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Detekce ptivodct korovych nekréz a predéasného odumirani
merunék a broskvoni, predevsim bakteriemi komplexu
Pseudomonas syringae, v mnozitelskych materialech

a v produkénich sadech

1. UVEDENIi DO PROBLEMATIKY

Jednou z nejcastéjsich pri¢in vyznamnych ekonomickych ztrdt v produkénich
sadech teplomilnych peckovin v Ceské republice, zejména v produkénich
vysadbach merunky (Prunus armeniaca L.), je sniZeni Zivotnosti a predcasné
odumirani. K postupnému zhorsovani zdravotniho stavu dochdzi nejcastéji u
stromu do 3-5 let od vysadby (obr. 2, 3), ale i starSich (obr. 1). V pocatecni fazi se
projevuje zcernalymi vrcholy vyhonU do vzdalenosti nékolika cm (obr. 4),
zavadanim rasicich pupen(, spdlou kvétl, tvorbou skvrn a nekrotickych lézi na
listech (obr. 5, 6, 7, 8) a plodech. Pokrocila faze syndromu je charakteristicka
tvorbou korovych nekréz na kmeni, kosternich a terminalnich vétvich a
letorostech béhem vegetace a dormance (obr. 9, 10, 11, 12, 13). U oslabenych
rostlin dochdzi k poklesu produkce ovoce a v kone¢ném dlsledku k pred¢asnému
odumirani stroma.

Obr. 1: Pfed¢asné odumirani meruriky ve Obr. 2: Mlada vysadba merunky s ptiznaky
starsi vysadbé syndromu predéasného odumirani
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Obr. 3: Detail pfiznaku syndromu pred¢asného Obr. 4: Z&ernaly vrchol
odumirani v mladé vysadbé merunky v podobé vyhonu merunky v obdobi dormance
nekrézy korového pletiva na kosterni vétvi

Obr. 5, 6, 7, 8: Skvrny a nekrotické |éze na listech meruriky a broskvoné zplsobené bakteriemi
rodu Pseudomonas
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Obr. 9, 10, 11, 12, 13: Nekrdzy korového pletiva na kosternich vétvich merurky zplsobené
bakteriemi rodu Pseudomonas

1.1. Spektrum bakterialnich plivodcti predc¢asného odumirani teplomilnych
peckovin

Dominantnimi ptlivodci korovych nekréz a pred¢asného odumirani jsou bakterie
z komplexu Pseudomonas syringae (Ps). Béhem poslednich 10 let se bakterie
Pseudomonas syringae (obr. 14) staly nejvyznamnéjSimi patogeny v produkénich
vysadbach ovocnych dfevin po celé Evropé — peckovin, citrusi a skorapkatého
ovoce. Ztraty v produkénich sadech tresni ve Velké Britanii se pohybuji podle
lokality mezi 50-100 % (Vicente et al., 2004), kolem 50 % v produk¢nich vysadbach
Svestek a slivoni v Holandsku (Wenneker et al., 2012). U merunék se ztraty
uhynem stromi do 8 let po vysadbé pohybuji od vice nez 50 % ve Francii a Italii,
az po 80 % v Turecku (Kotan and Sahin, 2002). Choroba je vyznamna celosvétové.
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Nejvice ohroZzené jsou produkéni sady merunék v oblasti vysocin (400-700 m n.
m.) charakterizované vlhkymi zimami s teplotami kolem nuly, jarnimi obdobimi
s vyskytem mraz( v dobé raseni a lehkymi konduktivnimi pldami se sklonem
k vysychani b&hem letnich mésich. V Ceské republice se ztraty v produkénich
vysadbach merunky do péti let po vysadbé pohybuiji dle lokality v rozmezi 20-50
%. Vyskyt alespon nékterého priznaku choroby je u desetiletych strom( 100 %.

Obr. 14: Drsné kolonie bakterie Pseudomonas syringae na zivném médu

Zdrojem primdrniho inokula je epifytni mikrofléra na kvétech a listech stromd,
bakterie pak do korovych pletiv pronikaji pfes mechanicka poranéni béhem
vegetace nebo na konci vegetace do drobnych ranek po opadu list(l. Rezervodrem
plavodcl korovych nekréz mohou byt i byliny béZzné rostouci v produkénich sadech
nebo jejich blizkém okoli (Parisi et al., 2019). Druhym zdrojem mohou byt
systemicky infikované rouby pouzité k vyrobé sazenic teplomilnych peckovin
(Chandler and Daniell, 1976). PlUvodce korovych nekréz merunék, broskvoni,
Svestek a tresni je vaskularni patogen, ktery se po proniknuti do rostliny Sifi do
vSech ¢3asti stromu cévnimi svazky v xylému a floému (obr. 15, 16).

Obr. 15: Nekrotické cévni svazky uvnitf Obr. 16: Nekrotické cévni svazky uvnitf
vyhonU merunky pfi vysoké cetnosti infekce vyhonU merunky pfi nizké ¢etnosti infekce
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Cyklus choroby je obvykle iniciovdan na jare kolonizaci kvéti a naslednym
intenzivnim mnoZenim patogenu (obr. 17, 18). BEéhem vlhkého a chladného pocasi
je pfi koncentraci vy$$i nez 10* bunék/ml patrné hnédnuti kvétd, oznacované jako
spala kvétl(. Pri masivnim napadeni kvét( pronikd infekce do plodd, pfipadné
korovych pletiv (obr. 9, 10, 11, 12, 13) a vyvolava tvorbu lézi na listech (obr. 5, 6,
7, 8). K hlavnimu priniku bakterie z epifytu do korovych pletiv stromu dochazi po
mechanickych poskozenich zplsobenych zejména jarnim mrazy (Vigouroux, 1989;
Weaver, 1978) (obr. 19, 20, 21). Po nékolikadenni periodé chladného a vlhkého
pocasi dochazi ktvorbé korovych nekréz v misté mechanického poskozeni.
Bakterie preziva a mnoiZzi se v korovych pletivech. Korové nekrézy se béhem
chladného vlhkého pocasi v obdobi dormance a predjafi zvétSuji. Soucasné
bakterie pronikaji prostfednictvim chemotaxe do cévnich svazkd floemu a xylemu
a jsou rozvadény do vSech ¢asti stromu. Usazuji se v termindlnich a kosternich
veétvich a uvnitf kmenu stromu. Pfi vyssi koncentraci se vytvorenymi shluky
exsudatl ucpavaji vodivé svazky a prerusuje se pfivod Zivin a vody (Lamichhane et
al., 2015). Odumiraji jednotlivé vétve, Casti stromu, v pfipadé rozsahlé infekce
celé stromy. Choroba se v evropskych produkénich sadech projevuje v rlizném
stupni zdvaznosti u 10-30 % 2-8 letych strom( merurnky (Parisi et al., 2019).
Soucasné cast inokula prezivd vepifytu na listech strom (obr. 22). Jeho
koncentrace stoupd v prlbéhu jara, klesa v prlibéhu léta a opét narlstd pfi
poklesu teplot na podzim. V dobé senescence se presouva do jizev po opadu list(
a v obdobi dormance preziva ve spicich pupenech.

Obr. 17: Epifyt kvétd meruriky Obr. 18: Cistd kultura bakterie
kolonizovany spektrem mikroorganizmu Pseudomonas syringae na zivném médiu
po smyvu na Zivné médium po smyvu z kvétd merunky
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Obr. 19, 20: Vyhony, listy a plody meruriky poskozené plsobenim jarnich mraz(

Obr. 21: Detail mrazového poskozeni ¢epele Obr. 22: Epifytni mikrofldra listd merurnky
listu merurky po smyvu na Zivné médium

Spektrum patogent a hostiteli Pseudomonas syringae komplex zahrnuje vice nez
60 druh( a patovarq, které jsou plvodci ekonomicky vyznamnych chorob témér
vSech vyznamnych plodin (Lamichhane et al., 2014, 2015) (obr. 23, 24).
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Obr. 23: Fluidni (hladka) virulentni kultura determinované bakterie Pseudomonas taetrolens
s extraceluldrnim polysacharidovym slizem na povrchu bunék,
ziskand z nekrotické léze na korovém pletivu merunky (viz obr. 3)
v obdobi pred zac¢atkem kveteni

Obr. 24: Fluidni (hladka) virulentni kultura determinované bakterie Pseudomonas taetrolens
prechazejici v drsnou slabé virulentni formu béhem kultivace na Zivném médiu

V soucasnosti je znamo, Ze korové nekrdzy a predc¢asné odumirani teplomilnych
peckovin vyvolava pét patovarl Ps, které patii do ¢tyr fyloskupin (phylogroups,
PG; Berge et al., 2014).

Do skupiny PGO1 byly zafazeny patogeny plané tresné (Prunus avium L.) Ps pv.
avii, treSné (Prunus avium L.) Ps pv. morsprunorum rasa 2, nové pojmenovana
jako  Pseudomonas amygdali pv. morsprunorum (patothype strain
MAFF302280PT; Gomila et al., 2017), broskvoné (Prunus persica (L.)Batsch),
nektarinky (Prunus persica var. nucipersica) a japonské slivoné (Prunus salicina
Lindl.) karanténni bakterie Pseudomonas syringae pv. persicae (Prunier, Luisetti
and Gardan, 1970; Young, Dye and Wilkie, 1978; typovy kmen LMG 5184).
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Do skupiny PG02 byl zarazen patovar Ps pv. syringae, patogenni predevsim pro
merunku, broskvon, slivon a planou i kulturni tfesen.

Do skupiny PGO03 byl zafazen patovar Ps pv. morsprunorum rasa 1 (Pseudomonas
amygdali pv. morsprunorum, pathotype strain FTRS U7805) patogenni na
merunce, tresni a slivoni.

Na broskvonich se mlZe rovnéz vyskytovat karanténni bakterie Xanthomonas
arboricola pv. pruni, plvodce bakteridlni teckovitosti. Napadené stromy maji
nejcastéji v misté teckovitych nekréz prodéravélé listy (shot-hole disease) a
zCernalé Spicky na prezimujicich letorostech, v extrémnim pripadé zplsobuje
bakterie sezénni defoliaci strom{ a odumfieni napadenych letorost( (obr. 25).

Obr. 25: Nekroticky vrchol vyhonu broskvoné doprovazeny vyronem slizu
po infekci bakterii Xanthomonas arboricola pv. pruni

1.2. Fytoplazmy vyvolavajici predc¢asné odumirani teplomilnych peckovin

Nahlé vadnuti a predcasné odumirani teplomilnych peckovin vyvolava i
fytokaranténni fytoplazma Candidatus Phytoplasma prunorum (Ca. P. prunorum),
pavodce choroby obecné oznacované jako European stone fruit yellows, cesky
fytoplazma evropské Zloutenky peckovin (fytoplazma ESFY), Sifené vektorem
Cacopsylla pruni. Nejcitlivéjsi vici této fytoplazmé jsou genotypy meruriky, kde
vyvolava tvorbu chlorotickych skvrn a svinovani list(i (chlorotic leaf roll of apricot),
broskvoné (yellow and decline diseases of peach) a japonské slivoné
(leptonecrosis of Japanese plum). V soucasnosti je vyskyt ‘Ca. P. prunorum’ hlasen
v 11 zemich EU a 6 zemich mimo EU (Steffek et al., 2012). Ve vSech zemich jsou i s
ohledem na chybéjici studie rozsifeni monitorovana pouze lokalni ohniska vyskytu
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vazana na produkéni sady, zejména merunék a broskvoni. Vyznamné rozsiteni
bylo zaznamendano v Polsku (Cieslinska, 2011). Studie provedené v letech 2013-
2019 prokazaly plosné rozsifeni fytoplazmy i hlavniho vektoru v Némecku,
Madarsku a Rakousku (Riedle-Bauer et al., 2019; Jarausch et al., 2019). V Ceské
republice byla pfitomnost ‘Ca. P. prunorum’ potvrzena v prlizkumu publikovaném
vroce 2001 (Navratil et al., 2001) a na nékolika pfiznakovych stromech tresni a
merunék ve vychodnich Cechach vroce 2011 (Ludvikova et al., 2011), aktualni
ploSna studie chybi. Vzhledem k prokazanému vyskytu v produkcnich sadech
meruriky v Rakousku v blizkosti hranic s CR a vyskytu v produkénich sadech a na
planych rostlinach v Bavorsku a Sasku je pravdépodobnost plogného rozsifeni v CR
vysokd. Obdobné priznaky jako bakterie Ps a ‘Ca. P. prunorum’ vyvolavaji na
broskvonich i dal$i nekaranténni fytoplazmy, plvodci chorob western X-disease a
PYLR (peach yellow leaf roll). Broskvoné byvaji ¢asto také infikovany patogeny
‘Ca. P. phoenicium’, ‘Ca. P. asteris’, ‘Ca. P. australiense’.

