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Enzyme-Amplified ELISA for Detection of Beet Mild Yellowing Virus
in Aphids

Jaroslav POLAK

Research Institute of Crop Production — Division of Plant Medicine, Prague-Ruzyné, Czech Republic

Abstract

POLAK J. (1998): Enzyme-amplified ELISA for detection of beet mild yellowing virus in aphids. PI. Protect. Sci., 34: 45-48,

Two serological tests, double antibody sandwich ELISA (DAS-ELISA) and enzyme-amplified ELISA (AMP-ELISA) were used
to detect beet mild yellowing virus (BMYV) in aphids of Myzus persicae (Sulz.). AMP-ELISA appeared to be more sensitive and
reliable for detection. Absorbance values of AMP-ELISA were approximately twice those with standard ELISA. Reliability of
BMYYV detection was higher after 48 h of acquisition time than with 24 h acquisition. BMYV was reliably detected in samples
prepared from groups of four and more aphids. BMYV was not detected in individual aphids after 24 h of acquisition, but two out
of five aphids were found to be BMYV positive after 48 h of acquisition. While AMP-ELISA is a more suitable method for
detection of BMYV in aphids, low virus concentrations in aphids make a reliable detection of BMYV in individual aphids

impossible.

beet mild yellowing virus; detection; enzyme-amplified ELISA; DAS-ELISA; Myzus persicae

Immunoenzymatic detection of plant viruses (enzyme-
linked immunosorbent assay — ELISA) has been used over
fifteen years as a routine and reliable diagnostic method.
ELISA was employed for evaluation and certification of
health condition of plant material and agricultural crops.
Its sensitivity enables fast diagnosis of plant viruses in
fruit trees or viruses localized in phloem tissues (e.g. po-
tato leaf roll virus). Detection of viruses in vectors or in
seeds remained less reliable because of very low concen-
tration of virions. The difference between the absorbance
value of the background reaction of a healthy sample and
the absorbance value of a sample taken from diseased
tissue is often inconclusive. Enzyme-amplified ELISA
(AMP-ELISA) could be more reliable for detection of
viruses in vectors.

Enzyme-amplified ELISA, developed by SELF (1982),
is based on enzyme labels catalyzing the formation of a
trigger molecule which activates a number of secondary
enzymatic reactions, resulting in a change of colour. This
method has been used successfully in diagnosis of pro-
teins, but not in plant virology (BATES 1987). CARR et
al. (1987) demonstrated general applicability of substra-
te amplification to ELISA systems for detection of anti-
bodies and immune complexes. AMP-ELISA was used
in plant virology for the first time for the detection of
barley yellow dwarf virus in oats and aphids by TOR-
RANCE (1987). BEN ZE'EV et al. (1988) proved its advan-

tages for detection of viruses occurring in low concentra-
tions in plants. By this method, the sensitivity to detect
citrus tristeza virus and papaya ringspot virus in plant sap
was 25 and 125 times higher, respectively, than that of
double antibody sandwich ELISA. On the other hand,
GEERING and THOMAS (1996) found the same sensitivi-
ty of both triple-antibody sendwich ELISA, colorimetric
dot immunobinding assay and enzyme amplification tech-
nique for detecting banana bunchy top virus in banana.
RABENSTEIN and SCHLIEPACKE (1996) used AMP-ELI-
SA for detection of luteoviruses BWYV, BMYV, BaYDV
and PLRYV in plants and aphids. AMP-ELISA was one or
two steps more sensitive in comparison with DAS-ELI-
SA. The aim of our effort was to verify the reliability of
AMP-ELISA to detect beet mild yellowing virus in aphids
of Myzus persicae.

MATERIAL AND METHODS
Aphids, virus and plants

Apterous aphids of Myzus persicae (Sulz.) were main-
tained and multiplied on virus-free plants of winter rape
(Brassica napus). B. napus is immune to BMYV and was
used for control sucking of aphids. Beet mild yellowing
virus was isolated from a sugar beet plant showing sym-
ptoms typical for this virus and was characterized on in-
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dicator plants (POLAK, CHOD 1975). BMYV was main-
tained in mustard (Sinapis alba). Aphids were transfer-
red to BMYV infected mustard plants with symptoms of
yellowing and violetting. After 24 or 48 hrs of acquisi-
tion feeding, individual aphids or groups of aphids were
used for BMYV detection by DAS-ELISA or AMP-ELI-
SA.

Preparation of samples

Individual or groups of aphids were ground in 0.5 ml
phosphate buffered saline (PBS) buffer pH 7.2 with 2%
polyvinylpyrrolidone, 0.2% bovine serum albumine and
0.05% Tween 20, and used as samples for detection of
BMYYV by ELISA.

ELISA

Immunoenzymatic detection of BMYV by DAS-ELI-
SA (CLARK, ADAMS 1977) was used as a control proce-
dure for the detection of BMYV in aphids. One half of a
sample (0.2 ml) was used for DAS-ELISA and the other
half for AMP-ELISA. Commercial BMYV polyclonal
antibodies (Lowe) and GIBCO BRL ELISA amplifica-
tion system (Life Technologies) were applied. The same
procedure (DAS-ELISA) was used in AMP-ELISA till
coating of the plate with conjugated IgG. After coating
of the plate with conjugated IgG and five hours incuba-

Table 1. Results of enzyme-amplified ELISA and DAS-ELISA
detection of BMYV in aphids M. persicae after 24 hrs of ac-
quisition time

tion at 36 °C the antibodies were removed and the plate
was washed five times in PBS. A special substrate with
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate monoso-
dium salt pH 9.5 (NADP) was added to a microplate (50 pl
per well) and incubated 10 min at room temperature on a
shaker. 50 pl of amplifier (amplifying enzymes alcohol
dehydrogenase and diaphorase) in 20mM Na-phosphate
buffer pH 7.2 (amplifier buffer) was added on top of the
NADP and the plate incubated 10 min at room tempera-
ture on the shaker. Absorbance was measured at 490 nm.
ELISA tests were considered positive if absorbance va-
lues were tree times higher than the average of the heal-
thy controls.

RESULTS AND DISCUSSION

Results of detection of BMYV using DAS-ELISA and
AMP-ELISA in Myzus persicae (Sulz.) after 24 hrs of
acquisition time of apterous individuals on mustard lea-
ves infected with BMYV are presented in Table 1. BMYV
was not detected in individual aphids. Results of detecti-
on by DAS-ELISA were negative. Detection in one out
of five samples by AMP-ELISA was at the limit of being
conclusive. BMYV was detected by both tests in two out
of three samples when two or three aphids were homoge-

Table 2. Results of enzyme-amplified ELISA and DAS-ELISA
detection of BMYV in aphids M. persicae after 48 hrs of ac-
quisition time

Number of aphids AMP-ELISA DAS-ELISA Number of aphids AMP-ELISA DAS-ELISA
1 0.014 0.013 1 0.019 0.008
1 0.017 0.015 1 0.029 0.043
1 0.057 0.038 1 0.198 0.099
1 0.021 0.019 1 0.018 0.002
1 0.032 0.021 1 0.175 0.083
2 0.182 0.080 5 0.344 0.184
2 0.132 0.125 5 0.107 0.066
2 0.056 0.030 5 0.539 0.261
3 0.267 0.146 5 0.340 0.162
3 0.135 0.073 5 0.244 0.147
3 0.031 0.020 10 0.235 0.124
4 0.123 0.095 20 0.385 0.243
4 0.083 0.045 IH 0.021 0.027
4 0.193 0.126 1H 0.016 0.012
5 0.092 0.054 5H 0.010 ©0.019
5 0.192 0.124 SH 0.031 0.028
3 0.273 0.146 1H = sample from one aphid sucking on virus free plant of winter
10 0.232 0.099 rape i t ' !
20 0.258 0.236 SH = ::::ple from five aphids sucking on virus free plant of winter
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nized together. Virus was determined by AMP-ELISA in
all samples if four or five aphids were homogenized to-
gether, while DAS-ELISA was positive only in two of
three such samples. Absorbance values of samples detec-
ted by AMP-ELISA were higher than with DAS-ELISA.

Results of BMYV detection in M. persicae using DAS-
-ELISA and AMP-ELISA after 48 hrs of acquisition are
presented in Table 2. BMYV was detected by both me-
thods in two of five samples of individual aphids, and in
all samples containing five, ten and twenty aphids. BMYV
detection using DAS-ELISA was in several cases close
to the limit of being conclusive. Absorbance values of
BMYYV detection in aphids by AMP-ELISA were conclu-
sive. Results of control detection of BMYV in healthy
and infected mustard plants are given in Table 3. The
background in both reactions, DAS-ELISA and AMP-
-ELISA, was very low. Absorbance values of samples
from healthy plants were close to zero. We did not obser-
ve a higher background reaction with AMP-ELISA as
mentioned by BEN ZE’EV et al. (1988). Our background
values in samples from healthy aphids were in both DAS-
ELISA and AMP-ELISA very low and varied between
0.01 and 0.03. It is possible to explain this fact by high
specifity of the antibodies used.

Table 3. Control ELISA detection of BMYV in healthy and
BMYYV infected plant of Sinapis alba L.

Sinapis alba Healthy BMYV infected
DAS-ELISA 0.005 0.274
Amplified ELISA 0.006 0.474

The results confirmed the higher sensitivity of AMP-
-ELISA and its higher reliability to detect BMYV in M.
persicae. Since the concentration of BMYV in aphids was
very low, it was not possible to prove the virus in indivi-
dual aphids after 24 hrs of acquisition time. BMYV was
detected in homogenates of two and three aphids, and
reliably in samples prepared from four and more aphids.
In some individuals the virus was detected after 48 hrs of

Souhrn

acquisition time. Detection of BMYV in aphids of M.
persicae was mentioned by RABENSTEIN and SCHLIE-
PHAKE (1996) who stated that AMP-ELISA can improve
the detection of BMY'V in aphids but gave no further de-
tails. r
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Bylo porovnéno stanoveni BMYV ve msicich M. persicae (Sulz.) pomoci ELISA dvojitého sendviée (DAS-ELISA) a ELISA
s amplifikovanym enzymem (AMP-ELISA). Byla zjit&na vy33i citlivost a spolehlivost stanoveni BMYV ve msicich pomoci
AMP-ELISA. Hodnoty absorbance AMP-ELISA byly pfiblizné dvakrat vy3si nez standardni ELISA. Spolehlivost stanoveni
BMYV ve msicich je vy3si po 48 hodinach akvizi¢niho séni neZ po 24 hodiniach. BMYV byl spolehlivé stanoven ve vzorcich
skupin vice nez ¢tyf msic. Po 24 hodinach akvizi&niho sani nebyl BMYV stanoven v jednotlivych msicich, zatimco po
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48 hodinach akviziéniho séni byl stanoven ve dvou z péti jednotlivych m¥ic. AMP-ELISA je vhodné&jsi metodou pro stanoveni
BMYYV ve méicich, aviak nizk4 koncentrace viru ve méicich neumozZiiuje spolehlivé stanoveni viru v jednotlivych mgicich.

virus mirného Zloutnuti fepy; stanoveni; ELISA s amplifikovanym enzymem; DAS-ELISA; Myzus persicae
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Mite Fauna of Stored Grain in the Czech Republic*

Eva ZDARKOVA

Research Institute of Crop Production — Division of Stored Product Pest Control,
Prague-Ruzyné, Czech Republic

Abstract
ZDARKOVA E. (1998): Mite fauna of stored grain in the Czech Republic, Pl. Protec. Sci., 34: 49-52.

Faunistic research was done in 64 different grain stores (brick stores, hangars, silos ) in the Czech Republic during 1996. One
hundred and twelve samples of wheat, 74 samples of barley and 70 samples of sweepings were examined. Average moisture
content of wheat and barley samples was 13-13.6%. Sampling was done in spring and autumn when the grain stores were full.
Thirty two species of mites were found (15 species of the order Astigmata, 10 species of the order Prostigmata and 7 species of
the order Mesostigmata). Barley was more infested by mites than wheat. Over 90% of the samples of sweepings were infested,
which means that sweepings are a source of infestation and the place where mites can survive when the stores are empty. The
dominant acaroid mites were Lepidoglyphus destructor and Acarus siro, the predatory mite Cheyletus eruditus and the mouldfeeder -
Tydeus interruptus. From the composition of species found we assume that grain stored 30 and 20 years ago had a higher
moisture content and less dashes than the grain-stored in 1996. -

stored grain; mites; faunistics

One of the most important and interesting projects of
the Department of Stored Product Pest Control of the
Research Institute of Food Industry, Prague, was a study
of the fauna of agricultural and food processing plants
made in 1965 (ZDARKOVA 1967). Over 120 factories were
visited and almost 400 samples examined. Since then there
has not been another possibility to do such a comprehen-
sive research again. The scientists of the department con-
centrated on stored grain which belongs to the strategic
commodities because of the nutrition of people and the
amount of stored material. In 1975 imported grain was
examined. After 1989 it was necessary to repeat the fau-
nistic research, when the ownership of industrial compa-
nies had changed.

In spite of difficulties in comparing faunistic results of
different decades (weight of samples, place of sampling
and their small number were not comparable), we tried to
compare at least the occurrence of different species.

MATERIAL AND METHODS

Wheat and barley are the most common grains stored
in the Czech Republic. Therefore, most of the samples
were taken of these two commodities.

The samples were collected by the author and other
members of the Department of Stored Product Pest Con-
trol of the Research Institute of Crop Production. One
hundred and twelve samples of wheat and 74 samples of
barley were examined. The samples were collected in 64
grain stores such as brick stores (29), hangars (6) and si-
los (29) in Bohemia and Moravia. Sampling was done in
spring and autumn, when the grain stores were full. Sam-
ples were taken from the corners and from the center in
brick stores, and from the top and from the outlet of silo
bins. They were taken from the surface and from a depth
of 1 m by a rod sampler, each sample weighing 2.5 kg.
Samples were transported in plastic bags to the laborato-
ry. Two hundreds grams were analyzed by a heat extrac-
tion apparatus. The time of exposure was 24 h, the distance
of a 25 W bulb from the sieve was 20 cm, The miites were
gathered in Oudemans solution. They were counted indi-
vidually only in samples containing no more than 500
specimens in 200 g of the substrate. Samples containing
greater numbers of mites were estimated by the Solomon’s
method (SOLOMON 1945 ). The rest of the sample was
processed mechanically by being passed through sieves
with meshes 2 mm in diameter in order to separate other
kinds of pests such as beetles and moths.

* The project was supported by the grant no. 522/96/1043 of the Grant Agency of the Czech Republic.
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Table 1. List of species

Number of infested samples

Species wheat barley sweeping Percent of all samples taken
Astigmata
Acaridae :
Acarus siro L. 10 12 14 14
Acarus farris (Oud.) 4 5 7 6.2
Acarus immobilis Griffits - - 1 0.4
Tyrophagus putrescentiae (Schrank) 3 9 5 6.6
Tyrophagus neiswanderi John. & Bruce - 1 - 0.4
Tyrophagus longior (Gerv.) - 2 7 3.5
Tyrophagus perniciosus Zachv. - - 2 0.8
Tyrophagus tropicus Robert - 1 - 0.4
Tyrophagus miripes Athias-Henriot - - 1 04
Caloglyphus oudemansi (Zachv.) - ~ 1 0.4
Glycyphagidae
Lepidoglyphus destructor (Schrank) 19 33 22 29
Lepidoglyphus michaeli (Oud.) - - 1 04
Glycyphagus privatus Oud. - - 1 0.4
Ctenoglyphus plumiger (Koch) - - 1 0.4
Chortoglyphus arcuatus (Troup.) - 1 6 2.9
Prostigmata
Cheyletidae
Cheyletus eruditus (Schrank) 16 12 25 20.7
Cheyletus aversor Rohden. - 1 0.4
Cheyletus trouessarti Oud. - 1 7 3.1
Cheyletus malaccensis Oud. 4 1 - 1.9
Acaropsellina docta (Berl.) 5 4 2 43
Neoeucheyla pavlovskii Volgin - - 1 0.4
Bdellidae
Spinibdella lignicola (Canestr.) - - 1 0.4
Tydeidae
" Tydeus interruptus Sig Thor 6 16 29
Tarsonemidae
Tarsonemus granarius Lind. 4 6 12 8.6
Pyemotidae
Pyemotes herfsi Oud. 1 - - 0.4
Mesostigmata
Laclapidae
Haemogamasus pontiger (Berlese) 1 5 5 43
Androlaelaps casalis Berlese 1 2 1 1.6
Eulaelaps stabularis (C. L. Koch) - - 3 1.2
Ascidae
Blattisocius tarsalis (Berlese) - - 1 04
Blattisocius keegani Fox 1 1 - 0.8
Proctolaelaps pygmeus (Miiller) 1 1 1 1.2
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Determination of mites was based on the papers by
GRIFFITHS (1964), HUGHES (1977), JOHNSTON and BRU-
CE (1965), ROBERTSON (1959, 1961), SAMSINAK (1962,
1966), ZACHVATKIN (1941).

RESULTS AND DISCUSSION

Altogether 256 samples were taken from brick stores
and silos (112 samples of wheat, 74 samples of barley
and 70 samples of sweepings). Thirty two species were
found (15 species of the order Astigmata, 10 species of
the order Prostigmata and 7 species of the order Meso-
stigmata). The species found are listed on Table 1.

Wheat

One hundred and twelve samples were taken. Thirty
six samples were collected in brick stores, 4 in hangars
and 72 in silos. The average moisture content of silo sam-
ples was 13%, of stores and hangars 13.6 % and 15.2%,
respectively. Thirty four samples (30.3%) were infested
by acaroid mites and in 25 samples (22.3%) predatory
mites were found. Fifty percent of the samples from brick
stores, 25% from hangars and 20.8% from silos were in-
fested by acaroid mites. Altogether 14 species of mites
were found. The most common species, L. destructor, was
found in 17 samples (i.e. 15.2%), C. eruditus in 16 sam-
ples (14%) and A. siro was found in 10 samples (8.9%).
L. destructor was found equally often in brick stores as in
silos, while C. eruditus was more common in silos and
A. siro was more common in brick stores.

In 1975, 42 samples of wheat had been taken. From
that number 22 samples (52.4%) were infested by A. siro,
18 (42.8%) by C. eruditus and 14 samples (33.3%) by
L. destructor.

