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Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyva nekrdzou jasant, kterou zptsobuje patogen Hy-
menoscyphus fraxineus. Prace je zaméfena na vyhodnoceni souvislosti mezi klimatic-
kymi podminkami a vyskytem inokula patogenni houby. Prakticka ¢ast obsahovala sbér
dat na vyzkumné plose ve Vranovickém lese pomoci lapace spor Burkardova typu. Na-
sledovalo zpracovani dat v laboratofi, kde byla provedena extrakce DNA a aplikace

qPCR za ucelem kvantifikace DNA ve vzorcich.
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Abstract

This bachelor thesis deals with ash dieback. It is caused by Hymenoscyphus
fraxineus pathogen. The thesis is focused on the evaluation of the connection between
climatic conditions and the occurence of inoculum of this pathogenic fungi. The
practical in the field consists o fair sampling. The research area was in the forest in
Vranovice. The traps of Burkard’s type were used during the collection. Data were
processed in the laboratory after the collection, where DNA was extracted and gPCR

applied in order to quantify DNA in samples.
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1. Uvod

Hymenoscyphus fraxineus napada pouze jasany. Tyto dfeviny jsou Sestou nej-
rozsifendjsi dievinou v Ceské republice. U nés je ptivodni druh jasan ztepily Fraxinus
excelsior L. a jasan tzkolisty Fraxinus angustifolia.Vahl. Jasany jsou vysazovany jak
ve méstech, tak i kolem fek nebo v lesich. Nejvice se jim vSak dafi v piadach
S neutralnim pH.

Jasany byly diive nazyvany jako tzv. bezproblémové dieviny a netrpély ani vy-
znamnymi chorobami, to se v8ak rychle zménilo. Nekr6za jasand se objevila v 90. le-
tech 20. stol v Evropé, konkrétné v polském Pobalti. Postupné se choroba §ifila i do
dalsich evropskych zemi véetné Ceské republiky, kde byla potvrzena v roce 2007.
Nejvice jsou napadany jasan ztepily (F. excelsior) a jasan uzkolisty (F. angustifolia).
Patogen poskozuje stromy vSech veékovych kategorii na riiznych stanovistich jak ve
méstech, tak ve volné krajin¢ i v lesich. Pfiznaky nemoci jsou nekrotizovana pletiva
fapiku listd a jejich pifedcasny opad. Kmen, kotfeny i vzdusné kofeny jsou poskozovany
pod ktirou jak v Iyku, tak i ve dievé doprovazené zbarvenim. Odumirani vétvi, nekro-
tické, do hnéda zbarvené 1éze v okoli pupenti a celkové prosychani korun stromt, sme-
fuje k zdhubé celého stromu. Reakce dieviny je takova, ze se vytvoii vymladky vyrtsta-
jici pod odumielymi ¢astmi vétvi a vznika shlukovité olisténi.

Na jizni Moravé se tato nemoc vyskytuje napiiklad ve Vranovickém lese
a protoze tuto oblast dobie znam, tak jsem se rozhodla vyuzit pro svou bakalaiskou
praci toto téma. Také jsem chtéla pomoci objasnit biologické chovani Hymenoscyphus

fraxineus.



2. Cil

V této praci se zabyvam nekrézou jasand, piesnéji houbou Hymenoscyphus fra-
xineus. Cilem této prace bylo zpracovani nasbiranych vzorku v laboratofi — extrakce
DNA a nasledné aplikace qPCR za tc¢elem kvantifikace dat ve vzorcich. Hlavnim cilem
bylo pomoci statistickych metod zjistit vztah mezi klimatickymi podminkami a patoge-

nem H. fraxineus a interpretovat vysledky za pomoci statistickych metod.



3. Literarni prehled

3.1. Popis drevin

3.1.1. Jasan ztepily (Fraxinus excelsior L.)

Jasan ztepily (F. excelsior .) je hojnym druhem v Evropé, diky své ekologické
charakteristice je cennym listnatym stromem, ktery ma dobré vlastnosti dfeva. Jasanu se
nejlépe dafi na neutralnich, hlubokych, propustnych pidach. Tato celkem rychle rostou-
ci devina je bézna v celé Evropé s vyjimkou centralni a jizni Casti Pyrenejského polo-
ostrova, na jihovychod¢ Turecka, severni Skandindvie, Islandu a nejsevernéjsi Casti
Britskych ostrovii. Piirozeny vyskyt jasand se shoduje s dubem letnim (Quercus robur
L.) V jizni ¢asti se Kk jasanu ztepilému piipojuje i jasan tzkolisty (Fraxinus angustifolia
Vahl.) a jasan zimnai (Fraxinus ornus L.). NejbéZznéjsimi druhy jasant v Evropé je ja-
san ztepily a uzkolisty. Jasany rostou v severni a zapadni ¢asti Evropy v nizinnych
lesich, zatimco ve sttedni a jizni Evropé se vyskytuji i horskych oblasti ve vysce az do
1600 — 1800 m. n.m. a Vv severnim Iranu dokonce az 2200 m.n.m. Ve vychodni &ésti
Evropy rostou jasany ptedevSim v luznich lesich a na vlhkych jilovitych pudach.
Na druhou stranu mohou rust i na relativné suchych mistech, naptiklad na horskych,
kamenitych svazich a lesnich roklich. Casto se vyskytuje ve smisenych listnatych lesich,
kde dominuje buk lesni (Fagus sylvatica L.) dub zimni (Quercus petrea Liebl.), javor
klen (Acer pseudoplatanus L.), olse lepkava (Alnus glutinosa L.) a olse Seda
(Alnus incana L.) Jasanum se dafi ve vice ekotypech s vyjimkou mist s kyselou pu-
dou. Ukazatelem vhodné pudy pro jasany jsou byliny, napiiklad medvédi ¢esnek, kopfi-
va dvoudoma a ¢arovnik parizsky. Jasan je povazovan za naro¢ny typ, pokud jde o vyssi
pozadavky ohledné dusiku, vapniku, hot¢iku a fosforu, nejvice ale potiebuje dusik. Ja-
sany snasi kratkodobé¢ zaplavy, ale nejsou tolerantni k stojaté vodé€ z diivodu nedostatku
kysliku, a také nesnasi zhutnénou pidu. Vykyvy podzemni vody mohou mit za nasledek
prosychani korun stromt. Jasany jsou citlivé na tuhé zimy a koncem jara na mraziky.
Sazenice a mladé stromy jsou tolerantni k zastinéni, ale postupné se stavaji na svételné

podminky naroénymi ( Dobrowolska et al. 2011).



Jasan ztepily (F. excelsior). je nejvétsi strom z rodu Fraxinus a pii dosazeni 90-
120 let mize métit 20-35 m (maximalné 40 m) vysky. Primér kmene se pohybuje od
30-70cm u dospélych dievin. Koruna ma nepravidelny tvar s mohutnymi a protahlymi
vétvemi v lesnim porostu. Kveteni zac¢ina v 15-20 letech zivota v nepravidelném cyklu
a trva zhruba 30 let (Pliura a Heuertz, 2003).

V Ceské republice jasany ¢ini 3,5% plosného podilu v lesni druhové skladbé a je
Sestou nejrozsifendjsi dfevinou. Rostou po celé CR od nizin az po horské plochy,
nejvice v planarnim a kolinnim stupni luznich lest a také v sutovych lesich kolinniho
aZ montanniho stupné. Jasany nikdy dfive nepatiily k problémovym dievinam

(Narovec et al 2008).

