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1 Uvod

Strupovitost jabloni je celosvétové nejrozsirenéjsi a hospodarsky nejzavazinéjsi chorobou jabloni,
kterd znehodnocuje plody jabloni a puUsobi tak velké financni ztraty. Jejim plvodcem je houbovy
patogen Venturia inaequalis.

Hlavni metodou obrany proti strupovitosti je pouzivani fungicidli cilenych na zastaveni choroby.
ProtoZe vSak dochazi k vytvareni rezistence V. inaequalis k Gucinnym latkam fungicid(, je tfeba hledat
stdle nové. Dalsim problémem klasickych fungicidll je jejich toxicita, proto jsou v soucasné dobé
intenzivné testovany pfirodni a netoxické substance s fungicidnim ucinkem.

Dalsi metodou obrany proti strupovitosti jsou Slechtitelské programy, zamérené na kiizeni
citlivych a rezistentnich odrdd. | zde vSak dochazi k pfekonani gent rezistence nékterymi kmeny V.
inaequalis a je nutné pfichazet se stale novymi odridami.

Testovani Géinnosti novych ochrannych prostredkl i resistence novych odrld je velice ¢asové

naroc¢né vzhledem k sezonnimu rlstu jabloni i vyskytu infekce V. inaequalis.

2 Cil metodiky

Cilem metodiky je umozZnit ¢asové, prostorové i finanéné nenarocnou kultivaci jabloni, jejich
spolehlivou infekci konidiemi patogena a testovani preventivnich i kurativnich postfikl, to vse

nezavisle na ro¢nim obdobi i klimatickych podminkach.

3 Dedikace

Tato metodika vznikla za podpory Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky - projekt ¢&.
QJ1510353 (Zvyseni efektivity ochrany jabloni proti strupovitosti) a Ministerstva Skolstvi, mladeze a

télovychovy Ceské republiky - projekt NPUI ¢. LO1417 (Centrum experimentdlni biologie rostlin UK).

4 Shrnuti metodiky

Rostliny jabloni jsou mnoZeny a zakofefiovany v in vitro podminkach, coZz umoziuje ziskani
velkého mnoZstvi geneticky uniformnich rostlin v kratkém case. Po zakofenéni jsou pfevedeny do ex
vitro podminek a zasazeny do pUdy. Po dosazZeni velikosti asi 20 cm (5 - 6 list(l) jsou rostliny pripraveny
k infekci patogenem. Infekce V. inaequalis je provedena postfikem listd jabloni vodou s obsahem
konidii patogena v plastovém boxu se 100% vlhkosti vzduchu pfi teploté 18°C. Po infekci jsou rostliny
preneseny do béZné kultivaéni mistnosti, kde jsou dale dopéstovany. Uspésnost infekce se projevi po
7 - 14 dnech, kdy je tato vyhodnocena. Pfed infekci je mozZné na rostliny aplikovat preventivni postfiky,

po infekci kurativni a nasledné vyhodnotit jejich acinnost.



5 Detailni popis metodiky

5.1 Rostlinny material a jeho kultivace

V ramci metodiky jsou pouzivany rostliny jabloni Malus domestica L. cv. Idared. Idared je odrida
citlivd k infekci patogenem Venturia inaequalis. Kultivace rostlin probiha v podminkach in vitro na
pevném MS médiu (Murashige and Skoog, 1962), za teploty 21-24°C pfi dlouhodenni fotoperiodé (16
hod svétla a 8 hod tmy). SloZeni média viz tabulka ¢. 1 a 2.

Rostliny jabloni jsou mnoZzeny na MS médiu s obsahem cytokinint (BAP) pomoci apikalnich

explantatl. Korenéni prytovych explantatl je indukovano na MS médiu s pridavkem auxinu (IBA).

5.2 Pouzivané laboratorni pomacky, sklo a chemikalie
. Automatické pipety, pinzety, nGzky, alobal, félie Saran, gaza, rozprasovac 0,5 |, kryci a podlozni
skla, Burkerova komurka
° Kadinky rdznych velikosti, Erlenmeyerovy banky - 100 ml, odmérny valec, lahve Duran, 1 |
kelimky Sigma - Aldrich, plastové kvétinace (prdmér 10cm), sklenéné Petriho misky 15 cm, plastovy
box s vikem

° Chemikalie pro pfipravu kultivaénich médii (viz tab. 1 a 2), propafend zemina, Kristalon start

5.3 Pfistroje a ostatni vybaveni

) Elektromagnetické michadlo, tfepacka, pH metr, autoklav, mikrovinnd trouba, svételny
mikroskop, flow box

. Kultivani mistnosti s vhodnymi podminkami pro kultivaci rostlin in vitro a ex vitro

5.4 Ochranné pomucky

. Laboratorni plast a rukavice

5.5 Priprava médii

Do kadinky odvazime odpovidajici mnozstvi MS soli a ostatnich chemikalii dle tabulky 1 a 2. Vse
rozpustime v destilované vodé a z pfedem pfipravenych zdsobnich roztokl pfidame vitaminy. Po
doplnéni vodou na poZzadovany objem upravime pH na hodnotu 5,8 pomoci 1M KOH. Nakonec pridame
agar, médium naplnime do lahvi Duran a sterilizujeme v autokldvu. Takto pfipravena média je mozné
uchovavat pfi pokojové teploté i nékolik mésicu.