When comparing the results of 1975 and 1996, we can
see that the most common species in 1975 was the prima-
ry pest A. siro, whereas in 1996 it was the secondary pest
L. destructor, and the percentage of infestation by the
dominant species was higher in 1975 (52.4%) than in 1996
(15.2%). However, the first three most frequent species
are the same. It could mean that in 1975 the wheat had a
higher moisture content and less dashes than in 1996.

Barley

Seventy four samples were taken. Twenty four sam-
ples were collected in brick stores, 4 in hangars and 46 in
silos. The average moisture content of samples taken in
silos, brick stores and hangars was 13.3%, 13.4% and
13.6%, respectively. Mites were found in 54 samples, i.e.
in 73%. Acaroid mites were found in 45 samples, i.e.
60.8% of all samples taken, or in 83% of samples infes-
ted by mites. Predators were found in 19 samples (25.6%).

Ninety five percent of samples from brick stores, 50%
from hangars and 63% from silos were infested by mites. .
Altogether 18 species of mites were found. The most com-
mon species was L. destructor, found in 33 samples
(44.6%), T. interruptus in 16 (21.6%), and each of A. siro
and C. eruditus were found'in'12 samples (16.2%). Whe-
reas: L. destructor and T. interruptus were equally fre-
quent in brick stores and in silos, C. eruditus was more
common in silos.

In 1965, 27 samples of barley were collected in which
11 species of mites were found. The most common speci-
es was again L. destructor, found in 14 samples, i.e. in
52%, T. putrescentiae and G. domesticus found in 6 sam-
ples, ie. 22%. g i ‘

To compare the faunistic results of 1965 and 1996, one
can see that the most common species L. destructor was
the same, even though the infestation was a little higher
in 1965 (52%) than in 1996 (44.6%). But the next two
common species differ. Whereas in 1965 these belonged
to acaroid pests, in 1996 they were the fungi and dust .
feeder T. interruptus and a predator, C. eruditus. I think it
can mean the same as in the case of wheat: the grain now
has a lower moisture content-and more dashes and dust.

Sweepings

Out of 70 samples taken, 64 samples contained mites.
The most common species were T. interruptus, C. erudi-
tus, L. destructor, A. siro and T. granarius. Thus, sweep-
ings are certainly a source of infestation and the place
whére mites can survive the time when the stores are
empty.

To summarize: barley was more infested by mites than
wheat. The moisture content of both commodities in si-
los and brick stores was about the same 13-13.6%. -
Wheat samples from hangars had a higher moisture con-
tent than the previous ones, 15.2%. Most common were
the acaroid mites L. destructor and A siro, the predatory .
mite C. eruditus, and T. interruptus which feeds on fungi
and grain dust. From the composition of species found
we assume that grain stored 30 and 20 years ago had a
higher moisture content and less dashes than the grain
stored in 1996.
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Souhrn

ZDARKOVA E. (1998): Soutasn4 fauna rozto¥d v obilnfich skladech v Ceské republice. P1. Protec. Sci., 34: 49-52.

Bé&hem roku 1996 byl proveden faunisticky priizkum obilnich skladd v Ceské republice. Bylo odebrano a zpracovano 112 vzorki
p3enice, 74 vzorki je¢mene a 70 vzorkil smetkid. Vlhkost vzorki byla v primé&ru 13-13,6 %, vy33i (15,2 %) byla zjiiténa
u vzorkl pSenice z hangarll. Vzorky byly odebirdny na jafe a na podzim, kdy jsou sklady pIné. Bylo zji§téno 32 druhil rozto&i.
Je¢men byl vice napaden roztodi neZ p3enice. Bylo zji§téno, Ze smetky jsou zdrojem napadeni skladovanych obilnin a jsou
ukrytem pro roztoée v dobg, kdy jsou sklady prazdné (bylo napadeno 90 % vzorki smetkil). Nejasté&ji se vyskytovaly druhy
Lepidoglyphus destructor, Acarus siro, Cheyletus eruditus a Tydeus interruptus. Podle druhového sloZeni miizeme usoudit, ze
obili skladované pfed 20 a 30 lety mé&lo vy#§i vlhkost, mén& pfimési a prachu neZ obili skladované v roce 1996.

skladované obili; rozto&i; faunistika
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Rezistence hlohii ke spale riZovitych rostlin*

Josef KORBA, Svétluse PATAKOVA, Viclav KUDELA

Research Institute of Crop Production, Prague-Ruzyné, Czech Republic

Abstract
KORBA 1., PATAKOVA S., KUDELA V. (1998): Fire blight resistance in hawthorns. PI. Protect. Sci., 34: 53-58.

Since the first appearance of fire blight in Bohemia in 1986, shrubs and trees of the genus Crataegus act as the most important .
hosts of the blight organism Erwinia amylovora. Field observation of outbreaks of fire blight on hawthorn shrubs and trees in
1994-1996 showed a wide individual variability in reaction. Susceptible and very susceptible plants were prevalent among wild
hawthorns. Seedlings growing under the relatively resistant and susceptible hawthorn shrubs were removed and transplanted to
the experimental plot. Seed samples were collected from non-infected solitary plants adjacent to those showing severe infection.
The seeds were germinated in the greenhouse and one year old seedlings established from the seed were inoculated. Shoot tops
were cut off using scissors immersed in an Erwinia amylovora suspension of approximately 10° cells/ml. A drop of inoculum was
placed on wounded tissues. The degree of resistance was scored 30 days after inoculation by measuring the total length of the
shoots and the visually blighted part. The majority of 63 seedlings tested were susceptible. No distinct difference in susceptibility
was found between plants grown from seeds frorn naturally infected and from non-infected shrubs. Only one seedling was highly
resistant. Its high level of resistance was confirmed by repeated inoculations (34 times) during three growing seasons in
1995-1997. The resistant seedling was identified as C. monogyna Jacq. having some characteristics of C. laevigata (Poiret) DC.

Erwinia amylovora; Crataegus; resistance

Souhrn
KORBA 1., PATAKOVA S., KUDELA V. (1998): Rezistence hlohi ke spale riZovitych rostlin. Pl. Protect. Sci., 34: 53-58.

Od prvnfho vyskytu spaly na izemf Cech v roce 1986 jsou kefe a stromy rodu Crataegus nejdileit&j¥imi hostitelskymi rostlina-
mi puivodce spaly riZovitych rostlin, Erwinia amylovora. V letech 1994-1996 byla na dvou stanovistich v zapadnich a stfednich
Cechéch sledovéna variabilita v nachylnosti plané rostoucich hlohii vii¢i spale. V populaci plané rostoucich hlohli pfevladaly
néchylné a velmi nachyIné rostliny. Pod relativné rezistentnimi a nachyIlnymi rostlinami byly odebrany semenacky, u nichZ byla
v technickém izolatoru stanovena hladina rezistence. Z neifikovanych soliternich rostlin sousedicich s rostlinami silné napadeny-
mi byly odebrany plody a ze semen vypéstovany semenécky, které byly ve stafi jednoho roku inokulovany. Letorosty jednotli-
vych semenackl byly inokulovany odstfizenim vrcholii niizkami namo&enymi v suspenzi bakterii Erwinia amylovora o koncentraci
10° bunék/ml. Na feznou plochu byla poté nanesena kapka inokula. Za 30 dni byla stanovena hladina rezistence podle poméru
celkové délky inokulovanych letorostii k délce spalové 1éze. Z celkového poétu 63 testovanych semenacki byla vétSina nachyl-
na. Mezi semenacky ze semen pochazejicich z rostlin, které v podminkach pfirozené infekce byly relativn€ rezistentni nebo
naopak nachylné, nebyly zjistény v hladin& rezistence vyrazné rozdily. Z 63 testovanych semenacki pouze jeden vykazoval
vysokou hladinu rezistence, kter4 byla v priib&hu let (1995-1997) potvrzena inokulacemi opakovanymi v riznych terminech
celkem 34krat. Rezistentni semenacek byl identifikovan jako Crataegus monogyna Jacq. se znaky C. laevigata (Poiret) DC.

Erwinia amylovora; Crataegus; rezistence

Piivodce spaly rizovitych rostlin, bakterie Erwinia  (KUDELA1988). V néasledujicich tfech letech se patogen
amylovora (Burrill) Winslow et al. (dale jen Ea), byl po-  §ifil hlavné ve stfedoeské a severoCeskeé oblasti, pozd&ji
prvé zaznamenén na izemi Cech a Moravy v roce 1986,  pronikl i do v§chodnich Cech. V roce 1996 byla spala
a to na rostlinach skalniku a hlohu v parcich mésta Prahy  zjiSténa na severni Moraveé.

*Price byla subvencovana grantovou agenturou CR (&. projektu 513/94/1521).

53



Vol. 34, No. 2: 53-58

Plant Protection Science — 1998

V CR se vétsina prokdzanych vyskyti spaly tyké hloht
(85-90 %), zbytek pfipada na skalniky, hrusné, jablong,
hlohyné, jefdby (zejména Sorbus aria), kdoulon€, mis-
puli a kdoulovec.

Po 11 letech od proniknuti ptivodce spély rizovitych
rostlin (dale jen spéla) na tizemi CR se potvrzuje zkuge-
nost nabyté v zemich severozépadni Evropy s delsi tradi-
ci vyskytu choroby, Ze pro pfezivani bakterii z jedné
vegetace do druhé bude mit i v nasich podminkéach nej-
vét§i vyznam hloh. Infikované stromy a kefe hlohu jsou
hlavnim zdrojem inokula, odkud se miZe nékaza snadno
roz§ifit do produké&nich vysadeb jabloni a hrusni. Ve sna-
ze zabrénit §ifeni ndkazy bylo v CR do roku 1997 vyklu-
&eno vice nez 25 tisic hlohd, 5 tisic jabloni, 15 tisic hrusni,
3 tisice jefabu, stovky rostlin skalniku a nékolik jedinct
kdoulovce a hlohyné.

PiedloZena prace shrnuje vysledky vyzkumu, jehoZ ci-
lem bylo: 1. sledovat ve volné pfirodé éetnost rostlin hlo-
hu néchylnych a rezistentnich k napadeni bakteriemi Ea
v podminkéch pfirozené infekce; 2. selekce rezistentnich
rostlin hlohi v podminkéch umélé infekce; 3. posouzeni
moznosti introdukce rezistentnich genotypli hlohu do
volné piirody.

MATERIAL A METODY
Pozorovaci stanovisté

Prvni pozorovaci stanovisté se nachazelo v katastru obce
Tuchoméfice (okres Praha-zdpad). V pribéhu let 1994
az 1996 bylo pétkrat za vegetace sledovano 35 keft hlo-
hu nachézejicich se jako pfirozeny nalet na jizni strani
v blizkosti zastavéné plochy.

Druhé pozorovaci stanovisté bylo v katastru obce Kostr-
¢any (okres Karlovy Vary). V priib&hu let 1994—1996 bylo
sledovano 15 keft hlohu rozmist&nych na svahovité past-
viné uprostied lesniho komplexu.

Rostlinny materidl

V roce 1993 byly z obou pozorovacich stanovist pie-
neseny mladé semendce plané rostoucich hloht a vysa-
zeny do technického izol4toru na vyzkumné stanici VURV
ve Slaném. Pfi vybéru semenacki se vychézelo ze stupné
napadeni matefské rostliny spalou, s cilem ovéfit rezis-
tenci k patogenu v potomstvu rezistentnich a ndchylnych
rostlin. V néasledujicim roce byly mladé rostliny dop&sto-
vany a pfipraveny k testovani na rezistenci ke spale.
Z obou stanovi§t' bylo odebrano celkem 18 kefti, které
byly vysazeny do sponu 1x1m.

V roce 1994 byly na lokalité Tuchoméfice vybréany tfi
kere li8ici se stupném napadeni spalou v podminkach pfi-
rozené infekce. Kef €. 5 byl hodnocen jako néchylny.
Z néchylnych ket rostoucich na tomto stanovisti byl vy-
brén proto, Ze byl napaden spalou jen v horni tfeting ko-
runy a mél dostatek zdravych plodi s vyzralymi semeny.
Zbyvajici vybrané kete (€. 10 a 28) byly hodnoceny jako
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rezistentni. Vyzna&ovaly se tmavé zelenou barvou listl
a bohatou nésadou plodi. Pro kef €. 28 byly typické krat-
ké, relativné tlustsi internodia. V zafi 1994 byly z uvede-
nych tii ket hlohu sklizeny plody a provedena stratifikace
semen.

V roce 1996 byla stratifikovana semena vyseta a po
vzejiti nahrnkovéna do kvétina¢li o priméru 8 cm. Po
dosaZeni délky vyhonu 10 cm byly rostliny pfeneseny do
péstebni mistnosti, kde byla udrzovana teplota 20-22 °C
a relativni vlhkost 80-85 %. Zde byly rostliny dopésto-
vany do délky vyhonli 15-20 cm, tj. do ristové faze, kte=
r4 je vhodné pro inokulaci bakteriemi Ea.

V roce 1997 byly z vybranych rostlin hlohu, které pfi
umélych infekcich prokéazaly vysokou hladinu rezisten-
ce, odebrany rouby a naroubovany na hlohovy semenac.
Roubovance byly pak vystaveny umélym infekcim.

Inokulum

K testovani na rezistenci byly pouZity izolaty Ea udr-
Zované ve sbirce oddéleni bakteriologie odboru rostlino-
lékafstvi VURV Praha-Ruzyné a kmeny udrzované na
vyzkumné stanici ve Slaném. Pied zahdjenim sezony byla
u viech izolatl testem patogenity uréena jejich virulen-
ce. K inokulaci byly vybrany 3—4 nejvirulentnéjsi izola-
ty. K ovéfeni stupné virulence byly pouzity jednak
letorosty hru$n& Pyrus ussuriensis, jednak odfezané leto-
rosty hlohu. Vybrané 3—4 nejvirulentngjsi kmeny Ea byly
kultivovany na masopeptonovém agaru. Z kultur starych
48 hodin byla ve sterilni destilované vodé& pfipravena sus-
penze o hustoté 10° bun&k/ml.

Inokulace

Semenécky pfinesené z pozorovacich stanovist' a vy-
sdzené v technickém izolatoru byly pétkrat b&hem
vegeta&niho obdobi infikovany. Kazda rostlina byla ino-
kulovéna smési spalovych bakterii. Celkem bylo ino-
kulovéno v roce 1994 14 rostlin a v letech 1995 a 1996
18 rostlin. Kdyz letorosty ve fazi prodluZovaciho ristu
doséhly délky 30-50 cm, byly inokulovany odstfiZzenim
ristového vrcholu niizkami namodenymi v inokulu a na-
slednym nanesenim kapky bakteridlni suspenze na fez-
nou plochu.

Inokulace semenéacki p&stovanych v kvétinacich v pés-
tebni mistnosti byla provedena b&hem prodluzovaciho
rustu pfi dosaZeni délky vyhont 15-20 cm. Do pokusu
byly zafazeny rostliny hlohu z kete €. 5 (nichylného)
azkefl €. 10 a & 28 (rezistentnich). Letorosty byly pred
dokonéenim prodluzovaciho riistu, tj. v obdobi pfed vy-
tvofenim vrcholového pupenu, zastfizeny nizkami na-
mocenymi v bakteridlni suspenzi. Na poranéné misto byla
nanesena kapka bakterialni suspenze. Inokulace byla pro-
vedena 18. 9. 1996 v mistnosti s umé&lym osvé&tlenim
(4 500 lux) pfi teploté 2022 °C arelativni vlhkosti 85 %.
Tticet dni od inokulace byla hodnocena hladina rezisten-
ce podle poméru celkové délky letorosti k délce spalové
léze.
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Hodnoceni intenzity spily a rezistence rostlin

Pfi hodnoceni intenzity vyskytu spaly u kefii hlohu na
pozorovacich stanovistich byla pouZita desetibodova stup-
nice zaloZena na hodnoceni podilu spalovych vyhonii
z celkového poétu vyhoni:

0 = bez pfiznakid; 1 = 1-3 %; 2 =4-6 %; 3 = 7-12 %;
4=13-25%; 5 =26-50 %; 6 = 51-75 %; 7 = 76-88 %,;
8 =89-99 %; 9 =100 %.

K hodnoceni hladiny rezistence semenagk pfinesenych
z pozorovacich stanovist’ a vysazenych v technickém izo-
latoru byla pouzita tfibodova stupnice:

1 = rezistentni — bez pfiznaki spaly;

2 = nachylny (spala letorosti, ndkaza nepronika do jed-
noletého dieva);

3 = velmi néchylny (spéla letorostii, ndkaza pronika do
jednoletého dfeva).

U inokulovanych semenaékl vypéstovanych ze semen
se méfila délka spalové 1éze zplisobend patogenem a cel-
kova délka vyhonu. Po 30 dnech, kdy se jiz léze nepro-
dluzovala, se pfikro¢ilo k zavéreénému hodnoceni
zméfenim délky viditelné bakterialni 1éze a celkové dél-
ky letorostu v cm. Pro vypocet procenta intenzity napa-
deni byl pouzit nasledujici vzorec:

délka léze v cm

Intenzita napadeni v % = % 100

délka letorostu v cm

Vypoctené intenzita napadeni byla poté pfevedena do
pétibodové hodnotici stupnice stupném rezistence:

Intenzita napadeni v % Stupeii rezistence

0 1 — velmi rezistentni
1-6 2 — rezistentni
7-25 3 — stfedné rezistentni
26-75 4 —néachylny
76-100 5 — velmi nachylny

VYSLEDKY

Cetnost rezistentnich rostlin hlohu v podminkach
pFirozené infekce

Na pozorovacim stanovisti v katastru obce Tuchoméfi-
ce (Praha-zépad) bylo v priibéhu let 1994-1996 sledova-
no napadeni spalou u 35 ket hlohu (tab. 1). V prub&hu
tfiletého sledovéni se postupné zvySovala ¢etnost vysky-
tu spaly 1 intenzita choroby. Z celkového poctu 35 kefa
hlohu bylo v roce 1994 napadeno 40 % keft, v roce 1995
74 % a v roce 1996 97 %. Zaroveii se zvySovala i intenzi-
ta choroby, a to z 1,14 v roce 1994 na 2,51 v roce 1995
ana 4,37 vroce 1996. V priibéhu tfi let Gplng odumfely
tii kefe. U napadenych kel bylo moZné pozorovat men-
§i intenzitu kveteni a mensi podet plodu.

