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Jana Hrnéifikova

Detekce vyskytu Hymenoscyphus fraxineus pomoci lapacl spor a molekularné

biologickych metod v Hackerové skolce.

Detecting the occurrence of Hymenoscyphus fraxineus using spore traps and

molecular biological methods in Hacker's tree nursery.

Abstrakt:

Bakalafska prace se zabyva patogenni houbou Hymenoscyphus fraxineus,
zpiisobujici onemocnéni zvané nekroza jasantl, které v Ceské republice od roku
2004 zpisobuje velké problémy v porostech, u jedinci rostoucich v méstském
prostiedi i ve volné krajin€. Vlastni vyzkum probihal v lokalit¢ Hackerovy skolky ve
smiSeném porostu s podilem napadenych jasan. Lapa¢ byl umistén u jedince
Fraxinus excelsior. K zachyceni spor byl pouzit volumetricky lapac. Lapani
probihalo od 25. 4. 2015 do 15. 11. 2015. K nasledné kvantifikaci mnoZstvi spor
bylo vyuzito molekuldrné biologickych metod. Vyzkum byl zaméfen na hledéni
souvislosti mezi vyvojem pocasi zahrnujicim teplotu, vlhkost vzduchu a ovlhceni

listdi a vyskytem spor v prubéhu sezony.

Klicova slova: nekroza jasani, objemovy lapac spor, lapani spor, detekce spor,

extrakce DNA, qPCR.



Abstract:

Bachelor thesis deals with the pathogenic fungus Hymenoscyphus fraxineus, casual
agent of a disease called ash dieback, which is causing major problems in stands in
Czech Republic on trees growing in urban environment and in open landscape since
2004. Research in this thesis was performed in Hacker's tree nursery in mixed stand
with infected ash trees. The spore trap was under an individual Fraxinus excelsior.
The volumetric spore trap was used to catch the spores. Trapping took place from
April 25. to November 15. 2015. Molecular biological methods were used to the
subsequent quantification of the amount of spores. The research was focused on
finding connections between the weather variables i.e. air temperature, air humidity

and leaf moisture and the occurrence of spores during the season.

Keywords: Ash dieback, volumetric spore trap, spore trap, spore detection, DNA

extraction, qPCR.
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1. Uvod

Jasan je vzneSeny majestatny strom, dosahujici vysky az 40 metr. Vyskytuje se od
niZzin az po nizké horské polohy. Nejlépe se mu dafi ve vlhkych a podmacenych
lesich nebo na sutich. Jeho dievo rychle vysycha a nepodléhéd pozd¢€jsi deformaci. Je
znamé pro svou houzevnatost a vysokou odolnost v ohybu. AZ do nedavné historie

byl povazan za jednu z poslednich bezproblémovych dievin.

Vleklé problémy se zdravotnim stavem jasand a jejich celoevropskym chiadnutim
v lesnich porostech jsou popisovany od 90. let 20. stoleti. Hromadné odumirani
jasanu (tzv. nekréza jasanl) se objevilo v severovychodni Evropé a jeho ptivodce
Chalara fraxinea byl poprvé identifikovan v Polsku v roce 2006 T. Kowalskim.
K vyraznému rozvoji choroby v Ceské republice doslo po roce 2003, i kdyZ je
pravdépodobné, Ze se vyskytovala tady, jakoz i v dalSich statech, diive. Choroba
napadd nase domaci druhy: jasan ztepily (Fraxinus excelsior L.), jasan Uzkolisty
(Fraxinus angustifolia L.) a jejich kultivary. Napadany jsou bez vyjimky jasany
vSech vékovych kategorii na vSech typech stanovist' at’ uz jde o lesy, stromotadi,

vysadby ve méstech i volné rostouci jedince.

Pro nekrézu jasant je typicky velmi rychly néstup, ktery jde spole¢né s rozvojem
nekrotickych 1ézi, prasklinami v kiife, zasychanim letorostd a listli. Stromy se snazi
o regeneraci prostfednictvim vlkd, které rostou na kmeni a u paty kmene Casto
nahlou¢ené — piipominajici ¢arovéniky, anebo zcela odumiraji. Sifeni spor je velmi
rychlé a probihd pomoci vétru a v idealnich podminkach doslova geometrickou
fadou. Nejvetsi Cetnost spor je v letnich mésicich pti optimalnich vlhkostnich
podminkach. Na opadaném materialu patogen piezimuje a dalsi rok se cyklus opét

opakuje.

Poskozeni lze v krajnim piipadé¢ zaménit s poskozenim mrazem. Ochrana jedinct
1 porostli je téméf nemozna, zatim nebyla vyvinuta G¢inna a ploSné aplikovatelna
metoda. Snad s rozvojem, zatim pomérné nakladnych, injektazi se nam oteviou nové

obzory a jasany v budoucnu nebudou problémové dieviny nasi republiky.



