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1 Uvod

Onemocnéni kminkd révy vinné (Vitis vinifera L.), dale GTD z anglického
Grapevine Trunk Diseases, je celosvétové rozsifeny komplex houbovych patogenii
zpusobujici choroby révy vinné. Soubor houbovych patogenti zpiusobuje onemocnéni
projevujici se strukturnimi a fyziologickymi zménami v rostliné. Diky celosvétovému
rozsiteni fadime GTD k jednomu z nejdestruktivnéjSich biotickych ¢initelt produkénich
vinic, zpuasobujici vyznamné ztraty v ekonomice vinohradnickych podniki. Dosud
nebyla vyfeSena otazka primarni a sekundarni infekce jednotlivymi patogeny. Projevy
ptiznakd, od zmény zbarveni a deformace listi az k vadnuti letorosti a odumirani
rostliny, jsou rtiznorodé ve vinohradnickych oblastech svéta diky riznym geografickym
podminkam (klima, teplota), pouzitého podnozového a roubového materialu pii vyrobé
sazenic, ro¢niku, stafi vinohradu aj.

Problém tohoto onemocnéni zacal pomalu piichazet do povédomi vinohradnikt
od konce 80. let 20. stoleti. Kontrola vyskytu a Sifeni GTD je omezena dostupnymi
opatfenimi. Moznost ptipadné efektivni kontroly GTD prostfednictvim fungicidi neni
k dispozici, jelikoz dostupné piipravky byly diky své toxicité zakazany, a dals$i mozné
efektivni ofetfeni neexistuje (URBEZ-TORRES et al. 2006). Rezné rany patii
K nejrizikovejsim vstupim GTD patogenti do rostliny. OSetfeni feznych ran omezuje
rast hub na otevienych ranach (GRAMAJE 2015).

Fytopatogenni houby se mohou vyskytovat ¢asto i v latentni formé v pletivech
rostlin. Infikované rostliny nelze 1é€it, proto je kladen velky diraz na zdravy matecni
material vyuzivany k vyrobé certifikovanych skolkaiskych sazenic.

Zavaznost GTD ve vztahu k plisobenym ekonomickym ztratam se zacala
diskutovat koncem 80. let 20. stoleti. V' 90. letech 20. stoleti se zacaly objevovat prvni
publikace o GTD. Dusledkem zasadniho vyznamu v oblasti vinafského primyslu byla
zalozena mezinarodni rada zaméfujici se na GTD, International Council on Grapevine
Trunk Diseases. Hlavnim tkolem International Council on Grapevine Trunk Diseases
(ICGTD) je koordinace spoluprace mezi riznymi védeckymi ustavy zaméfujicimi se na
studium zasadniho onemocnéni postihujici zemé péstujici révu vinnou (Vitis vinifera

L).



2 Cil prace

Cilem bakalaiské prace bylo soustfedit, zpracovat a vyhodnotit dostupné
informace problematiky GTD — onemocnéni kminki révy vinné. Charakterizovat
kauzalni houbové patogeny zptisobujici GTD. Popsat symptomy ptisobené jednotlivymi

GTD patogeny, moznosti detekce patogentl, oblasti vyskytu GTD a ekonomické ztraty.



3 Piivodci onemocnéni kminki révy vinné a symptomy

Pod nazvem onemocnéni kminkd révy vinné (dale GTD, z anglického Grapevine
riznych houbovych patogeni (GRAMAJE a ARMENGOL 2011) vstupujici do rostlin
pfes fezné rany ve dfevé révy (URBEZ-TORRES et al. 2006). V roce 2014 bylo
oznaceno 103 druhi houbovych patogenii zplsobujici GTD. Rizné a promeénlivé
pfiznaky zavislé na kultivaru a geografické oblasti jsou charakteristické zvlast pro
kazdou chorobu, obecné se jednad o pomalé chiadnuti révy zptsobené prerusenim cévni
vodivosti nebo produkei toxickych latek (URBEZ-TORRES et al. 2006). Do komplexu
chorob fadime Chiadnuti a odumirani révy (ESCA a Petriho choroba), Cernani pat
kminku révy, Eutypové odumirani révy a Botryosferiové odumirani révy (AGUSTI-
BRISACH et al. 2014). Z nich ESCA, Petriho choroba a Eutypové odumirani révy
obvykle vedou ke smrti rostliny (HOFSTETTER et al. 2012).

Ve vyskytu chorob hraji zasadni roli faktory abiotické (klima, teplota, puda)
a biotické (stati rostliny, odrida, podnoz, agrotechnika, smisené infekce — ostatni

patogeny) (HOFSTETTER et al. 2012; GRAMAJE 2015).

3.1 Mladé vinice

Cernani pat kminku révy, Petriho choroba a Botryosferiové odumirani rostlin se
podileji na slabnuti mladych vinic (GRAMAJE a ARMENGOL 2011). Infikované
matecnice a Skolkafska c¢innost s chorobami postizenymi sazenicemi piispivaji
K neustalému udrzovani a rozsifovani chorob kmene v mladych vinicich (GRAMAJE
2015).

Mladymi vinicemi rozumime vinice do 8. roku, kdy se nejcastéji jedna o postizeni
sazenic ve $kolkach a nové vysazenych vinicich. Choroby pfispivaji k poklesu produkce
a zivotnosti. Vysledkem zpétnych Setfeni rostlin z napadenych vinohradd je infek&nost
sazenic jiz pied vysadbou nového vinohradu, ¢i zapéstovanim ve Skolkach, kdy
houbové patogeny vniknou do rostlin béhem S§tépovani, nebo si nesou infekénost

z matec¢nic (podnozového a roubového materialu) (GRAMAJE a ARMENGOL 2011).

3.1.1 Cernani pat kminku révy (Black Foot Disease of Grapevines)

Nazev choroby odvozen od ¢erného zbarveni zasazenych kotentt (ALANIZ et al.

2007). ZaCernanim pat kminku révy stoji n&kolik houbovych druhti rodu
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Campylocarpon, Cylindrocarpon, Cylindrocladiella a Ilyonectria. Cernani pat kminku
révy zpisobuje znaéné ekonomické ztraty ve svétovém vinohradnickém primyslu.
Prvni popis symptomt choroby pochazi z francouzskych vinic z 60. let 20. stoleti.
Zacatkem 90. let 20. stoleti se stala choroba rostoucim problémem jak ve Skolkach, tak
v mladych vysadbach (HAAG et al. 2014).

Patogeny infikuji predevsim kmen a kofeny rostlin. Na pficném fezu kmenem se
objevuji v misté paty kmenu nekrozy, dievni svazky jsou ucpany ¢ernymi cizorodymi
utvary (Ptiloha ¢. 1 kapitola 14) (HAAG et al. 2014). Kofenovy systém a jeho vlaseni je
potlacovano Vv rlstu, ¢im vznikd malo kofenové biomasy. Kofeny jsou ¢erné, zakrslé,
nekrotické. Relativné casto vypadaji kofeny normaln€, jsou pravidelné, ale mélce
rozprostieny, coz brani rostliné k dostate¢nému piijmu zivin (ALANIZ et al. 2007).
Dusledkem je slaby riist na jafe, zpomaleny rast vedouci ke kratkym internodiim na
letorostech a malym chlorotickym listim. Eventudlnim nasledkem je smrt rostliny
béhem obdobi rlstu, nebo nasledujici zimy. Velmi Casto piiznakové rostliny maji
nepravidelné vlaseni, které na jedné strané zcela chybi, tzv. J-rooting (Piiloha ¢. 2
kapitola 14) (HAAG et al. 2014; GRAMAJE 2015).

Cernani pat kminku révy se vyskytuje ve vsech hlavnich vinohradnickych
regionech od Evropy, ptes Blizky vychod, Jihoafrickou republiku az po Severni a Jizni
Ameriku (HAAG et al. 2014).

Vhodnym zplisobem ochrany muize byt vySlechténi rezistentniho hostitele,
V naSem piipad¢é podnoze, a biologicka ochrana (GRAMAJE a ARMENGOL 2011).
Patogen infikuje rostlinu pies oteviené rany, vzniklé pfirozené¢ nebo lidskou ¢innosti.
Nejvétsim rizikem je Stépovani sazenic (pouZiti nesterilnich strojli, coZ umoziiuje
snadné Sifeni infekce) a zimni fez (nesterilni plochy ntzek, velké rany). Za primarni
zdroj inokulace povazujeme pudu. Pro vypéstovani zdravych sazenic je dulezité se
vyhnout t€zkym zadrznym pidam. Vyuziti mykorrhizni houby Glomus intraradices,
nékterych zastupct rodu Trichoderma, pfed inokulaci patogenem, vede ke zdravym
kontrolam bez patogena (GRAMAJE a ARMENGOL 2011).

3.1.2 Botryosferiové odumirani révy (Botryosphaeria Dieback)

vvvvv

dezinfekce pouzivanych nastroji pii vyrobé sazenic. Nadzemni organy jsou vedle
mnozitelského materidlu pro vyrobu sazenic nejrizikovéjSim mistem nakazy kvili

kazdorocnimu poskozeni feznymi ranami pii zimnim fezu a mechanickym poranénim.
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Omlazenim rostliny vznika velka fezna rana na kmenu rostliny a jejim neoSetienim
vstupuje do rostliny infekce. Uvolnujici se konidie z pyknid se za ucasti desté a vétru
usazuji na povrchu otevienych ran. Zde dochdzi k rozmnoZeni a kolonie napadaji
vodiva pletiva ptes dievni svazky (PITT et al. 2012).