3.1.2. Jasan uzkolisty (Fraxinus angustifolia Vahl.)

Jasan uzkolisty (F. angustifolia) je stiedné velky listnaty opadavy strom, rostou-
ci do vysky 40 - 45 m a kmen dosahuje praméru az do 1,5 m. Koruna je husta a nepra-
videlna. Jeho kira je Seda, hladka, ale postupem Casu popraska. Listy jsou slozené, li-
chozpetené, stihlé, 3-8 cm dlouhé a 1-1,5 cm Siroké, leskle zelené a lysé. Plody jsou
nazky 3-4 cm dlouhé, zplostélé a s kiidlem, ke zrani dochazi na konci 1éta. Vyskytuje se
hlavné na Gzemi s mirnymi klimatickymi podminkami, s ro¢nimi srazkami mezi 400 —
800 mm. Dafi se mu na vlhkych ptadach, provzdusnénych s pH mezi 5 a 8. Ve stiedo-
motskych oblastech mize rast i na su$Sich mistech s vys$si nadmoiskou vyskou. Ve
sttedni Evrop¢, Panenské panvi a Balkanu se jasan uzkolisty vyskytuje predevSim
V nizinach, v luznich lesich a podél velkych fek a také se pouziva do méstskych vysadeb
(Caudullo a Durrant, 2016). F. angustifolia je také Siroce pouzivan ve stfedni a jizni

Evropé jako okrasny strom podél silnic (Fraxigen, 2016).



3.1.3. Jasan zimnar (Fraxinus ornus L)

Jasan zimnat (F. ornus ) je stiedné velky listnaty strom, s dosahujici vyskou az
25 m a o pruméru kmene kolem 1 m. Kira je tmavé Seda, obvykle velmi hladka i u sta-
rych  stromd. Koruna je Casto asymetrickd, polokulovitd nebo zplostéla
s pfimym kmenem, vétve smétfuji vzptimené vzhiru. Pupeny jsou Sedohnédé husté
porostlé kratkymi sedymi chloupky. Listy jsou slozené, 25-30 cm dlouhé, lichozpetené,
slozené z 5-9 listt, které jsou vejéité, zaspicatélé a 7-10 cm dlouhé. Zabarveni listt je
olivové zelené a na podzim tmavé rizové. Kvéty jsou seskupeny ve velkych kvéten-
stvich 10-20 cm dlouhé, kvetouci na konci jara ve stejnou dobu, kdy rasi listd. Kvéty
voni a lakaji fadu opylujiciho hmyzu, i kdyz nevytvaieji nektar. Jasan zimnar je rozsifen
Vv jihozapadni Evropé a jihovychodni Francii, ptes Italii, sttedomoiské ostrovy, Balkan-
sky poloostrov, az do zapadniho Turecka. Severni hranice pfirozeného vyskytu jasanu
jsou na jiznim okraji Alp, v Mad’arsku a transylvanskych horach, ale je také ptitomen

ve vice severskych zemich jako okrasny strom (Caudollo a Rigo, 2016).



3.2. Pivodce nekrézy jasant

Puvodce odumirani jasani Chalara fraxinea (Kowalski et al. 2006), to je nepo-
hlavni stadium, které bylo zaznamenano v mnoha Evropskych zemich (viz. obr. ¢. 1).
Poté, co byla Chalara fraxinea publikovana, k ni byl pomoci molekularnich metod
ptifazen Hymenoscyphus albidus jako sexualni stadium (Kowalski a Holdenrieder,
2009). H. albidus je ale zaznamenan v Evropé od roku 1850 nebo i diive, jako saprofyt
na opadanych listech jasanu, H. albidus nikdy nebyl hlasen jako patogen. Na zakladé
molekularnich dat ziskanych z apotecia nebo kultur vzorkt ze Svycarska a dalsich
evropskych zemi, Queloz et al (.2011) dosel k zavéru, ze H. albidus piedstavuje jeden
ze dvou jasné€ oddélenych druhu, které autofi diive povazovali za morfologicky nerozli-
Sitelné. H. albidus byl jediny druh, ktery se vyskytl v oblastech bez odumirani jasand,
a proto se doslo k zavéru, ze tento druh na zivych pletivech jasant neskodi. U houby,
povazované za teleomorfu Ch. fraxinea,se zjistilo, Ze se jedna o jiny druh, ktery byl
pojmenovan H. pseudoalbidus.

U tohoto patogenu bylo pozdé&ji prokazano, Ze byl zavlecen z Asie, kde byl diive
uvadén pod nazvem Lambertella albida (syn. Hymenoscyphus pseudoalbidus). Od roku
2014 plati jediny oficialni nazev Hymenoscyphsu fraxineus (T. Kowalski).

(Baral a Queloz, 2014)

3.3. Historie Sifeni nekrézy jasan

ey e

Vv Polském Pobalti. Pozdé&ji byla choroba popsana jako Chalara fraxinea (T. Kowalski
et al. 2006). Nekroza se v roce 2000 objevuje v Lotyssku, v roce 2001 ve Svédsku,
v roce 2002 v Estonsku, v Dansku v roce 2003, v jiznim Nosrku a Finsku v roce 2005.
Také v dalSich zemich se choroba projevila, a to v roce 2002 v Némecku, v roce 2004
na Slovensku, v Rumunsku, Mad’arsku a Rakousku v roce 2005, v roce 2006 na Slovin-
sku a v Chorvatsku, vroce 2007 ve ngcarSku a vItalii vroce 2009
(Jankovsky at al. 2009). Vyskyt H. fraxineus byl potvrzen v letech 2010 az 2011



v Belgii, Rusku, Nizozemsku a Ukrajiné¢ (Lustr et al., 2011, Davydénko et al., 2013,
Kopinga a de Vries, 2012 in Rozsypalek, 2012, s. 4). V roce 2011 ve Velké Britanii,
Irské republice a Severnim Irsku (Douglas a Ryan, 2012 in Rozsypalek, 2012). V roce
2013 byla nekrdza potvrzena v Bosné a Hercegoviné (Eforgen, 2016). V souc¢asnosti je
choroba rozsitena v 22 zemich Evropy (Longauerova et al. 2013). H. fraxineus je smr-
telny invazivni patogen, ktery pochazi z vychodni Asie a je hlavni pti¢inou odumirani
jasant (Dvorak et al. 2016). Choroba se rozsitila do velké ¢asti Evropy, vlna epidemie
se pohybuje od severovychodu, pifedevsim na jihozapad Evropy, na sever, jih a vychod
méné¢ (Havrdova et al. 2014). Odumirani jasanti je velkou hrozbou pro biologickou
rozmanitost v Evrop¢, smrt velkého mnozstvi dfevin mize mit vyznamné ekologické

dopady na lesni ekosystémy, véetné stromové biomasy (Pautaso et al. 2012).
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3.3.1. Nekroza jasani v Cesku

Patogen se v CR vyskytuje od roku 2002, vyplyva to ze studia herbarovych do-
kladt z Narodniho muzea. Ale je velmi pravdépodobné, ze se zde patogen vyskytuje jiz
od konce 90. let, kdy byly pozorovany prvni chiadnouci jasany. Chfadnuti jasand bylo
nejspise dlouhou dobu piehlizeno (Havrdova et al. 2014). Poskozeni nekrozou jasanti
mohlo byt zaménéno za poskozeni stromii mrazem ¢i zasOlenim substratu alejovych

stromd podél silnic a chodnikt (Jankovsky et al.2009).

Prvni ovéfena identifikace C. fraxinea v Ceské republice byla laboratorné prove-
dena O. Holdenriederem (Gstni sdéleni a poskytnuti kultury) ze vzorku odebran¢ho
z Fraxinus excelsior cv. ,, Pendula* v arboretu ve Kitindch na Drahanské vrchoving
v zati 2007.“ Jiz v letech 2004 az 2009 se projevy choroby objevovaly na riznych mis-
tech CR, v Beskydech, KrkonoSich, Sumavé, Jesenikach, Ceskomoravské vrchoving,
vychodnich Cechach, v okoli Prahy, Drahanské vrchoving, Chiibech a Hostynskych
vrsich. Termin pro toto onemocnéni, infekci jasani zptisobovanou houbu C. fraxinea,
byl navrhnut Jankovskym jako ,,nekrdza jasanu“. Nejvice je napadan druh jasan ztepily
(F. excelsior) a jasan uzkolisty (F. angustifolia) (Jankovsky et al. 2009). Pozdé&ji se zjis-
tilo, Ze H. fraxineus (dfive znam jako anamorfni stadium C. fraxinea) vykazuje typické
znaky chfadnuti jasani. Bylo tedy urcéeno, ze primarni pfi¢inou odumirdni jasant

v Evropg¢, je pravé tato choroba (Rozsypalek, 2015).