Jediny kef hlohu (&. 28), ktery po tfech letech sledova-
ni nevykazoval pfiznaky spély, se vyznacoval tmavé ze-
lenymi listy, boénimi Zilkami na bazi listd prohnutymi

Tab.1. Stupeii napadeni spalou 35 rostlin hlohu na stanovi§ti Tuchoméfice (Praha-vychod) v letech 1994-1996 — Disease
severity of fire blight in an individual hawthorn plants on locality of TuchoméFice (Prague-east) in 1994—1996

(0 = without disease symptoms; 9 = the most severe disease symptoms)

Cislo Stupeti napadeni’ Eislo Stupeii napadeni Gislo S\tupeﬂ napadeni
9 |

kefe 1994 1995 1996 | kefe 1994 1995 1996 kefe 1994 1995 1996

1 4 7 9 13 0 2 4 25 0 4 7

) 2 4 6 14 0 0 2 26 1 2 3

3 0 4 7 15 1 2 4 27 0 2 2

4 0 0 3 16 0 0 2 28 0 0 0

5 4 5 7 17 0 4 4 29 0 0 1

6 0 2 9 18 0 2 4 30 0 1 1

7 3 5 7 19 1 2 2 31 2 3 6

8 1 4 6 20 0 2 4 32 4 6 8

9 0 1 3 21 0 1 4 33 4 5 9
10 0 0 1 22 2 3 4 34 6 6 8
11 0 1 3 23 0 0 1 35 5 8 8
12 0 0 2 24 0 0 2 1-35 1,14 251 437

!number of shrub; 2index of disease severity
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nahoru a konéicimi na okraji éepele, ktera je drobné zoub-
kované; mensi Getnosti kratkych trnili; pozdé€j$im kvete-
nim; bilymi kvéty, Gzce trojuhelnikovitymi, stfedné
dlouhymi kalignimi listky; temné ¢ervenymi, mirné elip-
soidnimi malvicemi. Tento kef odol4vajici infekci vyka-
zuje znaky kfiZzenclh Crataegus monogyna x C. laevigata.

Kef &. 10 odolaval infekci az do roku 1996, kdy byly
zaznamenany prvni pfiznaky napadeni. Podobné jako ket
¢.28 vykazoval i ket €. 10 znaky kfiZenct Crataegus mo-
nogyna * C. laevigata. Kef €. 10 se il del$imi a ten¢imi
internodii. {

Nachylny ket €. 5 se vyznacoval svétle zelenymi az
zelenymi listy; boénimi Zilkami na bézi ¢epele nekonéi-
cimi na okraji ¢epele; ranéj§im kvetenim, bilymi kvéty;
uzce vélcovitym kalichem s kratkymi kali¥nimi cipky,
cervenymi mimé podlouhlymi malvicemi s jednou pe-
ci¢kou. Je moZné ho povaZovat za kiiZence Crataegus
fallacina x C. monogyna.

Na pozorovacim stanovisti v katastru obce Kostréany
(okres Karlovy Vary) bylo sledovéni v roce 1995 pred-
¢asné ukonceno z diivodi vykluéeni infikovanych kefi.

Reakce semendtkit hlohu na umélou infekci
Semendcky prenesené z pozorovacich stanovist'

Z 18 testovanych rostlin byla jedna rostlina hodnocena
jako rezistentni, devét rostlin bylo nachylnych a osm rost-
lin velmi nachylnych (tab. 2). Rezistentni rostlina &. 6
(=Vale¢-94) pochézela z lokality Kostréany.

Tab. 2. Testovani semenacki hlohu na rezistenci k Erwinia
amylovora po pfeneseni z pfirozenych stanovist' — Greenhouse
testing of hawthorn seedlings after transfering from natural
stands

Stupefi rezistence' Celkem rostlin® Oznageni rostlin®

1. rezistentni? 1 6

2. nachylny? 9 1,3,4,7,10, 11, 12,
13,15

3. velmi nachylny* 8 2,5,8,9, 14,16, 17,
18

Icategory of resistant level; 2resistant; 3smsccptiblc; 4very suscepti-
ble; Snumber of plants; Splant number

V letech 1995-1997 byla rezistentni rostlina &. 6 podro-
bena opakovanému testovani na rezistenci. V roce 1995
bylo na tomto semenéa&ku provedena inokulace na deseti
letorostech. V néasledném roce 1996 bylo v deviti termi-
nech inokulovéno vzdy pét letorostii a v roce 1997 bylo
ve 24 terminech inokulovano pét letorostli. Ani v jednom
piipadé nevznikly po inokulaci nekrotické 1éze, zatimco
ve stejnou dobu inokulované vyhony na nichylnych rost-
linich vykazovaly typické spalové pfiznaky.

Podle morfologickych anakl tato rezistentni rostlina
pravdépodobné patii ke kiizencim typu C. monogyna.
Listy maji na bazi éepele spodni par bo¢nich Zilek smé-
fujici nahoru ukonden na okraji listi. Okraje listd jsou
mirné zoubkované, palisty mirné hiebenité, zubaté.

Semendcky péstované v péstebni mistnosti

Vysledky testovani jsou shrnuty v tab. 3. Celkové bylo
testovano 45 semenacki. Pochazely ze semen sklizenych
jednak s obou rostlin hlohu, které v pfirozenych podmin-
kéch byly hodnoceny jako rezistentni, jednak z rostliny,
ktera byla hodnocena jako stfedné nachylna.

Reakce roubovanci na umélou infekci

Vyhony z rezistentni rostliny &. 6 (= Valec-94) byly
naroubovény na hlohovy semena¢. Na roubovancich byla
v roce 1997 provedena inokulace letorosti. Na zadném
z inokulovanych letorostii nevznikly spalové 1éze. Naproti
tomu na letorostech roubovancii vzniklych naroubova-
nim vyhont z rostliny &. 28 (tab. 1) na hlohovy semenad
byly zaznamenény spalové léze v délce 4-6 cm. Tim byla
opétovné potvrzena vysoka hladina rezistence hlohu &. 6.

DISKUSE

Poté, co piivodce spaly v letech 1957-1980 zdomécnél
v jihovychodni Anglii, v zdpadni a severni Evropg, se
ukézalo, Ze rostliny hlohu, pfedev§im druhu Crataegus
monogyna, jsou hlavnim prostfednikem umoziiujicim §i-
feni nakazy do dosud nezamofenych izemi. Jsou také di-
lezitym zdrojem infekce pro ostatni hostitelské rostliny
(BILLING et al. 1974; STEAD 1987).

Tab. 3. Testovani semenackiu hlohu na rezistenci k Erwinia amylovora ziskanych ze semen sklizenych z rostlin s odlisnou
hladinou rezistence — Grenhouse testing of hawthorn seedlings from seeds colected from plants with different level of resistance

to Erwinia amylovora

Plivod semen' (viz. tab. 1)

Pocet testovanych semenacki’

Priiméma intenzita napadeni® &) + s

Rostlina €. 28 — rezistentni* 5
Rostlina &. 10 — rezistentni® 20
Rostlina €. 5 — nachylna® 20

17,346
18,0 + 7,15
173+ 7,72

Iseed origin; Znumber seedlings tested; 3index of disease severity; plant no. 28 — resistant; Splant no. 10 - resistant; Splant no. 5 — susceptible
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Podobné jako v zdpadni Evropé i v &eskych zemich jsou
hlohy velmi &etn& zastoupeny. Jak uvadi HOLUB (1992),
jsou nasimi zékladnimi druhy C. laevigata, C. monogyna
a C. praemonticola. Hojngjsi nez ¢isté druhy jsou kfiZzen-
ci mezi témito zékladnimi druhy. KfiZeni probih4 i mezi
hybridy zdkladnich druhii a déle mezi témito hybridy.
RozliSovani téchto mnohonasobnych kiiZenct je obtizné
a u nékterych kombinaci nemozné. Pro ozdobu se péstuji
u nds mnohé druhy amerického ptivodu. Na ulicich a v par-
cich byly hojné vysazovany ervenokvété kultivary na-
sich druhii rozmnoZované oékovanim.

Program §lechténi hlohti na rezistenci ke spale byl za-
héjen v Dansku v roce 1970 (JORGENSEN, JENSEN 1974),
v Nizozemsku a Némecku v roce 1975 (ZELLER, MEYER
1975; BOUMA 1987) a ve Francii v 80. letech (PAULIN
1993).

Rostliny hlohu vypéstované ze semen sbiranych z ket
identifikovanych jako C. monogyna subsp. laciniata byly
po umélé infekci Erwinia amylovora hodnoceny bud’ jako
nachylné, nebo velmi nachylné. Nachylnost rostlin C. lae-
vigata kolisala od rezistence pfes stfedni az po vysokou
nachylnost. Populace rostlin C. monogyna ziskana ze se-
men pochazejici z Polska, Italie, Dénska a Velké Britanie
se neliSily v hladiné nachylnosti. Nebyla prokazéna
korelace mezi ur€itymi morfologickymi vlastnostmi C.
monogyna a genetickou nachylnosti ke spile (MAAS
GEESTERANUS, HEYTING 1978). Stoji za pozornost, Ze
autofi vyjadfili pochybnost, zda idaje o poméru délky
vadnoucich vyhont k celkové délce inokulovanych vy-
hont jsou vhodnym ukazatelem pro stanoveni genetické
rezistence hloht ke spale.

BOUMA (1987) shromazdil z izemi byvalého Sov&t-
ského svazu a dalSich stath vychodni Evropy okolo 580
vzorkl semen patiicich k 155 riznym druhiim rodu Cra-
taegus. Vyhony semenacku inokuloval suspenzi bakterii
Erwinia amylovora. Populace C. monogyna se jevily byt
viechny nachylné. Naproti tomu semenacky C. phaeno-

pyrum nevykazovaly Zadné pfiznaky. Rezistentni druh C.
phaenopyrum se vyskytuje v Severni Americe. Svymi
malymi listy s velkymi trny pfipomind C. monogyna.
Druhy C. arnoldiana, C. chrysocarpa, C. mollis a C. sub-
molis mély stfedni aZ ,,dobrou* rezistenci. Na rozdil od
vysledkd, které publikovaliMAAS GEESTERANUS a HEY-
TING (1978), byly zjistény v ramci jednoho druhu proka-
zatelné rozdily v rezistenci v zavislosti na geografickém
puvodu.

ZWEIT A BEER (1991) zafadili mezi nejvice rezistentni
druhy C. arnoldiana, C. coccinea, C. crus-galli, C. dou-
glasii, C. phaenopyrum, C. prunifolia, C. punctata Ohio
Pioneer, C. viridis Winter King; mezi stfedné rezistentni
C. lavallei carrierei; mezi nejméné rezistentni C. aleman-
niensis, C. monogyna, C. laevigata a C. pentagyana.

V na8ich zemich pfevladaji plan& rostouci druhy hlohé
patfici ke kiizencim druhti C. monogyna a C. laevigata
a C. praemonticola (HOLUB 1992). Z dosud uskute&né-
nych polnich pozorovani v CR i v jinych zemich, jakoz

iz vysledki testovéni na rezistenci v podminkach umélé
infekce vyplyva, ze C. monogyna a C. laevigata patii
k relativné nejnachylnéjsim hlohtim k pivodci spaly. Tim
naléhavéji vystupuje do popfedi otdzka zplisobu nahrady
téchto nachylnych hlohi ve volné piirodé v izemich ohro-
Zenych epidemiemi spaly. PfestoZe v populaci u nés di-
voce rostoucich hlohti pfevladaji nachylné a velmi
néchylné rostliny, vyskytuji se v ni i rezistentni rostliny.
Sv&dEi o tom usp&¥na selekce rostliny taxonomicky bliz-
ké s druhem C. monogyna, ktera ani po nékolikanasobné
inokulaci letorostli nevykézala zadné pfiznaky infekce.
V pfipadé naléhavé potfeby vysadby rezistentnich hloht
do volné pfirody bude nutné pétrat po dalsich zdrojich
rezistence k puvodci spély, a to jak v rdmci druhu C.
monogyna, tak i dal§ich druht a kiiZencu.

V nagich infek&nich testech nebyl zji§tén rozdil v hla-
diné rezistence u generativniho potomstva rostlin poché-
zejicich z hloht, které byly v pfirozenych podminkach
infekce hodnoceny jako rezistentni a nachylné. Divod
lze spatfovat bud’ v tom, Ze absence piiznaku u nékte-
rych rostlin ve volné pfirodé nebyla zplisobena genetic-
ky podminénou rezistenci, ale napf. tzv. pseudorezistenci
(inikem pfed chorobou) nebo tim, Ze vykazuji ur€ity typ
preinfekéni rezistence (podminény napf. vysokou Getnosti
antagonistickych epifytickych mikroorganismi), ktery se
pfi umélé infekci nemohl uplatnit.

Diilezitou tilohou bude ovéfit, zda rezistence ke spéle
letorostil je u hlohti ve vazbé s rezistenci ke spale kvéta
a korovych pletiv. U jabloni a hrusni jsou totiz zndmé
ptipady, kdy se riizni hladina rezistence u kv&ti, vyhont
a korovych pletiv (ZWET, KEIL 1970).
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Determination of Optimal Concentration of Erwinia amylovora

and Pantoea agglomerans Antigens in the Slide Agglutination Reaction
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Abstract

PANKOVA I., MRAZ 1., PETRZIK K. (1998): Determination of optimal concentration of Erwinia amylovora and Pantoea
agglomerans antigens in the slide agglutination reaction. Pl. Protec. Sci., 34: 59-62.

The optimal concentration of Erwinia amylovora and Pantoea agglomerans bacteria used as antigens in a slide agglutination
reaction with constant diluted antisera was examined. The clearest agglutination reaction of both bacteria was observed in a wide
range of antisera titers if the antigen concentration ranged from 1.10%to 1.10'"°CFU/ml. This work finalizes our previous work to
develop a method of detection of E. amylovora and Pantoea agglomerans bacteria by the slide agglutination test.

antigen; concentration of antigen; antiserum; agglutination test; Erwinia amylovora; Pantoea agglomerans; CFU/ml

Erwinia amylovora (Burrill) Winslow, Buchanan,
Krumwiede, Rogers et Smith 1920 is considered to be
one of the most dangerous phytopathogenic microorga-
nisms. It causes fire blight of rosaceous plants, and has a
high epidemiological potential with a large variety of
harmful effects on a wide range of host plants (ZWET,
KEIL 1979). E. amylovora belongs to the quarantine bac-
terial organisms in the European Union and in the Czech
Republic (SMITH et al. 1997).

The development of a rapid, inexpensive and reliable
determination method of E. amylovora was necessary
after the pathogen had spread to the Czech Republic in
the late eightees (KUDELA 1988).

The saprophytic (non-pathogenic) Pantoea agglome-
rans (Beijerinck 1888) Gavini et al. 1989 bacteria have
in temperatures higher than 24 °C the same physiological
characteristics as E. amylovora and both are often found
together in areas where the fire blight disease of Rosa-
ceae occurs. Therefore, Pantoea agglomerans bacteria
are supposed to be the best potential antagonists of E.
amylovora (KUDELA 1990).

The aim of this work was to determine the optimal dilu-
tion of E. amylovora and Pantoea agglomerans bacteria
used as antigens for the best observation of the slide ag-
glutination reaction. g

E. amylovoraisolates were obtained from different host
plants (hawthorn, pear) at localities of western and cent-
ral Bohemia (districts Louny, Chomutov, Kutnd Hora,
Kolin and Prague). Pantoea agglomerans isolates were
obtained from hawthorn in Prague and Slany.

E. amylovora antisera were prepared by immunization
of rabbits with antigens treated by phenol or by heating.
Antigens were injected without or in mixture with adju-
vant (Al-span-oil, two-component, USOL Praha) intra-
muscularly and subcutaneously in 2-5 injections in do-
ses of 1-3 ml in 1-2 week intervals as described previ-
ously (CALZOLARI et al. 1982; LAROCHE, VERHOYEN
1986; MRAZ 1992). Pantoea agglomerans antisera were
prepared against antigens treated by formaldehyde. Two
doses of antigen (1 and 2 ml) were injected subcutane-
ously without adjuvant in interval of 2 weeks (CALZO-
LARI et al. 1982; DICKEY et al. 1984).
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The E. amylovora and Pantoea agglomerans bacterial
isolates used as antigens were cultivated 24 hours at 27 °C
in yeast-extract-dextrose-CaCO; (YDC) medium (DAVIS
1979; LELLIOTT, DICKEY 1984). The cultivated bacteria
from five Petri dishes were washed by 10 ml of 0.85%
NaCl (pH 7.2) and series of dilutions from 10'°CFU/ml
(colony forming units/ml) to 106 CFU/m] were prepared.

The bacterial suspensions used in agglutination tests
were treated by methods identical to those on antigens
used for immunization.

Nine E. amylovora and five Pantoea agglomerans an-
tisera were prepared and diluted to the titer in which cross
reactions with the other phytopathogenic bacteria did not
occur.

The concentration 10° CFU/ml of E. amylovora anti-
gen gave the most intensive and most rapid agglutination
reaction in all titres of antisera (Fig. 1). The rapidity and

intensity of the reaction decreased with 108 CFU/ml, and
none of the antisera reacted with antigen at a concentra-
tion of 10° CFU/ml. Most antisera produced a less inten-
sive reaction if the concentration 10'° CFU/mI was used.

In contrast to E. amylovora, all Pantoea agglomerans
antisera reacted strongly with the homologous antigen in
the concentration 10'® CFU/ml, and the reaction with
10°-10% CFU/ml was only slightly less intensive (Fig. 2).
On the other hand, only half of the tested antisera reacted
with antigen of the concentration 107 CFU/ml.

We recommended dilution of antigens in the range
10°-10® CFU/ml for routine determination of both bac-
teria. Antisera of various quality (titer 1 : 32 to 1: 512)
gave a reliable positive signal in this range (Table 1).