Poskozenim vodivého systému a tvorbou nadort rostlina chfadne. Omezeni rastu
novych letorostll a slaby rast na jafe je typicky. K dalSim symptomim fadime thyn
ocek. Na odumielém dievé se beéhem ctyr let tvofi Cerné kulaté pyknidy. Na fezu
starého viceletého dieva, podélném 1 pficném, vidime typické trvalé klinovité nekrdzy
(Ptiloha ¢. 3 kapitola 14). Smrt rostliny nastane, pokud nekréza proroste celym pletivem
rostliny. Symptomaticka odpovéd’ na rostling zavisi na misté vstupu patogena. Zasazena
mize byt pouze polovina rostliny, kde se projevi symptomy, a druha nevykazuje zadné
poskozeni, rust je normalni (Pfiloha ¢. 4 kapitola 14). Symptomy jsou vyrazngjsi pti
stresu suchem. Stejné symptomy jsou patrné i v dospélych vinicich. Symptomy vedou
k omezené sklizni (PITT et al. 2010).

Choroba je rozsifena v USA, Mexiku, Evropé, Jihoafrické republice a zapadni az
jihovychodni Asii (PITT et al. 2010).

3.1.3 Petriho choroba (Petri Disease)

Dosavadni badani odhalilo, ze Petriho chorobu spole¢né s ESCA zpusobuji
piedevsim houbové druhy rodu Phaeoacremonium a Phaeomoniella chlamydospora
(W. Gams, Crous, M.J. Wingf. & Mugnai) Crous & W. Gams, 2000 (MUGNAI et al.
1999).

Napadené rostliny sldbnou, vadnou, postupné odumiraji, az do faze kdy odchazi
cela rostlina (MUGNAI et al. 1999). Chlorotické listy s okrajovymi nekrozami,
zabrzdény kofenovy rust, zpomalené az chybéjici raseni jsou nejviditelnéj§imi projevy
choroby (GRAMAJE et al. 2009). Patogeny postihuji pfedevsim podnoz, kde Cernaji
vodivé svazky. Infekce se §ifi vodivym systémem dieva a negativné ovliviiuje zdravi
rostliny. Na pfi¢ném fezu postizenym kmenem vidime hnédé az cerné cévni svazky
difevni, gumové a fenolické celky (kulicky) vzniklé jako reakce rostliny na ruast
patogenu (Ptiloha ¢. 5 kapitola 14). Tyto ¢asti na vzduchu Cernaji. Vnéjsi symptomy na
listech a plodech jsou zapfic¢inény ucpadvanim cévnich svazkl a s tim souvisejici zména
zbarveni napadeného dieva uvniti Kmenu. Vyjimecné se objevuje bila hniloba spole¢né
s listovymi symptomy (MUGNAI et al. 1999).

Zdroj infekce patogend je pida a mnozitelsky material (GRAMAJE 2015).
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3.2  Dospélé vinice
Od 8. roku rostliny, tj. jiz v zapéstovanych produk¢nich vinicich, se mohou na

révé projevit tii choroby komplexu GTD, Botryosferiové a Eutypové odumirani révy
a ESCA (GRAMAJE 2015).

3.2.1 Botryosferiové odumirani révy (Botryosphaeria Diaback)

Viz kapitola 3.1.2 Botryosferiové odumirani révy (Botryosphaeria Dieback) na

stran€ 14.

3.22 ESCA

ESCA je znama téz jako Chtadnuti a odumirani révy, ¢i jako ,.Cerné neStovice*
(LECOMTE et al. 2012; MUGNAI et al. 1999).

Nézev ESCA pochazi z latinského slova znamenajici jidlo, neduh ¢i obrazné
navnada (MUGNAI et al. 1999).

Diky obrovské rozmanitosti symptomt na listech a dfevé rozliSujeme dvé formy,
chronickou a akutni. Hlavnim hlediskem rozdéleni je jejich kritiCnost a rozsah
poskozeni (LECOMTE et al. 2012).

Chronicka forma postihuje kmen, ramena, letorosty, listy i plody. K nejcastéjSimu
symptomu fadime bilou hnilobu (MUGNAI et al. 1999), zptuisobenou stopkovytrusnymi
houbami (LECOMTE et al. 2012), ktera zptsobuje zménu z tvrdého dfeva na mékkou
houbovou formu ménici barvu do krémové Zluté az bélavé (Priloha ¢. 6 kapitola 14). Na
pficném fezu mizeme vidét oddé€leni zdravého pletiva od shnilého tlustou €ernou az
tmavé hnédou carou. Hniti dfeva se rozSifuje jak smérem nahoru, tak i dolit podél
kmenu. Malokdy pokracuje ptes misto roubovani do kotfent. Malé, tmavé hnédé nebo
Cerné teCky se shromazd’uji ve skupinach okolo letokruhti, ve dievé v blizkosti diené
(PITT et al. 2010). Na pficném fezu se skupiny tecek jevi jako pruhy a na podélném
jako sloupce. Z ¢ernych tecek se Casto vyvijeji rizovo hnéda az tmavé Cerveno hnéda
mista predev§im v centralnim sloupci kmenu a po okrajich poskozeného pletiva, ¢imz
odd€luje zdravé pletivo od napadené¢ho. Hnédé utvary rlznych tvarG a struktur se
objevuji svySe zminénymi zménami zbarveni na povrchu velkych feznych ran
(MUGNAI et al. 1999). Symptomy na listech se zacinaji objevovat na pielomu jara
a léta (LECOMTE et al. 2012). Na listech se objevuji svétle zelené az chlorotické tecky,
které se zvetSuji az do nekrotickych skvrn ohrani¢ené Zilnatinou a okrajem listd, tzv.

tygrovitost (Ptiloha ¢. 7 kapitola 14). V uzkém pasu okolo hlavnich zilek se nachazi
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zelené pletivo. Vadnuti letorostli a plodl je zpiisobeno nefunkénosti dievnich vodivych
svazki (MUGNAI et al. 1999) a moznym stresem zpisobenym nedostatkem vody
v dasledku cévnich okluzi (VAN ALFEN 1989). Na pokozce bobuli vznikaji povrchové
¢erné skvrny, vyraznéjsi u bilych odrid, od toho odvozeno pouzivané pojmenovani
»cerné nestovice. Symptomy na listech a plodech se nemusi projevit kazdy rok na
stejném misté. Rozsahlost poskozeni neni specifickda — Casto jsou poskozeny pouze
nékteré bobule v hroznu, vSechny hrozny na letorostu ¢i ¢ast letorosti (MUGNAI et al.
1999).

Akutni forma, oznaCovana jako apoplexie, nastava na pielomu jara a 1éta (HAAG
et al. 2014), kdy zprvu u zdravé vypadajici rostliny za¢ne bazipetalné uvadat listova
sténa a tfapina s plody sesychat. Behem n¢kolika dni se zdravé zelené listy zméni ptes
bled¢ zelenou az Sedozelenou na kompletné uschlé. Moznou pfi€inou rozvoje apoplexie
je teplé 1éto, popi. konec jara, kdy po vydatnych srazkach nasleduje sucho. Tim se
zahusti obsah toxickych metaboliti a zvysi se jejich aktivita souvisejici se zvySenou
transpiraci (MUGNAI et al. 1999).

Do zapéstované rostliny se infekce dostava vzduchem pies neoSetfené rany a pfi
vyrobé sazenic (GRAMAJE 2015).

K hlavnim patogentim patii Phaeomoniella chlamydospora (PHILIPS et al. 2008),

druhy rodu Phaeoacremonium a Basidiomycetes.

3.2.3 Eutypové odumirani révy (Eutypa Dieback)

Eutypové odumirani révy patii k vaznym chorobam pomalu vedouci ke smrti
rostliny. Chorobu zpisobuji druhy hub rodu Diatrypaceae (MUNKVOLD 1994).

Listové symptomy jsou nejpatrnéjSi na jate pii délce letorostd 30 az 70 cm.
Zakrslé letorosty se zkracenymi internodii a malymi chlorotickymi listy (Ptiloha ¢. 8
kapitola 14). Listy maji chloroticky okraj a nekrotické pletivo mezi cévami. VétSina
kvétl uschne dfiv, neZ se sta¢i oteviit. Ridsi hrozny maji mensi bobule. Ptes fezné rany
prostupuje infekce do cévnich svazkl dieva kmenu i ramen. Hrozny s mensim poctem
bobuli a velikosti. Kolonie zptsobuji hnédé nekrézy klinovitého tvaru (Pfiloha ¢. 9
kapitola 14). M¢kka hniloba casto doprovazi popisovanou chorobu (BERTSCH et al.
2013).

Rizikovym mistem infekce jsou rany. Spory patogena se S$ifi vzduchem
(GRAMAJE 2015). Askospory jsou uvolnény z peritecii hodinu az dvé po ovlhéeni,

postacuji 2 mm srazek. Askospory vykli¢i a rozristaji se do dieva. Nasledkem toho se
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na rostlin€ projevuji symptomy (HALLEEN et al. 2010).

3.2.4 Phomopsisové odumirani révy (Phomopsis Dead Arm)

Phomopsisové odumirani révy, dfive oznacovano jako odumirani ramen (dead-
arm disease of grape, zpasobuji houby z ¢eledi Diaporthaceae — Diaporthe ambigua,
Diaporthe eres, Diaporthe neotheicola a Phomopsis viticola (URBEZ-TORRES 2014).