3.4. Symptomy

Ptiznaky nekrézy jasand jsou riznorodé a vyskytuji se na Siroké Skale organt
a pletiv dievin (listy, pryty, vétve, kmeny, baze kmene a dokonce i koteny), (viz. Obra-
zek ¢. 2). Symptomy v koruné stromi zahrnuji odumirani vyhonti, vétvi, nekrotické léze
na listech a listovych fapicich, napadeni listové Zilnatiny a nasledné vadnuti a ptred¢asny
opad listi. Kmen, kofeny i vzduSné kofeny jsou poSkozovany pod kiife doprovazené

zbarvenim (Krautler et al. 2015). Diky prorustani mycelia pod kurou dochézi
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k odumirani kambia, nasledn¢ mycelium prorista i do dfevni, ktera také odumira
(Kostalova a Sazelova, 2010). V nékterych piipadech mize dfevina oddélit napadenou
cast kalusem a infekci zastavit (Havrdova et al. 2014). Vliv infekce na zdravotni stav
a preziti stromu ovliviiuje vice faktorti — jiz zminény vek, povétrnostni podminky, pii-

tomnost jinych patogennich organizmt, hmyzu a hub (Longauerova et al. 2013).

Patogen prostupuje pupeny, lenticelami i mistem posati hmyzem. Je mozné,
ze mycelium nekrozy pieziva zimu v pletivech hostitele a pak se dale §ifi a zvySuje se
poskozeni dieviny (Koukol a Havrdova, 2014). Odumirani Iyka zptisobuje zvétSovani
nekrozy ve dieviné a nasledné vadnuti listii a odumirani az celych vyhont. Zbarveni
nekrézy je Casto hnédé a Sedé, podélné se rozsifujici v misté 1éze, které jsou nejdiive
okrouhl¢ a déle jsou ptetvofeny v propadl¢ a elipticky protahlé skvrny. Pfechod mezi

zivym a napadenym pletivem je velmi ostry (Kostalova a Sazelova 2010).

Na listech se jako prvni ptiznaky vyskytuji hnédé az ¢erné nekrotické 1éze. Ne-
kroza postupné prorusta zilnatinou az k hlavni listové Zilce. Nasledné list vadne distal-
nim smérem od nekrotickych 1ézi, diky ¢emuz listy brzy schnou a opadaji (Kirisits et al.
2009). Listy mohou piedcasné opadat jesté zelené, ¢imz dojde k upIné defoliaci napa-

denych dievin (Rozsypalek, 2015).

Obrazek 2: Symptomy nekrozy jasanu: A) zbarvena dievni ¢ast, B) nekrotizované
Fapiky listu, C) nekrotické, zbarvené léze na vétvich (Orrgis et al. 2009)
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H. fraxineus vyvolava piiznaky, jakymi jsou léze a nekrdzy v okoli pupent
a odumirani kambia pod kiirou. Nekroza se tvoii kolem listové jizvy a infekce se Sifi
z napadenych listt a fapikt listd do dfevni Casti a to obéma sméry — asimila¢nim
i transpira¢nim.( Kiristis et al. 2008). Tyto pfiznaky mohou vést az k tplnému odumie-
ni dieviny ( Kirisits et al. 2008).

Nekréza jasanli napada vSechny vékové kategorie na raznych stanovistich,
nejvice ovsem mladé stromy (Kostalova a Sazelova, 2008). Napadany jsou jak solitérni
dfeviny, tak i roztrousené vysadby, biehové vegetace, ruzné typy lesd, stromofadi,

okrasna zelen mést a vétrolamy (Koukol a Havrdova, 2014).

Sazenice a mlad¢é vysadby jsou nekrézou napadéany rychleji a ve vét§im rozsahu
nez dospélé stromy. Mladi jedinci mohou v disledku choroby odumfit i béhem jedné
vegetacni sezony. Vzrostli jedinci reaguji na napadeni vyhonti postupnym fidnutim ko-
runy. Dochazi k vyraznému napadeni vyhont a tim 1 prosychani po obvodu koruny, dale
odumiraji drobné a pozd¢ji i kosterni vétve. Dfevina reaguje na onemocnéni patogenem
tim, Ze tvofi vymladky vyrastajici pod odumielymi ¢astmi vétvi a vznika shlukovité
olisténi. Poskozeno miZze byt 80 — 90% objemu koruny. Stromy, které jsou takto posko-
zené a oslabené nezabezpecuji vSechny své funkce a vétSinou odumiraji (Havrdova et

al. 2014). Nemoc byla zatim zjisténa pouze u jasanu.(Kost'alova a Sazelova, 2010).

3.5. DalSi Skidci souvisejici s nekrozou jasani

Jankovsky (2009) uvadi, ze v obdobi kvéten — ¢erven v n¢kolika lokalitach s vy-
skytem nekrozy byly pozorovany gradace msic a ¢erveu, piredevsim dutilek Prociphilus
bumeliae (Schrank, 1801) a Prociphilus fraxini (Fabricius, 1777)“.

Dutilka jasanova (Priciphilus bumelia), ktera pochazi ze severozapadni, stiedni
a vychodni Evropy, je relativné velka msice. Tyto dutilky na jasanech zpusobuji zkade-
feni a tvorbu tzv. listovych hnizd, diky sani na raSicich listech. Dal§imi znaky jsou po-

téisnéné listy cukernatymi Stavami (Beranek, 2011).

13



Krasec Agrilus planipennis je vyznamnym podkornim Skiidcem jasanti, ale muze
skodit i na jinych listnatych dfevinach. Brouk kovové zelenomodré barvy a klinovitého
tvaru, pochazejici z Asie ma vysoky invazivni potencional a v Evropské unii je fazen
jako karanténni $kodlivy druh. Poprvé byl zaznamenan v evropské ¢asti Ruska, presnéji
v Moskvé. V Ceské republice nebyl zatim vyskyt zji§tén, ani v jinych zemich EU. Pii-
znakem jsou uzivné ziry na listech a vyletové otvory v kufe. Vylihlé larvy se nejdiive
prokousaji kiirou do kambia, nasledné vytvari zakiivené chodbicky, které s postupnym
rastem larvy rozsifuji a jsou zapInéné trusem a pilinami. Krasec rodu Agrilus vytvari
typické chodbicky pod kiirou esovité zaktivené, dalSim znakem jsou dievéné drtinky
kolem mista Ziru. Pfi napadeni dfeviny dochazi ke Zloutnuti, odumirani vétvi a korun.
Obvykle k tipInému odumieni dojde po 3 letech. Pokud je strom siln¢ napaden, odumie
i béhem 1 — 2 let. Evropskym zastupcem je Agrilus convexicollis (Spurna et al. 2010).

A. planipennis je opravdu vyznamnym $ktidcem jasant, hlavné pokud se jedna
o nepuivodni oblasti. Velké Skody na jasanech, které krasec zpiisobil po zavleceni jen
v nékolika malo letech v Severni Americe, dokladaji, Ze je zde, jako invazivni druh. Je
dost mozné, ze tento druh s vysokym invazivnim potencidlem, po osidleni Evropy by
tak mohl vyznamné uskodit v okrasnych vysadbach, coz by vedlo ke snizeni vybéru

okrasnych dievin (Spurna et al. 2010).

Lykohub jasanovy Hylesinus varius (Fabricius, 1775) obyva skoro celou Evro-
pu. Na vychodu zasahuje az do Ciny a na jizni asti prochazi severni Afrikou. Jasany
jsou nejcastéji napadany ve stfednim a mlad$im véku. Pokud dojde k pfemnoZeni, mo-
hou 1 jednotlivé mladé stromky odumtit. Brouci nalétdvaji na nové stromy a v jizvach
po starSich vétvich provadéji izivny zir. V soucasnosti je spolutcastnikem pii chfadnuti
a nekroze jasant. Pfi tomto odumirani neni uloha brouka zatim dokonale objasnéna,
avSak hraje zde vyznamnou sekundarni roli. Lykohub zrnity Hylesinus crenatus (Fabri-
cius, 1787) se zamétuje na starsi kmeny a stromofadi, které dokaze opakovanymi nalety

zni¢it. Ndlet na stromy probihd v 1été a to v €ervenci a srpnu. Lykohub zrnity Zije a pie-
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zimuje pod kurou silnych jasanii, na kterych se pak vytvoii korova rtuzice, diky opako-

vanému prezimovani (Modlinger a Knizek, 2012).