We tested the influence of different ways of antigen
preparation on the quality of antisera and on the following
agglutination reaction (Table 1). No significant differen-

Intensity of reaction
(arbitraty units)

Concentration of Ag [CFU/ml]

1. Agglutination reaction of E.
amylovora. Mean value of nine tests
with standard deviation are marked

Intensity of reaction
(arbitraty units)

10°
Concentration of Ag [CFU/mI]

60

2. Agglutination reaction of
Pantoea agglomerans. Mean value

7
10 of five tests with standard deviation

are marked
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Table 1. Agglutination reaction of E. amylovora and Pantoea agglomerans antisera with antigenes in dilution series

Concentration of Ag (CFU/ml):

As Ag Treatment of Ag by Titer of As 10 10° 10% % 10% 210
Ea 14 Ea 531 heating 1:384 +++ FHHVE g H =
Ea 20 Ea 531 heating 1:384 =+ + 2
Ea 22 Ea 502 phenol 1:256 +++ +H+ + -
Ea 24 Ea 0802 phenol 1:256 + FEE ~EE 2 -
Ea 26 Ea 6 phenol 1:256 ++ +H+ - -
Ea 15 Ea 531 heating 1:128 ++ +H+ + =
Ea 21 Ea 531 heating 1:128 ++ ++H+ o+ - =
Ea 13 Ea 531 heating 132 +++ ++H+ + -
Ea 25 Ea 0802 phenol 10232 ++ +H+ -
Pa 014 Pa IHPF2/1 formaldehyde 1:512 - o - =
Pa 011 Pa THPC6/10 formaldehyde 1:256 +H+ ++ ++ + =
Pa 012 Pa HV 40 formaldehyde 1:256 4+ +H+ - =
Pa 013 Pa IHPB/1 formaldehyde 1:128 ++ e i n =
Pa 015 PaPB6/2 formaldehyde 1:32 +++ ++ + - -

As — antiserum; Ag — antigene; Ea — Erwinia amylovora; Pa — Pantoea agglomerans

intensity of reaction marked in three level scale (+, ++, +++, -)

ces were observed between phenol-, formaldehyde- or
heat-treated antigens.

At this time the method used most often for determina-
tion of bacterial pathogens is ELISA (DEWEY etal. 1991)
which is more sensitive than the agglutination test (it al-
lows to detect bacteria in a concentration of 10*~10° cells
per ml). The control of the optimum ratio of antigen and
antiserum should be used on each plate (WILKINSON et
al. 1992; WYATT 1992). Although the ELISA kits are
available, the agglutination reaction with homologous an-
tiserum is still the most rapid, reliable and simple deter-
mination method of E. amylovora (VANTOMME et al.
1982).
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Souhrn

PANKOVA I, MRAZ L., PETRZIK K. (1998): Stanoveni optimalni koncentrace bakterii Erwinia amylovora a Pantoea agglo-
merans p¥i sklitkové aglutinaéni reakci.. Pl. Protec. Sci., 34: 59-62.

Byla testovana optimélni koncentrace bakterii Erwinia amylovora a Pantoea agglomerans pouZitych jako antigen ve sklickové
aglutinaéni reakci. Antiséra byla v reakci pouZita v konstantnim fedéni. Nejlépe pozorovatelna aglutina¢ni reakce byla zazname-
néna u obou bakterii, pokud se koncentrace antigenu (bakteridlni suspenze) pohybovala v rozmezi od 1.10° do 1.10'° CFU na
1 ml. Tato prace zavriuje nadi pfede$lou aktivitu na vyvoji skli¢kové aglutinaéni metody u bakterii E. amylovora a Pantoea
agglomerans.

antigen; koncentrace antigenu; antiserum; aglutinaéni test; E. amylovora; Pantoea agglomerans; CFU/ml
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OPHIOSTOMA ULMI (Buism.) Nannf.

Synonyma: Ceratocystis ulmi (Buisman) C. Moreau, anamorfa Graphium ulmi Schwarz,
syn.: Pesotum ulmi (Schw.) Crane et Schoknecht

Grafi6za jilmi, holandska nemoc jilmi

Nérodni nézvy: anglicky — Dutch elm disease (DED); némecky — Ulmenwelke,
Ulmensterben; francouzsky — graphiose de I’orme; $panélsky — grafiosis de
los olmos

1. Chradnouci a odumfelé vétve 2. Pfiny prifez vétvitkou
v korun¢ napaden¢ho stromu s hnédymi koncentrickymi skvrnami

Hostitelé: Druhy rodu Ullmus — jilm, Zelkova carpinifolia (Pall.) K. Koch, bfestovec
Celtis australis L.

V CR je choroba vieobecné rozsifena po celém tuzemi, napadeny a ohroZeny jsou
viechny tfi druhy jilma — jilm habrolisty, Ulmus minor Mill., jilm horsky (jilm drsny),
Ulmus glabra Huds. i jilm vaz, Ulmus leavis Pall. Jsou znmy udaje o rozdilné toleranci
jednotlivych druhu jilma a o rozdilné citlivosti jedincu stejného druhu vaci grafioze.

Geografické roziifeni: Evropa, Asie, severni Afrika v celém aredlu rozsifeni rodu
Ulmus — jilm (prakticky cel4 severni polokoule).

V Ceské republice po celém Gzemi od niZin do hor.

Biologie: Pavodce grafiézy jilmi je houba Ophiostoma ulmi, ktera pochéazi z Asie. Od
dubna aZ kvétna ji roznasi podkorni hmyz, pfedeviim druhy rodu Scolytus — belokaz,
ale i dalsi druhy podkorniho hmyzu; patogena muZe v men3i mife pfenddet i savy
a listozravy hmyz i &etné druhy Zivogichu zpusobujici poranéni stromi (datloviti a jiné
hmyzoZravé ptactvo, drobni hlodavci aj.). Choroba se muZze 3ifit kofenovymi srusty
a prenosem spor vzduchem jako soprofyt. Houba vnika ranami (poZerky hmyzu) do
vodivych pletiv a svym podhoubim ucpéava cévni svazky. Strom se brani Sifeni patogena

PUCCINIA HORIANA P. Hennings

Bila rez chryzantémova

Niarodni ndzvy: anglicky — White rost; némecky — Weisser Chrysanthemenrost;
francouzsky — Rouille blanche; 3panélsky — Roya blanca

2. Kupky spor na spodni strang listd
chryzantémy

1. Siln& napadena rostlina chryzantémy

Hostitelé: rod Chrysanthemum sp.

Geografické rozsffeni: Bila rez chryzantémové pochézi z Japonska, odkud byla zavle-
&ena zamofenym rostlinnym materidlem aZ do Evropy. Je 3iroce rozdifena ve Francii
a v Némecku, slabsi vyskyt je v Belgii, Bulharsku, Itlii, Nizozemsku, Rakousku,
Svédsku, Svycarsku, Ukrajing, Velké Britanii a byvalé Jugoslavii; vyskyt rzi je zndmy
také v Déansku, Mad'arsku, Norsku a Polsku.

V Ceské republice se rez objevila v roce 1995, ohnisko ve skleniku bylo zlikvidovéno.

Biologie: Bila rez chryzantémové prodélava sviij vyvoj na jednom hostiteli, ma silné
zkraceny Zivotni cyklus. Mycelium je vicebun&né, vrostlé do napadené tkang. Rez tvofi
dva druhy spor: teliospory, které se tvofi v kupkach naspodu, fid¢eji na povrchu listi;
basidiospory, jimiZ se choroba $ifi a zakl4da se nova infekce. Pro kli¢eni spor je nezbytna
vysoké vzduna vihkost a vodni film na povrchu rostlin. Rozmezi teplot pro kli¢eni
a uvolfiovéni spor je 5-23 °C, optimalni teplota je 21-23 °C. Pro vytvofeni nové infekce
je dostatujici vysoka vzdudna vihkost po dobu pouhych 5 hodin. Choroba se po zavleteni
do porostu sklenikovych chryzantém hubi velmi obtizn¢ a s vysokymi finan¢nimi
naklady.

HospodaFsky vyznam: Rostliny pfi hromadném napadeni zaostavaji v ristu, nekvetou
nebo vytvéreji nedostate&né vyvinuté kvéty. SniZzuje se esteticky vzhled a trzni hodnota
kvétin.



Zpiisob zavlékdni: Pfirozené sifeni je prakticky realné pouze mezi blizkymi skleniky.
Na v&t§i vzdalenosti se choroba pfenasi zamofenymi fizky nebo rostlinami, véetné
fezanych kvétin.

Determinace: Symptomy — Na listech se infekce projevuje mirnymi puchyfky na lici
a prohlubeninami naspodu listi, které se postupné zv&t3uji, jejich barva se méni od
svétlezelené ptes svétleZlutou do hnédé a v poslednim stadiu pletivo nekrotizuje. Ve
stadiu Zluté skvrny vytvéfi parazit na spodni strané listd kupky spor zpotatku Zluté
voskové, pozdé&ji b&lavé moudné, ke konci vyvoje bronzové barvy. Napadeni lodyh
a kvéta bylo zjidt&no jen u citlivych odrid. Diagnostika — Ovalné protahlé dvoubunéené
teliospory zistavaji pfichyceny 45 um dlouhou stopkou k myceliu, jsou bezbarvé az
svétle zluté, jejich délka se pohybuje v rozmezi 30-50 pm a 3itka 9-17 pm. Kligi bez
obdobi odpotinku a dozravani. Délka basidie se pohybuje v rozmezi 43,7-197,5 pm.
Na basidii se vytvéfeji nejéastéji dve hyalinni jednobunétné basidiospory o pramérné
velikosti 16 X 6 pm.
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Text: K. Krajitkova, M. Sindelkova; Perokresba: M. Sindelkova; Foto: M. Hnizdil

tvorbou thyl, &¢imzZ se zvy3uje ucpavani cév a omezuje se pfivod vody do koruny. Kromé
toho houba vylutuje toxiny a vyvolava nekrozy bunék cévnich svazku i pfiléhajicich
parenchymatickych pletiv. Dochéazi rovnéZ k tvorbé plynu a k pferudeni vodniho
sloupce a kapilarity (kavitatni jevy). Anamorfni i teleomorfni plodnice se tvofi na
povrchu napadeného dfeva (v mistech poranéni nebo po opadnuti kiry) a v chodbitkach
podkorniho a dfevokazného hmyzu. Anamorfni plodnice jsou grafia (typu pesotum)
vyrustajici jako koremialni svazky podhoubi, nesouci na vrcholku slizovité kapi¢ky
konidii. Teileomorfni plodnice jsou ¢erna drobna peritecia, kulovitd aZ baitkovita,
s dlouhym krékem, na jehoZ konci jsou ustim vytlatovany slizovité kapi¢ky hyalinnich
askospor.

Hospodafsky vyznam: Velmi nebezpe&na choroba karanténniho charakteru omezujici
mozZnosti p&stovani jilmu. Jilmy jsou napadany od nejmladsiho véku do mytného stafi.
Pfes v3eobecné rozdifeni choroby je nutna karanténa vzhledem ke zjidténi né&kolika
agresivnich kmeni pivodce O. ulmi, a vzhledem k novému, vysoce patogennimu druhu
Ophiostoma novo-ulmi Brasier. Prvni vina kalamitni epidemie probé&hla v letech 1918
aZ 1940; druha vina probiha od 70. let mnohem intenzivnéji. Ozdraveni a regenerace
napadenych stromu je zcela vyjime&na.

Zpisob zavlékani: Na kratké vzdalenosti (dolet hmyzich prena3e&u) chorobu rozsifuje
podkorni hmyz, zejména druhy rodu Scolytus — b&lokaz. Na vétSich vzdalenosti se $ifi
transportem napadenych dfevin a jejich &asti (sazenic, roubu, fizku) nebo dfevem
napadenych stromu (obaly, bedny, prkna, dfevéné nelakované vyrobky).

Determinace: Symptomy — V terénu lze chorobu zjistit podle typickych tracheomy-
koéznich pfiznaki vyvijejicich se podle doby infekce. Je to vadnuti, ohybéni a krouceni
vyhont (letorosti), chfadnuti, hynuti a odumiréani jednotlivych vétvi v korunég, opozdéné
radeni pupent, svinovéni listd, zmé&na barvy (hné&dnuti) i tvaru (krné&ni) listd, tvorba
adventivnich vyhont na kmenu a kosternich vétvich, ¢asto velmi hustych, kefi¢kovitych
a velmi hojnych, zejména ve spodni &asti koruny (,,vlky“): nékdy dochézi i k vy-
mladnosti z baze kmene a kofenovych nab&hi. Chronicky prib&h onemocnéni asem
pfechazi do akutniho a napadeny strom odumira. Pfi silné infekci miZe okamzit&
nastat akutni prib&h onemocnéni a strom odumfe b&hem jedné vegetaéni sezony.
Diagnostika — Na ptitném fezu napadenymi vétvi¢kami jsou patrné tmavohnédé
koncentrické skvrny ve vodivych pletivech, v béli (ucpané éernohnédé cévy v letokru-
zich); nemusi byt po celém obvodu vétve. POZOR! I kdyZ je strom napaden, nemusi byt
nalezeny koncentrické skvrny ve viech vétvich koruny. Pfi rozvinuté&ji infekci tvorba
anamorfnich (grafia) i teleomorfnich (peritecia) plodnic v chodbi¢kach po Ziru b&lokaza
nebo na kmeni po opadu kiry (rovnéZ i na feznych plochach &erstvych pafezi).

Text: V. Jan¢afik: Foto: Z. Ka¢enka



DACTULOSPHAIRA VITIFOLII (Fitsch)

Synonyma: Phylloxera vastatrix Planchon; Phylloxera vitifoliae (Fitsch)

Mgicka révokaz

Nérodni ndzvy: anglicky — grapevine phylloxera, vine lause; francouzsky — phylloxéra
de la vigne; némecky — Reblaus; rusky — filloksera; panélsky — filoxera

;/

1. Hibetni strana napadeného listu 2. Spodni strana listu s halkami

Hostitelské rostliny: Ruzné druhy révy vinné (Viteus spp., napt. Viteus vinifera,
V. riparia, V. rupestris, V. berlanderi)

Geografické roz3ifeni: M3i¢ka révokaz pochézi ze Severni Ameriky, byla zavletena
i do ostatnich svétadilu: Evropa — viechny stéty, v nichZ se péstuje réva vinna: Afrika
— AlZirsko, Maroko, Jihoafrickd republika, Tunisko, Zimbabwe; Asie — Arménie,
Azerbéjdzan, Gruzie, Indie, Izrael, Japonsko, Jordansko, Korea, Libanon, Syrie, TadZi-
kistan, Turecko, Uzbekistdn; Severni Amerika — USA, Panama; Jizni Amerika —
Argentina, Bolivie, Brazilie, Kolumbie, Peru, Uruguay, Venezuela; Ocednie — Australie,
Novy Zéland.

Bionomie: Vyvoj m3i¢ky probihéd rozdilné na evropské a americkych tévach. Uplny
vyvoj probiha na nekterych americkych révach. Vajitka pfezimuji na kufe a pupenech
dvouletého dfeva. Nymfy se lihnou v dobé radeni, z nich se vyviji listova forma, kteréa
se st¢huje na listy a vytvafi na nich vyduté halky. V prubéhu vegetaéni sezony se vyviji
nékolik listovych generaci. Samice kladou vaji¢ka v po&tu az 600 na halku. Na listech
se vyviji &tyfi aZ Sest generaci.

Potinaje tfeti generaci ¢ast nymf listové formy pfeléza na kofeny, na nichz se nasledné
vyviji nékolik partenogenetickych generaci. Nymfy t&chto generaci se v pudé rozlézaji
a napadaji nové kofeny. Saji na kofenech a na zdufeninach, jejichZ tvorbu sanim
vyvolévaji. V 1ét€ a na podzim se lihnou nymfy, které opoudtéji koteny a osidluji

DIAPORTE HELIANTHI MUNT. CVET. et al.
anamorfa PHOMOPSIS HELIANTHI MUNT. CVET. et al.

Synonymé: Phomopsis helianthi Munt. Cvet. et al.

1. Pol'ahnutie napadnutych rastlin 2. Lézie na stonkach

Hostitel’ské rastliny: Slneénica ro&né (Helianthus annuus L.)

Sposob zavlefenia: Hlavny spdsob Sirenia patogéna je vzdudnou cestou, priméarne
askosporami a sekundarne piknospérami. Nebol popisany prenos osivom, patogén potas
skladovania osiva stréca Zivotaschopnost’.

Hospodarsky vyznam: Skodlivost choroby pdsobi pol'ahnutie rastlin a zniZuje vel'kost
aborov s nevyvinutymi semenami. Skodlivost patogéna kolide v zavislosti od genotypu
hostitel'a, od infekéného tlaku a od podmienok pestovania. V priaznivych podmienkach
pre patogéna napadnutie porastov koli$e v hraniciach 50-60 %, ale pri silnom infekénom
tlaku za 4-5 tyzdiiov moZu byt znitené nielen individualne rastliny, ale aj celé porasty.
Pri pestovani tolerantnych hybridoch straty si menSie aj pri strednom infek¢nom tlaku.
U niektorych genotypoch $kodlivost sa prejavi iba na listoch.

Geografické rozdirenie: Choroba je doposial' zndma z Juhoslavie, Mad'arska, Ru-
munska, Franctzska, Ukrajiny, CR, SR a USA.

Epidemiolégia: Slneénica je napadana obycajne po odkvitnuti a choroba ma systémovy
priebeh. Primarna infekcia sa uskuto&ni askospérami, ktoré dozrievaji v peritéciach po
prezimovani hlavne na pozberovych zvy3koch stoniek slne¢nice. Patogén si uchova
Zivotaschopnost’ cez zimné obdobie iba na rastlinnych zvy3koch, ktoré zostali na
povrchu pady. Uz v hibke viac ako S0 mm sa netvoria Ziadne rozmnoZovacie organy.
Po infekcii listov mycélium patogéna prerasta cez vodivé pletiva listov do stonky. Prvé



symptomy po infekcii sa objavia za 5-7 dni. Patogén produkuje enzym rozkladajici
pektiny, ktoré méZu floém a parenchymatické pletiva celkom rozkladat'. Pletiva xylému
s menej poskodené. V kérovitych pletivach stonky sa vytvéraju piknidy s piknospora-
mi, ktorymi sa 3iri patogén sekundarne polas vegetécie. Optimalne teploty pre 3irenie
st 25-27 °C, dazd'ové zrazky a vysoka vlhkost'.

Sposob zavle¢enia: Hlavny sposob 3irenia patogéna je vzdudnou cestou, primarne
askospdérami a sekundérne piknospérami. Nebol popisany prenos osivom, patogén poéas
skladovania osiva straca Zivotaschopnost’.