2. Cil prace

Cilem préace bylo pomoci modernich metod molekularni biologie sledovat vyvoj
vyskytu vzdusného unokula béhem sezony 2015 a interpretovat vztahy v zavislosti

na meteorologickych veli¢inch.

Detekci inokula osvétlit zivotni cyklus Hymenoscyphus fraxineus a zaméfit se na

rizikové obdobi vyvoje.

Prostfednictvim téchto poznatki a literdrnich zdroji poukazat na moZnosti ochrany

a obrany pted timto patogennim organismem nejen v arboristické praxi.



3. Literarni piehled

3. 1. Rod Fraxinus

Rod Fraxinus sp. patii do Celedi olivnikovitych (Oleaceae). Jedna se o opadavé
listnaté¢ stromy. Stromy tohoto rodu patii k vy$Sim dievindm na$i republiky
a dortistaji az 40 metrdi. Na uzemi Ceské republiky rostou dva pavodni druhy, jasan
ztepily (Fraxinus excelsior) a jasan uzkolisty (Fraxinus angustifolia), (UradniGek et

al. 2009).

3. 1. 1. Fraxinus excelsior

Jasan ztepily byl do roku 2008 na$i Sestou nejrozSifenéjsi dfevinou s ploSnym

podilem 3,5 % (Narovec et al. 2008).

Strom dosahuje vysky az 40 m, priméru kmene pies 1,5 m a doziva se az 250 let
(Uradni¢ek et al. 2009). Kmen mé piimy, korunu podlouhle vejcovitou, pomérmé
tidkou, vétve tlusté. Kvéty jsou mnohomanzelné a sklddaji nendpadna hroznovita
kvétenstvi, vyrustajici z postrannich pupent jesté pred olisténim. Kvete kazdorocné
(Musil a Méllerova 2005). Napadny je vstiicnymi ¢ernymi pupeny (Uradnicek et al.
2009). Listy ma lichozpefené, 3—7jaifmé, vstiicné, rozmisténé prevazné jen na
obvodu koruny (Musil a Méllerova 2005). Na podzim se listy nebarvi a opadavaji
zelené (Uradni¢ek et al. 2009). Zjara se velmi pozdé olistuje, a proto hrozi po

nahlém osvétleni kment nebezpeci korni spaly (Leugnerova, 2007a).

V dospélosti je jasan svétlomilnou dievinou, v mladi vSak slabé zastinéni vyzaduje.
Rozlisujeme obvykle 3 ekotypy jasanu: luzni, horsky a vapencovy. Naroky na vlahu
se u jednotlivych ekotypt riizni, luzni a horsky vyzaduji dostatek vlahy po cely rok,
vapencovy je pfipisoben nedostatku vody a vysychavym podkladim. Jasany
nesnesou stagnujici vodu, zasolenou ptdu, raseliné podklady a silné mrazy. Rostou
na rozlicnych geologickych podkladech, avSak podminkou je jejich dostatecna

zivnost. Pfirozeny vyskyt jasanu ztepilého byvéd indikatorem nejlepSich pid



(Uradniéek er al. 2009). Dievo jasanu je tvrdé, pruzné a houzevnaté. Pouzivé se pii
vyrobé nasad, topurek, sportovniho nafadi, hudebnich nastrojii i v nabytkaistvi

(Musil a Mollerova 2005).

Fraxinus excelsior
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Obr. 1. Mapa pfirozeného rozsiteni Fraxinus excelsior (Euforgen, 2015)

3. 1. 2. Fraxinus excelsior, vybrané kultivary

Fraxinus excelsior 'Pendula’ — nizsi, Siroce rozkladité a kaskadovité polokulovité
stromy s vétvemi obloukovité nebo vodorovné odstavajicimi a Casto az k zemi
nicimi vétévkami, vyska a Sitka 10-15 m; listy normalni, zpefené. Dobie roste ve
vzdusnych, vlhéich, Zivnych plidach na pln¢ oslunéném misté az v polostinu,
vysazuje se do travnatych ploch s dostatecnym prostorem, do zpevnénych ploch se
témét nevysazuje, mize trpét suchem, kofeny mohou naruSovat podzemni sité,
toleruje zasoleni (Horacek, 2006a).

Fraxinus excelsior 'Heterophylla Pendula' — niz$i, Siroce rozkladité a kaskadovité
polokulovité stromy s vétvemi obloukovité nebo vodorovné odstavajicimi a Casto az

k zemi nicimi vétévkami, jako Fraxinus excelsior 'Pendula’ (Horacek, 2006a).