Také houby z rodu Armillaria se bézn¢ vyskytuji na jasanech spolu s H. fraxine-
us a mohou putisobit jako sekundarni ¢inidlo umrtnosti. Dosud byla tato houba vylouce-
na, ze je primarnim stresorem (Chandelier et al. 2010). Stres stromil vyvolany vaclav-
kou s naslednou defoliaci, miize zvysit hromadéni zasob cukru v kofenovych systémech
a muze proto snizit chemickou obranyschopnost, ¢imz se vytvoii vhodnéjsi podminky

pro infekce zpisobené Armillaria spp. (Longauerova et al. 2013).

K dalsim sktdciim jasan® patii napt. fytoftory (Phytophthora spp.), verticilia
(Verticillium spp.), padli jasanové (Phyllactinia fraxini), razovka (Nectria galligena),
pseudomonada (Pseudomonas savastanoi pv. fraxini), rezavec $tétinaty (Inonotus hispi-
dus) a dalsi organismy (Havrdova et al. 2014).

3.6. Taxonomie a Zivotni cyklus puvodce nekrozy jasani

v vy

Diky askosporam unaSenym vétrem se choroba dokaze velmi dobte Sitit (Seifer-
tova, 2014). H. fraxineus se $ifi velkou rychlosti po celé Evropé, i kdyZ obecné plati,
ze pro tyto houby neni snadné proniknout strukturdlni bariérou, kterou je neposkozena
kira dieva (Kostalova a Sazelova, 2010). Hlavni sporulaéni doba je od ¢ervna do za¢at-
ku zafi, ale za ptiznivych podminek, mize sporulace zacit diive a pokracovat az do fij-
na. (Chandelier, 5/3). Mycelium prorostlé dievinou muze v zivych pletivech piezivat
zimu (Havrdova et al. 2014).

Rod Chalara obsahuje pies sto druhti hub a vétsina patii do fadu voskovickotva-
ré (Helotiales) (Koukol a Havrdova, 2014). H. fraxineus, a H. albidus jsou ptibuzné
druhy, ale maji rozdilné biologické chovani (Dvofak et al. 2016). Saprotrofni druh
H. albidus se zda byt v poslednim desetileti nahrazovan blizce ptibuznym, ale invaziv-

nim parazitem jasani H. fraxineus. Oba druhy kolonizuji stejnou niku, opadlé fapiky
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listd jasanu. Autor se zamé&fil na rozlozeni H.fraxineus a také na vyskyt
H. albidus v Cesku. Opakované pokusy znovu objevit H. albidus ve étyfech historic-
kych lokalitach spolu s dalsimi 87 lokalitami byly netspésné. Nicméné, vysledky piimo
cilené detekce H. albidus ve ¢tyfech riznych lokalitach s vyuzitim daného specifického
druhu PCR v redlném ¢ase ukazaly nizkou, ale konstantni ptitomnost askospor H. albi-
dus. Koncentrace askospor H. albidus , které byly zjistény na vSech ctyrech zkou-
manych mistech byly v rozmezi 0,02 az 5,43 % koncentraci H. fraxineus. Z toho vy-
plyva, ze H. albidus neni nahrazena H. fraxineus, ale tyto dva druhy ziejmé koexistuji
(Koukol, et al. 2015).

H. fraxineus patii k druhiim heterotalickym. K tvorbé plodnic je proto zapotiebi
dvou mycelii s riznym parovacim typem. K pohlavnimu procesu a tedy tvorbé plodnic
muze dojit, jestlize jsou pritomna mycelia s odlisnou variantou genu. Pohlavni proces
vieckovytrusych hub probihd tak, ze je oplozen askogon (sami¢i gametangium) za po-
moci hyfy (saméi) nebo spermacie (nepohybliva gameta). Ulohou konidii, které jsou
produkované anamorfou C. fraxinea a fungujici jako spermacie oplodiujici askogon, je
najit mycelium s opacnym parovacim typem. V populacich se nachazeji oba parovaci
typy v podobném mnozstvi. Na podzim dochazi k pohlavnimu procesu na opadanych
fapicich listu tak, ze vytvotené fialidy C. fraxinea produkuji konidie, fungujici jako
spermacie. H. fraxineus pfezimuje na infikovanych, opadanych listech i fapicich ve
form¢ Cernych pseudosklerocii, na nichZ se v nasledujicim zacatku 1éta vytvoti apoteci
miskovitého tvaru produkujici askospory, které se $iti vzduchem a ulpivaji na zivych
listech stromu (Koukol a Havrdova, 2014) Nejvys$si pocet spor se objevuje mezi 6 — 8

hodinou rano s vrcholem v 7 hodin (Timmermann, 2011).
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Obrazek 3:Zivotni cyklus Hymenoscyphus fraxineus (Gross et al. 2012)

3.7. Aerobiologie

V mnoha zemich pomahaji lapace alergikiim svym zaznamenavanim mnoZzstvi
pylu. Burkardav lapa¢ je pouzivan védci i pro zkoumani jinych ¢astic obsazenych ve
vzduchu, a to spor. Pii zaznamenavani mnozstvi pylu a spor by lapa¢ mél byt peclivé
umistén, a to z divodu optimalniho vykonu a fungovani. Umisténi lapace zavisi na tom,
jaké cCastice jsou zkoumany a na rozsahu cile. Lapace umisténé na stfechach vysokych
budov nasavaji vzduch, ktery byl dikladné¢ promichan. Vysledkem toho je dikladné
rozptyleni uvolnénych ¢astic ze stromt a zemé, proto vzduch, ktery projde lapacem,
zastupuje pomérné Siroké okoli. Naopak lapace umisténé na zemi, v disledku filtrovani
a ukladani na rostlindch a budovach, vzduch neni tak promichdn a do lapace se dostava
Z mensi plochy. Aby se mohl pyl pocitat, jsou vzorky sbirdny denné. Tyto lapace jsou
obvykle umistény na plochych stfechach bez prekazek a lokalnich zdroji pylu. Pro po-
tieby prace rostlinné patologie jsou lapace umistény v nebo po sméru vétru, aby se od-

halila inokula nebo se mohlo zkoumat rozptyleni patogeni v ur¢ité oblasti. Spory
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a ostatni Castice obsazené ve vzduchu se zachytavaji kazdy den na Cast pasky, tyto

¢astice mohou byt pak zkoumany pod mikroskopem (Lacey a West, 2006).

3.8. Typy lapacu spor

3.8.1. Objemové lapace spor

Cylindrické ty¢inky jsou ucinnymi lapaci spor, ale neumoznuji korelaci mezi
koncentracemi spor a meteorologickymi daty. Z tohoto diivodu je pouzit nasavaci typ
objemového lapace spor, ktery umoziuje lepivému povrchu se pohybovat konstantni
rychlosti dokola, kde proudi vzduch. Nasavani bézi konstantni rychlosti, které je ob-
dobné primérné rychlosti vétru v ur€itém regionu. Tento nasavaci otvor je té€sny a vzdy

ve smeru vetru.

Hirstiiv lapa¢ spor zachycuje spory na samolepici mikroskopické sklicko, které
se pohybuje kolem nasavaciho otvoru rychlosti 2 mm za hodinu a zachycuje spory po
24 hodin. Jakmile je lapa¢ uveden do provozu a je spravné pouzit, neni potieba se 0 néj
vice starat. Nasavaci otvor je veden smérem vétru, pomoci vétrné lopatky. Pokud je

nizka rychlost vétru, lapa¢ neméni sviij smer.

V Bukardové sedmidennim objemovém lapaci, dopadaji spory na lepici pasku
piipevnénou k bubnu, ktery je pfipojen k sedmidennim hodinam. Exponovana paska se
po sedmi dnech odlepi a piipevni se nova. Vyhoda tohoto lapace oproti Hirstovu lapaci,

je schopnost nepietrzitého sedmidenniho lapani.