1.3. Plvodci houbovych chorob vyvolavajici nebo pfispivajici k pred¢asnému
odumirani teplomilnych peckovin

Z houbovych patogen( zplsobuje tvorbu korovych nekréz nékolik skupin, pribéh
tvorby nekréoz a vadnuti je vétSinou pozvolny a nevede k nahlému odumirani
mladych stromk(. Velikost inokula a rozvoj choroby lze omezit fungicidnimi
prostiedky. Priznakem Eutypa dieback je ndhlé vadnuti letorost( az terminalnich
vétvi plné produkénich stromd merunék, broskvoni a tresni v prlibéhu letnich
mésicl. Chorobu vyvolavaji houby zrodu Eutypa (Travadon and Baumgartner,
2015) Eutypa lata (Pers:Fr.) Tul. & C. Tul. (=Eutypa armeniacae Hansf. & Carter).
Odumirdni vyhonu a termindlnich vétvi vyvolava i houba Botryosphaeria dothidea,
hlavnim priznakem je tvorba mnoha vodnatych, do rezava zabarvenych nekrdz
(Huang et al, 2019). Fytopatogenni houby zrodu  Monilinia
(M. laxa, M. fructigena, M. fructicola) a Monilia polystroma vyvolavaji komplex
pfiznakll oznacovany jako brown rot disease (Coté et al.,, 2004) zahrnujici
predevsim hnilobu plodl, moniliovy UzZeh, spalu kvétl a tvorbu nekréz na
letorostech. Hlavni aktivita patogend se projevuje v obdobi dozravani
teplomilnych peckovin, a proto zplsobuje velké ekonomické Skody béhem sklizné
(M. fructicola) a uskladnéni plodl (M. laxa, M. fructigena). Vyskyt karanténniho
patogenu M. fructicola nebyl v CR prokazan. Vyznamna pfitomnost houbovych
patogent na teplomilnych peckovindch je determinovdna aZz sekundarné.
Poranénd pletiva primarné oslabenych stromu jsou kolonizovana saprofytickymi,
patogennimi a pozdéji parazitickymi houbami. Fytopatogenni houby Leucostoma
persoonii, Leucostoma cinctum (teleom.) a Cytospora leucostoma, Cytospora
cincta (anam.) vyvolavaji komplex pfiznakld oznacovany jako Leucostoma canker
(Adams et al., 2002) (obr. 26). Napadaji rGzné casti stromU celkové oslabené
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kombinaci rGznych biotickych a abiotickych faktor(i a urychluji jejich odumirani.
Priznaky vyvolané predevsim Cytospora sp. na starSich nebo oslabenych stromech
mohou byt obdobné jako u Eutypa dieback na vitdlnich stromech v plné
produkénim obdobi. Pfi nahlém kolapsu vétvi listy neopadavaji, ale i v zaschlém
stavu zlstavaji prisedlé k vétvim. Pred kolapsem se pftiznaky infekce vétsSinou
neprojevuji, pouze ojedinéle se listy prohybaji a zastavuji rlst. Na postiZzenych
vétvich dochazi na korovém pletivu k tvorbé nekrézy doprovazené vyronem kleje.
Infekce postupuje od vrchold vétvi smérem ke kmeni, na povrchu jsou patrné
fruktifikacni orgdny. Plavodcem dirkovitosti listl, kterd vznikd v dlsledku
vypadavani nekrotickych listovych 1ézi (shot-hole disease), je houba
Clasterosporium carpophilum zpUsobujici sezénni Zloutnuti, pfipadné opadavani
list{.

Obr. 26: Pfiznaky Leucostoma canker na letorostu broskvoné

1.4. Determinace pulvodcti korovych nekréz a predcéasného odumirani
teplomilnych peckovin

Determinace kultivovatelnych bakteridlnich plvodcd korovych nekréz a
predcasného odumirani teplomilnych peckovin je u izolovanych kmen( zaloZena
na stanoveni biochemickych charakteristik metodou Biolog GEN Il (obr. 27),
chemickych charakteristik spektra mastnych kyselin metodou FAME (obr. 28) a
molekuldrné genetickych charakteristik metodou real-time PCR (obr. 29).
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Obr. 27: Metabolicky profil bakterie Pseudomonas syringae
determinované metodou Biolog GEN Il
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ROSTLINOLEKARSKA BAKTERIOLOGIE
Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v. v. i.

Obr. 28: Plynovy chromatograf Obr. 29: PFistroj Rotor-Gene Q
- Agilent Technologies - pro determinaci pro determinaci fytopatogennich bakterii
fytopatogennich bakterii metodou FAME metodou real-time PCR

K odhaleni pfitomnosti nizkych koncentraci patogenl v extraktech (100-1000
bunék/1 ml) se vyuZivd metoda real-time PCR. Uspéind amplifikace
charakteristické sekvence nukleové kyseliny (NK) je zavisld na eliminaci inhibitor(
z rostlinnych pletiv, kontaminaci z prostredi a na vytéznosti DNA patogenu béhem
jeji extrakce. Kdosazeni maximalni vytéinosti bakterialni DNA se vyuzivaji
specialni komeréni kity a protokoly nebo kombinace nékolika protokoll extrakce
(SYNERGY 2.0™, OPS Diagnostics, USA; Microbiome DNA Isolation Kit, Norgen
Biotek, Canada; DNeasy Plant Pro Kit, Qiagen, Germany; GenExXTM Plant Plus kit,
GeneAll, Korea a dalsi). Patovary Ps spojené steplomilnymi peckovinami
syntetizuji nékolik velmi dobfe charakterizovanych fytotoxinu, které se vyuZivaji
pfi jejich diferenciaci. Metodami PCR je moiné detekovat geny zapojené do
syntézy lipodepsipeptidu syringomycinu syrB (Bultreys and Gheysen, 1999),
sekrece syringomycinu syrD a produkce koronatinu cfl (Bereswill et al., 1994).
Universalni detekce komplexu Ps s97 % spolehlivosti je moznd primery Psy
(Guilbaud et al., 2016). Komplex Ps zahrnuje 13 fyloskupin (PG1-PG13), plvodci
korovych nekrdéz na teplomilnych peckovinach byly podle publikovanych studii
zarazeny do fyloskupiny PG1, PG2, PG3 a PG7-8 (Parisi et al., 2019). K stanoveni
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prislusnosti kmene do fyloskupiny komplexu Ps (Berge et al., 2014) se vyuziva
detekce jednoho nebo nékolika konstitutivnich genl PG1 (gyrB), PG7-8 (shcF)
nebo nekonstitutivnich genli PG2 (DUF421), PG3 (DUF1835). Metody PCR s PG
primery dosahuji 99-100% specifity pro bakteridlni suspenze o koncentraci 10’
bunék/ml (tj. 2x10° bunék/2 pl v PCR smési). K identifikaci kment komplexu Ps
sekvenaci a metodou PCR na uUroven patovar(l se vyuzivaji i konstitutivni geny
rpoD (Sarkar and Guttman, 2004; Rajwar and Sahgal, 2016) a cts (Berge et
al.,, 2014). Nové moznosti presné a rychlé identifikace patogen( v rostlinnych
extraktech a smyvech do budoucna dava metoda NGS (Knief, 2014).

Vedle presné determinace kmen( patogend biochemickymi, chemickymi nebo
molekuldarné genetickymi metodami je pro vyhodnoceni jejich potencialni
Skodlivosti v produkénich vysadbach a pfi vyrobé skolkarskych vypéstkd nezbytné
stanovit jejich nukleacni aktivitu, virulenci a kompetitivni vlastnosti, to je
schopnosti kolonizovat rostlinna pletiva a vyvolavat tvorbu nekréz. Mezi plvodci
korovych nekrdz a bakteriemi, které jsou soucasti epifytu teplomilnych peckovin,
je priblizné 10 druhd, které pfispivaji k mrazovym poskozenim rostlinnych pletiv
v jarnim obdobi a usnadiuji nasledné pronikani patogen(i Ps pres poskozend
pletiva do rostliny (Morris et al., 2008). Vedle kmen( Pseudomonas syringae je
proto v epifytu determinovdna pfitomnost druhl Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas viridiflava, Pantoea agglomerans a Xanthomonas campestris. U
determinovanych kmen( se ovéruje schopnost produkovat izoformy INA protein(
a nukleacnich jader postupnym snizovanim teploty ldazné v kryostatu. Mezi
klasifikani testy komplexu Ps patti itest hypersensitivity (HR) na tabaku
(Nicotiana tabacum L.) (obr. 50) (Klement and Goodman, 1967) a testy patogenity
na mladych rostlinach bobu obecného (Vicia faba L.), rajcete jedlého (Solanum
lycopersicum L.), melounu cukrového (Cucumis melo L.) a letorostech tresné
(Prunus avium L.), merunky a broskvoné (Parisi et al., 2019). Schopnost kmenl
prezivat v epifytni mikroflére a kolonizovat povrch rostlinnych pletiv, predevsim
listd, jako nezbytny predpoklad pro vyvolani choroby, je hodnocena v testu
kompetitivnich vlastnosti kmenu v testech in vitro.

Determinace fytoplazem jako pfi¢inného agens je zaloZena na molekularné
genetickych metodach. Fytoplazmy jsou i v pfiznakovych rostlinnych pletivech
pfitomny ve velmi malé koncentraci. Identifikace je naroclna, je tfeba docilit
maximalni vytéZznosti DNA a vyloudit fadu zejména faleSné negativnich vysledk.
Z komercnich kit je pro extrakci DNA vhodny SynergyTM 2.0 Plant DNA
Extraction Kit (OPS Diagnostics, USA). Vysoké koncentrace DNA lze docilit i podle
modifikovaného CTAB (cetyl trimethylamonium bromidem) protokolu (Jarausch et
al.,, 2011). Pro zvySeni pravdépodobnosti zachytu patogenu predchdzi PCR se
specifickymi primery pre-amplifikace rDNA s primery zahrnujicimi sekvenci celé
16SrRNA vcetné 16/23S spacer region pro Sirsi spektrum fytoplazmem na
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drevindch (Schneider et al.,, 1995). U teplomilnych peckovin je naslednd
identifikace vramci AP skupiny (Apple proliferation group; 16SrX) zamérena
prfedevSim na druh Phytoplazma ‘Ca. P. prunorum’ metodou real-time PCR
(Christensen et al., 2004; Hodgetts et al., 2009; Yvon et al., 2009) a konvencni
nested PCR s naslednou RFLP analyzou nebo sekvenaci (Lorenz et al., 1995;
Schneider et al., 1995). V soucasnosti se zejména jako konfirmacéni metoda pro
prokazani pfitomnosti patogenu vcévach a rapicich pouziva fluorescencni
mikroskopie s barvivem DAPI (4‘,6-diamidino-2-phenylindole; EPPO, 2001),
naopak perspektivni jsou DNA barcoding a NGS metody (Next Generation
Sequencing; EPPO, 2016).

Determinace houbovych patogenl je zalozena predevSiim na kombinaci
hodnoceni makroskopickych a mikroskopickych charakteristik Cistych kultur a
vysledkl jejich biochemickych charakteristik metodou Biolog FF, chemickych
charakteristik spektra mastnych kyselin metodou FAME. Z molekularné
genetickych charakteristik se vyuziva real-time PCR, coz umozinuje predevsim
identifikaci karanténni houby Monilinia fructicola (van Brouwershaven et al.,
2010), konvencni PCR k identifikaci Eutypa lata (Lecomte et al., 2000; Catal et al.,
2007) a rozliseni jednotlivych druhl Monilinia, véetné M. laxa (Hughes et al.,
2000; loos and Frey, 2000; Coté et al., 2004) a sekvenace (Travadon and
Baumgartner, 2015). Casové dostupné jsou testy patogenity na plodech
broskvoné a merunky, pfipadné viadu mésicl na senzitivnich semendaccich
teplomilnych peckovin.

Navrhovana metodika vychazi ze dvou predpokladu:

1) Hlavnimi plvodci korovych nekrdz a predéasného odumirdni teplomilnych
peckovin ve stfedni Evropé a v Ceské republice jsou bakterie. Zapojeni hub
jako primarnich pUvodcl nekréz, vadnuti a odumiradni neni doposud
prokazano. Prfiznaky doprovazejici zhorseni zdravotniho stavu a predcasné
odumirdni v disledku bakteridlni infekce mohou byt zaménovany s pfiznaky,
které mohou vurcitém stadiu choroby vyvolavat i nékteré houby a
fytoplazmy. Metodika na zakladé vyse uvedenych poznatk( zahrnuje i
determinaci fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ a houbovych
patogenl rodu Monilinia sp. a Eutypa.