Na jate je typicky slaby riist. Patogeny napadaji vSechny zelené ¢asti rostliny. Na
listech se objevuji malé svétle zelené az zluté skvrny s nekrotickym stiedem. Pii
cetnéjSim zastoupeni skvrn odumira cely list. Na letorostech se tvofi hnédé az Cerné
nekrotické nepravidelné tvarované 1éze, které se béhem vegetace prodluzuji a mohou
I podéln¢ praskat (Ptiloha ¢. 10 kapitola 14). Skvrny se nejcastéji objevuji ve spodni
Casti letorostu. Houby zptsobuji zesvétleni az vybéleni borky vyzravajicich letorosti.
Na svétlé borce Ize pozorovat napadné ¢erné plodnicky pyknid. Infikované dievo je na
povrchu ¢erné a na ptfi€ném fezu lze vidét klinovité nekrozy. Pletivo mlize byt zasaZzeno
i Vkmenu a ramenech. Patogeny zpusobuji zkracena internodia a odumirani letorostu.
Tmavé nekrotické skvrny se mohou objevit na kvétenstvi a pozdé€ji i na zelenych
plodech. Pii vétsi infekci zplsobuji usychani az opad. Vyjimetné se mize infekce
projevit na podzim, kdy se po destivé periodé pied sklizni objevuji na plodech svétle
hnédé skvrny, které se zvétsuji a hnédnou (URBEZ-TORRES et al. 2013; Chakroun et
al. 2014; PINE 1958).

Pfezimujici pyknidy na dievé uvolnuji za desStivého pocasi na jafe spory, které

jsou kapkami pfenaseny na mladé letorosty a zptsobuji infekci (PINE 1958).
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4 Taxonomické rozdéleni GTD patogent

Houby, také Fungi, Mycota, Mycetes, Ziji v nejriznéjSich prostfedich a na
nejruznéjSich  substratech. Ne¢&které druhy jsou pozorovany pouhym okem,
makromycety, nékteré za pomoci mikroskopu, mikromycety (KLABAN 2011).

Choroby kmenu révy zapficinujici nevratné zmény v rostliné jsou zpiisobeny
fytopatogennimi mikroskopickymi houbami vieckovytrusnymi (KLABAN 2011).
Vzhledem k obsahlosti této kapitoly budou zminény pouze nejvyznamnéjsi druhy ttid
komplexu GTD.

4.1 Rod Botryosphaeria

Houby rodu Botryosphaeria patii ke kauzalnim patogentim dievitych rostlin. Bylo
popsano 13 druhli zapiidifujici symptomy choroby révy (URBEZ-TORRES et al.
2006).

Izolaty hub rodu Botryosphaeria byly nalezeny v Egypté, Kalifornii, Arizong,
Mexiku, Mad’arsku, Francii, Italii, Portugalsku, Spanélsku, Jizni Africe, Chile, Australii
(URBEZ-TORRES et al. 2006).

4.1.1 Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. & De Not., 1863

Bilé vzdu$né mycelium, postupné se ménici v zelené az tmavé zelené po 4 az
Sdenni inkubaci pfi pokojové teploté. Tvofici samostatné, malé, cerné pyknidy
S hyalinnimi a tenkosténnymi konidiemi. Velikost konidii pohybujici se kolem
23,5—-32 % 6—9 um (Pfiloha ¢. 11 kapitola 14). Optimalni teplota pro rust je 30,8 °C
(URBEZ-TORRES et al. 2006).

4.2  Rod Diplodia

Houby rodu Diplodia jsou kauzalnimi patogeny zpisobujici Botryosferiové
odumirani révy — nekrézy dieva, cévni pruhovani, trvalé nadory, odumirani kmenu,
slaba chlor6za, omezené raseni, vadnuti listl. Celosvétove rozsiteny, vyskytujici se 1 na

rodu Malus (MOHAMMADI et al. 2013).

4.2.1 Diplodia mutila (Fr) Mont. 1834

Izolat produkujici tmavé zelené kolonie. Vzdusné mycelium se samostatnymi,
malymi, tmavé hnédymi a ¢ernymi pyknidy. Pyknidy pozorovany jiz v mladé kultufe,
7 denni. Konidie pigmentované a tlustosténné. Bez rozmnozovacich organt. Tvofici
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pigmentované, tlustosténné konidie o primérné velikosti 24,3 — 28 x 12 — 14,6 pm
(Ptiloha ¢&. 12 kapitola 14). Optimalni teplota ristu pii 24,8 °C (URBEZ-TORRES et al.
2006).

4.2.2 Diplodia seriata De Notaris

Husté mycelium s koloniemi barvy od bilé pies Sedou, tmavé olivové zelené do
¢erné, dosahujici praiméru 27,9 mm pii 30 °C (optimalni teplota) po dobu 48 hodin.
Zbarvené tlustosténné konidie vejcovitého tvaru s kulatym vrcholem, méfici

23,5 x 9,3 um. Samostatné, malé, tmavé hnédé a Cerné pyknidy v 7 dni staré kulture

(P¥iloha &. 12 kapitola 14). Optimum pfi 26,8 °C (MOHAMMADI et al. 2013).

4.3 Rod Dothiorella

Popsany 3 druhy rodu Dothiorella, zptsobujici Botryosferiové odumirani révy
(PITT etal. 2013).

4.3.1 Dothiorella iberica A. J. L. Phillips, J. Luque & A. Alves, 2005

Tlustosténné konidie holoblastické barvy hnédé. Obvykle dvoubunééné. Kulaty
vrchol, kulatd pfilezitostné sefiznutd spodni strana. Velikost konidii 23,2 % 10,9 um.
Hnédé askospory s jednou ptehradkou. Viecka obsahujici 8 tlustosténnych hnédych
dvoubunéénych spor (Piiloha ¢. 13 kapitola 14). Optimalni rast pfi teploté 22,5 °C
(PITT etal. 2013).

4.4  Rod Lasiodiplodia

Druhy rodu Lasiodiplodia zptisobuji Botryosferiové odumirani révy (GRAMAJE
2015).

4.4.1 Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., 1909
Rychly rist kolonie dosahujici primér 42 mm za 48 hodin pii pokojové teploté,
tmavé Seda az tmaveé zelend, se svétlejsim okrajem. Mladé konidie hyalinni,

tlustosténné. Dospélé tmaveé hnédé, dvoubunééné (Priloha ¢. 14 kapitola 14). Optimalni
teplota 30,8 °C. Rostouci i pii teploté 5 °C (URBEZ-TORRES et al. 2008).

45 Rod Neofusicoccum

Rod Neofusicoccum podilejici se na Botryosferiovém odumirani révy.
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odumirani kmenu, chloréza, zabrzdéné raseni, vadnuti listi (MOHAMMADI et al.
2013).

4.5.1 Neofusicoccum australe (Slippers, Crous & M.J. Wingf.) Crous, Slippers
& A.J.L. Phillips, 2006

Bilo krémové kolonie. Po 4 dnech pii pokojové teploté charakteristické zluté
zbarveni ve stiedu kolonie zespodu. Svétle Sedé mycelium s tmavé zelenou spodni
stranou po 10 dnech inkubace. Mycelium s husté¢ vlnitym stiedem a plochymi okraji.
Produkujici hyalinni, tenkosténné konidie. Pramérnd velikost dosahujici
24,3-31x7,3—- 9,8 um (Ptiloha ¢. 15 kapitola 14). Teplotni optimum je 27,8 °C
(MOHAMMADI et al. 2013).

4.5.2 Neofusicoccum luteum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L.
Phillips, 2006

Bilo krémové kolonie. Po 4 dnech pii pokojové teploté charakteristické zluté
zbarveni ve stfedu kolonie zespodu. Tmavé zelené zbarveni po 10 denni inkubaci pii
pokojové teploté. Produkujici hyalinni, tenkosténné konidie o velikosti v priiméru
195-25,9x6,3-9,4 um (Pfiloha ¢. 15 kapitola 14). Optimum rustu pii teploté
29,4 °C (URBEZ-TORRES et al. 2006).

4.5.3 Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L.
Phillips, 2006

Tmavé, kulovité pyknidy po 6 denni inkubaci. Produkujici hyalinni, tenkosténné
konidie méfici 16 x 6 um. Kolonie dosahujici po 8 dnech pii 25 °C na Petriho misce
pramér 8,5 — 11 mm, ploché, plstnaté s plnym okrajem, Casto chomackovité. Na MEA
koutové Sedé, zespodu olivové Cerné az Sed€ olivové, na PDA bilé az Zlutohnédé
z vrchu, zespodu olivoveé Zlutohnédé az olivoveé zelené, na OA zelené Sedé az svétle
Sedé, po 16 dnech Zlutohnédé az olivové zlutohnédé (Piiloha ¢. 15 kapitola 14).
Optimum 28,2 °C (URBEZ-TORRES et al. 2006; MOHAMMADI et al. 2013).

4.6  Rod Spencermartinsia

Podili se s ostatnimi druhy ¢eledi Botryosphaeriaceae na odumirani révy a tvorbé
nadord (PITT et al. 2013; GRAMAJE 2015).
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4.6.1 Spencermartinsia viticola (A.J.L. Phillips & J. Luque) AJ.L. Phillips, A.
Alves & Crous, 2008

Kolonie tmavé bfidlicovité¢ modré s fidSim myceliem vytvotfené za 28 dni pii
25 °C (Priloha ¢. 16 kapitola 14). Osamocené pyknidy pokryvajici mycelium, kulovité,
zelenoSedé, od velikosti 2 mm v priméru, centralni, ¢i ndsobny priduch. Hyalinni
askospory, tenkosténné, jednobunécné se stavaji Casem tlustosténnymi, hnédymi
o velikosti 14,8 —15,2 x 7,5—7,7 um. Konidie zprvu hyalinni, tenkosténné, starnouci
V tlustosténné, hnédé dvoubunécné, vrcholova ¢ast zakulacend, spodni ¢ast zakulacena,
obcas sefiznuta. Velikost konidii se pohybuje v rozmezi 18,8 — 19,7 x 9,8 — 10,3 pum.