Kramer — Collinitv 7denni lapa¢ je podobny Hirstovu a Bukhardovu lapaci. Spo-
ry se zachytavaji na lepici celofanovou pasku pfipevnénou na buben, ktery je otacen po
dobu 8 dni pomoci hodin. Paska se otac¢i rychlosti 60 mm za 24 hod (Dhingra a
Sinclair,1995).
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Paddyho 24 hodinnovy lapa¢ spor zachytava spory kazdou hodinu na lepici

sklicko a to umoznuje uréit hodinu zachyceni spor (Dhingra a Sinclair,1995).

3.8.2. Schenckiiv lapac¢ spor

Tento lapac byl vyroben k lapani Didymella bryoniae (Mycrospharella citrulli-
na) askospor. Ma dilezité vlastnosti Hirstova a Paddyho lapace. Zakladem spodni ¢asti
lapace je 4 litrova nadrz, ktera slouzi jako hlavni ¢ast konstrukce ukryvajici Casovy me-
chanismus. Vétrak o velikosti 7, 5 cm pohanén dvanacti vatovou je namontovan do
otvoru stejné velikosti tak, aby vytlacoval vzduch ven. Lapaci otvor je umistén na bo¢ni
stran lapace. Lapaci otvor je trubka dlouha 17, 5 cm o priméru 4, 5 cm, slouzi jako
narazové téleso pro spory. Narazovy otvor je z médénych trubek obdélnikového tvaru o
velikosti 2 x 14 mm. Je vloZen a sletovan do podobného otvoru na sténé trubky. Vzda-
lenost mezi sklickem a vnitinim koncem lapaciho otvoru neni delSi neZ 1 mm. Trubka je
pevné ptipevnéna k plasti lapace. Pohyb sklicka je fizen nylonovou niti, kterd je piiva-
zana na jedné stran¢ k drzaku sklicka a na strané druhé ke kladce a k budiku umisténé-
mu Vv hlavni ¢asti lapac¢e. Hodiny a kladka jsou pfiSroubovany tak, aby udrzovaly sprav-
nou vzdalenost mezi kladkou a minutovou ru¢i¢kou. Spi¢ka minutové ru¢iéky je ohnuta
smérem ven do pravého uhlu, aby se zapojila jedna z dvanacti rovnomeérné rozmisté-
nych femenic ozubenych kol. Tato femenice je vyrobena z civky Siciho vlakna. Kazdou
hodinu se minutova ruc¢i¢ka dotkne ozubeného kola, vlakno se navine a posune pasku o
1/24 své délky. Lapac je ptipevnén k vétrné lopatce. Piivodni lapa¢ podléhal poletujici-
mu prachu a obtizim s drzbou, ale Casselma and Berger lapa¢ zdokonalili. Montaz je
podobna Schenkenovému svym mechanismem sloZeného z budiku a minutové rucicky,
jez aktivuje motor. Civka je ptipevnéna k hiideli motoru, ktera navine nit a zvedne dr-
zék s paskou. Ten se pak kazdou hodinu posune o 4 mm poté, co minutova rucicka
obéhne sviij obvod a sepne krokovy motor. Hodiny a mikrospina¢ jsou piipevnény k
hlavnimu plasti smérem od proudu vzduchu a vétraku. Motor je utésnén a viko hlavniho

plasté je vzduchotésné (Dhingra a Sinclair,1995).
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3.8.3 Panzeriiv lapac spor

Tento lapac je vzduchotésny a mize byt bud’ dfevény, nebo kovovy S vnitinimi
rozméry 31 cm (délka), 26 cm (Sitka) a 20 cm (vyska). Ventilator je namontovan na
horni stén¢ lapace tak, Ze jsou lopatky ventildtoru umistény mezi horni a dolni plochou
vika. Ctyfiadvacet mikroskopickych skli¢ek je horizontalné umisténo na disku. Disk je
piimontovan k hiideli dvacetiCtyfhodinovym hodindm. Kazda paska ptedstavuje
hodinovy sbér (6, 25 cm pasky). Objem odebraného vzduchu zavisi na rychlosti
vétraku, ktery mize byt méfen pomoci docasné piipojeného obycejné¢ho plynoméru.
Mira Gc¢innosti lapace je 70% pii saci rychlosti 4,8 /min. Lapac je u€inny pro Sirokou
Skalu spor riznych velikosti. Diky vétrné lopatce se lapac otaci po sméru vétru (Dhingra

a Sinclair,1995).

3.8.4. Graineruv lapac spor

Hlavni ¢ast lapace je nddoba se vzduchotésnym vikem na horni strané¢ a
odvzdusiiovaci trubici na spodni stran&. Stérbina ve viku o velikosti 0, 5 x 5 mm slouZi
jako lapaci otvor. Kovové podpory o tloustce 0,5 mm jsou ptipevnéné na kazdou stranu
otvoru tak, aby stfed pasky byl ¢elem k otvoru. Pasku drzi na svém misté ocelova
pruzina. Toto uspotfadani dovoluje nasavani vzduchu ptes konce pasek a umoziuje tak
dlouhy pruchod pies piilnavy, lepivy povrch pomoci vakuové pumpy piipevnény K
zadni C¢asti nadoby. Vyfukovany vzduch prochézi plynomérem, ktery meétfi objem
vzduchu. Pasky se vyménuji po 500 az 600 1 nasatého vzduchu. Tento lapac je uc¢inny
na 93 az 100% pfi rychlosti vétru od 1 do 5, 3 m/s (Dhingra a Sinclair,1995).

3.8.5. Davisiiv a Sechleriv lapa¢

Davisiiv a Sechlerv lapa¢ vyuZziva hygrotermografy a termografy jako lapaci
téleso ve vzduchotésné nadobé. Sestava se skladd ze sedmidennich hodin s ¢asovou

stupnici. Je-li zapotiebi pocitat pocet spor za hodinu, buben je upraven tak, ze jedno
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otoCeni trva 24 hodin. Spory se ukladaji na celofanové folie potazené lepidlem a jsou
roziezany, aby se svymi rozméry rovnaly Casovému diagramu, a také aby mohl byt
urcen Cas zachyceni spor. Saci otvor o velikosti 0,75 x 25 mm je vyfiznut z plastové
folie a poté vlozen do svislého vyfezu ve sténé pouzdra. Plocha pro ukladani spor musi
byt umisténa v rozmezi 3 mm od otvoru. Na stén¢ pouzdra naproti otvoru je kovova
trubicka priletovana a pfipojena k vakuové pumpé tak, aby mohla byt rychlost sani
upravovana. Pfes otvor je nasazena nalevka, aby se dovnitf nedostala deStova voda

(Dhingra a Sinclair,1995).

3.8.6. Miniaturni lapa¢ spor

Miniaturni lapa¢ spor byl vyvinut k 1 — 2 hodinovému odbéru vzorkii. Hlavni
¢asti je vélcovitd nadoba o priméru 65 mm a vySce 72 mm. Jeden az dvouhodinovy
mechanismus je umistén na spodni strané pouzdra s rotaénim bubnem o praméru 56 mm
a Sifce 22 mm. Buben je pfimontovan ke stfedu hiidele hodin a drzi na svém misté diky
matici na zavitech htidele. Lapaci otvor je Ctyrhrannd trubka dlouhd 2 x 14 mm a 24
mm upevnénd a umisténd ve S$térbin¢ fezu ve zdi lapace. Vnitini konec trubice je
dokonale pfipojen k bubnu uvniti lapace, vzdalenost mezi nimi je 0, 6 mm. Na druhé
stran¢ je otvor o pruméru 7 mm, do kterého je priletovana trubka, jez je pfipojena k
vakuové pumpé¢. Otevieny konec pouzdra je uzavien Sroubovacim vikem s gumovym

tésnénim (Dhingra a Sinclair,1995).