Determindcia: Detekcia choroby v pol'nych podmienkach je staZena tym, Ze na rastli-
nach sa moézu siasne vyskytovat' patogény vyvolavajice vel'mi podobné symptémy,
ako su: Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Phoma oleracea var.
helianthi tuberosi a Alternaria sp. Symptémy na listoch sa prejavuji vo forme hnedych
skvin, ktoré &asto splyvaji smerom k hlavnym nervatiram. gasti listov, ktoré susedia
s hlavnou nervatarou odumieraji. Na stonkach lézie sa objavuji vzdy v mieste nasadenia
stopky. Na zagiatku su pretiahnutého tvaru, neskor3ie objimaju celi stonku. Sfarbenie
koli3e od oranZovo hnedej az po Eerveni. Okolo stopky méze byt belavy nadych. Stonky
na miestach l€zii s ¢asto zmiknuté a usychaji. Napadnuté rastliny polihaju.

Sposob ochrany: Zakladom ochrany je 3Pachtenie na rezistenciu, aj ked’ vadSina
v si¢asnosti pestovanych odréd a hybridov je néchylné. St zndme tolerantné a odolné
hybridy a odrody. Z agrotechnickych opatreni je ddleZité doékladné rozdrvenie a zaoré-
vanie napadnutych rastlinnych zvy3kov po zbere. Dalsim opatrenim je dodrzanie
osevného postupu a zakladanie novych porastov na vzdialenejsich pozemkov od lokality
vyskytu mimo smeru prevladajicich vetrov a likvid4cia rastlin z vydrolu v naslednej
plodine. Rozvoj choroby brzdi riedke porasty (asi 50 tis. rastlin/ha), aj pestovanie
odolnejich alebo tolerantnejich hybridov. V chemickej ochrane vigsinou postaéi jeden
zasah. Na preventivne o3etrenie si vhodné pripravky na baze benomylu a flusilazolu
a kurativny G¢inok maju pripravky na baze fenpropimorphu. DéleZitou prevenciou pred
napadnutim je aj ochrana proti $kodcom, ktoré cez drobné poranenia vytvoria vstupni
branu pre infekciu.

Text/foto: J. Huszar

nadzemni &4sti révy, dorustaji v kfidlaté partenogenetické jedince (sexupara), ktefi
neptijimaji potravu a do 24 hodin kladou rizné velika vajitka. Z velkych vajéek se lihnou
samice, z malych se lihnou samci. Tato pohlavni generace (sexuales) se pafi a samice
vyklade jedno pfezimujici vaji¢ko.

Na evropské révé se m3icka od jara vyviji na kofenech, listova forma chybi. Béhem léta
se rozmnoZuje partenogeneticky. Sexupary se sice lihnou, ale nemohou se na listech
vyvijet a proto neni ro&ni cyklus Gplny. M3i¢ka révokaz pfeZiva ve viech klimatickych
podminkach, které toleruje réva vinna.

Ptiznaky poskozeni m3itkami na listech se projevuji vydutymi hélkami, které se netvofi
na dorostlych listech. Napadené listy se béhem vegeta&ni sezony tfepi. Kofenové forma
saje na kofenech a Zlutych zauzlinach. Sanim zpusobuje odumirani kofenu. Listy
poskozenych kefa Zloutnou a krni. Napadené kefe b&éhem 3 aZ 10 rokd odumiraji.

Hospodéfsky vyznam: Skodlivost m3icky révokaze na révé se odstranila §t&povéanim
evropskych odriid na americké podnozZe, na nichZ se vyviji pouze listova forma m3igky,
kter neskodi. Od roku 1980 byly ve Francii, na Novém Zélandu, v Némecku, Svycarsku
a USA (Kalifornie) na §t¢povanych hybridech a pravokofené révé zjidtény listové halky.
Jejich vyskyt se pfisuzuje vyskytu nového biotypu (B), sniZené rezistenci nékterych
podnoZi (AXR1) nebo klimatickym zmé&nam.

Zpiisob zavlékani: Kofenova forma se 3ifi sazenicemi révy, listovd forma se 3ifi
nadzemnimi &4stmi révy, v&etné tfapin hroznu.

Determinace: Vajitko je elipsovité, Zluté az Zlutozelené, lesklé s 3estitihelnikovou
strukturou na povrchu o velikosti 0,25-0,3 x 0,15-0,2 pm.

Zakladatelka je Zlutozelena bez &ernych tedek, vakovitého tvaru o velikosti 1-1,3 mm.
Kofenové ptezimujici larvy (hiemales) jsou hnédé, ploché aZ vyduté &asto ve shlucich.

Zivotni cyklus m3itky révokaze: 1-5 — nedplny cyklus listové formy: 6— 11— aplny cyklus kofenové
formy; | — ptezimujfci vaji¢ko; 2 ~ nymfa zakladatelky; 3 — zakladatelka tvotici halky na listech;
4 - halky na listech; 5 — bezktidl4 m3itka tvofici halky; 6, 7 — kotenové bezktidlé formy m3icky,
8 — kridlata sexupara; 9 — typy vaji¢ek, z nichZ se lihnou samci a samice; 10 — samec; 11 — samice.
Rimskymi &islicemi jsou oznageny mésice (podle M. S. Giljarova, 1984)

Text: J. Sedivy; Foto: J. Samanek
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Abstract

MRAZ 1., PETRZIK K., SIP M. (1998): The effect of nutrient medium on growth of Escherichia coli bacteria with pBI 121
plasmid DNA. Pl. Protect. Sci., 34: 63-66.

The effect of nutrient medium on growth of Escherichia coli containing the 13 kbp pBI 121 plasmid and on yield of isolated
plasmid DNA were examined. Six nutrient media (L.B, SOB, SOC, King B, MPA,, and YDC) were tested in five repetitions. The
growth of E. coli bacteria was measured after 30 min (beginning of the exponential phase), 290 min (beginning of the stationary
phase) and after 21 h (16 h after the beginning of the stationary phase) of bacteria cultivation. The highest bacterial biomass after
290 min of cultivation was observed in the media LB (ODss(, 0.745), King B (ODss; 0.647) and SOB (ODss( 0.553). The plasmid
pBI 121 DNA was isolated five times 22 h after inoculation. On average, the highest yield of plasmid DNA was obtained from E.
coli cultivated in MPA ;) medium (305 ng/ml). The yields from King B (150 ng/ml), SOC (113 ng/ml) and SOB (84 ng/ml) were
also higher than the yield from LB medium (47 ng/ml). We conclude that the best media to culture E. coli with large plasmids
such as pBI 121 are those enriched with meat extract and glucose (MPA,)) or nutrient media enriched with Mg?* and PO, ions

(King B).

absorbance; growth phases; optical density; plasmid yield; large plasmid

The plasmid pBI 121 and its derivates (pBI 101, pBI
221 plasmids) were prepared by JEFFERSON et al. (1987).
They are widely used as the 35S CaMV promoter source
plasmids and for construction of expression vectors in
plants. These plasmids contain the neomycin phospho-
transferase (NPTII) gene driven with nopalin synthase
(NOS) promoter and terminated by NOS terminator and
B-glucuronidase (GUS) gene directed by cca 800 bp
CaMYV fragment of CaMV 35S promoter and NOS termi-
nator. The size of the whole construction is about 13 kb
and it is one of the largest vectors propagated in E. coli.

The aim of this work was to observe the effect of nutri-
ent media on growth of Escherichia coli bacteria with
pBI 121 plasmid DNA. Growth and multiplication of a
bacterial population over time are measured either by
accumulation of biomass or by concentration of bacte-
rial cells. Both quantities are in substance independent.
Generally, it is not possible to derive the first quantity
from the second quantity and alternatively (KAPRALEK
1986).

E. coli XL-1 Blue strain competent cells [’ proAB
lacl? ZAM15 Tnl0 (Tet")]® (Stratagene GmbH, Heidel-

berg, Germany) selected on Km agar plates were trans-
formed by the pBI 121 plasmid. The six following nutrient
media were used: Luria-Bertani Medium (LB Medium),
SOB, SOC media (SAMBROOK et al. 1989), meat-pepto-
ne-nutrient medium with glucose (MPA,;) (Imuna, Sa-
ri$ské Michalany, Slovakia), King B (KING et al. 1954)
and YDC media (yeast extract-dextrose-CaCO;) (DAVIS
1979). The test was repeated five times.

Every medium (15 ml) in an Erlenmeyer flask was ino-
culated with one ON growth colony from a Petri dish with -
100 mg/ml kanamycine (Boehringer Mannheim, Germa-
ny) and incubated in a shaking water bath at 37 °C. The
optical density of the growing cultures was measured at
550 nm by a Sumal PE 2 Spectrophotometer first 30 mi-
nutes after inoculation, then in 20 min intervals till 370
min, and then four times in 20 min intervals 21 h after
inoculation. Plasmids were isolated by the alkaline lysis
and isopropanol precipitation method according to SAM-
BROOK et al. (1989) from 1.5 ml of culture in nutrient
medium and their concentration was measured on Gene
Quant II RNA/DNA Calculator according to the absor-
bance at 260 nm.

*This research work was supported by grant No. 522/96/0854 of the Grant Agency of the Czech Republic.
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The growth rate of bacteria was for all five media (with
the exception of YDC) exponential at the beginning, and
then it showed a stationary phase. The lag period was
shorter than 30 min — the time of the first measurement.
The fastest growth after 30 min cultivation (beginning of
the log phase) was observed in MPA,,, followed by me-
dia LB and SOC. The log phase in media King B and
SOB were longer (Fig. 1). E. coli did not grow in medium
YDC and results for this medium were not calculated.

Two important parameters can be derived from the
growth curves: the rate of growth kin the exponential phase,
and the bacterial biomass in the stationary phase A,.

Assuming that during the exponential phase the growth
is governed by the equation A(7) = A, . e, where A(f) is

/
—4 / T 1 N = — f——
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t [min]

the absorbance of the bacterial culture (which is directly
proportional to the bacterial biomass) at time ¢ after the
inoculation, A, is the starting absorbance at ¢t = 0 (inocu-
lation time) and k is the growth rate. The parameter k can
be determined from a logarithmic plot of experimental
data by regression. Fig. 2 represents the experimental data
with the regression line, the slope of which gives the growth
rate k. The growth rates are compared in Table 1.

Table 1. Growth rates in the exponential phase and absorbances
in the stationary phase 4

Nutrient k Ak

medium [min™] [min™] A, A4,
LB 1.94.10 0.12.107  0.92 0.03
SOB 3.08.10 0.60.10  1.07 0.04
socC 2.42.107 0.29.10% 1.13 0.03
King B 2.09.107 0.14.10%  1.00 0.02
MPA 4.08.107 0.75.10  0.57 0.01
YDC log phase not found - 0.00 0.00

Our E. coli culture entered the stationary phase 290 min
after inoculation (Fig. 2). At this time the fastest growth
of E. coli bacteria was measured in media LB (ODss,
0.745), King B (ODss, 0.647) and SOB (ODss, 0.553).
Media SOC and MPA,, had optical densities of 0.506
and 0.484, respectively.

The second characteristic of the experimental curves
— the bacterial biomass in the stationary phase — was de-
termined from the arithmetic mean value of the four meas-
urements taken after 21 h. The increase of the optical den-
sity measured 21 h after inoculation was more than 100%
of that at 290 min after inoculation in media SOC and
SOB, but only about 20% in MPA, (Fig. 3). After culti-
vation for 21 h, the highest amount of bacterial bio-

O LB
< MPA
O King B
O soB
< SOC

In (A450) — logarithm of bacterial culture absorbance at 550 nm
(only every third data-point shown)

1. Comparison of bacterial growth on six different nutrient
media

mass was observed in media SOC (ODs;, 1.13), SOB
(ODss 1.07) and King B (ODss, 1.00) (Table 1).
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In (Assq) — logarithm of bacterial culture absorbance at 550 nm

k — growth rate; A k - standard deviation of k; 45— absorbance in the
stationary phase; A4, — standard deviation of A
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— regression line of the exponential growth phase

2. Logarithmic plot of bacterial growth on the LB nutrient
medium
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ASSO

290 min

22 h

3. Comparison of bacterial growth on six different
nutrient media on the beginning of log (30 min),
stationary (290 min) and 16 h after beginning of
stationary (22 h) phase measured by absorbance at
550 nm (A550)

B LB (JSOB ® SOC @ King B @ MPA(g) ® YDCI

mass was observed in media SOC (ODss, 1.13), SOB
(ODss4 1.07) and King B (ODss, 1.00) (Table 1).

It should be noted that the fastest growth was observed
in medium MPA ) (k= 4,08 .10 min™), but the concen-
tration of the bacteria in the stationary phase in MPA
was the lowest among all the tested media (Fig. 3). This
result clearly shows mutual independence of the parame-
terskand A

The plasmid pBI 121 DNA was isolated five times by
the alkaline lysis method (SAMBROOK et al. 1989) from
the bacteria 22 h after inoculation. On average, the highest
yield of plasmid DNA was obtained from E. coli cultiva-
ted in medium MPA ;) (305 + 62 ng/ml). The yield from
the media King B (150 + 19 ng/ml), SOC (113 + 15 ng/ml)
and SOB (84 = 14 ng/ml) was also higher than that from
the widely used LB medium (47 + 13 ng/ml) (Fig. 4).

The recommended final concentration of a bacterial
culture prepared for plasmid production is given by the
value of its optical density equal to 0.6 (SAMBROOK et
al. 1989). Accordingly, nutrient media LB, King B and
SOB were most suitable for cultivation of these bacteria.
Their preparation is not difficult, and the bacteria in the-

se media attain an optical density of about 0.600 in five
hours after inoculation (LB 0.745, King B 0.647, SOB
0.553).

Our method of assessing the yield of plasmid DNA was
not precise enough to allow a detailed quantitative study
of the plasmid yield as a function of both OD of bacterial
culture and nutrient medium composition. Nevertheless, -
we conclude that the best media for cultivation of E. coli
with large plasmids such as pBI 121 are media enriched
with meat extract and glucose (MPA,)), or nutrient me-
dia enriched with Mg?* and PO ions (King B).

Many phytopathogenic bacteria contain plasmid DNA
in a size similar to that of pBI 121 plasmid. In fact, the
plasmid DNA in these bacteria is often much larger than
pBI 121 plasmid DNA and its derivates (Agrobacterium
tumefaciens Ti plasmid is about 200 kbp, Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis contains two plasmids
~CM 1 of 27.5 kbp and CM 2 of 72.0 kbp.) Plasmids of
these bacteria carry determinants for phytopathogenicity
(MELETZUS et al. 1993). This work describes the pBI 121
plasmid as a model for similar studies on phytopathoge-
nic bacteria.

350+
3004
2501"
2004
1504
1004

Yield [ng/ml]

{-LB (JSOB  [1SOC

M KingB [MMPA(g) BYDC

= 4. Yield (ng/ml) of pBI 121 plasmid DNA
from six nutrient media used in the test
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Souhrn

MRAZ L., PETRZIK K., $fP M. (1998): Vliv Zivného média na riist bakterii Escherichia coli s plazmidem pBI 121. P1. Protect.
Sci., 34: 63-66.

Testovali jsme vliv Zivné pidy na rist bakterii E. coli a rovnéZ na vytéZnost velké (13 kbp) plazmidové DNA. Celkem jsme
testovali v péti opakovanich $est Zivnych piid (LB, SOB, SOC, King B, MPA(, a YDC). Rust bakterii E. coli byl méfen po
30 min (pocatek log faze), 290 min (deklinaéni faze) a po 21 h (stacionami faze) kultivace bakterii. Nejvy3si narlist po 290 min
kultivace byl zaznamenén v pidé LB (ODss, 0.745), King B (ODss, 0.647) a SOB (ODssg 0.553). Plazmidovd DNA pBI 121
byla izolovéna celkem pétkrat, vZdy 22 hodin po inokulaci bakterif. V priméru jsme izolovali nejvy38i mnozstvi plazmidové
DNA z bakterif kultivovanych v MPA ;) médiu (305 ng/ml). RovnéZ mnozstvi plazmidové DNA ziskané z bakterii kultivova-
nych v piidich King B (150 ng/ml), SOC (113 ng/ml) a SOB (84 ng/ml) bylo vy3si nez vytéZek plazmidové DNA z LB média
(47 ng/ml). Pfedpokladame, Ze nejvhodné&jsi Zivna média pro kultivaci bakterii E. coli s velkymi plazmidy jako je pBI 121 jsou
takové média, je? jsou obohacena masovym vytarkem a glukosou (MPA ), nebo %ivna média obohacené ionty Mg>* a PO,*
(King B).

absorbance; ristové fize; optické hustota; vytézek plazmidové DNA; velky plazmid

Contact address:

Ing: Ivan Mréz, CSc., Ustav molekulamni biologie rostlin, Akademie v&d Ceské republiky, Branidovska 31, 370 05 Ceské
Budgjovice, Ceska republika, tel.: + 420 38 77 75 534, fax: + 420 38 43 750, e-mail: mraz@umbr.cas.cz
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Klinénka jirovcova (Cameraria ohridella) napada také javor

Frantisek GREGOR, Zdenék LASTUVKA, Radomir MRKVA!

Mendel University of Agriculture and Forestry — Department of Zoology and Apiculture;
IDepartment of Forest Protection, Brno, Czech Republic

GREGOR F., LASTUVKA Z., MRKVA R. (1998): Cameraria ohridella also on Acer spp. Pl. Protect. Sci., 34: 67-68.

Besides the usuall host plant Aesculus hippocastanum (Aesculus spp.) the moth Cameraria ohridella has been also reared from

idesand A. pseudopl

mines on Acer plat J

in several localities of southern Moravia. The moths from these host plants are

about one third smaller than those from Aesculus and high mortality of larvae has been observed.

Gracillariidae; Cameraria ohridella; Acer, Moravia

Cameraria ohridella Deschka & Dimi¢, 1986 poprvé
pozorovana v roce 1984 v okoli jezera Ochrid jako ma-
sovy Skidce jirovee mad'alu (desculus hippocastanum L.)
se krétce po svém popisu objevila v Hornim Rakousku,
odkud se lavinovité §ifila a §ifi vSemi sméry. Na nasem
uzemi byla poprvé zaregistrovana na podzim roku 1993
(LISKA in LASTUVKA et al. 1994). V nésledujicich tfech
letech osidlila podstatnou ¢ast Moravy a s malym zpoz-
dénim i mnoho lokalit v Cechéch. V teplej$ich polohach
zpusobila v letech 1995-1997 svym intenzivnim napade-
nim pfedCasny opad, resp. zaschnuti listi jirovcl v ale-
jich a parcich. Tato okolnost podnitila zajem fady
entomologickych pracovist o studium tohoto druhu
a vyvolala diskuse o moznych nasledcich napadeni a bu-
doucnosti jirovci. Re$eni téchto otdzek viak neni cilem
tohoto kratkého sdéleni. Autofi chtéji pouze upozornit na
javor, jako dosud nezndmou hostitelskou rostlinu tohoto
druhu a z toho vyplyvajici mozné souvislosti.