Teplotni optimum 24 °C (PITT et al. 2013).

4.7 Rod Phaeomoniella

Houby rodu Phaeomoniella jsou kauzalnimi patogeny zpusobujici chorobu ESCA
v dospélych vinohradech starSich nez 7 let i Petriho chorobu v mladsich vinohradech
(GRAMAJE 2015).

4.7.1 Phaeomoniella chlamydospora (W. Gams, Crous, M.J. Wingf. & Mugnai)
Crous & W. Gams, 2000

Olivové kolonie s fidsim myceliem s nevétvenymi, hladkymi konidiofory barvy
zeleno hnédé, hyalinni o velikosti 1,7 — 3,2 um. Jednobunééné konidie, slabé zbarvené,
hladké, obdélnikovité az elipsoidni. Cerné kulovité pyknidy s hustym, bilym cirusem.

Optimalni teplota riistu mycelia dosahuje 25 °C (DIAZ a LATORRE 2014).

4.8 Rod Cadophora

Houby rodu Cadophora zptsobuji infekci Petriho chorobou. Zasazena dievni ¢ast
vykazuje velké léze (GRAMAUJE et al. 2011; GRAMAJE 2015).

4.8.1 Cadophora luteo-olivacea (J. F. H. Beyma) T. C. Harr. & McNew, 2003

Ploché kolonie barvy od bilé az po zelené olivovou dosahujici pruméru
15,5 - 17,2 mm po 8 dnech pti 25 °C. Mycelium s vétvenymi, prehradkovanymi hyfami
nachazejici se osamocené ¢i v péticlennych shlucich. Velikost od 3 pm v praméru,
hladké, stfedné hnédé, Siroké 2,5 — 4 um. Kratké konidiofory, obvykle nevétvené,
vicebunécné, svétle hnédé, 11,5 — 65 um dlouhé a 2 — 2,5 pm Siroké. Centralni i boéni

fialidy, nejcastéji jednobunécné, hladké, hyalinni, o rozmérech 2,5-3 x2—-2,5 um.
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Priihledné konidie vejcovité nebo obdélnikovité elipsoidni, 3,5 — 7,5 X 2 — 3 um.
Optimalni teplota 20 — 25 °C. Minimalni 5 °C a maximalni 30 °C (GRAMAJE et al.
2011).

4.9  Rod Phomopsis

Rod Phomopsis s Phomopsis viticola (Sacc.) Sacc., 1915 patii

o 24

4.9.1 Phomopsis viticola (Sacc.) Sacc., 1915

Mycelium slabé vyvysené, pomalu rostouci — k dosazeni kolonie o 6 cm vyzaduje
4 tydny. Zvétsujici se prstenec s okraji zbarvujicimi se stafim do Cerna. Tvorba tmaveé
hnédych pyknid (URBEZ-TORRES et al. 2013). Kolonie nepatrné vyvysené s napadné
rostoucimi prstenci, Zlutohnédé az medové barvy s koufové Sedymi skvrnami. Alfa
konidie jednobunécné, elipsového tvaru s kulatym vrcholem, spodni Cast sefiznuta,
velikosti 9,4 — 10,3 x 1,9 — 3,4 um (Ptiloha ¢. 17 kapitola 14). Beta konidie mén¢ cCast¢,
vlaknité, zkroucené, prumérné velikosti 20 — 24,8 x 0,5 — 1 um (KALITERNA et al.
2012).

4,10 Rod Phaeoacremonium

vvvvvvv

lidské infekce. Izolovanych 22 druhti z révy, jenz plsobi vazné onemocnéni kminkt
révy — Petriho chorobu a ESCA. Teleomorfou je nejcastéji rod Togninia (GRAMAJE et

al. 2009). Systematika ¢eledi Togniniaceae je stale ve vyvoji.

4.10.1 Phaeoacremonium cinereum Gramaje, Mohammadi, Banihash., Armengol
& L. Mostert, 2009

Nézev odvozen od koufové Sedé kolonie na MEA.

Kolonie dosahujici po 8 dnech pii 25 °C na Petriho misce primér 8,5 — 11 mm,
ploché, plstnaté s plnym okrajem, casto chomackovité. Na MEA koutové Sedé, spodni
strana olivové ¢erna az Sed¢ olivova, na PDA bilé¢ az zlutohnédé, spodni strana olivove
zlutohnéda az zelené olivova, na OA zelen¢ Sedé¢ az svétle Sedé, po 16 dnech zZlutohneédé
az olivoveé Zlutohnédé. Optimalni teplotni narok dosahujici 25 °C. Ptrehradkované
mycelium. Hyfy s pifehradkami rostoucimi samostatné, ¢i ve shlucich az po osmi, na
povrchu bradavcité s primérem 2 pm. Stfedné hnédé az svétle hnédé hyfy 2 az 3 um
Siroké. Kratké konidiofory sedmibunécné. Stfedné az slabé hnéda barva o délce
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22 — 48 (¥ = 34) um a Sifce 2,5 — 4 (¥ = 2,9) um. Centralni i boc¢ni fialidy jsou

jednobunécné, 1,5 — 2,5 um dlouhé, 1 — 1,5 um Siroké. Prasvitné konidie, nejcastéji

obdélnikovité elipsového tvaru, 4 — 6 x 1,5 -3 um (GRAMAJE et al. 2009).

4.10.2 Phaeoacremonium hispanicum Gramaje, Armengol & L. Mostert, 2009

Nazev odvozen od Spanélska, kde byl druh izolovan a popsan. Kolonie dosahujici
pramér 2,5 -7 mm po 8 dnech pii 25 °C, ploché, plstnaté, uplny okraj po 8 dnech
a vroubkovany az plny okraj po 16 dnech. Na MEA a PDA bilé¢ az Zlutohnédé, na
spodni strané¢ zlutohnédé. Na OA ploché, vinaté, uplny okraj, bilé. Optimalni teplota
rust je 20 °C. Prehrddkované mycelium, hyfy v septech. Nachdzeji se samostatné
i ve skupinach do 7. Bradavi¢naté vyrastky do priméru 1 um. Svétle oranzovohnédé
barvy, nejcastéji jemné, 2 — 3 um Siroké. Konidiofory nejéastéji kratké, rozsifené v bazi,

svétle hnédé, hladké, 19,5 — 45 (& = 31) um dlouhé a2,5—4 (¥ = 3,2) pm Siroké.

Objevuji se jak na povrchu, tak pod povrchem. Fialidy nej¢astéji jednobunééné, hladké
az bradavcité, 1,5 — 2 pm dlouhé, 1 — 1,5 um Siroké. Konidie ovalné elipsoidni az

vejité, 4 — 6 x 1,5 — 3 pm (GRAMAJE et al. 2009).

4.11 Rod Campylocarpon

Rod zpisobuje v mladych vinicich predeviim Cernani pat kminku révy (SANTOS
et al. 2014; GRAMAJE 2015).

4.11.1 Campylocarpon pseudofasciculare Halleen, Schroers & Crous, 2004

Bavinéna textura kolonie sjemnymi okraji. Zbarveni bilé aZ svétle hnédé.
Makrokonidie obvykle ¢tyfbunééné, velikost odlisna podle poétu bun€k — v praiméru
38 x 7 um. Mikrokonidie nepozorovany (Pfiloha ¢. 18 Kkapitola 14). Kulaté
chlamydospory vyjime¢né postichnuty (SANTOS et al. 2014).

4.12 Rod Cylindrocladiella

Dva druhy rodu Cylindrocladiella, Cylindrocladiella parva (P. J. Anderson)
Boesew., 1982 (Priloha ¢. 19 kapitola 14) a Cylindrocladiella peruviana (Bat., J. L.
Bezerra & M. P. Herrera) Boesew., 1982, zptsobuji jednu z nejvaznéjsich chorob
ve vétsing vinaiskych oblasti, Cernani pat kminku révy (AGUSTI- BRISACH
a ARMENGOL 2013).

Mycelium barvy tmavé az svétle hnédé. Prisvitné, samostatné, pieslenovité

21


http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/3bc65b769185877e4a3920862f66e5d7
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/d92dc15bf79b4fe7c3a0fa61772e7dac
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/8420b839e0daaad390a9cabd86af615e
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/8420b839e0daaad390a9cabd86af615e
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/5ada0b26624589d4f25066166ec72cd4/synonym/fc0ca9b6d33201a6a848a85379fe3ffb
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/5ada0b26624589d4f25066166ec72cd4/synonym/fc0ca9b6d33201a6a848a85379fe3ffb

I Stétickovité konidiofory s primarnimi i sekundarnimi ptfihradkami. Fialidy jsou
centrdlni, prisvitné. Malé, valcovité konidie, zakulacené na obou stranach,
dvoubundéné, starim ztloustlé stény. Chlamydospory v fetézcich (AGUSTI- BRISACH
a ARMENGOL 2013).