3.8.7. Manualné ovladany prenosny lapac spor

Tento lapac se pouziva v ptipadech, kdy neni k dispozici elektfina a lapani spor
trva 2 — 3 hodiny. Lapac je ovladan pomoci ruéni pumpy. Vakuovy méfi¢ piipojeny k
lapaci je vyznamny pro spolehlivé uréeni rychlosti proudéni vzduchu v lapaci. Lehce a
mirné posuvné lamelové cerpadlo je spojeno s podtlakovou nadrzi a otaci se pomoci

odnimatelné kliky (Dhingra a Sinclair,1995).
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3.8.8. Czabatariv a Scottiiv lapa¢ spor

V neznecisténych oblastech miize tento lapa¢ shromazdovat spory po dobu 5,
10, 15, 20, 30 nebo 60 - ti minut pfedtim, neZ je sbérny povrch upraven. Kazda doba
muze byt opakovana az 74 krat. To zabranuje hustému prekryvani nahromadénych spor.
Tento mechanismus je uzavien v lapaci 0 velikosti 12, 7 x 15, 2 x 22, 9 cm. Vétrak o
pruméru 12 cm je zasazen do otvoru na jedné ze stén, strana protéjsi je vybavena
otvorem ve tvaru obdélniku pro odbér vzorkl s vnitinimi rozméry 2 x 14 mm. Spory se
zachytavaji na prihlednou plastovou pasku pokrytou lepidlem o rozmérech 2, 5 x 29
cm. Péska je pfipevnéna na plasticky buben o priméru 9, 3 cm a tloust’ce 3 cm. Buben
je umistén na hiideli hodin a drzi tam diky matici. Vzdalenost mezi sténou lapace a
sbérnym povrchem je 1 mm. Buben se otaci po 3, 65 mm. Zatizeni se otaci na htideli
kulickového loziska. Toto lozisko je uzavieno v kratkém kousku zelezné trubky o
velikosti 3 cm a Sroubuje se do pfiruby nebo jiné trubky v zemi. Vétrna lopatka je

piipojena ke strané ventilatoru Vv lapaci (Dhingra a Sinclair,1995)

3.8.9. Morristv lapac spor

Moristv lapa¢ je uziteCny tam, kde je mozné vyuzit elektrického napdjeni,
protoze lapaC neni na baterie. Mezi hlavni Casti patfi pfevodovy motor 1/24 rph, lapac
120 mm vysoky se dnem o rozmérech 230 x 215 mm, kartonovy buben o priiméru 200
mm a hloubce 15 mm. Motor je piipevnén do stiedu vika lapace, elektrické piipojeni
prochdzi otvorem vyvrtanym na bo¢ni strané spodku lapace. Otvor je vzduchotésny,
zajiStén gumovym tésnénim. Hiidel motoru je pfipevnéna k stiedu bubnu. Po obvodu
bubnu je umisténa oboustranna lepici paska. Dale jsou na pasku piipevnéna
mikroskopicka sklicka s rozméry 38 X 15 mm a jsou umisténa kolem obvodu bubnu.
Lapac¢ je umistén na bok tak, Ze jedna z jejich stran tvoti pfedni ¢ast. Vytiznuty otvor 7
mm vysoky a 22 mm $§iroky, je zarovnany presné do stiedu sklicka na péasce. Poté, co je

buben ulozen na své misto dovnitf lapace, pii otaCeni bubnu se sklicka pohybuji kolem
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lapaciho otvoru. Takto se ukladaji spory na Sitku sklicek po dobu dvaceti ¢ty hodin.
Spory se na jednotlivych sklickdch ukladaji po hoding. Na bo¢ni strané lapace,
naproti vyfiznutého otvoru jsou vyvrtany ¢tyfi otvory, 1 cm na boku lapace, aby mohl
unikat vzduch. Rotace vétraku je obracena tak, Ze je vzduch vhanén smérem nahoru.
Cely lapac¢ je umistén pod pfistteskem ve vySce dvou metrd, aby mohl byt porovnan s
meteorologickymi daty. Postup uvedeni do provozu: skli¢ko je potfeno tenkou vrstvou
lepidla, zakryto vikem lapace a utésnéno PVC paskou. Motor a ventilator pracuje 24
hodin. Diky vzduchu vhanéného ventildtorem do otvoru se spory zachycuji na sklicku.
Rychlost vzduchu mize byt méfena anemometrem. Protoze se rychlost vzduchu béhem

provozu neméni, je odbér vzorkt isokineticky (Dhingra a Sinclair,1995).

4, Metodika

Metodika se sklada ze Ctyi praktickych ¢asti. Prvni ¢asti je instalace meteorolo-
gické stanice, lapace a také sbér dat ve Vranovickém lese, ktery probihal od kvétna do
listopadu 2015. Druhou ¢asti je uchovani a zpracovani vzorkt pied aplikaci molekular-
nich biologickych metod Vv laboratofi. Tteti Casti je extrakce DNA laboratoii na Lesnic-
ké a dievarské fakulté, Mendelovy univerzity a kvantifikace DNA pomoci qPCR na

Ustavu experimentalni biologie, Masarykovy univerzity.

4.1. Popis lapace spor

Pouzit byl objemovy sedmidenni automaticky lapa¢ spor Burkardova typu
(AMET, Velké Bilovice) (viz. Obrazek ¢. 5). Diky otacivému bubnu uvniti lapace, ktery
se otaci o 360°po dobu 7 dni, jsou spory lapany neptetrzité po celou dobu. Otaceni je
fizeno pomoci hodinového strojku, ktery je pti kazdé vyméné opétovné natazen. Kaz-
dych 7 dni ve stejnou hodinu, se paska pfilepena na valec musi vyménit, aby se spory
nepiekryvaly. Stérbinou ve sténé lapace je nasavan vzduch i se sporami, které jsou

zachyceny na pasce. Hrdlo lapace bylo umisténo 30 cm nad povrchem pidy. Lapa¢ byl
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dobijen 12V autobaterii dobijenou solarnim panelem. (Viz obrazek) Lapac se diky vétr-
né lopatce otacel proti sméru vétru.
Na stanovisti byla také meteorologicka stanice (AMET, Velké Bilovice). Stanice

méfila teplotu, vlhkost vzduchu a ovlhéeni listd na povrchu pudy (viz. Obrazek ¢. 4).

Obrazek 4: Meteorologicka stanice a méri¢ vlhkosti listu (Foto: Smetanova,VI11/ 2015,
Vranovicky les)

SBR77 &t I \Wp ANt
.,4 ; 7 i - ! \._w-".. y \\\\ .
Obrazek 5: Lapa¢ spor Burkardova typu, ve Vranovickém lese (
VI1/ 2015, Vranovice)
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4.2. Postup pri vyméné pasky v lapaci

Vyména probihala kazdych 7 dni ve stejnou hodinu. Nejdiive byl vytazen vilec,
na ktery se lepila paska, a natdhl se hodinovy strojek, diky kterému se valec otacel ne-
pretrzité¢ po dobu sedmi dnti. Valec se ocistil papirovym kapesnikem a to z divodu, aby
se na nové vymeénénou pasku nedostaly spory z piedchoziho lapani. Jako nosné medi-
um byla pouzita melinexova paska, kterd se pomoci oboustranné lepici pasky nalepila
na otacivy valec lapace. Kousek pasky se nechal piecnivat asi 0,5 cm, kde bylo napsano
datum a hodina dne vymény a také z diivodu jednodussiho odlepeni pasky pii vymené
(viz. Obrazek ¢. 6). Na cely povrch lapaci pasky se rovnomérné nanesla tenka vrstva
Iékarenské vazeliny, Dale se zkontroloval, ptipadné ocistil saci otvor i ventilator a valec
se zasunul zpét do lapace tak, aby zacatek pasky mitil k sacimu otvoru. Po uplynuti
sedmi dni, se paska vyménila. Odlepila se z valce a piiSpendlila na ptipraveny polysty-
renovou desku, tak aby se vazelinou natfena strana nic¢eho nedotykala. Vlozila se do
uzaviratelné krabice z divodu pievozu a také, aby se spory dale neptichycovaly na pas-
ku.