Pfed samotnym pouZitim média rozehiejeme v mikrovinné troubé a ve flow boxu rozlijeme po
30 ml do predem pfipravenych sterilnich Erlenmeyerovych banék. Do polo vychladlych médii
pipetujeme fytohormony dle Ucelu média, médium s fytohormony promichame lehkym krouzenim

bankou, banky uzavieme alobalem a médium nechame ztuhnout.



MS soli 4,300g

agar 7,000 g
myo-inositol 0,100 g
sachardza 30,000 g

glycin 0,002 g

thiamin 0,38 uM
pyridoxin 2,96 uM
kyselina nikotinova 4,06 uM

BAP 17,80 uM

pH 5,8 (1 mM KOH)

Tabulka 1 SloZeni kultivacniho média pro M. domestica (1L). MS soli (Murashige and Skoog
Basal Salt Mixture, M 5524 , Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); BAP, 6-benzylaminopurin

MS soli 4,300 g
agar 7,000 g
myo-inositol 0,100 g
sachardza 30,000 g
glycin 0,002 g
thiamin 0,38 uM
pyridoxin 2,96 uM
kyselina nikotinova 4,06 uM
IBA 4,92 uM
pH 5,8

Tabulka 2 SloZeni média indukujiciho kofenéni (1L). IBA, kyselina indolyl-3-maselna

5.6 Kultivaéni systém jabloni
5.6.1 Kultivace jabloni in vitro

5.6.1.1 PouZivané ndstroje a pomucky
e Kultivaéni média (s BAP) v Erlenmayerovych bankach, pinzety 20 cm, nlzky, sterilni Petriho

misky o priméru cca 15 cm, flow box

5.6.1.2 Postup
Z in vitro péstovanych explantatd jabloni sterilné na Petriho misce odstfihneme vrcholové Fizky

asi 1-2 cm dlouhé a preneseme je pinzetou do cerstvého média, kde je spodni casti explantatu



zapichneme do agarového média. Prendsime vidy Ctyfi fizky do kazdé 100 ml Erlenmayerovy barnky.
Banky uzavieme alobalem, sterilizovanym v plamenu kahanu. Kultivace probiha po dobu 4 - 8 tydnu

pfi fotoperiodé 16/8 a teploté 21°C.

5.6.2 Kofenéni in vitro

5.6.2.1 PouZivané ndstroje a dalsi vybaveni
o Napéstované explantatové kultury Malus domestica (obr. 1 A), kofenici média (s IBA) ve 100
ml Erlenmayerovych barikach, pinzety 20 cm, nlzky, sterilni Petriho miska o prliméru cca 15 cm, flow

box

5.6.2.2 Postup
Z in vitro péstovanych rostlin jabloni sterilné na Petriho misce odstfihneme vrcholové Fizky, asi
1-2 cm dlouhé a preneseme je do média s IBA, vidy 2 explantdty na bariku a uzavieme alobalem.

Indukce kofenéni probiha po dobu 8 tydni pfi fotoperiodé 16/8 a teploté 21°C.

Obrazek 1 A, Kultivace explantatl jabloné
cv. ldared in vitro. B, Korenéni rostlin
jabloné in vitro.

56.3 Prevod rostlin ex vitro a kultivace

5.6.3.1 PouZivané ndstroje a dalsi vybaveni
Zakorenéné rostliny jabloni (obr. 1B), 1 | kelimky, raselinové valecky Jiffy, pinzety, kadinka, félie

Saran, gdaza, kvétinace, sterilizovana zemina, hnojivo Kristalon start



5.6.3.2 Postup

Pfenos zakofenénych rostlin do podminek ex vitro provadime nesterilné pfesazenim rostlin do
Jiffy (raselinové valecky od spolecnosti Jiffy Products International). Zakofenéné rostliny (obr.1B, 2A)
pinzetou vyjmeme z Erlenmayerovy bariky, kofeny zbavime zbytk( média oplachnutim v kddince
s vodou a opatrné je vsadime do pfedem namocené raselinové pelety Jiffy (obr 2B). Takto presazené
rostliny kultivujeme pfi fotoperiodé 16/8 a teploté 21°C, v plastovych 1l kelimcich (Sigma) prekrytych
folii udrzujici 100% vzdusnou vlhkost po dobu 7 dni, poté je félie nahrazena trojitou vrstvou gazy,
dovolujici ¢aste¢nou vyménu plynd, po dobu 7 dni a poté jsou jiZ rostliny kultivovany nepfikryté po
dobu 7 dni. Po této dobé dojde k prorustani kofent ven z raselinovych valecku a rostliny presadime do
kvétinach se sterilizovanou pldou (obr. 2C). Rostliny pohnojime Kristalonem start a nadale je

péstujeme v bézné kultivaéni mistnosti.