4.13 Rod Dactylonectria

vvvvv

nekrotické kotfenové rany se snizenou kofenovou tvorbou, niz§i vitalita, zkracena
internodia, fids$i listova plocha s malymi chlorotickymi listy, vedouci k tthynu rostliny.
Plstnaté mycelium, od bilé az po Zlutou nebo svétlé po tmavé hnédou barvu.
Kolonie dosahujici pramér 72 mm po 17 dnech pii 20 °C (HAAG et al. 2014). Okraj
kolonie cely, lehce lalo¢naty. Tvorba az tfibunéénych mikro i makrokonidii,
samostatnych ¢i v fetézec se shlukujici chlamydospory. Optimalni teplota okolo

20 — 25°C (ALANIZ et al. 2007).

4.14 Rod llyonectria
Rod zpiisobujici chorobu Cernani pat kminku révy (HAAG et al. 2014).

4.14.1 llyonectria liriodendri (Halleen, Rego & Crous) P. Chaverri & C. Salgado,
2011

Svétle az tmavé hnédé rovné mycelium, s lehce lalo¢natymi svétle oranZovymi
okraji kolonii (Pfiloha ¢. 20 kapitola 14). Primér kolonie dosahujici 78 mm po 17 dnech
pii teplot¢ 20 °C. Vyskytujici se mikro i dvoubunétné makrokonidie. Kulaté

chlamydospory nachazejici se osamoceng, ¢i spojené do fetizki (HAAG et al. 2014).

4.14.2 llyonectria macrodidyma (Halleen, Schroers & Crous) P. Chaverri & C.
Salgado, 2011

Nazloutl¢é plstnaté mycelium s jantarové zZlutym okrajem kolonie, dosahujici po
17 dnech kultivace pti 20 °C pruméra 47 mm (Piiloha ¢. 20 kapitola 14). Makrokonidie
nejcastéji tiibunécné, objevujici se 1 étyt az péti (HAAG et al. 2014).

4.14.3 llyonectria robusta (A. A. Hildebr.) A. Cabral & Crous, 2012

Svétle az tmavé hnédé rovné mycelium s az tmaveé oranzZovymi okraji kolonii
(Ptiloha ¢. 20 kapitola 14). Kolonie dosahujici 85 mm v pruméru za 17 dni na Petriho

misce. Makrokonidie nejcastéji vicebunécné.
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4.15 Rod Diatrype

Houby rodu Diatrype jsou kauzalnimi patogeny Eutypového chifadnuti révy
(TROUILLAS et al. 2009).

4.15.1 Diatrype oregonensis (Wehm.) Rappaz, 1987

Kolonie barvy bilé vylucujici zluty pigment (Ptiloha ¢. 21 kapitola 14). Konidie
vlaknité velikosti 22 — 40 x 1 — 1,5 um. Tvofici az 30 peritecii, puchytkovité, ¢i
slévajici se do jednoho. Tvaru vejcovitého az elipsoidniho, velikosti 0,3 — 0,6 mm. Aska
s 8 sporami, kyjovitého tvaru, velikosti 50 — 65 x 6 — 9,5 um. Askospory zbarvujici se
do svétlezluté barvy, 10 — 12 x 2 — 2,5 pm (TROUILLAS et al. 2009).

4.15.2 Diatrype stigma (Hoffm.) Fr., 1849

v

Bilé kolonie s nepravidelnym obrysem (Pfiloha ¢. 21 kapitola 14). Oranzové
konidie velikosti 5,5 — 8,5 x 1 um. Plocha, uhlové ¢erna stromata. Kruhové az vejcovité
peritecia, v praméru 0,15 — 0,25 mm. Kyjovita aska s hyalinnimi askosporami
dosahujici velikosti 5,5—7,5x 1,5 um (TROUILLAS et al. 2009).

4.15.3 Diatrype whitmanensis J. D. Rogers & Glawe, 1983

Kolonie bilé vylucujici svétle zluty pigment patrny ze spodni ¢asti (Ptiloha ¢. 21
kapitola 14). Konidie vlaknité, prasvitné, 22 — 32 x 1 — 1,5 um. Peritecia v jedné vrstve,
vyjimeéné osamocené, 0 velikosti 0,45 — 0,65 mm. Kyjovita az vietenovita aska
s 8 sporami. Obdélnikovité askospory tmavé hnédé velikosti 7,5 — 10 x1—-1,5 um
(TROUILLAS et al. 2009).

4.16 Rod Diatrypella
Houby rod zptisobuji Eutypové chiadnuti révy (TROUILLAS et al. 2009).

4.16.1 Diatrypella favacea (Fr.) Ces. & De Not., 1863

Synonymum Diatrypella verrucaeformis (Ehrh.) Fr., 1849.

Bil¢ kolonie, zespodu tmavé Sedé, obvykle ploché s nepravidelnym okrajem,
tvorici pyknidy s bilo bézovymi konidiemi (Pfiloha ¢. 22 kapitola 14). V1aknité konidie
velikosti 25 - 40 x 1,5 — 2 um. Puchytkovita peritecia tvaru kruhového az vejcovitého,
velikosti  0,5-0,7um. Aska sdlouhou stopkou saskosporami  velikosti
25—-40x1,5-2 pm (TROUILLAS et al. 2009).
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4.17 Rod Eutypa

Zastupci rodu Eutypa se podileji na Eutypovém chiadnuti révy (ROLSHAUSEN
et al. 2006; TROUILLAS et al. 2009).

4.17.1 Eutypa lata (Pers.) Tul. & C. Tul., 1863

Kolonie maji zprvu bilou barvu s bavinénou smetanovou spodni stranou. Po dvou
tydennim péstovani kultury ménici se v Sedé zbarveni, spodni strana az cernd. Konidie
nachazejici se ve smetanové zbarvenych kapkach az kolech (Pfiloha ¢. 23 kapitola 14).
Vlaknité konidie, ptimé, ¢i zkroucené, Cetné zastoupené. Peritecia, v pruméru okolo
0,5 mm, lezici nepravidelné¢ v jedné roviné. Aska velikosti 30 —60 x 5 — 7,5 um,
s dlouhymi stopkami, Cetné, vietenovitého tvaru, s osmi sporami. Hnédé askospory

vejcitého tvaru, subhyalinni, 7 — 11 x 2 pum (MUNKVOLD 1994).

4.18 Rod Eutypella

Zastupci rodu Eutypella jsou kauzalnimi patogeny Eutypového chiadnuti révy
(TROUILLAS et al. 2009).

Bil¢ kolonie, nepravidelné Sedé az ¢erné pfi starnuti, ¢asteéné viditelné zespodu.
VéEtsi pocet belavych pyknid. Vlaknité konidie velikosti 10 — 25 x 1 — 1,5 pum
(TROUILLAS et al. 2009).
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419 Taxonomické zarazeni GTD patogent
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5 Svétové rozsireni GTD a piisobené ekonomické ztraty

Onemocnéni kminkt révy se stalo za poslednich 30 let nejvétSim problémem révy
vinné (Vitis vinifera L.) ve vinohradnickych oblastech a stale rapidné stoupa pocet
poskozenych rostlin komplexem houbovych patogent, kdy jsou trvale poskozeny
organy rostlin, C0z zpuisobuje vyznamné ekonomické ztraty. Obr. 1 znazoriuje rozsiteni
GTD v nejvétsich vinohradnickych svétovych zemich. Celosvétové naklady na
vykluceni zasazenych vinic a vysadbu novych rostlin Splhaji do Castky vysSsi nez

1,5 miliard dolarti za rok (HOFSTETTER et al. 2012).

Botryosferiové odumirini révy Cernani pat kminku révy Eutypové odumirani révy Phomopsisové odumirani révy Petriho choroba, ESCA

Obr. 1 Vyskyt GTD v nejvétsich vinohradnickych zemich svéta, kde je réva péstovana.

V roce 2011 dle zpravy OIV (International Organisation of Vine and Wine) ¢inila
rozloha svétovych vinic 7 550 000 ha. Vysadba hektaru nové vinice stala 15 000 eur.
Pokud by bylo zasazeno houbovymi chorobami pouhé 1 % vinic vedouci ke smrti
rostlin, stalo by vykluceni a znovu vysazeni 1 132 miliard eur (HOFSTETTER et al.
2012; BRUGALI 2009).

Jiz v roce 1999 potvrdil italsky vyzkum zasadni dopad na italskou ekonomiku,
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kdy bylo zasazeno 63 % vinohradii v Apulii (jizni Italie) a 85 % v Toskénsku (stiedni
Italie) (GONZALEZ et al. 2012).

Vnéjsi projevy ESCA byly dlouho tlumeny pomoci fungicidu, arsenitanem
sodnym, ktery byl v8ak zakazan na zacatku roku 2000 (BERTSCH et al. 2013). Zakaz
zpusobil drasticky vzestup poctu infikovanych rostlin. Italské vinohradnictvi uvadi
rapidni zvy3eni napadenych vinohradi ESCA aZ na 50 %. Sestilety vyzkum v Australii
odhalil kazdoro¢ni zvySeni vyskytu vnéjSich projevii ESCA 0 2,7 %. Napadeni vinic
chorobami ESCA a utypové odumirani révy ve francouzském Alsasku ro¢né zptusobuje
zvyseni poctu vyklucenych rostlin az o 10 %. Petriho choroba postihuje 1 az 5 % nové
zalozenych vinic v Kalifornii (HOFSTETTER et al. 2012).