Dosud znamou zivnou rostlinou Cameraria ohridella
je jirovec a jeji bionomie je popsana jiZ v piivodnim po-
pisu (DESCHKA, DIMIC 1986). Druh preferuje vyrazné
jirovec mad‘al, dalsi u nas péstované druhy jirovcl jsou
napadany s podstatné niz§i intenzitou. Znaénym piekva-
penim bylo proto nalezeni min této klinénky i na javo-
rech. Ojedinélé napadeni javoru klenu bylo pozorovano
jiz v Rakousku (KREHAN 1995; LISKA — Gstni sdéleni),
vzdy vsak s absolutni mortalitou housenek. Na nasem
Gizemi byly napadené javory pozorovéany koncem léta a na
podzim 1997 na nésledujicich lokalitich: Acer pseudo-
platanus L.: Bmo-Cemé Pole, VIIL-X. 1997, Igt. R. Mrk-
va (obr. 1); Acer platanoides L.: Brno-Piséarky, IX. 1997,
lgt. M. Sindelkové; Kroméfiz, IX. 1997, lgt. H. Chutna.

Napadeni javori bylo pomérné intenzivni, tedy v Zad-
ném piipadé€ neslo o nahodné nakladena jednotliva vajic-
ka zalétlymi samicemi. Imaga vychovana z javori jsou
asi o tfetinu mensi nez motyli z jirovce a kromé toho do-
sahuje mortalita housenek kolem 6070 %.

Napadeni javorti druhem Cameraria ohridella je vel-
mi pozoruhodné z teoretického hlediska a mohlo by se
stat i zavaznym praktickym problémem. V této chvili viak
nelze rozhodnout, zda jde o piipad ndhodné xenofégie,
o nouzové feseni vyvolané nedostatkem listd obvyklé hos-
titelské rostliny po jejich likvidaci, nebo geneticky pod-
minénou moZnost pfechodu na tuto ndhradni potravu.
V této souvislosti stoji za zminku, Ze k nejbliz§im dru-
hiim Cameraria ohridella patti patrné néktefi vychodoa-
sijSti zastupci rodu Cameraria (nikoli americké druhy,
zejména Cameraria aesculisella Chambers, 1871, srv.
BRAUN 1914; KUMATA 1963, DESCHKA, DIMIC 1986
a DESCHKA 1995) a z téchto druht pravé Cameraria ni-
phonica Kumata, 1963 napadajici japonské druhy javo-
ri. Tato skutenost znovu otvira otdzku piivodu tohoto
jediného ,,evropského* druhu rodu Cameraria. Masové
Siteni Cameraria ohridella kratce po prvnim zjidténi
a intenzivni napadeni jirovci s absenci pfirozenych anta-
gonistl ukazuje spise na cizi ptivod tohoto druhu.
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Zmény v taxonomii fytopatogennich prokaryot v letech 1987-1997

Vaclav KUDELA
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Abstract

KUDELA V. (1998): Changes in the taxonomy of phytopathogenic prokaryotes in the period 1987-1997. PI. Protec. Sci., 34:

69-78.

Classification of microorganisms has been inevitably in a state of flux. Progress in the refinement of bacterial classification is
quite often coupled with drastic changes in nomenclature. If reclassification and renaming is radical and frequent it may cause
some difficulties in communication and understanding e.g. in plant quarantine. Therefore, an appeal for stability in nomenclature
is relevant, but it is mostly not granted. In the first part of this review, recent changes in taxonomy and nomenclature of plant
pathogenic prokaryotes are outlined. New genera containing plant pathogens are presented. Species names of bacterial pathogenes
validated by publication in the International Journal of Systematic Bacteriology are listed. In the second part of this paper, an
updated list of valid names and pathovars of plant pathogenic bacteria is given, arranged according to host plants. Only pathogens
of economic importance and quarantine organisms are included in this list.

phytopathogenic bacteria; phytoplasmas; taxonomy; nomenclature

Fytopatologové zabyvajici se praktickou ochranou rost-
lin, vyzkumem nebo vyukou se ve své &innosti neobe-
jdou bez taxonomie fytopatogennich organismi a jejich
hostitelskych rostlin. Souéasti taxonomie je klasifikace,
nomenklatura a identifikace organismi. Z téchto tfi ob-
lasti taxonomie se fytopatologové pfednostné zajimaji
o identifikaci. Naproti tomu jen pasivné a nezfidka i neo-
chotné pfijimaji zmény v klasifikaci a navazujici zmény
v nazvech organismi.

Zmény v taxonomii bakterii jsou prib&znym jevem.
V poslednim desetileti byly tyto zm&ny urychleny zejmé-
na tim, Ze taxonomové nejsou jako v minulosti odkézani
pouze na fenotypové charakteristiky. Disponuji dnes &et-
nymi vysledky ziskanymi modernimi metodami moleku-
larni biologie a chemotaxonomie, které jim umoziiuji
odhalit dfive nezjistitelné genetické a fylogenetické cha-
rakteristiky mikroorganismi. Souborné zpracovani viech
platnych zmén v klasifikaci a nomenklatufe fytopatogen-
nich prokaryot uskute¢nénych v obdobi 1987-1997 ne-
bylo dosud publikovdno. Seznam zmé&n v nizvech
fytopatogennich bakterii v letech 1980-1988 zvefejnili
YOUNG et al. (1991). Zmény do roku 1992 analyzovali

YOUNG et al. (1992). Seznam platnych jmen bakterii pu-
blikovanych do zafi 1995 vydala Ceska sbirka mikroor-
ganismit MU Brno (CCM 1996). Historickym vyvojem
nézvoslovi fytopatogennich bakterii v obdobi 1864—-1995
se zabyvali YOUNG et al. (1996).

Cilem tohoto p¥ispévku je urychlit a usnadnit zavadéni
viech kodifikovanych zmén v taxonomii fytopatogennich
bakterii do bézné rostlinolékatské praxe. Navazujeme na
prehledy zvefejn&né v Easopise Ochrana rostlin (KUDE-
LA 1982, 1987)

Obecné principy klasifikace a nomenklatury

Obecné principy bakterialni taxonomie spolu s detail- -
nimi udaji o charakteristikach, které se pouzivaji pro kla-
sifikaci, jsou uvedeny v poslednim vydéni Bergey’s Ma-
nual of Systematic Bacteriology (KREIG, HOLT 1984).
Nomenklatura se fidi mezinarodnim kodem — Internatio-
nal Code of Nomenclature of Bacteria (LAPAGE et al.
1992). V nomenklatufe maji nyni misto jen ta jména bak-
terii, ktera byla zaglenéna do schvéaleného seznamu — Ap-
proved Lists of Bacterial Names (SKERMAN et al. 1980),
ata, kterd byla od 1. ledna 1980 pravoplatn& publikovana
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v Sasopise International Journal of Systematic Bacterio-
logy (IJSB). Jsou-li prace o nové& zji§ténych bakteriich
nebo nové klasifikaci a novych nazvech publikovany jin-
de nez v 1JSB, stavaji se nové jméno ¢&i kombinace jmen
platné aZ po oficidlnim potvrzeni, coz se dé&je dodatec-
nym zvefejnénim v ISJB ve formé tzv. ,,Validation Lists".

Pro ndzvoslovi patovarl fytopatogennich bakterii plati
doporudeni vydané komisi pro taxonomii fytopatogen-
nich bakterii pfi International Society for Plant Patholo-
gy z roku 1980 (DYE et al. 1980) a 1991 (YOUNG et al.
1991). Nova jména patovarl nemusi byt publikovana, ani
dodateéné stvrzena v IJSB. Jména se povazuji za platna,
pokud byl novy taxon f4dné zvefejnén v Sasopise dostup-
ném pro védeckou komunitu a typovy patotyp uloZen
v jedné sbirce nebo vice stalych sbirkdch mikroorganis-
mu.

Pojeti terminu bakterie a taxonomické postaveni
fytopatogennich prokaryot

Nazory na obsah pojmu bakterie se méni. Poté, co se
prokazalo, Ze sinice (nazyvané také modrozelené fasy,
nebot’ vyuzivaji chlorofyl k absorpci svétla pfi fotosyn-
téze) jsou skutednymi bakteriemi (RIPPKA et al. 1979),
staly se terminy bakterie a prokaryota synonymnimi.
Naproti tomu, jak uvadé&ji WOESE et al. (1990), by termin
bakterie m&l byt pouZivan v uz§im vyznamu neZ termin
prokaryota. Prokaryota lze totiZ rozdé&lit na dvé odli§né
strukturélni skupiny, mezi nimiZ je vétsi rozdilnost nez
mezi rostlinami, houbami a Zivog&ichy. Dokazuji to Gidaje
o pofadi ribonukleotidii rRNA. Z toho WOESE et al. (1990)
vyvodili zavér, Ze by mél existovat vy3si taxon nez fise
(regnum), ktery by se mohl nazyvat impérium (domain,
empire). V3echny Zivé organismy by pak patfily do n&-
kterého z téchto tii impérii: Eucarya (zahmujici viechna
eukaryota), Bacteria (zahrnujici eubakterie a rovnéz mi-
tochondrie a chloroplasty) a Archaea (zahrnujici viech-
ny skupiny archebakteri). Termin prokaryota by viak
nemél vymizet, nebot’ charakterizuje buné&nou strukturu
spole¢nou pro organismy zaclenéné do impéria Bacteria
a Archaea.

Pokud by navrh na vytvofeni tfi impérii byl akcepto-
van, pak soudasti impéria Eubacteria by byly dvé fise,
a to Firmicutes a Proteobacteria, které podle dosud plat-
né hierarchie taxonomického tfidéni maji status odd&leni
(TRUPER 1994).

Zminéné diskuse o naplni terminu bakterie nikterak
nezpochybiiuji dosavadni praxi, v niZ se bakterie v §ir§im
pojeti pouzivaji pro oznaéeni sinic, pravych bakterii, ak-
tinomycet, mykoplazem a spiroplazem.

Podle dosud platného taxonomického ¢lenéni obsahuje
fiSe Procaryotae &tyfi oddéleni. Fytopatogenni proka-
ryota patii do n€které z téchto tfi tfid: Gracilicutes (gram-
negativni bakterie), Firmicutes (grampozitivni bakterie
a aktinomycety) nebo Tenericutes (prokaryota bez stény
bunééné, k nimz patii fytoplazmy a spiroplazmy v tfidé
Mollicutes).

70

Fytoplazmy a spiroplazmy — nahi prokaryota

S rostlinami jsou spjaty dvé skupiny prokaryotickych
organismi, které nemaji sténu buné&nou. Jsou to jednak
mykoplazmam podobné organismy (mycoplasma-like
organisms — MLO), jednak spiroplazmy (Spiroplasma).
Pro obé& skupiny, tvofici tfidu Mollicutes, se zagina pou-
Zivat (v souladu s védeckym nézvem Tenericutes) ozna-
&eni naha (mékka) prokaryota (angl. = naked or soft
prokaryotes).

Taxonomicky status MLO je stéle provizorni. MLO se
sice podobaji taxonomicky pfesné definovanym organis-
mum rodu Mycoplasma, znAmym jako pivodci onemoc-
néni savel a ptakd, ale na rozdil od nich se ¢asto vyskytuji
ve vlaknitych a vétvenych formach. Na rozdil od pravych
mykoplazem se MLO dosud nepodafilo kultivovat na
umélych Zivnych padach, coz je velkou piekazkou pro
zjidténi jejich charakteristik. Z vysledkt sekvenéni ana-
1yzy ribozomové RNA vyplyva, ze MLO tvoii relativné
homogenni skupinu, ktera se vyvinula ze spoleéného pred-
ka. VSechny MLO lze roz¢lenit do péti klastra (SEEMUL-
LER et al. 1994). PfibliZzné& od roku 1995 se pro MLO zacal
pouzivat termin fytoplazmy. Postupné se rozviji nova
disciplina zabyvajici se studiem fytoplazem, kterou lze
analogicky s nazvem mykoplazmologie (angl. = myco-
plasmology) (SEEMULLER et al. 1994) nazvat fytoplaz-
mologie.

Néplii rostlinolékaiské bakteriologie

Poznani genotypovych vlastnosti organismi a jejich
fylogenetickych vztahl pfispiva ke krystalizaci naplné
fytopatologickych disciplin. Fytoplazmy spole¢né
s dal§imi prokaryoty, tj. spiroplazmami, pravymi bakte-
riemi a aktinomycetami, jsou pfedmétem rostlinolékar-
ské bakteriologie. V anglictiné se ve stejném vyznamu
uplattiuje nazev bacterial plant pathology (bakterialni fy-
topatologie) (GOTO 1992; SIEGE 1993). Pokud by se mél
v CeStin€ pouzivat termin fytopatologicka bakteriologie,
mél by byt akceptovan i analogicky termin fytopatolo-
gicka virologie (pfi¢emZ zavedenym terminem je rostlin-
na virologie) a fytopatologicka mykologie. Analogicky
s ndzvem rostlinnd virologie se nabizelo pojmenovani
rostlinna bakteriologie, které viak bylo zamitnuto, nebot’
by se mohlo vztahovat nejen na fytopatogenni bakterie,
ale i na jiné skupiny bakterii spjatych s rostlinami, napt.
i na symbiotické hlizkové bakterie. Pro upfednostnéni ad-
jektiva ,rostlinolékatsky* pfed adjektivem ,,fytopatolo-
gicky* mluvi snad i ta okolnost, Ze by mohlo byt pouzito
i v ndzvu nefytopatologickych disciplin, napf. ve spojeni
wrostlinolékafskéa zoologie“.

Revidovana definice patovaru

Piivodni definice znéla takto: ,,Termin patovar se pou-
Ziva k oznaéeni kmene nebo souboru kment se stejnymi
nebo podobnymi vlastnostmi, které jsou odliitelné na
poddruhové drovni od jinych kment téhoZ druhu nebo
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poddruhu na zakladé rozdilné patogenity k jedné hosti-
telské rostliné nebo vice hostitelim. Klasifikace taxonu
jako patovaru nevyluduje existenci rozdilt v biochemic-
kych, sérologickych nebo jinych nepatogennich vlastnos-
tech mezi patovary téhoZ druhu nebo poddruhu, ale
naznaduje, Ze jiné rozdily na poddruhové trovni maji
v porovnani s rozdily v patogenité mensi taxonomicky vy-
znam“ (DEY et al. 1980).

K definici patovaru byl pfijat tento dodatek: ,,Patovary
jsou obvykle rozeznatelné pomoci prokazanych rozdila
v hostitelském okruhu. Nicméné je jasné, Ze rozdily
v symptomech na stejném hostitelském druhu (viz napf.
pfiznaky zplsobované Xanthomonas oryzae pv. oryzae
a X. oryzae pv. oryzicola na ryZi) mohou ospravedlnit
odli$né patovarové oznaceni“ (YOUNG et al. 1991).

I kdyz proti souasnému patovarovému systému uplat-
novanému u vétsiny bakteridlnich fytopatogeni jsou vzna-
Seny opravnéné namitky taxonomi, ziistavéa taxon patovar
dosud v platnosti. Taxonomové uznavaji, Ze patogenita
je pro rostlinolékaiskou praxi dileZitym znakem. Zdu-
raziiuji viak, Ze patogenita kment bakterii je velmi koli-
savou vlastnosti a béhem kultivace miZe byt také nezfidka
snadno ztracena. Ukazuje se viak, Ze zamé&r vzdat se pa-
tovarti je v praxi velmi obtiZené realizovatelny, jak o tom
sv&dci napf. vysledky taxonomické revize u rodu Xan-
thomonas (VAUTERIN et al. 1995).

Definice patovaru dovoluje alternativni d€leni patogen-
nich druhii nebo patovari na rasy. Rasa uréité bakterie je
soubor kmeni, které se li§i od jinych souborli uvnitf
bakteridlniho druhu nebo patovaru svou hostitelskou spe-
cializaci ke kultivaru nebo jiné zarodeéné plazmé (germ-
plazmé). Rasy se identifikuji pfi vyuZiti diferencia&nich
rostlinnych hostitelil, coZ mohou byt kultivary nebo jiné
identifikovatelné zérodecné plazmy. Rasy nemaji nomen-
klatoricky status. Rasa miiZze byt oznagena pismeny nebo
¢isly.

Termin forma specialis neni u fytopatogennich proka-
ryot ndhradou za patovar nebo rasu. Jeho pouZivéni se sice
pfipousti, ale termin neni vyuZivan, snad s vyjimkou u pa-
togentl, ktefi jsou specializovani na neobvyklé hostitele.

Taxonomické zmény na irovni rodu

Od stavu zachyceného pfed vice nez 10 lety (KUDELA
1987) doslo k diileZitym taxonomickym zm&nidm. Mno-
hé fytopatogenni prokaryotické organismy byly pfefaze-
ny z jednoho rodu do jiného, a to bud’ do nové ustaveného,
nebo jiz existujiciho. Zminime se zejména o t&ch zmg-
néch, které se tykaji fytopatogeni potencialné dileZitych
pro Evropu.