Pfi dal$im kroku bylo nutné pasku roziezat na malé kousky pro pozdé&jsi zpraco-
vani v laboratofi. Paska se polozila a ptiSpendlila na polystyren, na kterém byly znazor-
nény palnoci a poledne jednotlivych dni, 24 hodin znamenalo 55,1 mm na pasce. Ce-
pelkou skalpelu se paska postupné roziezavala, podle vyznac¢enych ¢ar na polystyrenu
(viz. Obrazek €. 8). Jednotlivé casti byly rozdéleny (vzorek A 0:00 — 12:00 h; vzorek B
12:00 — 24:00 h). Tyto puldenni kousky pasky byly pinzetou vlozeny do 2 ml
mikrozkumavek (viz. Obrazek ¢. 7). Kazda zkumavka musela byt nadepsana datem
a pismenem A nebo B, podle ¢asti dne. Zkumavky se uchovavaly v -20°C po celou do-

bu, nez byly zpracovany v laboratofi.
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Obrazek 6: Vyména pasky v lapaci Obrazek 7: Mikrozkumavky
(Foto: Smetanova, V/2015, Vranovice) (Foto: Smetanova, 1V/2015, Brno)

Obrazek 8: Polystyrenova podlozka, slouZici k rozi‘ezani pasky (Foto: Smetanova, 1V/ 2016, Brno)
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4.3. Postup zpracovani vzorki v laboratori

DNA vzorkli byla extrahovana V laboratofi na Lesnické a dievaiské fakulté
Mendelovy uverzity. Po zpracovani byly dale zkumavky poslany do ustavu Experimne-
talni biologie Masarykovy univerzity za u¢elem kvantifikace DNA.

V prvnim kroku se kazdy vzorek A i B rozstfihl podéIn€ na ptl a jedna polovina
se vratila zpét do zkumavky a druhd vyhodila. Tento postup optimalizoval vyuziti rea-
genci pro extrakci DNA.

Vzorky byly zpracovany s DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Do zkumavek se
ptidaly balotinové kulicky 400 mg o velikosti 0,1 um a Nonidet P40 — 250 ul. Mikroz-
kumavky se vlozily do homogenizatoru Mixer Mill MM400 (Retsch, Haan, Germany)
na 10 minut s frekvzenci 30 Hz. Pfipravila se vodni lazen na 65 °C. Dale se piidal pufer
AP1 - 400 pl, RNasa - 4 ul a zvortexovaly se na 5 vtetin. Mikrozkumavky se vlozily do
vodni lazn¢€ na 60 minut. Pouze v téchto krocich se postup lisil, dale se vSak postupova-

lo dle navodu v pfiloze.

4.4. Metoda gPCR

Metoda real time PCR slouzi pro kvantifikaci DNA. Umoziuje zjistit vychozi
mnozstvi amplifikovaného framentu (templatu) ve vzorku: a to bud’ relativné (poméry
koncentraci mezi riznymi vzorky) nebo absolutné (piesna hodnota koncentrace templa-
tu, na zaklad¢ znalosti koncentrace standardu). Sledovan je nartist koncentrace produktu
v Case pomoci fluorescenénich latek (prob), které se spoji se vznikajicimi fragmenty.
Reakce probiha ve specialnim pfistroji (real time cycler), ktery je kombinaci klasického
termo - cycleru a fluorescen¢niho scaneru. Vysledkem je graf zmén fluorescence v za-
vislosti na poctu amplifika¢nich cykld, z néjz 1ze hledané hodnoty koncentraci vypocist,
coz provede pripojeny pocita¢ (Lenz, 2016).

Zpracovani vzorkil probéhlo dodavatelsky na Ustavu experimentélni biologie

MU. Nastaveni cylceru, primery a sondy byly pouZity podle Dvoriak et al. (2016).
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4.5. Popis lokality

Vyzkum probehl ve smiSeném listnatém lese na jizni Moravé u obce Vranovice,
kde byl lapa¢ spor umistén. Nedaleko této vyzkumné plochy, zhruba ve vzdalenosti jed-
noho kilometru, se nachdzi vodni tok feky Svratky ze strany jedné a vodni tok ficky
Satava ze strany druhé. Oblast patii do Dyjsko-svrateckého tvalu.

Nadmorska vyska této oblasti je 177 m.n.m. Za rok 2015 ¢ini ahrn srazek v
V Jihomoravském kraji 430 ml a pramérna teplota vzduchu byla 10,5 °C (chmi.cz,
2016)
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Obrazek 9: Grafické zobrazeni vysledku (Graf: Smetanova IV/ 2016, Brno)
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Sbér dat probihal v lesnim porostu od 1. 5. do 13. 11. 2015. Prvni vyskyt spor se
objevil 10. 5. a posledni 12. 5. Hlavni sporula¢ni doba zac¢ina kolem poloviny ¢ervna,
kdy jsou pozorovany optimalni podminky pro vyskyt spor ve vzduchu. Zda se, ze
H. fraxineus pfiznivé reaguje na vyssi teplotu a zvySenou vlhkost. Dle grafu je nejvyssi
koncentrace spor ve vzduchu od ¢ervence az do konce zafi. V poloving srpna je v grafu
(viz. Obrazek ¢. 9) vidét velmi nizky vyskyt spor a to z davodu nahlého poklesu ovlh-
¢eni listu, ale 1 vlhkosti vzduchu. Téchto vykyvi je zde vidét vice a je to opét diky nizsi

vihkosti.

Dale v grafu (viz. Obrazek ¢. 9) jde vidét, Ze ovlhéeni listti a vlhkost vzduchu
spolu souvisi, pfitom iméra vyskytu spor je viditelna zejména k hodnotam vlhkosti lis-
tu. Teplota vzduchu taktéz ovliviiuje Cetnost vyskytu spor ve vzduchu — toto Ize v grafu
(viz. Obrazek €. 9) pozorovat obzvlast’ v mésicich fijen a listopad, kdy béznd primérna

denni teplota byla kolem 7 °C

Z vysledku je dalsim dulezitym zjisténim odezva reakce zvySené ¢etnosti spor na
zvyseni vlhkosti. Tato odezva je v nasich datech pozorovatelnd bézné v rozmezi jedno-
ho az t¥i dnt. Cili zvysila-li se vyrazné vlhkost vzduchu i listu (obzvlast po dnech
s nizkymi hodnotami vlhkosti), tak se obvykle do tii dalSich dni vyznamné zvysil vy-
skyt spor ve vzduchu.

V grafu jsou vidét obdobi, kdy jsou dobré podminky pro vysokou koncentraci
spor, zejména 100% vlhkost a vysoké teploty, ale skute¢ny vyskyt spor byl ve velmi
nizkych hodnotach

V srpnu 11. - 12. 8. jsou viditelné pauzy ve vyskytu spor, a to diky snizeni vlh-

kosti listu, opét asi s dvoudennim zpozdénim.
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6. Diskuze

V tomto prostiedi luzniho lesa je napadeni nekrozou viditelné. Vysledky ukazuji
na ovlivnéni vyskytu spor vlhkosti vzduchu a ovlhéeni listu. Je tedy mozné, ze ve vih-
kém prostiedi a vysSi hustotou dievin, jako bylo stanovisté umisténi lapace,
se nekroze jasand dafi. Tento zji§tény poznatek je shodny s vysledky vyzkumu Cerny et
al. 2014), ktery uvadi, ze nejmensi poSkozeni bylo pozorovano v kategorii solitérni vy-
%). Naopak nejvétsi poskozeni se vyskytovalo u bichovych porostt (17,02 %) a jasano-
vych olsin (12,22 %), kde byly zjistény velmi vysoké hodnoty vzdusné vihkosti (82,49
%, resp. 84,66 %).

Zjisténi, ze se ve vlhkém a hustém porostu nekroze jasana daii, koresponduje
S procesem uzravani a uvoliovani spor, kdy se pti zvySené vlhkosti v plodni¢kach vy-

tvari askospory, které se uvolnuji do ovzdusi (Dvorak et al., 2016, Gross et al.,2012).

To Ze je vlhkost diillezitym faktorem pti vzniku spor se da naptiklad pozorovat u
dalsiho vyzkumu, kdy je u solitérni vysadby evidentné poSkozeni nekrdzy jasanti nizsi,
naproti tomu Vv lesnim porostu nebo jasanové ol§iné je poSkozeni vyssi. Rozdil mezi

nejsussim a nejvlhéim typem porostu byl 6,02 % (Havrdova a Cerny, 2013).