Cernani pat kminku je problém od roku 1961, kdy se za¢alo vyskytovat ve viech
vinafskych oblastech svéta (Italie, Portugalsko, gpanélsko, Jihoafricka republika, Novy
Zg¢land, Australie, Kalifornie). Odstraiiovani a podsazovani poskozenych rostlin je
ekonomicky naroéné, coz vede k finanénim ztratim (GONZALEZ et al. 2012).

Ro¢ni ztraty v produkci zplsobené Eutypovym odumirdnim révy dosahuji
Vv Australii 20,5 miliéna dolart, v Kalifornii az 260 miliont dolard (SIEBERT 2001).

Ve Francii jsou houbové choroby zodpovédné za 12% ztraty v produkci hroznt,
tzn. na 100 000 ha postizenych francouzskych vinohradd ztrata 1 miliard eur. Béhem
poslednich tii let odumira roéné€ 5 — 7 % vinohradt (ANON. 2014). Ekonomické ro¢ni
ztraty zpusobené GTD patogeny se pohybuji ve francouzské vinohradnické oblast
v Loire-et-Cher ve vy$i  5-6 miliont eur (GROSMAN et al. 2012).
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6 Metody detekce

Izolace patogena jako axenické kultury jsou povazovany za b&zné pouzivanou
metodu detekce. Identifikaci mikroorganismi ptedchéazi kultivace, Casto provadéné
v nékolika opakovanich. Hlavni zasady identifikace spocivaji v charakterizaci kolonii,
konidii a bun¢k produkujici konidie. Spolehliva identifikace vSak vyzaduje znacné
zkuSenosti a plasticita v ramci jednotlivych rodi velmi znesnadnuje detekci. Tyto obtize
odpadaji u diagnostickych testli zalozenych ptedevsim na imunologickych metodéch,
metodach na bazi identifikace DNA, polymerazové fetézové reakci (PCR)
a sekvenovani (KLABAN 2011).

6.1 lzolace hub

Postup izolace hub z dfevarévy je v podstaté zaloZzen na ziskani povrchové
sterilizovaného dieva z chorobou postizené rostliny a jeho umisténi na agarové médium.

Rozlisujeme dvé metody odbéru vzorku, tj. nedestruktivni a destruktivni metodu.
Nedestruktivni metodu pouzijeme pii polnim odebirani dievnich vzorki z dospé€lé
rostliny za vyuziti vrtaku o priméru 2,5 mm s Cilem ziskani nejhlubsi ¢asti dievniho
pletiva. Ziskané vzorky o velikosti 2 — 3 cm je potieba sterilizovat ve snaze odstranit
nezadouci organismy. Ziskané vzorky bud umistime do mikrozkumavek typu
Eppendorf, obsahujici 1,5 ml sterilniho bramborovo-dextrézového vyvaru (potato
dextrose broth, PDB) a antibiotika (napt. aureomycin), pomoci sterilni pinzety, nebo
vzorek namocime do etanolu (96%) a nasledné oplachneme destilovanou vodou, nebo
opalime. Dfevni vzorky se odebiraji ze tfi mist kmenu — ze spodni, prostiedni a vrchni
Casti. OCisténé a sterilni vzorky, nejcastéji 3 nezavislé dievni vzorky z rostliny po
5 kusech z kazdého mista, jsou umistény na Petriho misku obsahujici agar.

Destruktivni metoda je pouZita u odebranych vzorkd z mate¢né rostliny. Klra
a kofeny jsou odstranény a povrch je oSetfen 3,5% NaClO po dobu 20 min. Vzorky
o velikosti 1 mm jsou po 15 kusech, nejéastéji 15 nezavislych dfevnich vzork,
umistény na agar (HOFSTETTER et al. 2012).

Houby jsou kultivovany na riznych organickych médiich nejcastéji pii teploté
(20-25°C) vpribéhu 3 az 6 tydni ve snaze o indukci sporulace. Jako zakladni
médium pii izolacich se pouziva médium oznacované jako PDA (potato dextrose agar,
Cesky bramborovo-dextrozovy agar). Jedna se o vytazek zbrambor obohaceny

0 glukdzu a ztuZeny agar. Kromé média typu PDA se také velmi ¢asto pouziva médium
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WA a MEA (PANCHER et al. 2012; HOFSTETTER et al. 2012).

6.2 Morfologické studium

Tradi¢ni zpusob identifikace hub je zalozeny na morfologickych znacich
jednotlivych hub. K hlavnim rozliSovacim znakim patii mycelium, pohlavni organy
(viecka) a pyknidy s konidiemi (VANA 2005).

RozliSujeme znaky mikroskopické a makroskopické. Mikroskopické znaky se
tykaji mikroskopickych struktur a hraji primarni roli v identifikaci hub. Na rozdil od
makroskopickych znakt, které popisuji vzhled kolonii, majici sekundarni vyznam

(VANA 2005).

6.3  Detekce na molekularni Grovni

Metoda popisu spolecenstev hub bez morfologické zavislosti. Molekularni metoda
je zalozena na namnozeni ur¢itych useku jaderné ribozomalni DNA pomoci PCR
(z anglického polymerase chain reaction, cesky polymerazova ftetézova reakce).
Nejcastéji se pouziva oblast malé podjednotky jaderné ribozomalni DNA (SSU)
(SCHUBLER et al. 2001) a oblast ,,Internal Transcribed Spacer (ITS) (HOFSTETTER
et al. 2012).

Z hlediska systematiky a fylogenetiky maji molekularni znaky oproti znakim
morfologickym fadu vyhod. Za vyhodu jednotlivych molekularnich znakli povazujeme
jejich velké mnozstvi a odlisnosti mezi nimi. Znaky jsou pievazné kvalitativni, selekéné
neutralni aj. (FLEGR 2002).

Genomova oblast ITS se vyznacuje vysokou sekvenéni variabilitou a je nejcastéji
vyuzivanou oblasti pro identifikaci hub (HOFSTETTER et al. 2012).

Na ITS sekvencich izolatu GTD patogent jsou zaloZeny operané taxonomické
jednotky (OTUs, Operation Taxonomic Units). Biodiverzita hub zjisténa podle OTUs
zavisi na pifimé identifikaci a srovnavani ITS sekvenci se sekvencemi v GenBank
(HOFSTETTER et al. 2012).

Pro urceni sekvence DNA lze pouzit kapilarni elektroforézu, novéjsi modifikace
Sangerovy metody zaloZené na detekci ukonceni prodluzujiciho se vlakna DNA pomoci
odlisné fluorescence ddANTP nebo primert (STUDHOLME et al. 2011; SOPER et al.
1998).

Novéjsi metoda NGS (z anglického Next Generation Sequencing, sekvenacni

metoda nové generace) patii dnes k dokonalejSim metodam. Masivné paralelni
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sekvenovani poskytuje mnohondsobné vyssi vystupy (output) v porovnani s klasickym
kapilarnim sekvenovanim (BRENNER et al. 2000). K nejcastéji vyuzivanym NGS
technologiim fadime pyrosekvenaci, sekvenaci syntézou, sekvenaci v realném Case nebo

sekvenaci ligaci (PALIY 2013).
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7 Strategie ochrany

GTD patogeny zputisobuji destruktivni onemocnéni kminkt révy v celosvétovém
méfitku. Snaha zabranit infekci a jeji rozvoj je hlavni naplni vyzkumu v této oblasti.
Zakonem dovolena pfima ochrana neexistuje ve vétsiné statd. V Tab. 1 jsou
zaznamenany povolené fungicidy Vv nékterych statech, které se pouzivaji pti ochrané

proti GTD patogentim. Diiraz se klade na prevenci a nepiimou ochranu.

Tab. 1 Seznam povolenych fungicidiit (GRAMAJE 2015).

Povolené fungicidy proti GTD patogeniim
Némecko Chinosol
Spanélsko Zadny
Portugalsko Cyprodinil + Fludioxonil (proti Cernani pat kminku révy a Botryosferiové odumirani révy)
Francie Zadny
Velka Britanie 7adné skolky - Sporekill
Recko zadny
Italie zadny
Ceska republika zadny
Mad’arsko Zadny
Israel Cyprodinil + Fludioxonil (proti Cernani pat kminku révy a Botryosferiové odumirani révy)
Chorvatsko 7adny

K hlavnim vstupnim mistim infekce fadime fezné rany. V Obr. 2 jsou
zaznamenany vysledky polniho pokusu v Kalifornii probihajiciho v letech 2005 a 2006,
kdy byl pozorovan rozvoj deviti GTD patogeni na feznych ranach révy
(ROLSHAUSEN et al. 2010). Zdrojem infekce je i puda, mumifikované bobule,
odumfelé¢ infikované dfevo v blizkosti vinohradu.

Rozsifeni a projev infekce zavisi na dobé vzniku a stafi rany. Rezné rany vzniklé
na zacatku dormance jsou méné odolné vii¢i rozvoji askospor GTD patogentl nez fezné
rany vzniklé Vv polovin€¢ a na konci dormance. Odolnost rdny pied patogeny souvisi
s ukladanim ligninu a suberinu béhem dormance, kdy plati pozitivni korelace mezi
dormanci a akumulaci ligninu a suberinu. V zavislosti na zminénych parametrech se
pohybuje negativné aktivita nepatogennich mikroorganismii na fezné rané diky
rychlému riistu na povrchu rany (AGUSTI-BRISACH et al. 2015).

Negativné na rozvoj GTD patogenti plisobi slzeni (vyluovani mizy obsahujici
cukry, aminokyseliny, organické kyseliny aj.). VIiv na citlivost rostliny nema stari
dreva, kde je poskozeni ranou, velikost povrchu rany a misto poskozeni na rostliné.