Nové byly popséany tyto rody:

Acidovarax Willems, Falsen, Pot, Jantzen, Hoste, Van-

damme, Gillis, Kerster & De Ley 1990
Burkholderia Yabuuchi, Kosako, Oyaizu, Yano & Ezaki

1993
Clavibacter Davis, Gillaspie, Vidaver & Harris 1984
HerbaspirillumBaldani, Baldani, Seldin & Déberein 1986

. Liberobacter" (JAGOUEIX et al. 1994) (jde o prozatimn{
ndvrh) j
Pantoea Gavini, Mergaert, Beji, Mielcarek, Izard, Ker-
sters & De Ley 1989
Ralstonia Yabuuchi, Kosako, Yano, Hotta & Nishiuchi
1995
Rathayibacter Zgurskaya, Evtushenko, Akimov, & Ka-
lakoutskii 1993 3
Rhizobacter Goto & Kuwata 1988
Rhizomonas van Bruggen, Jochimsen & Brown 1990
Xylella Wells, Raju, Hung, Weiburg, Mandelco-Paul &
Brenner 1987
Xylophillus Willems, Gillis, Kersters, Van Den Broecke
& De Ley 1987
Fytopatogeni byli pfefazeni do téchto jiz diive existu-
jicich rodi:
Arthrobacter
Curtobacter
Enterobacter
Rhodococcus

Taxonomické zmény na trovni druhu, poddruhu
a patovaru

Acidovorax

Do tohoto rodu byli z rodu Pseudomonas zaélenéni

(Willems etal. 1992) tito fytopatogeni:

A. avenae subsp. avenae (Manns 1909) Willems, Goor,
Thielemans, Gillis, Kersters et al. 1992

A. avenae subsp. cattleyae (Manns 1909) Willems, Goor,
Thielemans, Gillis, Kersters et al. 1992

A. avenae subsp. citrulli (Manns 1909) Willems, Goor,
Thielemans, Gillis, Kersters et al. 1992

A. konjaci (Goto 1983) Willems, Goor, Thielemans, Gil- .
lis, Kersters et al. 1992

Agrobacterium

Vysledkem sekvenéni analyzy ribozomové DNA (SA-
WADA et al. 1993) je revidovany popis rodu 4grobacte-
rium. V ramci rodu vyélenili OPHEL a KERR (1990) tyto
druhy:

A. radiobacter (Beijerinck & van Delten 1902) Conn 1942

(nédmitky proti tomuto druhu viz déle)

A. rhizogenes (Riker, Banfield, Wright & Sagen 1930)

Conn 1942
A. rubi (Hildebrand) Starr & Weiss 1943
A. vitis Ophel & Kerr 1990

Druh 4. radiobacter odpovida jiz dfive definovanému
biovaru 1, druh A. rhizogenes je identicky s biovarem 2
adruhy A4. rubi a A. vitis s biovarem 3. DuleZité je, Ze
kmeny A. radiobacter i A. rhizogenes mohou obsahovat
jak plazmid Ti (tumorogenni), tak i plazmid Ri (rhizo-
genni). Taxon 4. radiobacter v sob& zahrnuje typovy
kmen A. tumefaciens. Nazev A. tumefaciens byl odmit-
nut (SAWADA et al. 1993).

Proti zavrhnuti typového kmene A. tumefaciens vznesl
odivodnéni namitky BOUZAR (1994). OYAIZU a SA-

71



Vol. 34, No. 2: 69-78

WADA (1994) je akceptovali a doporudili nomenklatoric-
ké justiéni komisi, aby A. tumefaciens (Smith & Tow-
send 1907) Conn 1942 byl typovym kmenem pro biovar 1.
-Lze proto pfedpokladat, Ze ziistane zachovén pfes 50 let
pouzivany nézev. Odmitnutym ndzvem je tedy 4. radio-
bacter. Z fytopatologického hlediska je vyznamné, Ze
podle pfiznaki choroby a hostitelské rostliny nelze bez
znalosti biochemickych vlastnosti izolovanych agrobak-
terif uréit, ktefi z potencidlnich piivodct: se na vzniku hy-
perplazie, tj. nadorovitosti nebo vlasovitosti, podileli.
Jinak feéeno, pfislusnost uréitého kmene k biovaru 1 ne-
bo 2 nekoresponduje s jeho schopnosti vyvolat niadoro-
vitost nebo vlasovitost.

Arthrobacter .

Jedinym zéstupcem fytopatogennich bakterii je 4. ili-
cis (Mandel, Guba & Litsky) Collins, Jones & Kroppen-
stedt 1981, plivodce spaly listli a vyhonl cesminy (Zlex
opaca), ktery se vyskytuje v USA.

Burkholderia

Z fytopatogenti byly z rodu Pseudomonas pfevedeny
do rodu Bulkholderia tyto nefluorescentni bakterie:

B. andropogonis (Stapp 1928) Gillis, Tran Van, Bardin,
Goor, Hebbar, Willems, Segers, Kersters, Heulin &
Fernardez 1995

B. caryophylli . (Burkholder 1942) Yabuuchi, Kosako,
Oyaizu, Yano, Hotta, Hashimoto, Ezaki & Arakawa
1993

B. cepacia (Palleroni & Holmes 1981) Yabuuchi, Kosa-
ko, Oyaizu, Yano, Hotta, Hashimoto, Ezaki & Arakawa
1993

B. gladioli (Severini 1913) Yabuuchi, Kosako, Oyaizu,
Yano, Hotta, Hashimoto, Ezaki & Arakawa 1993

B. glumae (Uematsu, Yoshimura, Nishiyama, Ibaraki
& Fujii 1976) Urakami, Ito-Yoshida, Araki, Kijima, Su-
zuki & Komagata 1994

Clavibacter

Kdyz byl v roce navrZen tento novy rod (DAVIS et al.
1984), stal se typovym druhem Clavibacter michiganen-
sis: Zahrnuje v sob& fytopatogeny, ktefi byli pivodné
vélenéni do rodu Corynebacterium, kde zaujimali posta-
veni samostatnych druhi, pfipadné poddruhi nebo pato-
vart.

K dilezitym fytopatogenim patfi:

C. michiganensis subsp. insidiosus McCulloch 1926) Da-

vis, Gillaspie, Vidaver & Har-
ris 1984

subsp. michiganensis (Smith 1910) Da-
vis, Gillaspie, Vidaver & Harris
1984

subsp. sepedonicus (Spieckerman &
Kothoff 1914) Davis, Gillaspie,
Vidaver & Harris 1984

V literatufe pfetrvava pouZivani nesprévného druhové-
ho epitetonu. Na rozdil od originélniho popisu (DAVIS et
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al. 1984) byl viak epiteton zménén na maskulinovou for-
mu, nebot rodov4 jména kongici na -bacter jsou maskuli-
na. Znamen4 to, Ze piivodni nazev C. michiganense subsp.
michiganensei dalSich obdobné nézvy druhii a subdruhi
jsou nespravné.

V roce 1993 byli zrodu Clavibacter do nového rodu
Rathayibacter pfevedeny tfi druhy, jejichZ patogenita pro
obilniny a jednoleté picni travy je spjata s napadenim ha-
d’atky rodu Anguina (ZGURSKAYA et al. 1993).
Curtobacterium

Uvnitf rodu Curtobacterium je zastoupen jediny fyto-
patogenni druh se &tyfmi patovary (COLLINS, JONES
1983):

C. flaccumfaciens pv. betae (Keyworth, Howell & Dow-
son 1956) Collins & Jones 1983

C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges 1922) Col-
lins & Jones 1983

C. flaccumfaciens pv. oortii (Saaltink & Maas Geestera-
nus 1969) Collins & Jones 1983

C. flaccumfaciens pv. poinsettiae (Starr & Pirone 1942)
Collins & Jones 1983 ’

Enterobacter

V tomto rodu popsaném v roce 1960 jsou zastoupeny
tyto fytopatogenni druhy:
E. cancerogenus (Urosevi¢ 1966) Dickey & Zumoff 1988
E. cloacae (Jordan 1890) Hormaeche & Edwards 1960
Erwinia

S vyjimkou pfesunu né&kterych erwinii do existujiciho
rodu Enterobacter (E. cancerogenus, E. nimipressuralis)
a do nové vytvofeného rodu Pantoea nedoslo u rodu Er-
winia k zdvaznéj§im taxonomickym zménam.

Herbaspirillum

Rod s jedingm druhem H. seropedicae byl vytvofen
v roce 1986 (BALDINI et al. 1986) pro bakterie izolované
z kofent: rostlin a vzorkd plidy odebranych v jejich bliz-
kosti. Vyznad&uji se schopnosti fixace vzdusného dusiku
pii kultivaci v polotuhych Zivnych piidach bez dusiku.
Dfive byly tyto bakterie fazeny k rodu Azospirillum.

Do rodu Herbaspirillum byl z rodu Pseudomonas pte-
fazen druh H. rubrisubalbicans (Christopher & Edgerton
1930) Baldani et al. (1996), ktery je pivodcem choroby
w»mottled stripe disease* u cukrové titiny, &iroku a kuku-
fice. Kolonizuje kofeny, stonky a hlavné listy cukrové
titiny jako endofyticky diazotrof.

»Liberobacter"

Nézev tohoto rodu je prozatimni. Byl vytvofen pro or-
ganismy, které byly doposud povazovéany za MLO, kdyz
se zjistilo, Ze maji sténu bun&&nou a jsou gramnegativni
(JAGOUEIX et al. 1994). Patii do tfidy Proteobacter pod-
tfidy alfa. Dosud nebyly kultivovany na umélych Zivnych
plidich. Svym zpilisobem Zivota jsou vazany na floém
rostlin. Zpisobuji okolo 20 riznych chorob, z nichZ nej-
lépe prostudovanou je zezelenani listd pomeranéovniku
(greening disease of citrus).
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Pantoea

Novy rod byl navrZen na zékladé vysledkt analyzy fe-
notypovych charakteristik a hybridizace DNA-DNA kme-
nt bakterii znAmych pod nazvem Erwinia herbicola,
Enterobacter agglomerans a E. milletiae (GAVINI et al.
1989).

K fytopatogeniim patii (MERGAERT et al, 1993):

P. agglomerans (Beijerinck 1888) Gavini, Mergaert, Beji,
Mielcarek, Izard, Kersters & De Ley 1989. Nékteré
kmeny vyvolavaji nddory na riizi (Rosa) a na okrasné
rostlingé Gypsophila paniculata, jiné kmeny zplsobuji
nekrozy cibule.

P. ananas (Serrano 1928) Mergart, Vendonck & Kersters
1993. Nékteré kmeny (zndmé dfive pod ndzvem Erwi-
nia ananas) se povazuji za pivodce hniloby plidka
ananasu. Jiné kmeny (zndmé diive pod nazvem Erwi-
nia uredovora) napadaji uredia rzi Puccinia graminis.

P. stewartii subsp. stewartii (Smith 1898) Mergaert, Ven-
donck & Kersters 1993. Kmeny této bakterie jsou pli-
vodci vadnuti kukufice.

P. stewartii subsp. indoligenes Mergaert, Vendonck &
Kersters 1993. Kmeny této bakterie jsou povaZovany
za plivodce listové skvrnitosti béru a prosa a hniloby
ananasu.

Pseudomonas

Rod Pseudomonas byl z4sadnim zplisobem reklasifi-
kovan. Z fytopatogent byla nejvice pozménéna klasifi-
kace nefluorescentnich druhi. C4st z nich byla piefazena
do nové vytvofenych rodl Burkholderia, Acidovorax
a Herbaspirillum (YABUUCHI et al. 1992; GILLIS et al.
1995; WILLEMS et al. 1992; BALDANI et al. 1996). Napf.
plvodce hnédé hniloby bramboru, zndmy pod jménem
P. solanacearum, byl v kritkém &asovém useku prefa-
zen nejprve z rodu Pseudomonas do rodu Burkholderia
a nésledné do rodu Ralstonia.

Pfekvapivym je vytvofeni samostatného druhu Pseu-
domonas savastanoi se tfemi patovary, a to pv. savasta-
noi (pivodce nadorl u &eledi Oleaceae a bradavéitych
vyristkl u Nerium oleander), pv. glycinea (pivodce spaly
séje) a pv. phaseolicola (pivodce gloriolové spély fa-
zolu) (GARDAN et al. 1992). I nadale v3ak pretrvava
i v renomovanych védeckych &asopisech (napt. Phytopa-
thology nebo Plant Pathology) pouzivani dfiv&jsi klasifi-
kace, podle které pv. phaseolicola a pv. glycinea patti
k druhu P. syringae (AUDY et al. 1996).

Ralstonia

Vysledkem taxonomického studia skupiny nefluores-
centnich kmenii Pseudomonas bylo nejprve vytvofeni
rodu Burkholderia. Nésledné se ukézalo, Ze v ramci to-
hoto nové vytvofeného rodu jsou mezi jednotlivymi druhy
natolik zdvazné odli¥nosti, Ze to ospravedliiuje vy&lenéni
nékterych druhli do samostatného rodu. Z fytopatogent
byl do rodu Ralstonia zafazen druh R. solanacearum
(Smith 1896) Yabuuchi, Kosako, Yano, Hotta & Nishiuchi
1995.

Rathayibacter
Do nového rodu vytvoreného v roce 1993 (ZGURSKA-
YA et al. 1993) byly zafazeny tfi druhy grampozitivnich
koryneformnich bakterii, které byly dfive umistény v rodu
Clavibacter. Jsou patogenni pro obilniny a jednoleté pic-
ni travy. V protikladu k druhiim rodu Clavibacter je vét-
$ina kment rodu Rathayibacter spojena s plisobenim
had’atek rodu Anguina.
K zastupcim rodu Rathayibacter patfi:
R. rathayi (Smith 1913) Zgurskaja, Evtushenko, Akimov
& Kalakoutskii 1993
R. tritici(Scharif 1961) Zgurskaja, Evtushenko, Akimov,
& Kalakoutskii 1993
R. iranicus (Scharif 1961) Zgurskaja, Evtushenko, Aki-
mov & Kalakoutskii 1993

Rhizobacter

V roce 1988 byl popsin novy fytopatogen zpisobujici
nédorovitost na kofenech mrkve. Byl pojmenovan R. dau-
cus Goto & Kuwata 1988. Je fazen do &eledi Pseudomo-
nadaceae.

Rhizomonas

Jedinym zéstupcem tohoto rodu je fytopatogen R. sube-
rifaciens van Bruggen, Jochimsen & Brown 1990, ktery
zplisobuje korkovitost kofenti salatu. Etiologie této cho-
roby byla po fadu let pfedmétem sport.

Rhodococcus

Do tohoto rodu byl pfeveden z rodu Corynebacterium
puvodce fasciace u hrachoru, fazolu a hrachu a kvétéko-
vitych nadorl na fady okrasnych rostlin, jehoz platné
jméno je nyni Rhodococcus fascians (Tilford 1936) Good-
fellow 1984.

Streptomyces

Po mnoho let kterykoliv izolat rodu Streptomyces, ktery
zplisoboval strupovitost bramboru, byl vétSinou fytopa-
tologli poklddén za S. scabies. Tento druh viak nebyl
v roce 1980 zahrnut do Approved Lists (nebot’ chybé&la
akceptovatelnd typova kultura) a tak se nestal soudasti
oficidlni nomenklatury. AZ v roce 1989 byl pivodni na-
zev navrzen k obnové a nasledné stvrzena jeho platnost
(LAMBERT, LORIA 1989).

K fytopatogeniim jsou fazeny zejména tyto druhy:
S. acidiscabies Lambert & Loria 1989
S. aureofaciens Duggar 1948
S. griseus (Krainsky) Waksman & Henrici 1948
S. ipomoeae (Person & Martin) Waksman & Henrici 1948
S. scabies (Thaxter 1892) Lambert & Loria 1989

Xanhomonas

V tomto rodu, ktery obsahuje vice nez 160 fytopatoge-
nii, doslo k nejrozsahle;jsi reklasifikaci. Vysledky podrob-
né hybridizace DNA-DNA u 183 kment tohoto rodu
vyustily v ndvrh na vytvofeni 20 druhti misto dosavad-
nich 6 druhti. V rdmci t&chto 20 druhi existuje okolo 140
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patovaril. Zatimco v seznamu patovarii z roku 1980 (DYE
et al, 1980) patfily viechny patovary k druhu X. cam-
pestris, podle nové klasifikace (VAUTERIN et al. 1995)
k tomuto druhu pfisluii jen patovary, jejichZ hostitelsky
mi rostlinami jsou druhy rodu Brassica. Pfesné zaclenéni
vsech patovara do nové ustavenych druhii rodu Xantho-
monas neni dosud ukon¢eno.
V evropskych podminkach maji vyznam tyto druhy
a patovary:
X. axonopodis Starr & Garces 1950
pv. alfalfae (Riker, Jones & Davis) Vauterin, Hoste,
Kersters & Swings 1995
pv. phaseoli (Smith 1897) Vauterin, Hoste, Kersters
& Swings 1995
pv. phaseoli var. fuscans (Burkholder 1930) Vauterin,
Hoste, Kersters & Swings 1995
pv. begoniae (Tokimoto 1934) Vauterin, Hoste, Ker-
sters & Swings 1995
X. arboricola Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995
pv. corylina (Miller, Bollen, Simmons, Gross & Barss
1944) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995
pv. juglandis (Pierce 1901) Vauterin, Hoste, Kersters
& Swings 1995
pv. pruni (Smith 1903) Vauterin, Hoste, Kersters &
Swings 1995
X. bromi Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995
X. campestris pv. campestris (Pammel 1895) Dowson
1939
X. fragariae Kennedy & King 1962
X. hortorum Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995
pv.carotae (Kendrick 1934) Vauterin, Hoste, Kersters
& Swings 1995
pv. pelargonii (Brown 1923) Vauterin, Hoste, Kersters
& Swings 1995
pv. vitians (Brown 1918) Dye 1978
X. hyacinthi (ex Wakker 1883) Vauterin, Hoste, Kersters
& Swings 1995
X. translucens pv.arrhenatheri (Engli & Schmidt 1982)
Vauterin, Hoste, Kersters & Swings
1995
pv. graminis (Egli, Goto & Schmidt 1975)
Vauterin, Hoste, Kersters & Swings
1995
pv. phlei (Egli, Goto & Schmidt 1975)
Vauterin, Hoste, Kersters & Swings
1995
pv. poae (Egli & Schmidt 1982) Vaute-
rin, Hoste, Kersters & Swings 1995
pv. translucens (Jones, Johnson & Reddy
1917) Vauterin, Hoste, Kersters &
Swings 1995 #
pv. undulosa (Smith, Jones & Reddy
1919) Vauterin, Hoste, Kersters &
Swings 1995
X. vesicatoria (ex Doidge 1920) Vauterin, Hoste, Ker-
sters & Swings 1995

74

X. populi (Ridé 1958) Ridé & Ridé 1978

Xylella

Choroby rostlin zplisobované bakteriemi rodu Xylella,
jako napf. Pierceova choroba révy vinné, scald list Svest-
ky, zakrsavani jablong aj., byly v minulosti povaZovany
za vir6zy, pozdé&ji za rickettsiézy. Poté, co se podafilo
puvodce téchto chorob izolovat, kultivovat a stanovit jeho
vlastnosti, byl zafazen do nového rodu Xylella, a to jako
druh X fastidiosa Wells, Raju, Hung, Weisburg, Man-
delco-Paul & Brenner 1987. O&ekava se, Ze dalsi vysled-
ky studii povedou k definovani nékolika hostitelsky
specializovanych forem (patovartl) v ramci tohoto rodu.