2) Vedle presné determinace patogenu je nezbytné i stanoveni jeho patogennich
a kompetitivnich vlastnosti, které rozhoduji o jeho Uspésnosti v interakci
rostlina-patogen, a tim i o skuteéném dopadu na hospodareni a perspektivu
produkénich sadll a Skolek, které vyrabi sazenice teplomilnych peckovin.
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2. CiL METODIKY

Cilem navrhované metodiky je:

1) popsat ¢asovy rozvrh, zplsob odbéru a velikost vzorkd rdznych rostlinnych
pletiv ovocnych drevin;

2) popsat zplisob zpracovani raznych typ( vzork( v zdavislosti na typu
determinacni metody;

3) optimalizovat metody determinace vcetné fytopatogennich vlastnosti a
nukleaéni aktivity predevsim bakteridlnich plvodcl korovych nekréz;

4) vyhodnotit Skodlivost determinovanych patogenli na zdkladé testl
kompetitivnich schopnosti.

Pri dodrzeni navrhovaného metodického postupu by meélo v produkcnich sadech
na dané lokalité dojit:

1) ke stanoveni podilu jednotlivych druhG mikroorganism na zhorSeném
zdravotnim stavu a pred¢asném odumirdni stromu teplomilnych peckovin;

2) k vyhodnoceni vsech potencialnich zdroji téchto mikroorganismu;

3) k optimalizaci moznych ochrannych opatreni proti dalSimu zavlékani a Sifeni
patogenu v produkénich vysadbach a aplikaci agrotechnickych postupl
podporujicich zdravi a vitalitu stromd.

Pfi dodrzeni navrhovaného metodického postupu by mélo v Skolkarskych

podnicich dojit:

1) k eliminaci infikovanych roubovych a podnozZzovych materiali;

2) k optimalizaci ochrannych opatfeni proti infekci pfi vyrobé roubovanych
sazenic teplomilnych peckovin.

3. VLASTNi POPIS METODIKY

3.1. Odbér vzorkt rostlinnych pletiv

Pro podchyceni vitalnich plvodct korovych nekréz je optimalni zacatek a konec
vegetacniho obdobi s teplotami do 15°C a vyssi relativni vlhkosti (obr. 30). Pfi
nahlém kolapsu lze odebrat vzorky kdykoliv béhem vegetacni sezény. Bakteridlni
plvodce korovych nekréz v nizké koncentraci lze izolovat i béhem obdobi
dormance. Ve vysadbach se odebira cca 20-30 cm vétve, minimalné 5 cm nad a
pod lézi. NUzky se mezi odbérem jednotlivych vzorkd dezinfikuji pouzitim min.
75% etylalkoholu nebo 3% roztoku chlornanu sodného. Pfi kontrole roubovych
materidll se z kazdého baleni konkrétniho genotypu vybird 3-5 letorost(
s minimalnim poctem 50-60 ocek. VSechny vzorky se prepravuji a uskladnuji pred
zpracovanim pfi teploté do 10°C, idedlné v lednici.
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Pro podchyceni plvodcl choroby v epifytni mikroflére pupend, kvétl (obr. 31) a
listd (obr. 32) je optimalni obdobi jara a pozdniho léta (zacatek zari), pred
pfesunem patogenu do jizev po opadu listl. Odbér je tfeba provadét
s doporu¢enym odstupem od aplikace nékterych fungicidnich a baktericidnich
postfik(l (minimalné jeden tyden). Odbér se provadi v rukavicich. Vzorek pupenu,
kvétu nebo listu se odstfihne pfimo do zkumavky s 8 ml sterilni neionizované vody
(sdH,0) s pridavkem 0,1 ml Tweenu 20 nebo na Petriho misku s médiem King B
(King et al., 1954, kapitola 3.6.2.) a bramborovym agarem s pfidavkem glukdzy
(PDA, kapitola 3.6.2.). Zkumavky a misky se v chladu prevezou do laboratore.
Zkumavky se pres noc inkubuji na tfepacce pfi pokojové teploté. Do Petriho misek
se pro zvysSeni vlihkosti prida cca 50 pl sterilni vody a misky se inkubuji 24-48 h pfi
pokojové teploté.

Obr. 30: Nekrotickd Iéze na povrchu kosterni vétve merurky
Obr. 31: Kvéty merunky odebirané pro monitorovani spektra epifytni mikrofléry
Obr. 32: Listy merunky odebirané pro monitorovani spektra epifytni mikrofléry

3.2. Zpracovani vzorku, izolace a kultivace potencialnich patogent

Obr. 33: Pfechod mezi zdravou a infikovanou ¢asti vyhonu merunky
pUvodcem korové nekrdzy na podélném rezu
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3.2.1. Zpracovani vzorkd, izolace a kultivace kmenu bakterii

Ptfi zpracovani vzork( korovych pletiv se povrch nejprve dezinfikuje 75 %
etylalkoholem. Odfizne se vrchni ¢ast korovych pletiv. Na podélném fezu (obr. 33)
se na okraji Iéze odeberou segmenty do 1 cm®. Pro izolaci bakteridlnich patogent
se cca 1-2 g vnitfnich korovych pletiv maceruje ve 2ml sterilni sdH,0 a 10-20 pl se
nanasi na misky s Zivnym agarem King B nebo MPA (kapitola 3.6.2.). Cast
maceratu se pouzije na izolaci DNA a ¢ast se uschova pri -20°C. Kolonie
potencidlnich patogen( a dalSich doprovodnych, potencidlné nukleac¢né aktivnich
bakterii jsou z misek odebirany po 24 h az 5 dnech kultivace pfi 28°C a o¢kovany
podle typu kolonie na nové Zivné médium King B. Po 2-5 dnech jsou pfipraveny
Cisté kultury bakterii vhodné pro determinaci a testy patogenity.

Ve druhé zkumavkové varianté se roztok ze smyvu prelije do sterilni zkumavky a
centrifuguje 10 minut pfi pokojové teploté a 5000 g. Pelet se narfedi 1ml sdH,0 a
dikladné promichd na vortexu. Pipetou se 20ul extraktu nanese a rozetfe na
Petriho misky s Zzivnym médiem King B vhodnym pro kultivaci bakterii. Postup
izolace bakterii je shodny s postupem popsanym pti prfimém kladeni vzorkd na
zivna média (obr. 18, 19, 23). Z c¢asti extraktu se izoluje DNA pro naslednou
determinaci metodou PCR a ¢ast je uschovana pfi -20°C.

3.2.2. Zpracovani vzorku a izolace fytoplazem

Izolace fytoplazem by méla probihat co nejdfive po odbéru vzorkd. Na
prechlazené plose se z listl vyrezdvaji centralni cévni svazky, z vétvi ¢asti floemu a
okamzité se maceruji ve vychlazené treci misce v2 ml chladného maceracniho
pufru (kapitola 3.6.1.). K macerovanym pletivim se postupné za stdlého michani
pridava 15 ml chladného extrakéniho pufru a nasledné se cely objem centrifuguje
4 min ve vychlazené centrifuze pfi 5700 g. Supernatant se v nové zkumavce
centrifuguje 25 min pfi teploté v blizkosti nuly a 9500 g. Po druhé centrifugaci se
pelet naredi 1-2 ml sdH,0. Alternativné |lze maceraci provadét v lyzogennim pufru

(QuickPickWI SML Plant DNA kit, Bio-Nobile) v kombinaci s vazbou na magnetické
kulicky v pfistroji KingFisher® mL (Thermo Scientific; Mehle et al., 2013) nebo v
tekutém dusiku. Z ¢asti hrubého extraktu se izoluje DNA a ¢ast se uchova pfi -
20°C.

3.2.3. Zpracovani vzorkd, izolace a kultivace kmen( hub

Pfi zpracovani vzork( korovych pletiv se povrch nejprve dezinfikuje 75%
etylalkoholem. Odfizne se vrchni ¢ast korovych pletiv. Na podélném fezu se na
okraji léze odeberou segmenty do 1 cm’.

Cast segment( se klade za U¢elem izolace potencialnich houbovych patogend na
Petriho misky s bramborovym agarem (PDA, kapitola 3.6.2.) s pfidavkem
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antibiotik pro potlaceni rGstu bakterii a nej¢astéjsSich houbovych kontaminant(
Rhizopus stolonifer and Botrytis cinerea. Casti vétvi Ize umistit i do vihké komrky
na 24-48 h pfri teploté 24°C. Aktivni spory se nasledné setfou sterilnim vatovym
tamponem a nanesou na PDA agar s pfidavkem antibiotik. Pfitomnost houbovych
patogenu je monitorovana po dobu 4-7 dni kultivace pfi 24°C ve tmé. Mycelium je
prepichovano na nové PDA a V8 Zivné médium (kapitola 3.6.2.). Po 5-10 dnech je
pripravena Cista kultura vhodna pro determinaci metodou Biolog FF.

Ve druhé zkumavkové varianté se postupuje stejné jako u bakterii. Naredény
koncentrat extraktu se po 20 pl nanese a rozetfe na Zivna média PDA a V8 agar
s pridavkem antibiotik pro potlaceni ristu bakterii a saprofytnich hub (kapitola
3.6.2.). Postup izolace je shodny s postupem popsanym pfi pfimém kladeni vzorku
na zivna média. Z casti extraktu se izoluje DNA pro ndaslednou determinaci
metodou PCR a ¢ast je uchovana pfi -20°C.

3.3. Identifikace biochemickymi, chemickymi a molekularné genetickymi
metodami

Pfi identifikaci Cistych kultur potencialnich bakteridlnich a houbovych plvodcl
korovych nekrdz se vyuzivd metoda Biolog. Pro identifikaci bakterii se vyuziva
metoda GEN IlI, pro identifikaci hub metoda FF v kombinaci s mikroskopickymi a
makroskopickymi snimky kultur. Druhou mozZnosti identifikace bakterialnich a
houbovych patogen(l je metoda FAME zaloZzena na rozdilném kvalitativnim a
kvantitativnim zastoupeni mastnych kyselin C9-C20 u jednotlivych entit. Treti
moznosti identifikace houbovych a bakteridlnich patogent jsou po extrakci DNA
molekuldrné genetické metody. Patogen nebo skupinu patogent, houby a
bakterie véetné fytoplazem, lze pomoci specifickych primer(i determinovat i
v rostlinnych extraktech. V metodice jsou uvedeny metody real-time PCR,
konvenéni a nested PCR. U kmenl(, které nelze identifikovat Zadnou z vyse
uvedenych metod se vyuZivd sekvenace. RozSifena a dostupna je hlavné
Sangerova metoda, vhodna pro kratké sekvence jednovlaknové DNA. Vzhledem k
cené pfristrojového vybaveni se provadi predevSim formou zakazky u
specializovanych firem. Priprava vzork( a smési pro sekvenaci se liSi podle firmy.
Dalsi metody prvni (pyrosekvenace) a druhé generace (NGS), které sekvenuiji celé
kratké fragmenty genomu, jsou cenové narocné. Popis téchto metod presahuje
ramec metodiky.

3.3.1. Biolog

Biolog (Biolog Hayward, CA, USA) je metoda zaloZzend na biochemické
charakteristice kmenu, na jejich schopnosti vyuZivat jednotlivé definované
chemické latky (obr. 34-40). Testovani kmenl probihd na 96 jamkovych
destickach s 95 lyofilizovanymi substraty. Ke kazdému substratu je pridano
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oxidacné redukéni Cinidlo tetrazolium chlorid. Pokud mikroorganismus danou
chemickou latku vyuziva, projevi se oxidace substratu barevnou zménou TTC
(2,3,5 triphenyltetrazolium chlorid). Intenzita fialového zabarveni kazdé jamky se
hodnoti spektrofotometricky pfi 490 nm. Vysledky 95 oxidacné redukénich reakci
se porovnavaji s vybranou databazi metody. Pokud je index podobnosti (SIM)
s urcitou entitou v databazi SIM > 0,5 a odstup od dalSich variantnich entit DIST >
8,0, pak je kmen spolehlivé identifikovan. Potencidlni bakteridlni pulvodci
korovych nekrdéz se kultivuji a zpracovavaji podle Biolog protokolu A vhodného
pro vétsSinu aerobnich gramnegativnich i grampozitivnich entit. Bakterialni
suspenze pripravené podle vhodnych protokoll jsou nakapavany do stejného
typu 96 jamkové desticky se substraty GEN Ill. Intenzita fialového zabarveni je
hodnocena po 16, 24 a 48 h inkubace pfi 28°C. Pro potencialni houbové patogeny
se suspenze pfipravuje podle jednotného protokolu. Suspenze se kape do 96
jamkovych desticek FF a intenzita zabarveni se vyhodnocuje po 24h - sedmi dnech
inkubace pfi 26°C v jedné z 6 databdzi. Pro identifikaci houbovych patogent je
vyuzivana databaze Air a Filamentous Fungi. Kmeny se hodnoti podle indexu
podobnosti SIM a mikroskopickych a makroskopickych snimkd mycelia
kultivovaného na definovanych médiich, nejcastéji na bramborovém a
sladinkovém agaru (PDA, SDA; kapitola 3.6.2.) ve dvou shodnych casovych
intervalech, nej¢astéji 5-7 dni a 10-12 dni a za optimalnich svételnych a teplotnich
podminek.