Proto by mély byt oSetfeny vSechny rany po fezu (Halleen et al. 2010).

31



90 ¢
& .\L\Q ) \ \\\.\

80 E
70 E
60
50
40 E
30 E
20
10 E
O F
\\L\ X & {\L\ \\\'\l £ \\\\ g _\O'\\\'\

.Y : T A @

[ e N A bl - A
A NS K y 8 i Al - 2
N 50\ & o A0 o ™ e

o D Y \\\‘5\
\/.

procentualni zastoupeni (%)

& AY ‘ ey

\‘,\\\\\ Q\ ' Q\\\'\
Q¥
GTD patogen

Obr. 2 Vyhodnoceni napadeni veznych ran GTD patogeny v kalifornskych vinohradech (ROLSHAUSEN
et al. 2010).

7.1  Biologicky zptisob ochrany

Hlavni vyhodou biologické ochrany je pozitivni ochrana pied GTD patogeny
| pfes nepiiznivé environmentalni podminky.

Biologické prostfedky zabranuji infekci diky rozvoji na povrchu rany. Jednim
z biologickych c¢initelt je izolat Bacillus subtilis, ktery ne vzdy inhibuje Eutypa lata.
Pozitivni vysledky byly zaznamenany pouzitim Fusarium lateritium i Cladosporium
herbarum.

Produkty na bazi rodu Trichoderma jsou zaregistrovany na Novém Zélandu,
ve snaze zamezit Eutypovému odumirani révy. Pfipravky pro ochranu révy obsahuji
Trichoderma harzianum (izolat T77) a Trichoderma atro-viride jako napf.
Trichodowels™,  Trichojet™, Trichoseal™, Trichoseal-Spray™ a Vinevax™.
T. harzianum pietrvava ve dievé 20 mésictu po aplikaci. Botryosphariaceae, Phomopsis
a Phaeomoniella chlamydospora se vyskytovali v ranach i po aplikaci produktti na bazi
Trichoderma. Uginek T. harzianum byl prokazan pii potladeni ptivodctt ESCA.

Utinnou latkou Vrozvoji eutypové infekce by mohla byt kyselina borita,
tj. Biopasta (obsahujici 5 % kyseliny borité) a Bioshield (obsahujici 5 % kyseliny borité
ze spor Cladosporium herbarum). Testovani probéhlo v Kalifornii (HALLEEN et al.
2010).
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Obr. 3 Vyskyt GTD patogenii na fezné rané v zavislosti na pouzité biologické ochrané (HALLEEN et al. 2010).

Obr. 3 znazornuje procentualni zastoupeni rozvoje GTD patogenti na feznych
ranach, které byly osetfeny biologickymi preparaty ihned po fezu (HALLEEN et al.
2010).

7.2  Chemicky zptisob ochrany

Nejcastéji si oSetiuji fezné rany pomoci barev, past ¢i spreju. V USA byl
registrovan od roku 1976 Benomyl, jako u¢inna latka proti rozvoji kauzalniho patogenu
Eutypa lata. Benomyl byl obsazen v barvé ve sprejich v koncentraci 25 g/l. 1 ptes
pouzivani benomylu se nepodafilo zastavit rozvoj infekce. Flusilazole, alternativni
ochranny prostfedek, ochraiiuje misto poskozeni 14 dni po aplikaci (v Australii
zkouseno). V soucasné dobé je benomyl zakazan v mnoha zemich vcetné USA.
Podobné ucinky zajistuje carbendazim, benzimidazolovy fungicid, ktery dokaze chranit
ranu po dobu 14 dni. Ovlh¢eni destém v kratké periodé po aplikaci fungicidu sniZuje
jeho u¢inek (HALLEEN et al. 2010).

Benomyl i flusilazole pozitivné redukuje Phaeomoniella chlamydospora a rod
Phomopsis na feznych ranach.

Vysledky polniho pokusu v USA zobrazuje Obr. 4, kdy byla zkouSena ristova
reakce GTD patogeni na feznych ranach pii pouziti chemickych preparati (HALLEEN
et al. 2010).

33



70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0 I I

0,0

Eutypa lata rod Phaeomoniella rod Phomopsis Trichoderma
Botryosphariaceae chlamydospora

procentualni zastoupeni (%)

GTD patogen

M Kontrola (inokulace) Flusilazole Benomyl Kontrola (bez inokulace)

Obr. 4 Vyskyt GTD patogenii na Fezné rané v zavislosti na pouzité chemické ochrané (HALLEEN et al.
2010)

7.3  Agrotechnicky zpiisob ochrany

Ozelenéni ve vinici miZze hrat vyznamnou roli v potlaeni nékterych houbovych
patogent. S tspéchem byl zjistén pozitivni vliv hof¢ice na potlaceni rodu Ilyonectria.
Utinnou latkou je isothiokyanat, ocefiovan jako u¢inny biofumigant. Isothiokyanat,
tékava sloucenina uvoliovana hoicici, snizuje hladinu infekce v pid¢ a inhibuje spory
hub (RAHMAN a SOMERS 2005).

Vhodné je posunout termin zimniho fezu do obdobi pozdni dormance, kdy
ulozeny lignin a suberin omezi rozvoj spor GTD patogeni. Suché pocasi eliminuje
rozvoj infekce, protoze K uvolnéni askospor z peritecii u né€kterych patogennich druhi je
zapotiebi ovlhéeni, napt. na deStovych srazkach zavisi Sifeni patogena Phaeomoniella
chlamydospora na rozdil od Phaeoacremonium aleophilum, ktery vlhkost nepotiebuje
k uvoliiovani spor (AGUSTI-BRISACH et al. 2015; ROLSHAUSEN et al. 2010).

Odstraniovani zbytkli po fezu, vyklucené a nemocné¢ kete, ale i odumirajici stromy
okolo vinice mlizou znamenat riziko infekce. Za nejvhodnéjs$i feSeni povaZujeme
spaleni dfevnich &asti mimo vinici (AGUSTI-BRISACH et al. 2015).

Zasadni roli v potlaCeni a rozvoji infekce hraje hygiena. Nejen béhem vyroby
sazenic, tj. dezinfekce prostor, zafizeni a nastrojli, ale i pfi zimnim fezu, kde se klade

diiraz na dezinfekci ntizek (AGUSTI-BRISACH et al. 2015).
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8 Vlastni komentar k reSené problematice

Onemocnéni kminkti révy je stale se rozsifujicim komplexem chorob, které
decimuje vinohrady na celém svété. Omezeni Sifeni a rozvoje obrovského poctu
houbovych patogenti neni snadnym ukolem, ale piedstavuje dilezitou roli ve snaze
0 zdravé vinohrady, produkujici kvalitni materidl a s tim souvisejici pozitivni rozvoj
ekonomiky.

Jedinym ucinnym bojem proti houbovym patogenim je spravné zvolena
agrotechnika kazdého vinohradnika ve snaze o minimalizaci rozvoje patogenti a zdravy
produkéni vinohrad. Nejrizikovéjsimi faktory pro vstup GTD patogena jsou oteviené
rany (GRAMAJE 2015).

Spory kauzélnich hub zplsobujicich GTD jsou vSude kolem nas. Dlraz by mél
byt kladen jiz pti vyrobé sazenic i vybéru mnozitelského materidlu. Pokud nedostaneme
ze Skolek zdravé sazenice, jsou nase snahy o vypéstovani dlouhovékého kvalitniho
vinohradu marné. Pfi vyrobé sazenic apelujeme na Cisté a sterilni ndstroje, které jsou
Casto zdrojem infekce, kterou snadno pieneseme do kazdé rany (GRAMAJE 2015;
URBEZ-TORRES 2014). Za vhodny, uéinny a dostupny dezinfekéni prostiedek
povazuji etanol, popiipad¢ pouziti ohné.

Okolo vinic se nachazeji ¢asto dievité rostliny, jako napf. rody Maulus, Prunus,
Olea aj., které mohou byt téZ napadeny houbovymi patogeny a tim byt snadnym
zdrojem infekce pro naSe vinohrady. Proto bychom méli udrzovat i nejbliz$i okoli
kolem vinohradi ¢isté a bez zdroja infekce.

Nejrizikovéjsi doba snadného rozvoje infekce Vv dospélych vinicich je obdobi
zimniho fezu, kdy se na rostliné¢ vyskytuji oteviené rany, Casto ve vétSim poctu.
Rostlina se nemiiZe branit, jelikoZ je ve stddiu dormance a vzniklé rany se nehoji. Proto
vidim vhodné feSeni posunuti fezu do ptedjarniho ¢i jarniho obdobi, kdy réva zacina
vegetovat a tezné rany jsou v dusledku teplejsiho pocasi rychleji zaceleny. Mnohé
podniky vlastni desitky az stovky hektard vinohradii a posunuti terminu do piedjarniho
obdobi je pro n& nemyslitelné. Rez v zimnim obdobi by mél byt provadén alespon za
teplejSich a predevsim suchych dni. Snaha 0 co nejmensi pocet feznych ran znamena
omezeni vstupnich mist pro patogeny i snadné¢j$i a predevSim rychlejsi oSetfeni ran
fungicidnimi natéry — barvou, ¢i pastou. Chemické a biologicka ochrana je v pocatcich
rozvoje. V minulosti s uspéchem pouzivané chemické preparaty byly z karcinogenniho

divodu zakazany, proto ve vétSiné statl neexistuje povolena ucinna chemicka latka
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(URBEZ-TORRES 2014).