Xylophilus
Novéjsi strukturdlni analyzy DNA a RNA u druhu Xan-
thomonas ampelina, pivodce spaly révy vinné, ukdzala
(WILLEMS et al. 1987), Ze pfedstavuje zvlastni formu,
kter4 ma opravnéni k vyélenéni do nového rodu.
Nazev dosud jediného zastupce tohoto rodu je:
X. ampelinus (Panagopoulos 1969) Willems, Gillis, Ker-
sters, van den Broecke & De Ley 1987

Zmény ve zpiisobu psani védeckych nazvii
fytopatogennich prokaryot

Revidované verze standardii pro pojmenovani patova-
ri fytopatogennich bakterii (YOUNG et al. 1991) pfinasi
také zménu ve zplsobu psani jejich ndzvi. Je-li nazev
v publikaci pouZit poprvé, mél by byt uveden v uplné
formé, v&etné autort. N4sledné, pokud neni zadné riziko
pomyleni, nabizi se tfi akceptovatelné zkratky. Tak napf.
Pseudomonas syringae pv. lachrymans lze zkrétit na:
L P.s. pv. lachrymans; 2. P. 5. lachrymans; 3. pv. la-
chrymans.

Pro ndzvy plivodct fytoplazméz se zadind vyuZivat
anglicky nazev choroby, k némuz se pfipoji slovo ,,phy-
toplasma“, napf. pear decline phytoplasma, apple prolife-
ration phytoplasma apod.

Piehled spravnych nazvi fytopatogennich prokaryot
podle hostitelskych rostlin

Nézvy hospodafsky vyznamnych patogenii uvadime ve
zkracené formé&. Jména polyfagl u jednotlivych skupin
hostitelti az na vyjimky neopakujeme.

Polyfagové

Agrobacterium tumefaciens (Smith & Townsend) Conn
Agrobacterium rhizogenes (Riker et al.) Conn '
Erwinia carotovora subsp. carotovora (Jones) Bergey et al.
Erwinia chrysanthemi Burkholder, McFaden & Dimock
Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall
Pseudomonas fluorescens (Trevisan) Migula
Pseudomonas marginalis (Brown) Stevens
Pseudomonas viridiflava ( Burkholder) Dowson
Pseudomonas cichorii (Swingle) Stapp

* Xylella fastidiosa Wells et al.
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Obilniny a picni travy
Acidovorax avenae subsp. avenae (Manns) Willems et al.
Pantoea stewartii subsp. stewartii (Smith) Mergaert et al.
Pseudomonas syringae pv. atrofaciens (McCulloch)
Young, Dye & Wilkie
Pseudomonas syringae pv. coronafaciens (Elliott) Young,
Dye & Wilkie
Pseudomonas syringae pv. striafaciens (Elliott) Young,
& Wilkie
Rathayibacter rathayi (Smith) Zgurskaya et al.
Xanthomonas bromi Vauterin et al.
Xanthomonas translucens pv. arrhenatheri (Egli &
Schmidt) Vauterin et al.
pv. graminis (Egli, Goto &
Schmidt) Vauterin et al.
pv. phlei (Egli, Goto &
Schmidt) Vauterin et al.
pv. poae (Egli & Schmidt)
Vauterin et al.
pv. translucens (Jones, John-
son & Reddy) Vauterin
etal.
pv. undulosa (Schmith, Jo-
nes & Reddy) Vauterin
etal.

Luskoviny

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
(Hedges) Collins & Jones
Rhodococcus fascians (Tilford) Goodfellow
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Burkholder)
Gardan et al. [Synonymum: P. syringae pv. phaseoli-
cola (Burkholder) Young, Dye & Wilkie]
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea (Coeper) Gar-
dan et al. [Synonymum: P. syringae pv. glycinea (Coe-
per) Young, Dye & Wilkie]
Pseudomonas syringae pv. pisi (Sackett) Young, Dye &
Wilkie
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith) Vauterin
etal.
pv. phaseoli var. fuscans (Burk-
holder) Vauterin et al.

Brambor

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Spiecker-
man & Kotthoff) Davis et al.

Erwinia carotovora subsp. atroseptica (van Hall) Dye

subsp. carotovora (Jones) Bergey
etal.

Erwinia chrysanthemi Burkholder, McFaden & Dimock

Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

Potato stolbur phytoplasma

Streptomyces scabies (Thaxter) Lambert & Loria

Repa

Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae (Keyworth,
Howell & Dowson) Collins & Jones

Pseudomonas syringae pv. aptata (Brown & Jamieson)
Young, Dye & Wilkie

Sluneénice

Pseudomonas syringae pv. helianthi (Kawamura) Young,
Dye & Wilkie

Vojtéska

Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus (McCulloch)
Davis et al.

Kost'dloviny

Pseudomonas marginalis pv. marginalis (Brown) Stevens

Pseudomonas syringae pv. maculicola (McCulloch)
Young, Dye & Wilkie

Xanthomonas campestrispv. campestris (Pammel) Dowson

pv.armoraciae (McCulloch) Dye

Kofenové zelenina

Pseudomonas syringae pv. apii (Jagger) Young, Dye
& Wilkie

Rhizobacter daucus Goto & Kuwata

Listov4 zelenina

Rhizomonas suberifaciens van Bruggen, Jochimsen
& Brown

Xanthomonas hortorum pv. vitians (Brown) Dye

Plodova zelenina
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith)
Davis et al.

Pseudomonas corrugata Roberts & Scarlett

Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Smith & Bryan)
Young, Dye & Wilkie

pv. tomato (Okabe) Young, Dye

& Wilkie

Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

Potato stolbur phytoplasma

Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge) Vauterin et al.

Cibulova zelenina

Burkholderia cepacia (Palleroni & Holmes) Yabuuchi et al.
Burkholderia gladioli (Severini) Yabuuchi et al.

Jahodnik

Strawberry witches’broom phytoplasma
Xanthomonas fragariae Kennedy & King
Réva vinnd

Agrobacterium vitis Ophel & Kerr

Grapevine flavenscence dorée phytoplasma
Xylophilus ampelinus (Panagopoulos) Willems et al.
Xylella fastidiosa Wells et al.

Ovocné dgeviny

Agrobacterium rubi (Hildebrand) Starr & Weiss
Apple proliferation phytoplasma 5
Apricot chlorotic leafroll phytoplasma

Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al.
Peach rosette phytoplasma
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Peach X-disease phytoplasma
Peach yellows phytoplasma .
Pear decline phytoplasma
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Wormald)
| Young, Dye & Wilkie
pv. persicae (Prunier et al.)
Young, Dye & Wilkie
Xanthomonas arboricola pv. corylina (Miller et al.) Vau-
terin et al.
pv. juglandis (Pierce) Vauterin
etal.
pv. pruni (Smith) Vauterin
etal.
Xylella fastidiosa Wells et al.

Okrasné rostliny

Burkholderia caryophylli (Burkholder) Yabuuchi et al.
Burkholderia gladioli (Severini) Yabuuchi et al.
Curtobacterium flaccumfaciens pv. oortii (Saaltink
& Maas Geesteranus)
Collins & Jones
pv. poinsetiae (Starr
& Pirone) Collins
& Jones
Erwinia chrysanthemi pv. dianthicola (Hellmers) Bakker
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Smith) Gardan
etal.
Rhodococcus fascians (Tilford) Goodfellow & Alderson
Xanthomonas axonopodis pv. begoniae (Tokimoto) Vau-
terin et al.
Xanthomonas hortorum pv. pelargonii (Brown) Vaute-
rin et al.
pv. hederae (Arnaud) Vauterin
etal.
Xanthomonas hyacinthi (ex Wakker) Vauterin et al.
Lesni dfeviny
Elm phloem necrosis phytoplasma
Enterobacter cancerogenus (Uro3evi¢) Dickey & Zumoff
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Smith) Gardan
etal.
Xanthomonas populi (Ridé) Ridé & Ridé

Zampiony

Pseudomonas agarici Young
Pseudomonas tolaasii Paine

Shrnuti

V klasifikaci mikroorganismi dochazi k neustdlym
zménédm. Pokrok v upfestiovéani klasifikace bakterii je
mnohdy doprovézen radikdlnimi zm&nami v nomen-
klatufe. Obdobné je tomu i ve virologii a mykologii. Pfi-
1i§ radikalni a asté zm&ny v nomenklatufe mohou byt
neziidka pfekdzkou v porozumé&ni mezi praktickymi uzi-
vateli nomenklatury, napf. ve fytokaranténg. Ne vzdy je
voléni po stabilizaci nomenklatury vyhovéno. Nezbyvé
proto nez viechny mezinérodn& platné nomenklatorické
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zmény registrovat a uplatiiovat. Protivahou ménicimu se
védeckému nazvoslovi fytopatogennich organismi by
mély byt ustdlené obecné nézvy chorob rostlin. Je proto
nanejvys aktudlni pfikrogit k standardizaci ¢eského néa-
zvoslovi chorob rostlin a odstranit tak naprosto nevyho-
vujici dosavadni libowiili v jejich tvorb& a pouzivéni.
Doporudené &eské nazvy chorob by mély byt povazova-
ny za preferované nazvy k pouZiti ve védeckych a odbor-
nych ¢asopisech i jinych publikacich.
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Vyufziti prostfedkii ochrany rostlin v Ceské republice

Josef ROUSEK, Jaroslava CECHOVA

State Phytosanitary Administration, Prague, Czech Republic

ROUSEK J., CECHOVA J. (1998): Use of plant protection products in the Czech Republic. Pl. Protect. Sci., 34: 79-80.

Data of usage of plant protection products (PPP) in the Czech Republic were collected by State Phytosanitary Administration. In
tables the area treated, use of PPP in tons and costs in KC per ha are compared for the period 1993-1997. In 1997, 8980 t of PPP
were used, i.e. 3889 t of active ingredients, and 2.10 kg pesticides per ha of agricultural area, i.e. 0.91 kg a.i./ha.

pesticides; usage; treated fields; costs per hectare

Na zékladé udaji shromazd'ovanych Stitni rostlinolé-
kafskou spravou uvadime informace o vyuZiti prostfedkii
ochrany rostlin v Ceské republice za rok 1997 a srovnéni
s predeslym obdobim.

Od roku 1989 nastal pokles v pouzZivani pesticidii
v diisledku ekonomickych problémi. V nasem pfede$lém
piispévku (ROUSEK 1997) jsme uvedli rozsah oSetfenych
ploch ptipravky na ochranu rostlin v Ceské republice
v letech 1993-1996. V roce 1996 bylo o$eteno 4,774 mil.
ha a v lofiském roce jsme zaznamenali nartst na 5,04 mil.
ha. V pfepoétu na procenta oSetfené zemédélské pidy byl
v poslednich letech nartistna 111,5 %, resp. 117,9 % roz-
lohy zemédé€lské pudy.

Celkova spotieba ptipravki na ochranu rostlin v Ces-
ké republice &inila v roce 1997 8 980 t, coZ je 0 216 t
(2,4 %) méné nez v roce predeslém. V ucinnych latkach
to predstavuje 3 889 t, coz znamené sniZeni o 9 t proti
roku 1996.

V piepoctu na 1 ha zemédé€lské pidy bylo v roce 1997
pouzito 2,10 kg hotovych produkti, coZ pfedstavuje
v G¢innych latkach 0,91 kg/ha. Tato mnoZstvi se pfili§
nelisi od let predeslych. Napiiklad v letech 1993 a 1995
bylo shodné pouzito 0,88 kg uéinnych latek na 1 ha. Vy-
svétleni pro¢ stoupé rozsah o$etiené plochy, ale nestoupa
mnozstvi pouzitych pfipravk, spogiva v tom, Ze v zemé-
délské praxi ziskavaji stale v&tsi oblibu pfipravky pouZi-
vané v nizkych hektarovych davkach. Jako piiklad mohou
slouzit sulfonylmocoviny. V roce 1996 jich bylo pouZito
téméf 20 t, ztoho 11 t v obilnin4ch a 7 t v kukufici. V roce
1997 bylo celkem aplikovéano 22,75 t, z toho 15 t v obil-
ninach a 6,4 t v kukufici. Pokles v kukufici je zapfi¢in&n
snizenim jeji vyméry.

Tab. 1 udava prehled vyvoje spotieby pesticidi od roku
1993 podle jednotlivych kategorii. V. uZivani herbicidi
nedochézi k podstatnym zmé&nam.

Pouziti fungicidl, zejména v obilnindch v dlouho-
dobém horizontu stoupa. V roce 1997 nebylo dosazeno
urovné pouziti fungicidi z roku 1996, a to pfedeviim
v disledku pribé&hu pocasi, které v pfevazné Casti roku
nebylo pfiznivé pro infekce ptivodcti chorob.

O#Setfeni proti §kiidciim nebylo rovn&Z nutné v tako-
vém rozsahu jako v roce pfede$lém. UdrZel se rozsah oSet-
feni proti $ktidctim fepky a hrachu. V dalsich vyznamnych
polozkéch doslo k poklesu vykonl. Tyka se to oSetfeni
proti mandelince bramborové a pfenaSeciim vir6z v bram-
borach, oSetfeni predevsim proti kohoutkim v obilninach
a cukrovky proti m8ici makové. Ve chmelu a brukvovité
zeleniné je pokles rozsahu oSetfeni d4n sniZzenim ploch
jejich p&stovéni.

Po Spatnych zkuSenostech s poléhanim porosti obilnin
v roce 1996 se zvysil rozsah oSetfeni regulétory ristu
(1997 — 154 tis. ha, zatimco v 1996 — 106 tis. ha).

Pokud srovnadvdme mnozstvi pouzitych pfipravki na
1 ha ve sledovanych plodinach v roce 1997, nejintenziv-
n&ji ofetfovanou kulturou je chmel, u néhoZ bylo pouZito
29,5 kg piipravki na 1 ha, z ¢ehoz 23,5 kg tvofily fungi-
cidy. Dalsi v pofadi jsou vinna réva (21,6 kg/ha), ovocné
kultury (14,5 kg/ha) a cukrovka (8,8 kg/ha). V obilni-
néch bylo pouZito 2,3 kg pesticidnich produktii na 1 ha
osevni plochy.

Pfi srovnéni oSetfenych ploch (v ha) sledovanych plo-
din se na prvnim misté umistila réva vinn4, ktera byla
v roce 1997 v priméru oSetfena jedenactkrat, na dalsim

¥y x

misté je chmel (oSetfen témér pétkrat), ovocné sady (Ety-
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Tab. 1. Spotfeba pripravki na ochranu rostlin v letech 1993-1997 v CR — Use of plant protection products in 1993-1997 in the

Czech Republic

1993 1994 1995 1996 1997
Kategorie pesticidi' (100%) t % t % t % t %
Herbicidy a desikanty?- 5413 6 062 112,0 6014 111,1 5995 110,8 5975 110,4
Fungicidy a mofidla® 1 864 1625 87,2 1929 103,5 2263 1214 1899 101,9 .
Zoocidy* 505 590 116,8 358 70,9 426 84,4 549 108,7
Regulatory ristu® 257 284 110,5 280 108,9 319 124,1 431 167,7
Ostatni® 413 131 31,7 195 47,2 193 46,7 124 30,0
Celkem’ 8 452 8 692 102,8 8 776 103,8 9196 108,8 8978 106,2

Ipesticides categories; Zherbicides and desiccants; 3fungicides and seed tr

4zoocides; Sgrowth regulators; Sothers; ’total

B!

Tab. 2. Vyvoj nékladi na pfipravky na ochranu rostlin v nékterych plodinach — Development of costs for plant protection prod-

ucts in some crops

1993 1994 1995 1996 1997
Plodina/rok! (100%)  ggma % K&/ha % Kéha % Kéha %
Obilniny? 571 676 1184 919 160,9 932 1632 1122 1965
Kukufice® 513 873 1702 1446 2819 1186 2312 1232 2402
Luskoviny?* 1282 1207 94, 1446 1128 1646 1284 1741 1358
Cukrovka’ 2893 4597 1589 5041 1742 6120 211,5 6285 2172
Brambory® 1662 - 1591 957 2269  136,5 2425 1459 2438 146,
Repka’ 1430 2003 140,1 2107 1473 2328 1628 2475 173,
Néklady na lha zem, p.* 569 693 1218 871 153,1 920  161,7 988 1736

Icrops/year; Zcereals; maize; 4legumes; Ssugar beet; Spotatocs; "rape; 8costs per ha agricultural soil

fi odetfeni) a cukrovka (3,6krét). Jeden hektar obilnin byl
primémeé oSetfen 1,6krat.

V tab. 2 jsou srovnany ndklady na o3etfeni 1 ha n&kte-
rych plodin. Celkové zemédélci v roce 1997 zaplatili za
piipravky 4,24 mld. korun, coZ na hektar zem&d&lské pidy
predstavuje 990,— K¢ Od roku 1993 nérist hodnoty fi-
nancnich prostfedki v celkovém objemu pouzivanych
piipravki pfedstavuje 74 %. Hlavni nardst v obilninach,
kukufici a cukrovce pfedstavuje zmé&na spektra herbicidt
v souvislosti s posunem ve spolegenstvech plevelti. V ku-
kufici nastal nejvy33i narlst, a to zejména v souvislosti
s nastupem novych pfipravki proti pyru, jezatce kufi noze
a laskaveim. RovnéZz v cukrovce nastal vyrazny nartst
hodnoty pouzivanych herbicidii. Naopak v luskovinéch,
bramboréch a fepce ozimé se spektrum pouZivanych pi-
pravki a jejich finan¢ni hodnota na 1 ha proti primémé
cené pfili§ nezménila.

Casova fada vykonti v ochrané rostlin a spotfeb& pesti-
cidii ma hodnotu pro viechny subjekty, kterych se tyto
tdaje tykaji. Velmi vyznamné je i mezinarodni srovnéni.
V ramci Evropské unie je s soucinnosti s OECD pfipra-
vovéna smérnice o prizkumu pouZiti pesticidi v jednot-
livych zemich. V ramci t&chto prizkumt se pfedpoklada
sbér jesté Sir§iho okruhu dat nez je v sou¢asnosti poZado-
véno v Ceské republice. Po nabyti iiinnosti vyse uvede-
né smérice pfedpokladame plné pfijeti systému, ktery
bude pouzivan v EU.
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ROUSEK J. (1997): Pouzivani pesticidi v Ceské republice
v letech 1993-1996. Ochr. Rostl., 33, 311-314.
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