Cetnost vyskytu spor ve vzduchu je také ovlivnéna teplotou vzduchu — obecné
vyssi teplota zlepSuje podminky pro vyskyt spor.

Zaroven je z vysledki pozorovatelna zpozdéna reakce narustu spor ve vzduchu
v zavislosti na zvySeni vlhkosti listu. Tato odezva se pohybuje v rozmezi jednoho az tii
dni. Timto se nase vysledky shoduji s vysledky prace (Dvorak et al. 2016) kdy autofi
uvadéji zpozdénou reakci na ovlhéeni listu jednoho az dvou dnfl.

Obdobi, kdy jsou dobré podminky pro vysokou koncentraci spor, ale nevyskytuji
se, je mozné, Ze vSechny tyto ,,anomalie* jsou z dtivodu desté a je tedy mozné, ze byly

poletujici spory ,,zachyceny destém®.

30



Nekréza jasand neni jedinou hrozbou. Krasec Agrilus planipennis je vyznam-
nym podkornim $kiidcem a napadené stromy timto broukem jsou odsouzeny K rychlému
odumfeni. Krasec pochazi z Asie, ale jiz byl zaznamenan v USA, Severni Americe, Ka-
nad¢ a v evropské ¢asti Ruska (Spurna et al. 2010).

Je tedy nejspise otazkou Casu, kdy se tento invazivni druh dostane i do ostatnich

zemi Evropy véetné Ceské republiky a piispéje tak jesté k vétsi zkaze jasand.

1. Z.avér

Vysledky prace koresponduji s vysledky autorti, ktefi provadéli obdobné vy-
zkumy. Potvrzuji, ze je vlhkost a ovlhéeni listu velmi dulezitym faktorem p#i vzniku
spor. Spory reaguji na obdobi s vyssi vlhkosti listd se zpozdénim 1-3 dny. Také v poros-
tech s hustsi vysadbou, jsou jasany vice napadany, diky vlhku, které se v tomto prostie-
di drzi. V soucasné dob¢ se provadi razné¢ vyzkumy na zjisténi biologického chovani
tohoto patogenu a také z divodu vyvozeni obrany proti této chorobé. Zatim ale bohuzel
neexistuje dlouhodobé efektivni feseni, které by mohlo zkazu jasant zastavit. Cili je zde
predpoklad, Ze se nekrdza jasani bude nadale rozSifovat a jasany budou postupné

odumirat.

Zatim by byla mozna feSeni, které by Sifeni nekrozy jasana alespon zpomalilo a
to piredevsim ve méstech. Pokud jsou vysadby ve méstech napadené ve vétSim metitku,
bylo by vhodné tyto dieviny odstranit i s opadanymi vétvemi a listim, aby se co nejvice
predchézelo rozsitovani nekrdzy jasant. Napadené Casti dievin by méli byt spaleny, aby
se spory nemohly nadale $itit. Dale bude vhodné v méstskych parcich (lesoparcich, by-
tovych zastavbach apod.), pokud je zde hustd vysadba jasanil, uCinit profezavku,
z divodu snizeni vlhkosti, na kterou spory reaguji vyssi koncentraci v ovzdusi. Pokud
by stav dievin ohroZoval okoli, bylo by nutnosti jasany postupné nahrazovat jinymi
druhy dfevin. Dal§i moZznou obranou jsou injektaZe, které jsou ale velmi nakladné a

musi se opakovat.
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V lesnim prosttedi by mohly byt opatfenim také profezavky a likvidace
napadenych vétvi a listi spalenim. Moznosti je i kaceni napadenych dievin, ovSem to
s sebou nese rizné komplikace, napt. zhutnéni pady pii t€Zbé nebo piistup tézké techni-
Ky.

Zatim nejsou vyvinuty prostiedky na Uplnou likvidaci nekrozy jasani. Dalsi
vyzkumy by se tedy méli zaméfit na vyvoj latek, které by mohly nekrézu jasand zasta-
vit, alesponn ve méstech ¢i lesnich Skolkach, aby se dale nerozSifovala ve méstském

prostiedi.

32



8. Summary

The ashes have been declining because of Hymenoscyphus fraxineus in recent
years. This pathogen spreads very quickly and infects both urban planting and forest.
There is no long-term solutions for this problem in these days. Therefore, there is an
assumption that ash population will gradually disappear in our territory and in Europe.
The aim of this research was to determine the presence and response of spores to clima-
tic conditions, humidity, leaf wetting and temperature.

The results of the research showed that humidity plays an important part during
maturation and releasing spores into the air. The leaf wetting is another important fac-
tor. It has been observed that if the wetting leaf is increased, the presence of spor also
increased but with the delay of 1-3 day. Also the other authors, who deals with similar
issue, confirm higher presence of spores when air moister and leafs are wet. It means
that there is a low concentration of spores in the air in winter. These effects have also
been reported by other authors who deal with this issue.

Arboricultural suggestions: collection of infected tree parts, their disposal and
prunning of dense undergrowth in order to reduce humidity. Furthermore, it is essential
to gradually replace the ash tree by another kind of tree, It is needed mainly in the urban
environment, where the infected and withered ashes could endanger their surroundings.
If there is not find out an effective method, which destroy the ash necrossis, it is possi-
ble that the ashes will continue withering and dying in Czech republic as well as in Eu-

rope.
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10.

Prilohy

Quick-StartProtocol

DNeasy® Plant Mini Kit

The DNeasy Plant Mini Kit (cat. nos. 69104 and 69106) can be stored at room tempera-
ture (15-25°C) for up to 1 year.

For more information, please refer to the DNeasy Plant Handbook, which can be found
at www.giagen.com/handbooks.

For technical assistance, please call toll-free 00800-22-44-6000, or find regional phone
numbers at www.giagen.com/contact.

Notes before starting

U

U

Perform all centrifugation steps at room temperature (15-25°C).

If necessary, redissolve any precipitates in Buffer AP1 and Buffer AW1 concent-
rates.

Add ethanol to Buffer AW1 and Buffer AW2 concentrates.

Preheat a water bath or heating block to 65°C.

Disrupt samples (<100 mg wet weight or <20 mg lyophilized tissue) using the

TissueRuptor®, the TissueLyser II, or a mortar and pestle.

Add 400 pl Buffer AP1 and 4 pul RNase A. Vortex and incubate for 10 min at
65°C. Invert the tube 2—3 times during incubation.

Note: Do not mix Buffer AP1 and RNase A before use.
Add 130 pl Buffer P3. Mix and incubate for 5 min on ice.
Recommended: Centrifuge the lysate for 5 min at 20,000 x g (14,000 rpm).

Pipet the lysate into a QlAshredder spin column placed in a 2 ml collection tube.
Centrifuge for 2 min at 20,000 x g.
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6. Transfer the flow-through into a new tube without disturbing the pellet if pre-
sent. Add 1.5 volumes of Buffer AW1, and mix by pipetting.
April 2012

Sample & Assay Technologies

7.

10.

11.

12.

Transfer 650 pl of the mixture into a DNeasy Mini spin column placed in a 2 ml
collection tube. Centrifuge for 1 min at >6000 x g (=8000 rpm). Discard the
flow-through. Repeat this step with the remaining sample.

Place the spin column into a new 2 ml collection tube. Add 500 ul Buffer AW2,
and centrifuge for 1 min at >6000 x g. Discard the flow-through.

Add another 500 pl Buffer AW2. Centrifuge for 2 min at 20,000 x g.
Note: Remove the spin column from the collection tube carefully so that the co-
lumn does not come into contact with the flow-through.

Transfer the spin column to a new 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tube.

Add 100 pl Buffer AE for elution. Incubate for 5 min at room temperature (15—
25°C). Centrifuge for 1 min at >6000 x g.

Repeat step 11.

For up-to-date licensing information and product-specific disclaimers, see the respective
QIAGEN kit handbook or user manual.

Trademarks: QIAGEN ®, DNeasy®, TissueRuptor® (QIAGEN Group). 1071299
04/2012 © 2011-1012 QIAGEN, all rights reserved.
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