA,
Kdoulori MC, Kdoulori SA, Kdoulof BA29, nebo Kdoulofi Q-Eline®, jsou v pfevainé
vétsiné nachylné k Ea. Vlastni hru$fiové podnozZe jsou méné rozditené, vyuZiva se
hlavné hrugriovy semenaé. Pro vyrobu 3kolkaFskych vypéstk hrusni se ve Skolkach
vyuZivaji pfedevsim nelicenéni podnoze M 9, Pajam 1, Pajam 2, M 26, P 14, MM
106, hrudfiovy semendg, BA 29, Kdoulofl A, hruseii Kavkazska. Tyto podnoZe nejsou
zatizeny licenénim poplatkem, protoZe byly vyslechtény v dobach, kdy Slechténi
vétéinou financovaly staty nebo univerzity. Nékteré ze jmenovanych podnoZi jsou
mnoZené ze semen - tzv. generativni podnoZe. Generativni podnoZe jsou sice
levné&jsi, avak jejich vlastnosti jako vzristnost a afinita v(ci Stépovanému genotypu
jsou vzhledem k velké heterogenité potomstva podnoz od podnoZe rozdilné. Velmi
nad&jné jsou patentované podnoZe série OHxF (‘Old Home’ x ‘Farmingdale’) z USA,
¢lechténé primarné na rezistenci vici bakteridlni spdle jablorovitych (Farold 40°,
Daynir®, Daytor®, Brokmal®, Mészaros et al., 2019). Nékteré klony OHxF byly
testovany pro pouziti v naSich podminkach. Perspektivni se jevil klon OHxF 87
(Papritein et al. 2004). Evropské patentované podnoZe jsou podle nékterych
vysledkd slab& nachylné aZ rezistentni ke spale (Pyrodwarf®, FOX11, Pyriam (OH
11); Nedas a Lébl, 2012; Necas et al., 2019).

1.9. Nachylnost/rezistence hrusni k bakterialni spale jablofiovitych

Rod Pyrus (P.) pat¥i do pod&eledi Amygdaloideae a kmene Malinae a sklada se z cca
75-80 druhd a mezidruhovych hybridnich druh(. Vzhledem k tomu, Ze mezi druhy
Pyrus bylo pozorovéano nékolik hybridizaci, je rozlideni mezi nékterymidruhy hrusné
pomérné obtiiné. Obecn& vytvaFeji jednoduché listy stfidave usporadané. Listy
jsou u nékterych druh(i leskle zelené, u nékterych husté stiibFité chlupaté. Kvéty
jsou bilé, vytvaii chocholiky na kratkych ostruhach nebo postrannich vétvich a jsou
slofeny z péti kali$nich listkd, pé&ti okvétnich listkd, cetnych ty¢inek a obvykle
pé&timistného vajeéniku s volnymi tvary. Plody jsou pseudoplody sloZzené z nddobky
nebo kalichové trubice, zna&né rozsifené, obklopuijici pravy plod a sestavajici z péti
plodolistd, zndmych jako jadro. Morfologické znaky listu, plodu a kalichu se bézné
pouzivaji k rozliseni mezi jednotlivymi druhy hrusné. Po celém svété existuji tisice
genotypt hruiné s Sirokou rozmanitosti tvaru, chuti a struktury ovoce. Ze v3ech
znamych a hlagenych druhd hrusné a jejich mezidruhovych hybrid( je z obchodniho
hlediska a na zakladé velikosti produkénich ploch vyznamna hrusefi evropska, P.
communis a asijské hrusné P. pyrifolia, P. x bretschneideri, P. ussuriensis a P.
sinkiangensis. Odridova skladba evropskych genotypy hrusné P. communis se
v komeréni produkei v priib&hu let neméni tolik jako skladba genotypl jabloné.
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Spektrum dlouhodobé péstovanych genotypl hrusné je stfedné nachylné az
nachylné vié&i bakteridlni spale jablofovitych (Bartlett, Packham’s, Williams’,
Clapp’s, Conference, Winter Nelis, Winter Cole, Beurré Bosc, atd.). V novych
produkénich vysadbach hrusné prevladaji stfedné rezistentni (Anjou, Comice,
Kiefer) aZ velmi rezistentni genotypy (Magness, Moonglow, Harvest Queen, Harrow
Delight, Harrow Sweet, Orient, Seckel, atd.). V produkénich sadech v Evropé
pFevladaji Zluté, zelené a zelenoZluté variety, v posledni dobé roste zajem o Cervene
odrady. Evropské genotypy hrusné jsou obecné néchylnéjsi vici Ea neZ asijské
genotypy druh( P. pyrifolia, P. bretschneideri a P. ussuriensis, pivodem z vychodni
Asie, Ciny, Japonska a Koreji. Pfi roubovani jsou vzdjemné kompatibilni a pfi shodné
dobé kveteni se navzdjem opyluji. Jedna se vétsinou o odriidy neklimakterického
typu, které vydrii v takovém stavu zralosti, v jakém byly sklizeny aZ do doby, nez je
napadne patogen nebo duZnina pfirozené degraduje. Usp&¥né se pouZivaji
ve &lechtitelskych programech i vzhledem k deklarované rezistenci nebo stfedni
nachylnosti vi¢i Ea (Dongguo Li, Chi Li, Chosuko, Nutica). Mezi zajimavé
a ekonomicky Uspéiné variety asijskych hrusni a euro x asijskych kfizencd pat#i:
Novembra (1962), Nijisseiki, Shinsui, Chojuro, Tsu Li (1980); Kosui, Ya Li (1983);
Benita (kfizenec, 1985); Dan Bae, Hakko, Hosui, Shinsetsu, Hwa Hong, Niitaka,
Shinsei (1988); Bong Ri, Choju, Haeng Soo, Shin Soo, Shin Go, Kikusui, Okusankichi,
Yakumo (1989); Shinseiki, Shinko (1990); Shen Li (1993); Wu lJiu Xiang (kfiZzenec,
2013). Vétsina pavodnich i vyslechténych variet je rezistentni vici puvodci
strupovitosti  hruin&, houbé& Venturia pirina, rzi hrudfiové, houbé
Gymnosporangium sabinae maculata a pseudomondadové spéle kvétd hrusné,
bakterii Pseudomonas syringae. V CR se systematické testovani stavajicich nebo
novych genotypd hrudné va&i Ea neprovddi. Vtabulce 3 je pfehled aktudlné
dostupnych evropskych, asijskych a lokélnich (krajovych) odrid hruiné a jejich
pfipadna nachylnost vici plvodci spély jablofiovitych.