9
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3.3.2. FAME

Druhou metodou vhodnou pro identifikaci bakteridlnich a houbovych kmenU je
metoda zaloZzena na stanoveni mastnych kyselin C9-C20 a jejich mnozZstvi
v bunkach (obr. 41-49). Mastné kyseliny jsou prevadény esterifikaci na tékavé
methylestery, které jsou pak separovany pfi specifické teploté na specidlni koloné
HP-ULTRA 2 v plynovém chromatografu 6850 Series Il (Agilent Technology, Santa
Clara, CA, USA). Typ kyseliny a jeji mnozstvi se hodnoti v plamenové ioniza¢nim
detektoru (FID) a prevadi na elektricky signdl. Pocet uhliki dané mastné kyseliny
(typ kyseliny) se hodnoti podle reten¢niho ¢asu na detektoru (r;). Typ kyseliny Ize
odecist podle vzdalenosti elektrického signdlu od bodu 0 na ¢asové ose x. Cas, za
ktery projde methylester urcité kyseliny kolonou, je na kalibrované koloné
konstantni. Kvantitativni analyza kyselin se vyhodnocuje podle poctu ionizovanych
Castic na FID, ktery prevadi elektricky signal. Vyska pikuse odecita na ose y. Suma
typl mastnych kyselin a jejich mnoiZstvi se porovnava v systému SHERLOCK se
zvolenou databadzi. Pro identifikaci plvodcl korovych nekréz a epifytni mikroflory
teplomilnych peckovin jsou vhodné knihovny pro bakterie TSBA6 a RTSBASG,
ACTING, pro houby FUNGI. Kmen bakterie je identifikovan, pokud je podobnost
s entitou v databazi vétsi nez 50 %, Sim Index > 0,5 a vzdalenost od profilu
mastnych kyselin dalsi nejblizsi entity DIST > 5,0. Bakterialni kmeny jsou 24 h
kultivovany na médiu King B nebo MPAg (kapitola 3.6.2) pti teploté 28°C. Cca 5ul
klicka bakterialni kultury se rozpusti ve zmydelfiovacim roztoku (kapitola 3.6.3.).
Potencialni fytopatogenni houby jsou kultivovany v 50 ml tekutého SDA bujénu
(kapitola 3.6.2.) za neustdlého promichavani na tfepacce pfi cca 150-200 rpm po
dobu 48-72 h pfti 28°C. Narust kultury se hodnoti dle zdkalu. Bujon se pfilije do
sterilni 50 ml zkumavky a centrifuguje 10 minut pfi 5000 g. Vzhledem k nizkému
obsahu mastnych kyselin se cely pelet prenese do sklenéné 10 ml zkumavky a
pridad se zmydelfiovaci roztok (kapitola 3.6.3.). DalSi postup pfipravy methylester(
mastnych kyselin a vyhodnoceni jejich spektra je shodny s postupem u
potencialnich bakteridlnich patogen(. Proces zmydelnéni, esterifikace mastnych
kyselin a jejich extrakce z roztoku probiha podle doporucéeného postupu MIDI
(MIDI, Inc. Newark, DE, USA) a neni proto v metodice podrobné popisovan.

> > >

Obr. 41-46: Postup determinace kmenu fytopatogenni bakterie metodou FAME
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Obr. 47-49: Postup determinace kmenu fytopatogenni bakterie metodou FAME

3.3.3. PCR
3.3.3.1. Extrakce DNA

DNA se extrahuje z mikrobidlnich kmen(, extraktd nebo maceratd pletiv.
V pripadé extrakce DNA z bakteridlnich kmen( se kmeny kultivuji 24 h na Zivhém
médiu King B pri teploté 25-28°C a nasledné se pripravi suspenze o koncentraci
102 bunék/ml (Ag0nm=0,1) ve sterilni sdH,0. Kultura patogenni nebo nepatogenni
houby se kultivuje vtekutém meédiu SAD 2 dny pfi teploté 25-28°C. Zakalené
médium se centrifuguje 10 min. pfi 4500 g. DNA z bakterialni suspenze nebo
mycelia v peletu se nasledné uvolni rychlometodou, tj. 5 min. povafenim nebo
pomoci specidlnich komercnich kit (Qiagen DNeasy Plant Mini kit, Qiagen,
Germany; GeneAll Plant SV Mini kit, Incheon, Korea). Pfi izolaci se vychazi z
doporuceného komeréniho postupu. Oproti doporuc¢enému ndvodu se prodluzuji
doby centrifugace a inkubace ve vSech pripadech o 30 s az 1 min. s cilem zvysit
vytéZznost DNA. Pfi testovani pritomnosti potencidlnich bakteridlnich patogen(
v extraktech a macerdatech se DNA nejcastéji izoluje pomoci kitu Qiagen DNeasy
Plant Mini kit. Pozitivni kontrolou je DNA uvolnénd povarenim nebo izolovana
pomoci kitll ze sbirkovych kmen( zastupujicich patovary Ps vyznamné pro
teplomilné peckoviny - Ps. pv. syringae CCM 4073 (Czech Culture Collection),
CCM 2868, CCM 2870, LMG 1247 (BCCM/LMG Belgian Co-ordinated Collections of
Micro-organisms) a Pseudomonas amygdali pv. morsprunorum LMG 5051 a
Pseudomonas syringae pv. persicae LMG 5184. Pozitivnimi kontrolami jsou
patovary Ps kultivované za stejnych podminek jako izolované kmeny. Pozitivni
kontrolou je DNA izolovand dle stejnych protokoll jako u vzork( z bakteridlni
suspenze sbirkovych kmenil o koncentraci 10® bunék/ml (A = 0,1). Negativni
kontrolou je sdH,O a extrakt zlistovych pupenl meruniky prostych patogenu.
Negativni kontrola se zpracovava a redi stejné jako vzorky.
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V pfipadé testovani pritomnosti bakterii rodu Phytoplasma se dosdhne nejvétsi
vytéZnosti pfi extrakci DNA kitem SynergyTM 2.0 Plant DNA Extraction Kit (OPS
Diagnostics, USA) nebo podle modifikovaného CTAB (cetyl trimethylamonium
bromidem) protokolu (Sambrook and Russell, 2006; Jarausch et al., 2011; kapitola
3.6.4.). Orientacni koncentracer DNA se stanovi nanofotometrem
(NanoPhotometer® P-Class, Implen, Germany). Izolovana DNA se uchovava pfi
teploté minimalné -20°C a nizsi. Jako externi pozitivni a negativni kontrola spravné
izolace se vyuziva komercni DNA (Loewe Biochemica, Darmstadt, Germany).
Redéni se fidi doporu¢enim firmy pro real-time PCR. Negativni kontrolou
amplifikace PCR je sdH,0. Pro kontrolu cilené amplifikace se mlzZe zaradit i interni
pozitivni kontrola, ktera se musi kontrolovat u kazdého vzorku. PCR reakce se
obohacuje napfiklad o primery amplifikujici nespecifickou, napfiklad
eukaryotickou 18S rDNA obsazenou v DNA vzorku, nebo pridavek syntetické
sekvence do DNA vzorku odlisné od sekvence stanovovaného patogenu.

V pfipadé houbovych patogenl se kmeny kultivuji na médiu PDA 10-14 dn( pfi
22-25°C ve tmé. DNA se izoluje z vzdusného mycelia kitem DNeasy® Plant kit
(Qiagen, Germany) nebo metodou CTAB (kapitola 3.6.4.1.). Orientacni stanoveni
koncentrace, uchovavani izolované DNA a prfiprava kontrol je shodna s vyse
uvedenym postupem pro bakterie. Pozitivni kontrolou pfi priznacich Eutypa
diebak je kmen Eutypa Ilata isolate CBS 101932 (Centraalbureau voor
Schimmelcultures). Pozitivni kontrolou pfi pfiznacich oznacovanych jako brown
rot disease jsou kmeny Monilinia laxa ATCC 66106 (merurika, Spanélsko) a ATCC
9961 (merunka, nezndmy pavod), Monilinia fructigena CBS 494.50 (tfesen,
Holandsko), Monilinia fructicola ATCC 42248 (American Type Culture Collection,
broskvon, Novy Zéland), ATCC 46606 (broskvon, USA) a Monilia polystroma CBS
102688 (jablon, Japonsko).

3.3.3.2. Real-time PCR

Pro identifikaci bakterialnich plivodcti korovych nekréz z P. syringae komplexu je
seznam primerQ, velikosti amplifika¢nich produktl, optimalizovanych protokoll
real-PCR pro Rotor-Gene Q 5plex HRM (Qiagen, Germany) s vyuzitim nespecifické
barvy RT2 SYBR® Green gPCR (Qiagen, Germany) a odpovidajicich odkaz( uveden
dle mikroorganismu v kapitole 3.6.5. (Tabulka 1, 2, 3). Amplifikace dcasti
konstitutivnich nebo nekonstitutivnich genl potencidlnich patogen( v extraktech
se vyhodnocuje minimalné pro dvé koncentrace DNA (konc., 10™) a pro tfi
koncentrace neupravené bakterialni suspenze v rozmezi 10°-10° bunék/ml.

Pro Phytoplazma ‘Ca. P. prunorum’ v prvnim kroku real-time PCR metody probiha
pre-amplifikace rDNA s primery zahrnujicimi sekvenci celé 16S rDNA (Christensen
et al., 2013) nebo celé 23S rDNA (Hodgetts et al., 2009) pro SirSi spektrum
fytoplazmem na drevinach. Po pre-amplifikaci je 1-2 pl PCR produktl pouZit jako
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templat v PCR reakci se specifickymi primery ESFY-f/ ESFY-r (Mehle et al., 2013;
kapitola 3.6.6., Tabulka 4 az 6) pro fytoplazmu Ca. P. prunorum.

K identifikaci a rozliseni ¢tyf plvodcl hnédé houbové hniloby z rodu Monilinia je
validovana metoda van Brouwershaven et al. (2010), Mon 139F/Mon 139R se
sondou P_fc pro identifikaci M. fructicola a sondou P_fg/1x/ps pro identifikaci
zbyvajicich tfi druh( (kapitola 3.6.7., Tabulka 11-13).

Vyhodnoceni vysledkd amplifikace se u metody real-time PCR provadi podle
hodnoty c; - cycle threshold - pocet cykll, za ktery fluorescenéni signdl prekroci
hranici fluorescencniho pozadi vredlném case. Obecné je hodnota c; pfi
pozitivnim vysledku pro rozdilné bakteridlni patogeny < 33; pro houbové
patogeny a fytoplazmy c; < 40. Po ukonceni amplifikace se vyhodnocuje kvalita
produktd amplifikace. Produkty PCR se hodnoti podle t,, — mealting point —
teploty denaturace produktd PCR. Pfi spravné zvolenych primerech a Cisté vychozi
DNA amplifikacni produkty jedné reakce PCR taji pri jedné teploté. Hodnoty c;a t,
se hodnoti v porovnani s pozitivnimi a negativnimi kontrolami pro dany patogen.

3.3.3.3. Konvencni a nested PCR

Vzhledem k narocnosti identifikace a rozliSeni nékterych druhll zejména
fytopatogennich hub a fytoplazem nejsou doposud ani pro vSechny
fytokaranténni Cinitele validovany metody real-time PCR. Identifikace témito
metodami je casové a pristrojové narocnéjsi. Pro vyhodnoceni vysledk
amplifikace vyZaduje elektroforetickou separaci a vizualizaci produktd PCR
(kapitola 3.6.8.). Dosazeni dostatecné koncentrace u fytoplazem vyZzaduje pre-
amplifikaci sekvence spolecné pro vsechny fytoplazmy. Pro identifikaci houbovych
patogenu se pouzivaji dvé koncentrace DNA izolované z houbového mycelia
vrozmezi 10-50 ng a DNA extrahovana zrostlinného pletiva, tenkych platkd
terminalnich vétvi a letorost(, fapikd a plodd fedénd 1:10 a 1:50.

Pro identifikaci Phytoplazma ‘Ca. P. prunorum’ je validovana vedle real-time PCR i
metoda klasické a nested PCR. Vice validovanych metod minimalné umozniuje
kritické porovnani vysledkl rGznych metod, které vyuzivaji k identifikaci odliSné
genetické sekvence patogenu. Klasickd metoda PCR zahrnuje dva kroky. V prvnim
kroku zahrnuje amplifikaci 16S rRNA Sirsi skupiny fytoplazmem s primery fU5/rU3
(Lorenz et al., 1995, kapitola 3.6.6., Tabulka 7-9). V druhém kroku metodou RFLP
4h pti 37°C (kapitola 3.6.6., Tabulka 10) probiha Stépeni produktli PCR s
restrikénimi endonukledzami Sspl, BsaAl, Rsal. Elektroforézou se podle velikosti
fragment( rozlisi fytoplazmy Candidatus Phytoplasma mali (Ca. P. mali), Ca. P.
pyri a cilené Ca. P. prunorum. Elektroforéza probihd za shodnych podminek jako
kontrola produktll real-time PCR (kapitola 3.6.8.). Sledovand fytoplazma Ca. P.
prunorum jako jedina tvofi pri Stépeni endonukledazou Rsal fragment o velikosti
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351 a 392 bp a pfi Stépeni BsaAl jako jedina tvofi fragment o velikosti 452 bp
(Schneider et al., 1995).