Obrazek 2 Prevod rostlin jabloni ex vitro. A, Kofenici rostlina jabloné cv. Idared. B, Rostlina
v raselinové peleté Jiffy. C, Rostlina v kvétinaci.

5.7 Infekce

5.7.1  Venturia - smyvani a uchovavani inokula, test kli¢ivosti

5.7.1.1 PouZivané ndstroje a dalsi vybaveni

Kadinka 1, pinzeta, tfepacka, uzaviratelné plastové zkumavky 50ml, podlozni skla, kryci skla,

Blrkerova komurka, svételny mikroskop

5.7.1.2 Postup
Pro inokulaci pouzivdme konidie patogena Venturia inaequalis smyté z napadenych listl jabloné.
Pfednostné je doporuceno vyuZivat napadené jabloné z mist, kde bude testovana latka vyuzita pro

ochranu jabloni z divodu existence rGznych ras Venturia inaequalis s rozdilnou rezistenci. Konidie



smyjeme tak, Ze napadené listy jabloné vloZzime do kadinky, zalijeme pitnou vodou a ponechame na
tfepacce po dobu 30 minut. Rostlinny material odfiltrujeme pres cednik, ziskané inokulum zamrazime
a uchovavame priteploté -20°C. Dalsi namnozZeni konidii probiha na listech citlivé odrady Idared, odkud
jsou konidie dale smyvany a pouzivany k ptipravé dalSiho inokula. Koncentraci konidii spocitame
v Burkerové komlrce nebo v presné odméreném objemu inokula (napf. 10x10 pl) na bézném
podloZnim sklicku a méla by se pohybovat kolem 5x10% spor na 1 ml.

Pti kazdé inokulaci provedeme in vitro test klicivosti konidii. Na podloZni sklicko naneseme kapku
inokula a sklicko s konidiemi inkubujeme ve vlhké komdirce pfi pokojové teploté po dobu 48 hodin.
Konidie pozorujeme ve svételném mikroskopu (Olympus, Provis AX 70) a vypocitame procento

kli¢ivosti spor, které by mélo pro umélé infekce dosahovat minimalné 25 - 30%.
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Obrazek 3 Konidie houbového patogena V. inaequalis. A, Konidie smyté z listd kultivaru Idared. B,

Kli¢ici konidie po 48 hodindach ve stoprocentni vzdusné vihkosti.

5.7.2  Inokulace jabloni konidiemi V. inaequalis

5.7.2.1 PouZivané ndstroje a dalsi vybaveni

Plastové boxy s vikem o rozméru 53 x 36 x 28 cm (obr. 4), bavinéné rucniky, rozprasovac 0,5l

5.7.2.2 Postup

Pro inokulaci pouZijeme rostliny jabloni, ¢tyti tydny po preneseni do ex vitro podminek. Na kazdé
rostliné oznacime druhy nesbaleny list (napf. prouzkem papirové lepici pasky), ktery je pro infekci
nejvnimavéjsi. Rostliny umistime do plastovych boxG svikem (obr. 4), jejichz dno je pokryto
namocenou textilii pro udrzeni 100% vzdusné vlhkosti, dlleZité pro Uspésnost infekce. Inokulaci
provedeme postrikem inokula na listy rostlin tak, aby jejich svrchni strany byly dikladné navlhéené.
Tyto rostliny poté kultivujeme po dobu 48 hodin v uzavieném boxu, tedy ve vysoké vzdusné vihkosti

(95— 100 %), pfi teploté 18°C.
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Po 48 hodinach rostliny vyjmeme z plastovych box( a preneseme do kultivacni mistnosti.,

V nasledujicich ¢trnacti dnech dojde k rozvinuti infekce, jejiz Uspésnost zhodnotime.

Obrazek 4 Plastovy box pro
inokulaci rostlin jabloné
konidiemi V. inaequalis.

57.3 Hodnoceni infekce

Uspé&nost infekce je hodnocena 14 dni po inokulaci dle stupnice v tabulce 3 a to na prvnich péti listech
kazdé rostliny, pficemz prvni list je list predchdzejici listu oznacenému. Zavaznost infekce (DS; disease

severity) nasledné vypocitame dle nize uvedeného vzorce (Townsend and Heuberger 1943).