Staré dfevo bychom neméli nechavat v blizkosti vinice a predevsim ho ve vinici
nedrtit. NejlepSim feSenim je staré dievo spalit a tim zniéit zarodky infekce (moznost
vyuziti dieva ve formé Stépek pii vytapéni). Révi a dvouleté difevo mlze byt ve vinici

podrceno a ponechano.
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9 Zavér

Onemocnéni kminkti révy (Grapevine Trunk Diseases, GTD) tadime
k nejzavaznéj$im chorobam révy vinné (Vitis vinifera L.) na celém svéte. GTD je
souhrnem vicero chorob houbového ptivodu, které napadaji jak mladé vinice (stafi vinic
do 8 let), tak dospélé (8 let avice). Mladé vinice postihuje predeviim Cernani pat
kminku révy, Botryosferiové odumirani révy a Petriho choroba, dospélé vinice krom
Botryosferiové odumirani révy trpi chorobou ESCA a Eutypovym odumirani révy.
K obecnym vné&jSim projeviim fadime pomaly rlst sazenic, zkracené letorosty,
diskolorace listil, thyn ¢asti €i celé rostliny. Vnéjsi symptomy jsou podminény ucpanim
cévnich svazk, ve kterych se tvoii inkluze. V pletivu miZou byt soustiedény do kruhu
okolo dfenég, nebo tvofit klinovité nekrozy. Choroby byvaji doprovazeny hnilobami,
které zpusobuji trouchnivéni dieva. Patogenni houby napadaji rostlinu nejen ze vzduchu
a pudy, ale jsou pfenaseny i rozmnozovacim materialem.

Pivodcem komplexu chorob révy jsou houby vieckovytrusné, které¢ mizou byt
doprovazeny houbami stopkovytrusnymi (nejéast&ji doprovazeji ESCA). Cernani pat
kminku zptsobuji rody llyonectria, Campylocarpon, Cylindrocladiella. K nejcasté&ji
vyskytujicim se houbam u Petriho choroby fadime Phaemoniella chlamydospora, rod
Phaeoacremonium, Cadophora luteo-olivacea. Celed” Botryosphaeriaceae poskozuje
jak mladé vinice, tak staré Botriosferiovym odumiranim révy. Chorobu ESCA
doprovazi  houby  vieckovytrusné Phaeomoniella  chlamydospora, rod
Phaeoacremonium a houby stopkovytrusné. Rod Diatrypaceae zptsobuje chorobu
Eutypové odumirani révy.

Celosvétovy vyskyt houbovych patogent je zavazny a aktualni problém. Choroby
zapfi¢inuji markantni ztraty v ekonomice. Snaha o ziskani zdravého sadbového
materidlu mize byt polovicnim uspéchem, jelikoZ podminky k riistu ve vinici hraji
podstatnou roli. Patogen se muze dostat do rostliny pfes pudu i vzduch, pifedev§im
neoSetfenymi feznymi ranami. Snaze o omezeni rozvoje houbovych patogenti
napomuze oSetfeni feznych ran (barva, Topsin-M sprej ¢i barva, sprej na bazi
myclobutanilu), pozd&jii fez, & dvojity fez (forma piediezu) (URBEZ-TORRES 2014).

Snahou o prizkum komplexu houbovych patogenti a ziskani zdravych sazenic
zajistuje morfologickd a molekularni detekce hub. Zdlouhava morfologicka metoda
umozni popsat vnéjsi projev hub. K pozitivnim hlediskim molekuldrni detekce patii

predevsim rychlost a piesnost.
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10 Souhrn a Resume, Kli¢ova slova

Charakteristika houbovych patogent zpisobujicich onemocnéni kminka révy
vinné (Grapevine Trunk Diseases)

Bakalaiska prace na téma Charakteristika houbovych patogenii zpisobujicich
onemocnéni kminkl révy vinné (Grapevine Trunk Diseases) byla vypracovana v letech
2015/2016 na Mendeleu — tstav genetiky, na Zahradnické fakult¢ Mendelovy univerzity
v Brmé. Hlavnim cilem bakalaiské prace je charakterizovat houbové patogeny
zptisobujici onemocnéni kminki révy (GTD). Zaroveil se zam¢fit na popsani Ssymptomu
chorob, moznosti detekce hub, jejich celosvétovy vyskyt ve vinohradnickych oblastech,
zpusobené ekonomické ztraty a moznosti ochrany. V textu je dale uvedeno, jak je

mozné omezit rozvoj houbovych patogentl v rostling.

Klicova slova
GTD, ESCA, Petriho chroba, Botryosferiové odumirani révy, Eutypové odumirani

révy, houby vieckovytrusné, metody detekce, ochrana

The Characterization of Fungal Pathogens Caused Grapevine Trunk Diseases

This bachelor thesis with the topic “The Characterization of Fungal Pathogens
Caused Grapevine Trunk Diseases” has been written in 2015/2016 at Mendeleum —
Institute of Genetics and Plant Breeding at the Faculty of Horticulture at Mendel
University in Brno. The main purpose of this thesis is to describe the fungal pathogens
which caused Grapevine Trunk Diseases (GTD). Moreover, this thesis reports
the symptoms of diseases, methods of detection, their worldwide incidence

in grapevine-growing areas, caused economic losses and strategies of protec.
Key words

Grapevine Trunk Diseases (GTD), ESCA, Petri disease, Botryosphaeria dieback,

Eutypa dieback, Ascomycota, methods of detection, protection
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13 Seznam zkratek
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OTUs

PCR

PDA

PDB
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WA

Dideoxyribonukleotid

Deoxyribonucleic acid, kyselina
deoxyribonukleova

Chradnuti a odumirani révy

Grapevine Trunk Diseases

International Council on Grapevine Trunk
Diseases

Internal transcribed spacer, genomova oblast

Malt extract agar base, agar se sladovym
extraktem

Kyselina ribonukleova mediatorova

Next Generation Sequencing, sekven¢ni metoda
nove generace

Oat meal agar, ovesny agar

International Organisation of Vine and Wine
Operation Taxonomic Units, operacné
taxonomické jednotky

Polymerase chain  reaction, polymerazova
fetézova reakce

Potato dextrose agar, bramborovo-dextrozovy
agar

Potato dextrose broth, bramborovo-dextrozovy
vyvar

Small subunit, oblast malé¢ podjednotky jaderné
ribozomalni DNA

Water agar, médium obsahujici ve vod¢ promytou

agarosu
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14  Ptilohy

Piiloha ¢. 1 Cernani pat kminku révy: Gerné cizorodé Gtvary na piiéném fezu kmenem
(GRAMAJE 2015).

Piiloha ¢. 2 Cernani pat kminku révy: J-rooting (GRAMAJE 2015).

Ptiloha ¢. 3 Botryosferiové odumirani révy: klinovité nekrézy na pticném a podélném
fezu kmenem (GRAMAIJE 2015).

Ptiloha ¢. 4 Botriosferiové odumirani révy: projev symptomu na polovin¢ rostliny
(GRAMAJE 2015).

Ptiloha €. 5 Petriho choroba: ¢erné cévni svazky na pficném fezu kmenem (GRAMAIJE
2015).

Ptiloha ¢. 6 ESCA: trouchnivéni dfeva révy (GRAMAIJE 2015).

Ptiloha ¢. 7 ESCA: tygrovitost listh (GRAMAIJE 2015).

Ptiloha ¢. 8 Eutypové odumirdni révy: zakrslé letorosty s chlorotickymi listy
(GRAMAJE 2015).

Ptiloha ¢. 9 Eutypové odumirdni révy: klinovité nekrézy na pificném fezu kmenem
(GRAMAJE 2015).

Piiloha ¢. 10 Phomopsisové odumirani révy: nekrotické 1éze na letorostech (URBEZ-
TORRES et al. 2013).

Piiloha ¢. 11 Botryosphaeria dothidea: mycelium, tenkosténné konidie (GRAMAIJE
2015).

Ptiloha ¢. 12 Mycelium a konidie A) Diplodia mutila, B) D. seriata (GRAMAJE 2015).
Ptiloha ¢. 13 Dothiorella iberica: mycelium, dvoubunééné askospory (GRAMAIJE
2015).

Ptiloha ¢. 14 Lasiodiplodia theobromae: tmavé Sedé kolonie, tlustosténné konidie
(GRAMAJE 2015).

Ptiloha ¢. 15 Kolonie a konidie A) Neofusicoccum australe, B) N. luteum, C) N.
parvum (GRAMAJE 2015).

Ptiloha ¢. 16 Spencermartinsia viticola: kolonie (PITT et al. 2013).

Piiloha ¢. 17 Phomopsis viticola: kolonie na Petriho misce (URBEZ-TORRES et al.
2013).

Ptiloha ¢. 18 Campylocarpon pseudofasciculare: makrokonidie (SANTOS et al. 2014).
Piiloha &. 19 Cylindrocladiella parva: konidie (AGUSTI- BRISACH a ARMENGOL
2013).
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Ptiloha ¢. 20 Kolonie A) Ilyonectria liriodendri, B) I. macrodidyma, C) L. robusta
(HAAG et al. 2014).

Ptiloha ¢. 21 Aska A) Diatrype oregonensis, B) D. stigma, C) D. whitmanensis
(TROUILLAS et al. 2009).

Ptiloha ¢. 22 Diatrypella favacea: aska (TROUILLAS et al. 2009).

Priloha ¢. 23 Eutypa lata: kolonie (BERTSCH et al. 2013).
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