U nested PCR zahrnuje identifikace Ca. P. prunorum tfi kroky. V prvnim kroku se
pre-amplifikuje skupina fytoplazem Ca. P. mali sprimery P1/P7 konvencni
metodou PCR (Schneider et al., 1995). V druhém kroku metodou nested PCR
probiha amplifikace se specifickymi primery fO1/rO1 (Lorenz et al., 1995, kapitola
3.6.6., Tabulka 7-10). Metodou RFLP se vysledné produkty nested PCR Stépi tremi
restrikénimi endonukledzami. Sledovana fytoplazma Ca. P. prunorum jedina tvofri
pfi elektroforéze po stépeni endonukledzou Rsal fragment o velikosti 392 bp a pfi
Stépeni BsaAl fragment o velikosti 452 bp (Schneider et al., 1995). Druhou
moznosti identifikace jednotlivych fytoplazem je sekvenace produktd nested PCR.
Pro rozliSeni houbovych patogen( Monilinia spp. je doporucovana konvenéni PCR
(loos and Frey, 2000; Bulletinu 39, 2009; kapitola 3.6.7., Tabulka 11-13) véetné M.
laxa vyvolavajici nahlé vadnuti. Validovana je také multiplex konvencéni PCR
metoda na rozliSeni vSech ¢tyf druh( (Coté et al., 2004).

Pro dalsi houbovy patogen Eutypa lata jsou pro konvencni PCR vyuzZivany
specifické primery primarné urcené pro identifikaci patogenu v pletivech révy
vinné a jeho odliSeni od dalSich houbovych patogent (kapitola 3.6.7., Tabulka 14-
16). Pro E. lata v pletivech zejména merunky jsou relevantni dvé dvojice primeru
Lata 1/Lata 2-2 (E. lata ITS regions, Lecomte et al., 2000) a EL1/EL4 (E. lata ITS
regions, Catal et al., 2007) po predchozi pre-amplifikaci pomoci universalnich
primer0 ITS1F/ITS4 .

3.3.3.4. Elektroforéza

Typ PCR produktd nebo fragmenty Stépeni RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism, polymorfismus délky restrikénich fragment() lze analyzovat real-
time horizontdIni elektroforézou (runView, Cleaver Scientific Ltd., Rugby, UK) pfi
80 V v2 % agardézovém gelu (pro 100-3000 bp, pfiprava 3.6.8.) s pfidavkem
Midori Green DNA Stain 3 pl/100 ml gelu (Nippon Genetics Europe GmbH, Diiren,
Germany) v rozmezi 5-10 pl/jamku. Do krajnich jamek gelu se nanasi 3-5 ul DNA
bp standard (ladder) jeho volba se fidi o¢ekavanou velikosti amplikonG. Do jamek
se nandsi 8-12 ul smési produktd PCR nebo fragmentl Stépeni. Elektroforéza
probiha v prostfedi pufr(, napf. TBE (kapitola 3.6.8.) 30-120 min. Separaci
produktl je moZné ihned po spusténi elektroforézy vizualizovat pod modrym
zarenim (470 nm) a regulovat tak prUbéh elektroforézy. Vyhodnoceni
elektroforetické separace probiha na agarézovém gelu porovnanim s PCR
produkty nebo fragmenty Stépeni pozitivnich a negativnich kontrol a DNA bp
standardem. Pro vétSinu separovanych smési vramci determinace patogeni
teplomilnych peckovin postacuji DNA standardy v rozmezi 50-1200 bp (napf. PCR
100 bp Low Marker, 100-1000 bp, Sigma, USA) s definovanou velikosti
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jednotlivych fragmentd. Hodnoti se velikost PCR produktu nebo fragmentu
Stépeni podle poctu parQ bazi (bp) dle DNA bp standardu (ladder) a pfiblizna
kvantita podle tloustky prouzku.

3.4. Stanoveni fytopatogennich vlastnosti

Vysledky determinaénich metod musi byt ukonceny biologickym testem a reizolaci
kultivovatelnych patogenld a vyjimecné vyvolanim specifickych pfiznakl po
inokulaci fytoplazem.

Fytopatogenni vlastnosti u potencialnich bakterialnich patogen( jsou ovérovany
v testu hypersensitivity na rostlinach tabaku. Pozitivni kmeny jsou dale testovany
na vyhonech a semenacich merunky a broskvoné. Vyhodnocuji se i jejich
kompetitivni vlastnosti a schopnost bakteridlnich kmenU pfispivat k mrazovym
poskozenim rostlin — INA aktivita.

3.4.1. Test hypersenzitivity na tabaku

Z 24 h staré bakteridlni kultury se pfipravi suspenze o koncentraci 10° - 10°
bunék/ml ve sterilni vodé. Rostliny tabdku se pred inokulaci 24 h nezalévaji. Test
se provadi pri pokojové teploté. Suspenze se pod tlakem vpravi do mezizilkového
pletiva listovych Cepeli nebo injikuje pfimo do Zilek v listu. Jako negativni kontrola
se pouziva sterilni voda a jako pozitivni kontrola suspenze virulentniho
bakteridlniho kmene P. syringae. Vysledek se vyhodnocuje 24-48 h po infiltraci.
Pokud je infiltrovany kmen virulentni, listy v misté inokulace vadnou a vytvareji se
Zluté az cerné nekrotické léze (obr. 50). V extrémnim ptipadé dochazi k vadnuti
Casti rostliny. Pozitivni kmeny jsou dale testovany na mladych rostlinach fazolu,
vyhonech a semenacich merunky a broskvoné.

Obr. 50: Hypersenzitivni reakce izolatu fytopatogenni bakterie Pseudomonas syringae
na listu tabaku
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3.4.2. Test patogenity na mladych rostlinach bobu nebo rajcete

Kmeny pozitivni v testu hypersenzitivity se dale testuji na mladych rostlinach
bobu obecného (Vicia faba L.), lilku rajéete (Solanum lycopersicum L.). Z 24 h staré
bakteridlni kultury se pfipravi suspenze o koncentraci 10° - 10° bunék/ml ve
sterilni vodé. Rostliny se inokuluji ve fazi dvou pravych list(, 24 h pred inokulaci se
nezalévaji. Suspenze testovanych kmenU se inokuluji do stonkl rostlin. Jako
negativni kontrola se pouziva sterilni voda a jako pozitivni kontrola suspenze
virulentniho bakterialniho kmene P. syringae. Rostliny se vyhodnocuji po dobu 2-3
tydnl. Pokud je inokulovany kmen virulentni, vytvari se kolem mista vpichu léze,
v jejim okoli vadnou a zasychaji listy. Celé rostliny vadnou i pfi minimalnim
vodnim stresu. V extrémnim pripadé vadnou a usychaji ¢asti nebo celé rostliny.

3.4.3. Test patogenity na vyhonech merunky a broskvoné

Detasované vyhony z neoSetfovanych strom0 merunky a broskvoné o délce cca
30-40 cm se co nejrychleji po nastrihani rozdeéli po trech kusech do nadob s vodou
a inokuluji se testovanymi kmeny. Inokulace probiha v rlstové komore pti denni
teploté 20-22°C, nocni teploté 15-17°C, délka dne je 16 h. Pro kazdy kmen se
pFipravi z 24 h staré bakterialni kultury suspenze o koncentraci 10° bunék/ml ve
sterilni vodé. Do suspenze se prida 0,2 ml Tweenu 20. Na kontrolni vyhony se
aplikuje voda, 3-5 vyhon( se ponechava bez zasahu. VSechny rostliny, kromé
neoSetfenych, se na 24 h prekryji polyethylenovym obalem. Po uplynuti této doby
se obaly odstrani. Provadi se vizualni hodnoceni po dobu 10-15 dni. Hodnoti se
rychlost tvorby a pocCet nekréz na listech a jejich vadnuti v porovnani
s neoSetfenou a negativni kontrolou (obr. 51-54). Podle vitality vyhonU se po 10-
15 dnech na kompetitivni test odebiraji listy s pfiznaky a bez pfiznakd.

Obr. 51-54: Patogenni reakce na detaSovanych vyhonech a listech meruriky (vlevo) a broskvoné
(vpravo) po aplikaci fytopatogenni bakterie Pseudomonas syringae
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3.4.4. Test patogenity na semenaccich teplomilnych peckovin

Ve skleniku se napé&stuji 3-6 mésiéni semenacky merufiky a broskvond. Cast
semenackd se v mésici breznu premisti do sitovniku, pfiblizné jeden mésic pred
aplikaci posttiku. Pro kaidy pozitivni kmen v testu hypersenzitivity a testech
patogenity na vyhonech meruriky a broskvoné se pfipravi z 24 h staré bakterialni
kultury suspenze o koncentraci 10° bunék/ml ve sterilni vodé. Do suspenze se
prida 0,2 ml Tweenu 20. Semenacky se 24-48 h pred aplikaci nezalévaji. Suspenze
se aplikuje soucasné ve skleniku a sitovniku, kazdy izolat minimalné na dvé
rostliny ve skleniku a v sitovniku. Na kontrolni rostliny se aplikuje voda. Pro
aplikaci venku je idedlni bezvétfi a oblacné pocasi. Rostliny se na 24 h prekryji
polyethylenovym obalem. Po uplynuti této doby se obaly odstrani a semenacky se
zaliji. Nasledné se provadi pouze pravidelnd zalivka a vizualni hodnoceni
v tydennim intervalu. Hodnoti se rychlost tvorby a pocet nekrdz na listech, jejich
vadnuti, pfipadné tvorba vodnatych |ézi na vétvich a celkova vitalita semenace
(obr. 55).V mési¢nich intervalech po dobu 1 roku se hodnoti pFitomnost
patogenu v epifytni mikrofléfe, jeho schopnost pronikat prfes poranéni do
vnitrnich pletiv rostliny a prezimovat v jizvach po listech a korovych nekrézach.
Pritomnost v epifytni mikroflére a korovych nekrdzach se hodnoti stejné jako u
vzork(l odebranych v produkénich sadech. Odbér a zpracovani je popsadno v
kapitole 3.1. a 3.2., kmeny jsou determinovany metodou Biolog (kapitola 3.3.1.) a
ovéreny v testu hypersenzitivity (kapitola 3.4.1.).

Obr. 55: Zasychajici vrcholova ¢ast letorostu merunky
po inokulaci bakterii Pseudomonas syringae

3.4.5. Kompetitivni test

Pfezivani a vitalita inokulovaného kmene v epifytni mikrofléfe vyhonl a na
semendaccich genotypd meruriky a broskvoné se hodnoti 10-15 dni po jejich
inokulaci. Odbér listd a zpracovani je popsano v kapitole 3.1. a 3.2. Kazdy smyv
z list(i se po 10 pl nandsi na dvé Petriho misky s Zivnym médiem King B (kapitola
3.6.2.). Celkovy narust bakteridlnich kolonii a pomérné zastoupeni inokulovaného
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kmene v porovndni s potem a zastoupenim ostatnich epifytnich entit se hodnoti
po 2-5 dnech. Vyhodnoti se kvalitativni a kvantitativni odchylky od smyvu z list( z
neoSetfenych vyhonli a vyhonU oSetfenych vodou s Tweenem 20. Variantni
metodou je stér epifytni mikrofléry tampdnem. Nasbirané bakterie se uvolni do
1,0-1,5 ml sterilni sdH,0, nandsi se stejnym tamponem formou kfiZového roztéru
na Petriho misky s Zivnym médiem (obr. 56, 57, 58). Vyhodnocovani probiha
stejné jako u smyvu z odstfizenych listl. Roztok Ize vyuzit i k izolaci DNA a analyze
nekterou z metod PCR.

Obr. 56, 57: Kfizovy roztér smyvu epifytni mikrofléry do sterilni destilované vody
na Zivném médiu

Obr. 58: Antibiotické zény bakteridlnich izolatl ziskanych z epifytu merunky vytvorené
na Zivném médiu kontaminovaném plivodci bakterialni korové nekrdzy
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3.4.6. Testovani patogenity fytoplazem

Testovani patogenity fytoplazem se vzhledem kcasové narocnosti béiné
neprovadi. Semenacky nebo mladé stromky peckovin se inokuluji roubovanim
pozitivné testovaného Stépu. Stromky se sleduji v porovnani se zdravou kontrolou
3-4 roky, semenacky ve skleniku minimalné 3-6 mésicu.