DS (%) = 5(nv)/NV x 100 n — stupen napadeni listd
v — pocet listl v kategorii

V — celkovy pocet hodnocenych listl
N — nejvyssi dosazeny stupen infekce

Stupen napadeni list

0 bez napadeni

1 1-2 malé skvrny

2 3-4 malé skvrny nebo 1 velka

3 5 a vice malych skvrn nebo 2 velké

4 napadeno vice neZ 4 cm? listové plochy

Tabulka 3 Stupnice napadeni listl jabloné V. inaequalis

5.8 Testovani ochrannych postriku

5.8.1  Preventivni
Rostliny jabloni v kultivaéni mistnosti oSetfime prostfedkem s preventivnim plsobenim proti
napadeni Venturia inaequalis, nechame je oschnout a posttik pfipadné opakujeme, pricemzZ pocet

osetreni a jejich interval se lisi dle testované latky. Poté rostliny inokulujeme konidiemi V. inaequalis a
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rozvinutou infekci po ¢trnacti dnech zhodnotime. Kontrolni skupina rostlin je stfikdna destilovanou

vodou dle stejného schématu.

5.8.2  Kurativni

Rostliny jabloni po inokulaci (48 hodin v plastovém boxu) umistime do bézné kultivacni mistnosti
a nechame do druhého dne oschnout. Nasledné je oSetfime testovanym kurativnim prostfedkem.
Doba a pocet osetteni se liSi dle testované latky. Kontrolni skupinu rostlin stfikame destilovanou vodou
dle stejného schématu. Po ¢trndcti dnech zhodnotime zadvazinost infekce a porovname s kontrolni

skupinou

6 Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urcena jednak pro pracovisté zabyvajici se teoretickym vyzkumem interakce Malus
x Venturia, dale pak pro Slechtitelské programy i pro aplikovany zemédélsky vyzkum. Metodika
umoznuje studium problematiky i v klimaticky nepfiznivych ¢astech roku ¢i v obdobi vegetacniho klidu.
Vzhledem k tomu, Ze metodika vyuziva rostliny Idared s vysokou citlivosti vci Venturia inaequalis, je
mozno téZ testovat citlivost rliznych ras tohoto houbového patogena vici ochrannym latkam bez vlivu

genotypu jabloni.

7 Srovnani novosti postupll

Ochranné prostfedky proti strupovitosti jabloni jsou obvykle testovany vsadech, kde je
limitujicim faktorem pocasi a roc¢ni doba. Dalsi moZnosti je vyuZiti mladych stromi péstovanych ve
sklenicich, kde je vliv prostfedi (délka dne, teplota, dalsi patogeny) omezen jen ¢asteéné. Vyuzivany
jsou i semenacky jabloni kultivované v laboratornich podminkach, kde vsak jednotlivé rostliny nejsou
geneticky homogenni a vysledek muze ovliviiovat rlizny genotyp rostlin vtestované skupiné.
V laboratornich podminkach jsou vyuZivany kultivaéni boxy s kontrolovanou teplotou a vlhkosti, které
jsou finan¢né naroc¢né na pofizeni.

Tato metodika pfinasi inovaci ve formé vyuZiti in vitro predpéstovaného materiadlu, coz
umoznuje ziskani libovolné velkého poctu geneticky homogennich testovacich rostlin béhem 3 — 4
mésicl. K rozvoji infekce pak vyuziva cenové dostupnych plastovych box( umisténych do prostor

s vhodnou teplotou.

8 Ekonomické aspekty

Metoda predpoklada zavedenou laborator pro préci s kulturami in vitro s béznym vybavenim a
kultivacnim zazemim. Pro takto vybavena pracovisté potom nevznikaji Zadné dalsi naklady.

Plastové boxy s vikem pro inokulaci jabloni stoji pfiblizné 200 - 500 K¢ - dle vyrobce a rozméru.

12



9 Seznam pouzité literatury

Murashige, T. and Skoog, F.: A revised medium for rapid growth and bio assays with tobacco tissue
cultures. Physiologia Plantarum. 1962, 15(3), 473-497.
Townsend, G. R. and Heuberger, J. W.: Methods for estimating losses caused by diseases in fungicides

experiments. Plant Disease Reporter. 1943, 27: 340-343.

10 Seznam publikaci, které predchazely metodice

Zajicovd, l.: Vizualizace bunéénych struktur listu Malus domestica pro ucely studia interakce s
patogenem Venturia inaequalis. Praha, 2016. Diplomova prace. Pfirodovédecka fakulta UK,
Katedra experimentalni biologie rostlin.

Zajicov3, |., Tihlatikova, E., Cifrova, P., Kyjakova, P., Nedéla, V., Sechet, J., Havelkov3, L., Kloutvorov3, J.
and Schwarzerova, K.: Analysis of apple epidermis in respect to the Venturia inaequalis infection.

Biologia Plantarum. 2019 (in press).

13