2. CiL METODIKY

Zévislost ochrany plodin na pesticidech je spojena s nezadoucimi vlivy na Zivotni
prostiedi, lidské zdravi a s problematickou udrZitelnosti jejich ucinnosti. Nadmérné
spoléhani na chemické pripravky vedlo ke vzniku Siroké rezistence vici ptvodcim
chorob, gkddctim i plevellim. V souéasnosti kontinuainé klesa pocet povolenych
chemickych latek a G&innost biologickych pfipravki velmi ojedinéle dosahuje
momentalniho efektu syntetickych pesticidi. Vychodiskem ztéto situace je
péstovani genotypli sco nejvyssi hladinou rezistence vOCi nejzavainéjsSim
patogendim a $kidcdm. Mezi tyto patogeny patfi plvodce bakterialni spaly
jablofiovitych, bakterie Erwinia amylovora. V sadech zplsobuje lokalné velké
hospodarské ztraty ve vysadbach hrusni. V procesu Slechténi je snaha u tohoto
druhu vhodné kombinovat nebo vzajemné kfiZit viéi Ea vice nachylné a chutnéjsi
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odridy hrudné evropské (Pyrus communis L.) a méné ndchylné az rezistentni
odrady hrudni asijskych (Pyrus pyrifolia (Burm.) Nakai). Metody testovéni hladiny
rezistence genotypd hru$né na tkdfovych kulturach, detasovanych vyhonech (i
stromcich v podminkdch karanténnich sklenikG poskytuji pouze informativni
hodnoceni rezistence. Cilem této metodiky je popsat ekologicky a ekonomicky
efektivni postup inokulace a hodnoceni hladiny rezistence evropskych a asijskych
hrudni vaé¢i bakterii Erwinia amylovora v polnich podminkach. PFi dodrieni
navrhovaného metodického postupu by mély byt ziskdny relevantni vysledky
hodnoceni hladiny rezistence genotyp® hru$ni odpovidajici praktickym poznatkim
v produkcnich sadech.