3.4.7. Testovani patogenity u potencialnich houbovych patogeni

Testovani patogenity Eutypa lata, Monilinia laxa a dalSich houbovych patogent je
¢asové narocné. Provadi se ve skleniku nebo v polnich podminkdach. Ve skleniku se
inokuluji semenacky merunék, v polnich podminkach idealné mladé stromky pro
rychlejsi dosazeni vysledk(l. U tenkych semenack(i se pouze poskodi povrchova
pletiva stonku a na odhalend korova pletiva se skalpelem nanese z média PDA 14-
30 denni mycelium. Misto inokulace se zakryje parafinem. U stromk( se pouze
nafiznou povrchova pletiva a pod né se vloZi cca 1 cm?® segment agaru s myceliem.
Misto poranéni se opét prekryje parafinem. Semenacky i mladé stromky se
hodnoti v mési¢nich intervalech. Doba trvani testu je nejméné 3-6 mésicl ve
skleniku a jednu vegetacni sezénu v polnich podminkach. Hodnoti se rychlost
tvorby |ézi a velikost 1ézi. Reizolace patogenu se provadi po 3-12 mésicich z okrajl
léze shodné jako v kapitole 3.2. Zpracovani vzorku, izolace a kultivace kmen(
bakterii a hub.

Patogenitu M. laxa lze testovat na plodech meruriky. Na dozrdvajicim plodu se po
povrchové dezinfekci sterilnim skalpelem nafizne na 2-3 mistech (dle velikosti
plodu) ve tvaru pismene U cca 1-2 cm” slupky. Mezi slupku a duZninu se umisti
segment s vyzralym myceliem. Plody se umisti do uzavieného kontejneru. Po 5-7
dnech se pokus vyhodnoti. Hodnoti se velikost a rychlost tvorby hnilobné hnédé
zabarvené |éze. Patogen se reizoluje z okrajové c¢asti léze na PDA médium
(kapitola 3.6.2.) a determinuje podle makro a mikroskopickych charakteristik
nebo metodou PCR.

3.5. Nukleacni aktivita fytopatogennich a dalSich kompetitivné vyznamnych
epifytnich bakterii

Cast bakteridlnich pavodctl korovych nekréz a nékteré epifytni bakterie pFispivaji i
k pfedCasné tvorbé nukleacnich jader. Nukleacni aktivita bakteridlnich kmen( se
stanovuje v kryostatu (obr. 59) v etylalkoholové |azni (< 95 %). Pro kazdy kmen se
z 24 h staré bakteridlni kultury pfipravi suspenze o koncentraci 10° — 10°
bunék/ml ve sterilni sdH,0. Jako kontrola se pouZivad sdH,0 voda. Zkumavka s 5
ml bakteridlni suspenze se v etylalkoholové [azni vychladi na vychozi teplotu 0°C.
Po 30 minutach se zacne teplota v pravidelnych pulhodinovych intervalech
snizovat o 0,5°C. Zmrzlé suspenze se po uplynuti 30 min. pfi dané teploté vyradi.
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Teplota se postupné sniZuje az do -8°C. Teplota mrznuti suspenze se stanovuje ve
dvou opakovanich a ve dvou koncentracich. Nukleacni aktivni kmeny mrznou do
teploty -4°C.

Obr. 59: Ledova nukleacni aktivita bakteridlniho izolatu pri teploté -3,2°C ve zkumavce (vpravo)
v porovnani s kontrolni variantou sdH,0 (vlevo)

3.6. Metody, roztoky, média a jejich priprava
3.6.1. Zpracovani vzorku rostlinnych pletiv

Maceracni a extrakcni pufr

K;HPO, x 3H,0 220 g

KH,PO, 4,1 g
sachardza 100,0 g
polyvinyl pyrrolidon (PVPK15, MW 10 000) 20,0 g
BSA (bovinni sérovy albumin) 15 g
destilovana voda 1000ml

pH (25°C) 7,6

pred pouzitim pridat na 200 ml pufru 1,1 g kyseliny askorbové
uchovani v lednici pfi teploté 4°C do druhého dne
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3.6.2. l1zolace, kultivace

King B - kultivace bakterii

kvasnicni extrakt 10,0 g
glycerin 30 g
K;HPO, 04 g
Na,HPO, 04 g
glukoza 20 g
agar 12,0 g
destilovana voda 1000 ml
pH (25°C) 6,8-7,2

autoklavovat 20 min pfi 121°C

Potato Dextrose agar (PDA) - kultivace patogennich a nepatogennich plisni

dextréza 200 g
bramborovy extrakt 40 g
agar 15,0 g
destilovana voda 980 ml
pH (25°C) 5,4-5,8

autoklavovat 20 min pfri 121°C

vychladit na 50°C a pfidat

chloramphenicol 25 mg v 10 ml sterilni vody
chlortetracycline 40 mg v 10 ml sterilni vody

Sabouraud Dextrose bujon (SDA) - kultivace patogennich a nepatogennich

plisni
glukdza 40,0 g
pepton 10,0 g
destilovana voda 1000 ml
pH (25°C) 5,4-5,8
autoklavovat 20 min pfi 121°C
3.6.3. FAME
Zmydelnovaci smés

NaOH (ACS grade) 450 g
CH50OH 150,0 ml
deionizovand voda 150 ml
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3.6.4. I1zolace DNA

Modifikovany CTAB postup izolace DNA

1. Extrakt obohaceny o fytoplazmy se zkoncentruje v predchlazené
centrifuze za 20-25 min pfi 9500g.

2. Pelet se resuspeduje v1 ml extrakéniho CTAB pufru predehfatém na
teplotu 60°C a inkubuje 10-30 min. ve vodni lazni pfi teploté 60°C.

3. Lyzat se smichd se smési chloroform/isoamyl alkohol (24:1, v/v)
a protfepava 5 min.

4. Lyzat se centrifuguje 10 min. pri 7 600g.

5. Pelet se promicha s 1,5 ml 70% ethylalkoholu vychlazenym na teplotu -
20°C.

6. Smés se protrepava 1 min.

7. Smés se zcentrifuguje 5 min pri 10 500 g.

8. Supernatant se opatrné slije a centrifugace se opakuje 10 min pfri
13 900g.

9. Supernatant se opatrné slije a pelet se rozpusti v 100 ul TE pufru (No.
786, G-Biosciences, USA; 10mM Tris, 1ImM EDTA, pH 8).

10.Vyizolovana DNA se uchovava min. pri teploté -20°C.

Extrakéni pufr (CTAB Extraction Buffer Product No. CEB 500-02, OPS
Diagnostics, USA)
nebo pripravit:

hexadecyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) 25 g
polyvinyl pyrrolidone (PVPK30, MW 40 000) 10 g
NaCl (28 ml 5M Nacl) 82 g
ethylen diamintetraoctan disodny (4 ml 0, 5M EDTA Na,) 07 g
TRIS (10 ml 1 M TRIS) 12 g
sterilni destilovana voda 100 ml
pH (25°C) 8,0

pred pouzitim pfidat 0,2 ml 2-merkaptoethanolu
skladovat pri pokojové teploté max. 2 dny
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3.6.5. PCR - bakterie

Tabulka 1: Specifické  primery pro identifikaci bakterii z komplexu
Pseudomonas syringae metodou real-time PCR
Primery pro Sekvence Hybridiza¢ | Velikost | Koncentrace Literatura
real-time ni teplota amp. c(uM)
PCR (°C) useka (bp) | V(ul/reakci)
5-CTTTCCGTGGTCTT
B1/B2 ,
(syringomyci | ST CAGE3 60 752 10 uM /2 i | SOrensen etal,
YrNBOMYC! | . +cGATTTTGCCGFG UM/ 1998
n synthesis) ,
ATGAGTC-3
HrpL1/HrpL2 5'-TTGGCTAGGTATC
PLY/MIPLS | GetaTae-37 Alfano et al.,
(Ps. syringae) | _, 52 600 10 uM /1 pl
5°-AGGACCCAGTTTT 1996
A7/A8 ,
GGAGTGC-3
SyD1/SyD2 5'-CAGCGGCGTTGCG
(Zrin g’m TCCATTGC-3’ 60 1040 | 10um /2w | Bultreysand
YINBOM- | o +GCCGCCGACGAT HV7Z U] Gheysen, 1999
secretion) ]
GTAGACCAGC-3
PsyF/PsyR 5'-ATGATCGGAGCGG
ACAAG-3’ Guilbaud et al.
Pseud. 61 144 10 uM /1 ul !
(Pseu 5"-GCTCTTGAGGCAA MM /1 2016
syringae) ,
GCACT-3
5°-AGAACTTCTGTTGC
PG1Fw/PG1 |TGACAGTACG-3’ Borschinger et
63 321 10 uM /2 ul
Rv 5"-CAATACCGTCATCG MM /2 al., 2016
CGCTGGACA-3’
5°-AGCAGCGATTTATT
PG2Fw/PG2 |TTGTCTTGA-3’ Borschinger et
60 341 10 uM /2 ul
Rv 5"-ATGATCGCGTACCT M /2 1 al., 2016
GATGTC-3’
5'-AAGCGTGCCAAAG
PG3Fw/PG3 |AGCTTCT-3’ Borschinger et
61 837 10 uM /2 ul
Rv 5"-ATGATCGCGTACCT M /2 1 al., 2016
GATGTC-3’
5'-CACCTGACTTACTG
PG4Fw/PG4 |ATCAAT-3’ Borschinger et
60 845 10 uM /2 ul
Rv 5"-ACAGGCACGCATA MM /2 al., 2016
TATCGTT-3’
5'-CGACCTGCTTTCGA
shcFw/shcRy TCA-3’ Bartoli et al
PG7 and 54 850 10 uM /2 ul v
LGS)an 5".TCAATACTCTGGAG M /2 1 2014

ATCAG-3’
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Primery pro Sekvence Hybridiza¢ | Velikost | Koncentrace Literatura
sekvenaci ni teplota amp. c(pm)
(°C) usekad (bp) | V(ul/reakci)
5'-AGTTGATCATCGA
GGCGCWGCC-3’ Berge et
ctsFP/ctsRP 56 480 10 uM /1 pl
/ 5" TGATCGGTTTGATC MM /1 1 al., 2014
TCGCACGG-3'
poD 5’-AAGGCGARATCGA
i AATCGCCAAGCG-3’ Sarkar and
E D- 44 10 puM /2 pl
sz/crpo 5'-GGAACWKGCGCA °3 ° OUM /2| Gyttman, 2004
P GGAAGTCGGCACG-3'
5'-CCCGTCGAGCTGCC Sarkar and
Cts-Fs AATWTTGCTGA-3’ >8 487 1 01UM/S | ¢ iman, 2004
5’-AAGCGTATCGAAG Sarkar and
poD-Fs AAGGCATYCGTG-3' >3 452 1 01UM/S | ¢ iman, 2004

Tabulka 2: Reakéni smés pro amplifikaci specifickych Usek( bakterii jednotlivych
skupin komplexu Pseudomonas syringae metodou real-time PCR

Reagencie 1 reakce (pl)
kit pro Rotor Gene Sybr Green 12,0
primer F/primer R (10uM) 1,0-2,0/1,0-2,0
template DNA (vzorek) 2,0
sdH,0 9,0-10,0
celkem 25,0

Tabulka 3: Cyklus pro amplifikaci specifickych Usekd bakterii jednotlivych skupin
komplexu Pseudomonas syringae metodou real-time PCR

Operace Teplota (°C) Doba Pocet cyklt
pocatecni denaturace* 95 5 min. 1
denaturace 92 30s

annealing dle primeru 30s 40
elongace 72 30s

PREDCASNE ODUMIRANI TEPLOMILNYCH PECKOVIN

37



3.6.6. PCR - fytoplazmy

Tabulka 4: Primery pro pre-amplifikaci dle (Christensen et al., 2004), (Hodgetts et
al., 2009)* SirSiho spektra fytoplazem na drevinach a ndslednou

amplifikaci**  fytoplazmy ,Candidatus Phytoplasma prunorum’
metodou real-time PCR
Primery pro Sekvence Hybridiza€¢ | Velikost | Koncentrace Literatura
konvencni ni teplota amp. c(pum)
a real-time (°C) usekt (bp) | V(ul/reakci)
PCR
F 5'-CGTACGCAAGTAT
GAAACTAAAGGAT-3’ 10 uM /0,3 pl
R 5'-TCTTCGCAATTAAA ) Christensen
Y 10 pM /0,9 pl
CAACATGATCCA-3 60 / et al., 2004
sonda 5'-FAM-TGACGGGAC
TCCGCACAAGCG-TA 2,5 UM /0,4 pl
MRA-3’
JH-F1* 5'-GGTCTCCGAATGG
GAAAACC-3’ 10 pM /0,3 pl
JH-Fall* 5'-ATTTCCGAATCGGG
GCAACC-3’ 10 pM /0,3 pl
60 / Hodgetts et
JH-R* 5'-CTCGTCACTACTAC al., 2009
CRGAATCGTTATTAC-
3 10 uM /0,3 ul
SONDA JH- |5'-FAM-AACTGAAATA
Puni* TCTAAGTAAC-MGB-3' 25 UM /04
F** 5'-TGGTTAGAGCACA
CGCCTGAT-3’ 10 uM /0,9 ul
R** 5'-TCCACTGTGCGCCC Hodgetts et
TTAATT-3 60 / 10 uM /0,9 ul al., 2009
ESFY 5'-FAM-CAAAATATTT
sonda** ATTTTAAAAAAACAA 2,5uM /0,4 ul
GCTC-MGB-3'
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Tabulka 5: Reakéni smés pro pre-amplifikaci Usekt specifickych pro Sirsi spektrum
fytoplazem na dfevinach (Christensen et al., 2004), (Hodgetts et al.,
2009)* a amplifikaci usekd specifickych pro Candidatus Phytoplasma
prunorum (Hodgetts et al., 2009)** metodou real-time PCR