3. VLASTNI POPIS METODIKY

3.1. Spektrum metod pro testovani nachylnosti/rezistence genotypt hrudni viéi
bakterii Erwinia amylovora

Hladinu rezistence hrudni lze stanovit metodami in vitro na rostlinach v agarovych
plotndch mnoZenych z tkafovych kultur, na detaSovanych kvétech, plodech nebo
vyhonech v ristovych komoréach za optimélnich podminek pro rist a mnoZeni
bakterie Ea. Nejcastéji se provadi testovani hladiny rezistence na kontejnerovanych
stromcich v podminkdch karanténnich skleniki. Vysledky téchto testd jsou
pFevainé informativni. Poskytuji jen rdmcové hodnoceni skutecné nachylnosti
genotypd hruéni v polnich podminkach. Pfesnéjsich vysledkl je t€mito metodami
dosahovano pouze na okrajich hodnotici stupnice. Pomérné spolehlivé Ize takto
rozpoznat velmi néachylné a rezistentni odrGdy. Vyhodou testovani na
detasovanych kvétech, nezralych plodech nebo vyhonech je jednoduchost
a rychlost. Podil genotyp( spadajicich do kategorie velmi nachylnych v produkénich
sadech klesd se snifovdnim poctu povolenych chemickych pfipravkad
s baktericidnimi Gginky. Vétsina genotypt je podle stupnice nachylnosti hodnocena
jako nachylné, tolerantni nebo slabé rezistentni. Zafazeni do téchto skupin pomoci
vy$e uvedenych metod neni spolehlivé. Stanovena nachylnost/rezistence vaci
bakterii Ea ¢&asto neodpovida praktickym pozorovanim vyskytu patogenu
v produkénich vysadbéch. Relevantni vysledky na celé stupnici hodnoceni hladiny
rezistence podnofovych materidli a genotyp hrudné poskytuji pouze metody
inokulace in vivo realizované v polnich podminkach po dobu 3-5 let.

3.2. Bakterialni kmeny patogenu a pfiprava inokula

Pro testovani hladiny rezistence jsou vyuZivany bakteridlni kmeny Ea izolované
zjadrovin s pfiznaky bakteridlni spaly. Kmeny jsou dlouhodobé uchovévany
v masopeptonovém bujénu (Merck & Co., Inc. Kenilworth, New Jersey, USA) s 20 %
glycerolu pfi teploté -80 °C. Pred aplikaci na rostliny se kmeny po rozmrazeni
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n&kolikrat po 24 h pasadZuji na Zivném agaru (Merck Millipore, Burlington,
Massachusetts, USA) pfi teploté 28 °C. Bakteridlni kultura se ve sterilnich
podminkach sejme skalpelem do cca 5 ml sterilni vody. Hustota inokula se upravi
na spektrofotometru pfi vinové déice 600 nm (ODgoo) na hodnotu 1.0, tj. cca na
koncentraci 10° bunék mL? a naslednym fedénim sterilni vodou na konecnou
koncentraci 1 x 10° buné&k mL*. Pro inokulace rostlin je vhodné vyuZivat smés
kmenl Ea pfipravenou promichanim ekvivalentnich podild jednotlivych kmend.
Pfipravena smés se po pfipravé ihned aplikuje na testované rostliny.

3.3. Rostlinny material
3.3.1. Detasované vyhony

Pro objektivni hodnoceni vysledkd je inokulovdno vidy minimalné 10-12 vyhoni
z 10-12 stromd jednoho genotypu, o priiméru 0,7-0,9 cm, a délce 35,0 + 5,0 cm, ve
fenologické fazi 31-35 (tj. 20-50 % koneéné délky vyhonu; Martinez-Nicolas et al.,
2016). Kazdy vyhon se umisti do vlastni nddoby se sterilni vodou v rlistové komore
v reZimu 25/17 °C (den/noc), relativni vihkosti 80-90 % a svételném reZzimu
12/12 h (den/noc). U vyhoni je nutné kazdy den vyménit vodu v nddobé a bazi
vyhonu vidy zastfihnout o cca 0,3-0,5 cm. Vyhony jsou po rozmisténi do nadob
bezodkladné inokulovany. - :

3.3.2. Kontejnerované stromky

Pro objektivni hodnoceni vysledkl je
inokulovdno vidy minimalné 10-12
jednoletych pravokofennych nebo
roubovanych stromki od jednoho
testovaného  genotypu  hrusné.
Stromky jsou zasazeny na podzim v
obdobi vegetacniho klidu do 30 L
kontejnerd do smési zahradnickych
substratt (1:1) srozdilnym podilem
organické hmoty a mikroprvkd (PG-
MIX) a védpence (pH 5,5-9,0). Stromky
jsou nasledné premistény do
technického izoldtoru s kovovou
nerezovou tkaninou (obr. 23).

Obr. 23: Technicky izolator s kovovou
nerezovou siti k eliminaci Sifeni infekce
aplikovanych bakterii.
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V pribéhu pokusu jsou stromy zavlaZovény kapkovou zavlahou. Kofenovy systém
je chrédnén proti vysychani a mrazu kokosovou rohofi.

3.4. Hodnoceni nachylnosti genotypd hrusné viici bakterii Erwinia amylovora

3.4.1. Orientaéni hodnoceni nachylnosti genotypt hrusné vici bakterii Erwinia
amylovora na detasovanych vyhonech (DSS)

P&t mililitrG smési virulentnich bakteridlnich kmend Ea se aplikuje rucnim
postiikovacem na listy 10-12 deta3ovanych vyhon od kaZdého genotypu, vidy na
jeden deta$ovany vyhon z jednoho stromu. Vyhony jsou inokulovany smési kmenu
Ea o koncentraci odpovidajici velikosti pfirozeného iniciaéniho inokula bakterialni
spély, tj. cca 10° bunék mL?™. Minimainé dva detasované vyhony od kaideho
testovaného genotypu jsou jako negativni kontrola oSetfeny sterilni destilovanou
vodou. Na kazdém detagovaném vyhonu je po 4, 7, 10 a 14 dnech po inokulaci
stanoveno procento listd s nekrotickymi skvrnami a lézemi (obr. 6). Pro kazdy
genotyp a termin hodnoceni je vypoéitano primérné procento listovych nekroz.
Pro kaidy genotyp je nejvy$$i hodnota vypotitand béhem 14denniho hodnoceni
transformovana do péti stupfiové stupnice nachylnosti vici pavodci bakteridlni
spaly jablofovitych (Le Lezec et al., 1997; Sobiczewski et al., 2015). Pét trid
nachylnosti jadrovin viéi Ea je uvedeno v pofadi od velmi mélo nachylnych
(rezistentnich) k velmi nachylnym: 1 — velmi malo nachylné odrady (0-20 % listd
s nekrotickymi lézemi), 2 — malo nachylné (>20-40 %), 3 — stfedné nachylné (>40-
60 %), 4 — vysoce nachylné (>60-80 %), 5 — velmi nachylné (>80-100 %).

3.4.2. Hodnoceni nachylnosti genotypt hrusné vidi Ea na terminalnich
vyhonech kontejnerovanych stromki (SS)

Jeden nahodné vybrany terminélni vyhon na 10-12 kontejnerovanych stromcich (a)
umisténych v technickém izolatoru s ocelovou siti je kazdoro¢né inokulovan ve
fenologické fazi 35-39 podle stupnice BBCH (vyhony v 50-90 % koneéné délky;
Martinez-Nicolas et al., 2016). Vyhon je inokulovan odstfizenim vrcholové ésti pod
prvnim rozvinutym listem nizkami infikovanymi smésnou suspenzi kmend Ea.
Koncentrace smési odpovida velikosti pfirozeného iniciatniho inokula Ea, tj. cca 10°
bunék mLL. Délka nekrotické léze (NS;) a celkova délka infikovaného vyhonu (TS)) v
cm se hodnoti ve ¢tyfech terminech, 2, 4, 6, a 8 tydnt po inokulaci. Pro kazdy strom
a kaZdy termin se vypocitd pomér nekrotické léze k celkove délce vyhonu (obr. 24).
V piipadé progrese choroby do dal3ich &asti stromu je odhadnuto procento listd
s nekrotickymi lézemi (L) a procento poskozenych plodd (F), stanoven pokles
celkové vitality stromu (Vi) v % a celkovy pocet hodnocenych ptiznakd (Y). Pro kaZzdy
termin hodnoceni je pro jednotlivé genotypy (x) vypoctena prumérna hodnota

nachylnosti ke spale vyhont (75)): TSx= 10 X.12; (—I;% +L;+V;+ Fi) /Y.
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Po ukonéeni hodnoceni pokusu je
nejvy$si vypocitand prlmérna
hodnota podilu nekrotické léze pro
dany genotyp transformovana do
stupnice néachyinosti vici Ea (Le
Lezec et al., 1997; Sobiczewski et
al., 2015) a je stanovena tfida
nachylnosti daného genotypu vici
Ea v daném roce (viz kapitola
3.4.1). Po vyhodnoceni jsou
infikované vyhony odstfizeny.
Roéni hodnoceni SSx umozniuje
sledovat vliv pribéhu vegetacni
sezdény na nachylnost jednotlivych
genotypu hrusné vici Ea. Pro
relevantni posouzeni dlouhodobé
odolnosti genotypli vUci
virulentnimu inokulu v polnich
podminkach by mély byt
vyhodnoceny minimalné tfi po - :
sobé jdouci vegetacni cykly. Obr. 24: Nekroticka léze na vyhonu hrudné

infikovaném bakterii Erwinia amylovora.