Reagencie 1 reakce (pl) 1 reakce (ul) 1 reakce (ul)
Christensen et al., Hodgetts et al., Hodgetts et al.,
2004 2009* 2009**

Tag DNA polymerasa 0,5 0,5 /
TagMan PCR master mix / / 12,5
pufr+dNTPs 4+0,5 4+0,5 /
primer F (10 uM) 0,8 0,8 2,3
Primer F all* / 0,8 /
primer R (10 uM) 0,8 0,8 2,3
sonda (2,5 uM) 0,9 1,0 0,9
template DNA (vzorek) 5,0 5,0 5,0
sdH,0 12,0 11,6 2,0
celkem 25,0 25,0 25,0

Tabulka 6: Cyklus pro pre-amplifikaci usek( specifickych pro Sirsi spektrum
fytoplazem na dfevinach dle Christensen et al., 2004 , Hodgetts et al.,
2009* a amplifikaci usekl specifickych pro Candidatus Phytoplasma
prunorum (Hodgetts et al., 2009) metodou real-time PCR

Operace Teplota (°C) Doba Pocet cyklt
iniciace 50 2 min.

pocatecni denaturace 95 10 min.

denaturace 95 15s

annealing 60 1 min. 45 (40%*)
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Tabulka 7: Primery pro amplifikaci SirSiho spektra cytoplazem na dfevinach
konvencni metodou PCR a pre-amplifikaci* SirSiho spektra fytoplazem
na drevinach a identifikaci** fytoplazmy ,Candidatus Phytoplasma
prunorum‘ nested PCR metodou

Primery Sekvence Hybridi | Velikost | Koncentrace | Literatura
pro PCR zacni amp. c(pm)
teplota | usekut V(ul/reakci)
(°C) (bp)

fus 5'-CGGCAATGGAGGAAACT-3' 55 862 100 uM /0,2 pl | Lorenz et
ru3 5'-TTCAGCTACTCTTTGTAACA-3 100 uM /0,2 pl | al., 1995
P1* 5’—IAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT 10 UM /1,0 i Schneider

-3 55 1850 et al.,
P7* 5'-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3’ 10 uM /1,0 ul 1995
fo1** 5'-CGGAAACTTTTAGTTTCAGT-3' s 1100 1uM /2 pl Lorenz et
ro1** 5'-AAGTGCCCAACTAAATGAT-3’ 1uM /2 ul al., 1995

Tabulka 8: Reakéni smés pro amplifikaci SirSiho spektra fytoplazem na drevinach
konvencéni metodou PCR a pre-amplifikaci* SirSiho spektra fytoplazem
na drevindch a identifikaci** fytoplazmy ,Candidatus Phytoplasma
prunorum’ nested PCR metodou

1 *

restce) | pengandrin, | 1o 0

Lorenz et al. 1995 | 1991; Schneider 1995

et al., 1995

Taqg DNA polymerasa 0,2 0,2 0,2
pufr+dNTPs+BSA 4+0,5+40,1 5+0,5+0,0 5,0+0,5+0,0
primer F (10uM) 2,0 1,0 1,0
primer R (10uM) 2,0 1,0 1,0
template (DNA, PCR produkt**) 5,0 2,0 2,0
sdH,0 26,2 15,3 15,3
celkem 40 25 25
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Tabulka 9: Cyklus pro amplifikaci SirSiho spektra fytoplazem na drevinach
konvencni metodou PCR a pre-amplifikaci* SirSiho spektra fytoplazem
na drevinach a identifikaci** fytoplazmy ,Candidatus Phytoplasma
prunorum’ nested PCR metodou

Operace Teplota | Doba | Cyklus | Teplota | Doba | Cyklus | Teplota | Doba | Cyklus
(oc) * (Oc) * * k¥ (°c) * %k * %k
iniciace 94 2 min. 94 2 min. 94 2 min.
denaturace 94 20s 94 1 min. 94 1 min.
anneling 55 20s 40 55 1 min. 36 55 1 min. 38
elongace 72 1 min. 72 1 min. 72 1 min.
finalni 72 | 4 min. 72 | 8 min. 72 | 8 min.
elongace

Tabulka 10: RFLP analyza produktl konvenéni nebo nested PCR, identifikace
fragment( Candidatus Phytoplasma prunorum’

. 1 reakce (pl) 1 reakce (pl)*
Reagencie .
. BsaAl (Biolabs, Rsal (Promega,
Schneider et al., 1995
Fermentas) Fermentas)
restrikéni enzymovy pufr 10x 2,0 2,0
restrikéni enzym 10U/ ul 0,1 0,1
PCR konven¢ni nebo nested PCR produkt 12,0 12,0
celkem 20 20
elektroforéza fragmentl po nested PCR (bp) 452 351a392
elektroforéza fragmentl po konvencni PCR (bp) 452 392

PREDCASNE ODUMIRAN{ TEPLOMILNYCH PECKOVIN 41



3.6.7. PCR - houby

Tabulka 11: Primery pro amplifikaci Monilinia spp. metodou real-time PCR —
Monilinia fructicola, M. fructigena*, M. laxa*, Monilia polystorma*
a konvencéni PCR**
Primery Sekvence Hybridi | Velikos | Koncentrace | Literatura
real-time zacni | tamp. c(um)
a konvenéni teplota | useku V(pl/reakci)
PCR (°C) (bp)
5'- CAC CCT TGT GTA TYA
Mon139F TTA CTT TGT TGC TT-3' 10uM /0,2 ul
5-CAA GAG ATC CGT TGT Van
Mon133 TGA AAG TTT TAA-3' . 0 10uM /021l | g vers
P fe 5'- FAM-TAT GCT CGC CAG 25 UM /0.2 ul haven et
- AGG ATA ATT-MGBNFQ -3’ = HVEES U 51, 2010
5-VICAGT TTG RTT ATT
E3
P2_Tg/IX/PS™ | 1c16G CGA-MGBNFQ-3' 2,5uM /0,2 ul
ITS1-Mfcl ** Z{;’ZTT?C;CGCCAGAGG 10 pM /0,3 pl | loos and
65 356 Frey,
ITSAMfc1** | 5'-TGGGTTT TGGCAGAAGC 10 UM /03 2[)0»:)
ACACT-3' HVE/B,2 |

Tabulka 12: Reakéni smés pro amplifikaci specifickych udsek fytokaranténni
houby Monilinia fructicola metodou real-time PCR a konvencni PCR
Reagencle e (omvanél bR
2X TagMan Universal Master Mix 12,0 /
Taq DNA polymerasa / 0,2
PCR pufr+dNTPs / 5,0+0,5
primer F/primer R (10uM) 0,5/0,5 1,0/1,0
sonda 0,5 /
template DNA (vzorek) 5,0 5,0
sdH,0 6,5 7,3
celkem 25,0 20,0
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Tabulka 13: Cyklus pro amplifikaci specifickych usek(l fytopatogennich houby
Monilinia fructicola metodou real-time PCR a konvencni PCR*

metodou

Operace Teplota Doba Pocet | Teplota* | Doba* Pocet

(°C) cykla (°C) cykla*
pocatecni denaturace 95 10 min. 1 94 3 min.
denaturace 95 15s 94 30s
anneling 60 1 min. 40 63 30s 35
elongace 72 30s 72 60 s
konecna elongace / / 72 10 min.

hranice detekce pro real-time PCR c;< 40

Tabulka 14: Specifické primery pro pre-amplifikaci a identifikaci Eutypa lata

konvenc¢ni metodou PCR

Primery Sekvence Hybridi | Velikost | Koncentrace | Literatura
pro zacni amp. ¢ (pM)
konven¢ni teplota | usekd | V(ul/reakci)
PCR (°C) (bp)
ITS1F 5- CTTGGTCATTTAGAGGAAGT 10 uM /0,5 ul
AA-3’ 55 Catal et
ITS4 5- TCCTCCGCTTATTGATATGC- 10 uM /0,5 ul | al., 2007
3
EL1 5'- GACGCCTAAACTCTTGTTTTT
CAGTGATTA-3’ Catal et
60 >03 al., 2007
EL4 5'- AGGACGTCGACCGTAGCAC v
ACCTA-3’
Latal 5’- GAGCTACCCTGTAGCCCGCT 10 uM /0,5 ul
G-3’ Lecomte
65 385 et al.,
Lata2-2 5'- GACGTCAGCCGTGACACACC 10 uM /0,5 ul 2009
_3'
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Tabulka 15: Reakéni smés pro amplifikaci usekd specifickych pro houbu Eutypa
lata konvencni PCR

e imsapiss | majee | ijieans
Tag DNA polymerasa 0,2 0,2 0,2

PCR pufr+dNTPs 4,5+0,3 4,5+0,3 4,5+0,3
primers F/R (10uM) 1,0/1,0 0,5/0,5 0,1/0,1
template DNA, PCR produkt* ITS1F/ITS4 3,0 2,0* 2,0
sdH,0 15,0 17,0 17,8
celkem 25,0 25,0 25,0

Tabulka 16: Cyklus pro amplifikaci usek( specifickych pro houbu Eutypa lata
primery ITS1F/ITS4, EL1/EL4* a Latal/Lata2-2** konvencni PCR

Operace Teplota | Doba | Cyklus | Teplota | Doba | Cyklus | Teplota | Doba | Cyklus
(oc) % (°c) % * %k %k (°c) %k %k %k

iniciace 94 2 min. 94 2 min. 94 2 min.

denaturace 94 1 min. 94 1 min. 94 30s

anneling 50 30s 30 62 30s 35 65 30s 38

elongace 72 1 min. 72 1 min. 72 1 min.

finalni 72 | 5 min. 72 | 5 min. 72 | 5min.

elongace
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3.6.8. Elektroforéza
Elektroforeticky agar

= 2 % agardzovy gel (2 g agardzy na 100 ml pufru TBE) pro 100-3000 bp

= za stalého michani var 2 min.

= za stalého michani ochlazeni na 50-55°C

= za stalého michani pridat 2-3 pl barviva Midori Green DNA Stain
(Nippon Genetics Europe GmbH, Diiren, Germany) na 100 ml
agardzového gelu

= gelem naplnit elektroforetickou vanu s hfebenem

= po ztuhnuti Ize uchovavat v lednici pfi teploté 4°C v TAE pufru 2-3 dny

Elektroforeticky pufr TBE 10x — zasobni roztok

Tris 540 g
kyselina borita 27,5 g
Na,EDTA 37 g
destilovana voda 1000 ml

uchovani pfi 4°C v lednici po dobu nejméné 3 mésicl

Elektroforeticky pufr TBE 1x — pracovni roztok
100 ml TBE 10x — zasobni roztok
900 ml destilované vody
k okamzité spotrebé

4. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Predklddana metodika ,Detekce pUvodcl korovych nekréz a predcasného
odumirani merunék a broskvoni, predevsim bakterii komplexu Pseudomonas
syringae v mnozitelskych materialech a v produkcnich sadech.” vychazi z novych
poznatkl z prizkumu spektra patogen( ziskanych v pribéhu nékolika let, véetné
vice jak rocniho vyzkumu v ramci projektu NAZV QK1920058 , Inovace integrované
produkce teplomilného ovoce se zamérenim na zdravotni stav produkénich
vysadeb a rozmnoZovaciho materidlu peckovin® zabyvajictho se touto
problematikou. Kombinace dostupnych identifikacnich metod a
epidemiologickych znalosti povede k stanoveni celého spektra a podilu
majoritnich pavodcl pred¢asného odumirani teplomilnych peckovin. Metodicky
postup zahrnuje metody determinace umoznujici podchyceni vsech potencidlnich
pavodcl kolapsu 3-8letych strom( teplomilnych peckovin, predevsim merunky.
Na zakladé uvedené metodiky a zvolenych biochemickych, chemickych a
molekularné genetickych metod Ize identifikovat i dalsi bakterie a houby s dosud
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nepopsanym patogennim chovanim na teplomilnych peckovinach. Dilraz je kladen
predevsim na spektrum bakteridlnich patogend, které:
1. pronikaji do korovych pletiv a vyvolavaji tvorbu korovych nekréz;
2. pfispivaji k mrazovym poskozenim stromd v jarnim obdobi - INA" kmeny;
3. pronikaji do cévnich svazkll, zamezuji transportu vody a Zivin a zpusobuji
celkovy kolaps stromd;
4. pres vytvorena povrchova poskozeni umozniuji vstup dalSim patogennim
mikroorganismUm a Skdcim;
5. nelze uc¢inné redukovat ochrannymi pfipravky, vzhledem k jejich malému
spektru s vysokym rizikem vzniku rezistence;
6. nejsou v soucasnosti testovany v rozmnozovacich materidlech.
Metodika umozZiiuje testovat pritomnost patogen( jak v produkénich vysadbach,
tak i ve vychozich mnozitelskych materialech, jak v rostlinnych pletivech, tak i
v epifytu. U vSech bakteridlnich patogenl je testovdna patogenita na vyhonech a
semenaccich teplomilnych peckovin. Novou a nejdllezitéjsi fazi testl patogenity
je ovérovani jejich kompetitivnich schopnosti, tj. schopnosti prezivani, mnozeni a
kolonizace rostlinnych pletiv mladych strom(. Tyto schopnosti rozhoduji o
redlném potencidlu patogenu zpUsobit kolaps strom(l. Testovdni se provadi na
vyhonech a semendaccich nékolika genotypd merunky a broskvoné predevsim
v ristové komore nebo skleniku v podminkdch optimalizovanych pro rozvoj
patogenu.

5. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Potfebnost a aktualnost resené problematiky je dana soufasnym stavem
produkénich vysadeb v Ceské republice. Vétsina vysadeb neni vykluéena na
zdkladé snizeni produkce pod rentabilni Uroven vzhledem ke stati stromu, ale
zdlvodu rostouciho poctu odumfielych strom( ve vysadbé, rostoucich
nerentabilnich dosadeb a narocnosti a nakladnosti péce o nevyrovnanou vysadbu.
Stanoveni spektra patogen(i povede smérem k zemédélské praxi k doporucenim
na Upravu nékterych agrotechnickych postupld v produkénich vysadbach.
Doporucéeni smérem ke statni spravé a vyrobclm Skolkarskych vypéstkl se
jednoznacné budou tykat minimdalné namatkovych kontrol vychozich roubovych
materiall ze zahranici i z tuzemska na spektrum zejména bakterialnich patogend,
které nejsou v soucasnosti zahrnuty do fytosanitdrnich pasport(.

Metodika je urcena pro diagnostické laboratore a vyrobce stromkl teplomilnych
peckovin. Pro péstitele ovoce, OvocndFskou unii a statni organy Mze CR a UKzUz
muze slouzit jako informacni materidl shrnujici potencidlni plvodce predcasného
odumirani, moznosti jejich diagnostiky a doporuceni pro snizeni ekonomickych
ztrat v produkénich vysadbach. Aplikace metodického postupu by méla pfrispét
ke zvySeni mozZnosti zachytu patogenu v bezsymptomatickych vzorcich rostlinnych
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pletiv s nizkou koncentraci patogenu. Metodika nepredklada jednoduchy a rychly
ndvod eradikace pUvodcl pred¢asného odumirani teplomilnych peckovin, ale
metodické postupy kjejich odhaleni, které umozni vylouceni systemicky
infikované materidly z vyroby Skolkarskych vypéstkd. Podle redlného podilu
hlavniho biotického faktoru na odumirani teplomilnych peckovin v jednotlivych
zemédélskych provozech dojde i o adekvatni podil ke sniZzeni ekonomickych ztrat.

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Zdravotni problémy v dUsledku fytopatogennich Ciniteld se projevuji v témér
100 % produkénich vysadeb starSich 5 let. Vyroba sazenic z infikovanych ocek
vede k systemické infekci, ktera se obvykle projevi mezi 3. - 5. rokem po zapojeni
do vysadby. Pres vysokou kvalitu vyrobenych Skolkafskych vypéstk(l a snahu
dodrzovat fytosanitdrni opatieni proti prenosu skodlivych Cinitel( pfi jejich vyrobé
dochdzi ke ztraté podstatné c¢dasti investice. Testovani roubU na pritomnost
plvodcl korovych nekréz a predéasného odumirdni je nejefektivnéjsi reseni,
které dokaZe nejrychleji a nejvice zredukovat ztraty péstiteld teplomilnych
peckovin. Vylouceni infikovanych roubl eliminuje jednoduchym testem, dle
navrzené metodiky, obrovské naklady spojené s vysadbou a péci o mladé stromky,
které odumrou, aniz by dosahly plné produkce. Opatreni proti jarnim mrazim,
redukce potencialnich bakteridlnich a houbovych patogend a dalSich bakterii
zesilujicich mrazovd poskozeni strom( v epifytu jsou omezena fadou faktorq,
které variabilné ovliviiuji efektivnost provedenych opatieni (prabéh pocasi,
virulence a rezistence patogenl, volba typu, koncentrace a nacasovani
ochranného postfiku, genotyp peckoviny, apod.). Pé&stovani merunék v CR je
rentabilni a perspektivni, zavedeni vlastniho testovani na pritomnost skodlivych
CinitelQ, které tak vyznamné ovliviuji ekonomiku produkénich vysadeb je rychlé,
jednoduché a nizkonakladové fesSeni. Vlastni testovdni vychozich materidll je
v zahrani¢i bézné. Vlastni testovani vSech vstupnich materiall se osvédcilo i u
jinych rostlinnych komodit. Zavedenim technologie tfistupnové kontroly
veskerych vstupnich Slechtitelskych a mnozitelskych materidl( (Pankova a Krejzar,
2017) doslo k eliminaci, vzhledem ke koncentraci v rostlinnych pletivech, obtizné
detekovatelného a na rostlinach bezsymptomatického skodlivého karanténniho
Cinitele s nulovou toleranci, ze vSech genetickych in vitro material. Podnik,
kterému hrozila likvidace vysoce ziskové Slechtitelské sekce, je v soucasnosti pét
let bez pozitivniho ndlezu karanténniho Cinitele a ziskal zpét ¢eské i zahranicni
obchodni partnery. Péstovani pod ochrannymi sitémi, zvySena péce o zdrojové
vysadby a dusledné testovani je zakladem pro ziskdni zdravych vychozich
materiall. Celkové odhadované naklady na zdakladni otestovani jednoho
roubového materialu se pohybuji kolem 5 tis. K¢, proti ztraté v desitkach tisic K¢
za predcasné odumreni vyrobenych stromka.
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Monilinia fructicola metodou real-time PCR a konvencni PCR
metodou

Tabulka 14: Specifické primery pro pre-amplifikaci a identifikaci Eutypa lata
konvencéni metodou PCR

Tabulka 15: Reakéni smés pro amplifikaci Usekd specifickych pro houbu Eutypa
lata konvencni PCR

Tabulka 16: Cyklus pro amplifikaci usek( specifickych pro houbu Eutypa lata
primery ITS1F/ITS4, EL1/EL4 a Latal/Lata2-2 konvencni PCR

10. OBRAZOVA CAST

Titulni strana — ilustracni fotografie
Obrazek 1: Prfedcasné odumirani merunky ve starsi vysadbé

Obrazek 2: Mlada vysadba merunky s priznaky syndromu pred¢asného
odumirani

Obrazek 3:  Detail priznaku syndromu predcasného odumirani v mladé vysadbé
merunky v podobé nekrdozy korového pletiva na kosterni vétvi

Obrazek 4:  ZC&ernaly vrchol vyhonu meruriky v obdobi dormance

Obrazek 5, 6, 7, 8: Skvrny a nekrotické |éze na listech merunky a broskvoné
zpUsobené bakteriemi rodu Pseudomonas

Obrazek 9, 10, 11, 12, 13: Nekrozy korového pletiva na kosternich vétvich
merunky zplsobené bakteriemi rodu Pseudomonas

Obrazek 14: Drsné kolonie bakterie Pseudomonas syringae na zZivném médiu

Obrazek 15: Nekrotické cévni svazky uvniti vyhonl merunky pfi vysoké ¢etnosti
infekce

Obrazek 16: Nekrotické cévni svazky uvniti vyhond merunky pfi nizké cetnosti
infekce

Obrazek 17: Epifyt kvétd merunky kolonizovany spektrem mikroorganizm( po
smyvu na zivné médium

Obrazek 18: Cista kultura bakterie Pseudomonas syringae na Zivném médiu po
smyvu z kvétl merunky
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Obrazek 19:
Obrazek 20:
Obrazek 21:
Obrazek 22:
Obrazek 23:

Obrazek 24:

Obrazek 25:

Obrazek 26:
Obrazek 27:

Obrazek 28:

Obrazek 29:

Obrazek 30:
Obrazek 31:

Obrazek 32:

Obrazek 33:

Vyhony, listy a plody merunky poskozené plsobenim jarnich mraz(
Vyhony, listy a plody merunky poskozené plsobenim jarnich mraz(
Detail mrazového poskozeni Cepele listu merunky

Epifytni mikrofldra listd meruriky po smyvu na Zivné médium

Fluidni (hladka) virulentni kultura determinované bakterie
Pseudomonas taetrolens s extraceluldrnim polysacharidovym slizem

na povrchu bunék, ziskana z nekrotické l|éze na korovém pletivu
merunky (viz obr. 3) v obdobi pfed zacatkem kveteni

Fluidni  (hladkd) virulentni kultura determinované bakterie
Pseudomonas taetrolens prechazejici v drsnou slabé virulentni
formu béhem kultivace na Zzivném médiu

Nekroticky vrchol vyhonu broskvoné doprovazeny vyronem slizu po
infekci bakterii Xanthomonas arboricola pv. pruni

Pfiznaky Leucostoma canker na letorostu broskvoné

Metabolicky profil bakterie Pseudomonas syringae determinované
metodou Biolog GEN I

Plynovy chromatograf - Agilent Technologies - pro determinaci
fytopatogennich bakterii metodou FAME

Pristroj Rotor-Gene Q pro determinaci fytopatogennich bakterii
metodou real-time PCR

Nekroticka léze na povrchu kosterni vétve merurky

Kvéty merunky odebirané pro monitorovani spektra epifytni
mikroflory

Listy merunky odebirané pro monitorovani
mikroflory

spektra epifytni

Pfechod mezi zdravou a infikovanou ¢asti vyhonu merunky
pavodcem korové nekrdzy na podélném fezu

Obrazek 34-40: Postup determinace kmenu fytopatogenni bakterie metodou

Biolog GEN IlI

Obrazek 41-49: Postup determinace kmenu fytopatogenni bakterie metodou

Obrazek 50:

Obrazek 51:

Obrazek 52:

FAME

Hypersenzitivni reakce izolatu fytopatogenni bakterie Pseudomonas
syringae na listu tabaku

Patogenni reakce na detasovaném vyhonu merunky po aplikaci
fytopatogenni bakterie Pseudomonas syringae

Patogenni reakce na listu merunky po aplikaci fytopatogenni
bakterie Pseudomonas syringae
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Obrazek 53: Patogenni reakce na detaSovaném vyhonu broskvoné po aplikaci
fytopatogenni bakterie Pseudomonas syringae

Obrazek 54: Patogenni reakce na listu broskvoné po aplikaci fytopatogenni
bakterie Pseudomonas syringae

Obrazek 55: Zasychajici vrcholova cast letorostu merunky po inokulaci bakterii
Pseudomonas syringae

Obrazek 56: KFizovy roztér smyvu epifytni mikrofléry do sterilni destilované vody
na

Zivném médiu
Obrazek 57: Detail kfiZzového roztéru smyvu epifytni mikroflory do sterilni
destilované vody na Zivném médiu

Obrazek 58: Antibiotické zony bakterialnich izolatd ziskanych z epifytu merunky
vytvofené na zivném médiu kontaminovaném puUvodci bakteridlni
korové nekrézy

Obrazek 59: Ledova nukleacni aktivita bakteridlniho izoladtu pfi teploté -3,2°C ve
zkumavce (vpravo) v porovnani s kontrolni variantou sdH,0 (vlevo)

Obrazek 60: Produkéni sad meruniky ve vegetacni fazi na zacatku kveteni (nova
vysadba Tésetice)
Obrazek 61: Zadni strana — produkéni sad meruriky v obdobi kveteni (Kobyli)

Obr. 60: Produkéni sad meruriky ve vegetacni fazi na zacatku kveteni

Tato publikace nesmi byt pretiskovdna vcelku nebo po cdstech, uchovdvdna v médiich, pfendsena nebo
uvddéna do obéhu pomoci elektronickych, mechanickych, fotografickych Ci jinych prostredki bez
vyslovného svoleni Vyzkumného dstavu rostlinné vyroby, v. v. i.
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