ve

3.4.3. Hodnoceni nachylnosti genotypl hrusné vaéi Ea na kvétech
kontejnerovanych stromku (BS)

Na 10-12 kontejnerovanych stromcich (a) umisténych v technickém izolatoru
s ocelovou siti je kazdoroéné inokulovan jeden ndhodné vybrany chocholik kvétd
(obr. 25) ve fenologické fazi 61-65 podle stupnice BBCH (Martinez-Nicolas et al.
2016). Kvéty jsou inokulovany cca 1 mL smési virulentnich kmen( Ea o koncentraci
odpovidajici velikosti ptirozeného iniciacniho inokula, tj. cca 10° bunék mL™.
Aplikace se provadi ruénim postfikovaem o objemu 10 mL s ochranou proti uletu.
Stromy jsou po této aplikaci monitorovany po celou vegetaéni sezénu. V terminech
3-7 dnd po inokulaci je na kazdém stromu (i) hodnocen pocet nekrotickych kvétd
(NB;) v kvétenstvi (TB)). V pFipadé progrese infekce z kvét do dalSich casti stromu
je postupné dle fenologické faze 2,4,6, a 8 tydnd po inokulaci stanoven podil
nekrotické léze na vyhonech (NS/TS)), odhadnuto procento listh s nekrotickymi
lézemi (L;) a poskozenych plodu (F), stanoven pokles celkové vitality stromu (Vi) v %
a potet hodnocenych p¥iznakd (Y). Nachylnost jednotlivych kultivard (x) ke kvétni
spale (BS) k danému terminu hodnoceni je vypocitana podle vzorce:
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NBi NSi
BS=1050, (M2 4 250y 1 4V, +F) /Y.

Po ukonéeni hodnoceni pokusu v dané
vegetaéni sezoné je nejvyssi vypocitana
prdmérna hodnota BS pro dany genotyp
transformovana do stupnice nachylnosti
viéi Ea (Le Lezec et al., 1997;
Sobiczewski et al., 2015) a je stanovena
tfida nachylnosti daného genotypu vudi
Ea vdaném roce (viz kapitola 3.4.1.). Po
vyhodnoceni jsou infikované £asti
stromu odstranény. Ro¢ni hodnoceni BS
umozZfiuje  sledovat vliv pribehu
vegetatni sezony na  nachylnost
jednotlivych genotyplG hrusné vuci
kvétni spale. Pro relevantni posouzeni
dlouhodobé odolnosti genotypd vudi Obr. 25: Chocholik kvétd hrusné pred
kvétni spale v polnich podminkach by inokulaci suspenzi bakterie
mély byt vyvhodnoceny minimalné t¥i po Erwinia amylovora.

sobé jdouci vegetacni cykly.

4. SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

Predkladana metodika ,Hodnoceni nachylnosti evropskych a asijskych genotypd
hru$né k pGvodci bakteridlni spdly, bakterii Erwinia amylovora, v podminkach
technického izoldtoru” vyuzivd novych védeckych poznatkd o virulenci a Sifeni
plvodce bakterialni spély jablofiovitych, bakterie Ea pfi testovani nachylnosti
genotypt hrudné. Aplikaci nizké koncentrace patogenu na kvéty ve formé drobnych
kapének a infikovanymi nlizkami na poranéné vyhony jsou v technickém izolatoru
vytvofeny podminky do maximalni miry blizké pfirozenym podminkdam iniciace
infekce ptivodcem bakterialni spély v produkénich vysadbach. Hodnoceni zejména
kvétni spaly, nejéastéjiho zplisobu infekce bakterie Ea, probihd po celou dobu
vegetaéni sezény tak, jak dochazi k pfirozenému Sifeni inokula na rostlinach. Tento
zpGsob umoZiiuje komplexni hodnoceni dopadu infekce Ea na jednotlivé genotypy.
Vedle stanoveni nachylnosti strom@ vii&i pGvodci spaly kvétd, umozZiiuje zhodnotit
i nasledné rozdily vrychlosti 3ifeni a rozsahu poskozeni jednotlivych organi
rostliny, vliv pfitomné infekce na dal3i fenologické faze, velikost nasady plodd
a celkovou vitalitu strom@. Vzhledem k vertikdlnimu charakteru nachylnosti
jadrovin vG&i Ea, bylo jak pro orientacni stanoveni nachylnosti na detasovanych
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vyhonech, tak i pro testovdni ndchylnosti na kontejnerovanych stromcich
v technickém izoladtoru pouZito smésné inokulum Eag. Jednotnd metodika
hodnoceni pfiznakd a jejich transformace do mezindrodni stupnice umoZziuje
snadné porovnani vysledkdl orientatni metody stanoveni nachylnosti na
detadovanych  vyhonech, metody infekce terminalnich  vyhond  na
kontejnerovanych stromcich s komplexnim hodnocenim néchylnosti hrusni po
infekci kvétd.

5. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Vétdina produkénich vysadeb hrusné je realizovdna v systému integrované
produkce, ktery je zaloZen na sniZovéni vnéjdich vstupl, zejména omezeni
syntetickych hnojiv a chemickych pesticidil a jejich nahrazeni pfirodnimi latkami,
biologickymi procesy a integrovanymi opatfenimi. Cetnost a intenzitu napadeni
produkénich vysadeb hrusni pivodcem bakteridlni spdly jablofovitych lze
nejefektivnéji ovlivnit vybérem vhodnych genotypl pro danou lokalitu s co nejvyssi
hladinou rezistence v(i&i Ea. Vyznamna je i nachylnost podnoZe. Nachylna podno?
se mUZe stat trvalym vyznamnym zdrojem inokula Ea. Certifikovana metodika
ptedstavuje ekonomicky a ekologicky zplsob testovani hladiny rezistence
evropskych i asijskych genotypl hrusné. Metody testovani v maximalni mife
zohledfuji pfirozeny pribéh infekce, vertikalni charakter rezistence a pribéh
pocasi v produkénim sadu. Pfi hodnoceni primarni infekce kvéti se projevuje
komplexni vliv patogenu na stromy a transformace vysledkd hodnoceni do
jednotné  stupnice umoZfiuje porovnani riznych metod testovani
néachylnosti/rezistence evropskych a asijskych genotypt hrudni k Ea.

Potfebnost a aktudlnost testovani hladiny rezistence jadrovin je obecné dana
klesajicim po&tem povolenych uGcinnych chemickych latek, malou ucinnosti
alternativnich baktericidnich pfipravk( s neznamym vlivem na produkéni vysadby
a vysadbou novych v podminkach CR neprovéfenych odriid. Metodika obsahuje
detailni charakteristiku patogenu, prubéh infekce, moinosti ochrany vysadeb
a popis testovani néchylnosti/rezistence jadrovin ekonomickou metodou, ktera
s maximalni mirou simuluje podminky pfirozené infekce v produkénich vysadbach.
Metodika je uréena pro mnoZzitele a produkéni péstitele genotyp0 hrudni, odbornou
i laickou verejnost, organy stdtni spravy — UstFedni kontrolni a zku$ebni dstav
zemé&d&lsky, Ministerstvo zemé&délstvi CR, Odbor zemédélskych komodit i drobné
péstitele.

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Dvou a? tfileté hodnoceni nachylnosti novych genotypl hrudni je nejlevnéjsim
preventivnim opatfenim proti Sifeni infekce Ea v produkénich sadech. Vysadba
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malo nachylnych odriid sniZuje v zévislosti na lokalité celkové naklady na materialni
a lidské zdroje pfi pé&i o sad, zvy3uje stabilitu a kvalitu produkce a sniZuje rezidualni
zaté# pdy a uhlikovou stopu sadu. Vlastni testovani nachylnosti genotypl hrusni
v podminkach technického izoldtoru s kovovou nerezovou siti je viibec nejlevnéjsi
formou testovani hladiny nachylnosti s relevantnimi vysledky pro praxi. Testovani
s nulovou spotiebou elektrické energie a minimalni uhlikovou stopou probiha
v pfirozenych podminkach v pribéhu celé vegetaéni sezény. Dvou ai tfileté
testovani zohledriuje variabilitu pribéhu jednotlivych vegetacnich sezon a posiluje
relevanci vysledkd.
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