Fraxinus excelsior 'Diversifolia’ — strom fidseji vétveny, koruna uzsi a uzce ovalna
nebo Siroce pyramidalni, 15-20 x 10-15 m velky; listy 14-18 cm dlouhé,
jednoduché, vétsinou tak sestavaji pouze ze zvétSené¢ho terminalniho listku, nebo az
trojCetné a pak jsou postranni listky mnohem mensi nez stfedovy, obvykle hluboce
a ostfe zastfihované pilovité. Dobfe roste na vlh¢ich a na ziviny bohatych pidach na
pIn¢ oslunéném stanovisti az v polostinu, v méstském prostiedi, zvlasté vysazeny ve
zpevnéném povrchu, ¢asto trpi suchem a proto jsou tyto podminky nevhodné

(Horacek, 2006a).

Fraxinus excelsior 'Nana' — zakrsly, kefovity, pomérné husté stavény polokulovity
typ, pokud neni Slechtény na kminek, 150-300 cm vysoky; listy mensi nez ptivodni
druh, asi 3-8 cm dlouhé, ne vice nez 15(-20) cm dlouhé, maji (9-)11-15
nahloucenych listkti (Horacek, 2006a).

3. 1. 3. Fraxinus angustifolia

Dosahuje vysky 2040 m, pramér kmene do 1 m, koruna vejcovita, podobajici se
jasanu ztepilému. Kvete pfed raSenim listl, kvéty vyrlstaji z postrannich pupenti
v hroznech. Listy ma vstficné, Casto i preslenité, lichozpetené. Listky kopinaté, 4-8
cm dlouhé, fidce pilovité. Na podzim se listy barvi do Zluta az Cervenofialova

(Uradni&ek et al. 2009). Ma skoficové hnédé pupeny.

Je teplomilny a svétlomilny, v mladi snasi zastin. Optimalni podminky mu poskytu;ji
pudy vlhké, plné zivin (Musil a Mollerova 2005). Jeho zastoupeni je mezernaté
v pasech luznich lest, podél vodnich tokli v nizinach. Jasan uzkolisty je citlivy na
silné mrazy, které zptsobuji praskliny v dievnim valci (Uradnitek et al. 2009).
Dfevo se zpracovava spolecné se dievem jasanu ztepilého. Natfezanim kuiry se

ziskava cukerna stava, tzv. ,,mana‘ (Musil a Moéllerova 2005).



Obr. 2. Mapa ptirozeného rozsiteni Fraxinus angustifolia (Uradniéek et al. 2001)

3. 1. 4. Fraxinus angustifolia, vybrané kultivary

Fraxinus angustifolia 'Raywood’ - robustni a silny vzptimeny vzrist, kmen rovné az
do $picky koruny priubézny, koruna tidsi, 15-20 x 10—-15 m velky; listy zprvu tmavé
zelené, maji 5-7 uzce vejcitych, lesklych, tmavozelenych listki, ty jsou na podzim
jasné Cervenopurpurové nebo fialovopurpurové. Nema zvlastni naroky, dobie roste
na padach vlhéich na plné oslunéném stanovisti az v polostinu, vhodny do
stromortadi, parkti. Do zpevnénych ploch v ulicich vhodny pouze za predpokladu, ze
ma dostatek vody, Iépe je vysadit ho do travnatych pasi nebo travnatych ploch,
koteny mohou poskozovat podpovrchové konstrukce, toleruje pouzivani

posypovych soli (Horacek, 2006b).

Fraxinus angustifolia 'Elegantissima’ - strom sotva 8 m vysoky, pupeny ¢ernohnédé
a Casto po 3 v preslenu, listy maji vétSinou 11 listkil, ty jsou tzce kopinaté svétle
zelené, 4-6 cm dlouhé, dlouze zaspicatélé, jemné a ostie pilovité, naspodu lysé;

kvéty v hroznech (Horacek, 2006b).



Fraxinus angustifolia 'Golden Desert' — kiira zlata, listy jsou zelené, méni se asi

v Cervenci na zlaté (Horacek, 2006b).

Fraxinus angustifolia 'Flame' — tvoii symetrickou okrouhlou korunu, listky s izkou
Cepeli, méni se z tmave leskle zelenych na vinové a pozd¢ji jsou az ohnivé zbarvené

(Horacek, 2006b).

3. 1. 5. Dalsi druhy rodu Fraxinus

Fraxinus ornus — Jasan zimnaf, v Ceské republice neptivodni druh. Strom/kef 615
m vysoky, primér kmene 20-30 cm. Letorosty v blizkosti pupenil jemné pyfité,
listové jizvy pualmésicovité. Postaveni pupenii vstficné, barva je hnédd az Sedé
fialova, jsou plstnaté. Kvéty v bohatych koncovych latach. Listy lichozpefené, 2—
4jaifme, 12-20 cm dlouhé; listky eliptické, 3—8 cm dlouhé, 1,54 cm Siroké, mélce

pilovité. Prostifedni zilka na rubu hnédavé¢ pytita (Leugnerova, 2007b)

Jde o svétlomilny druh, ktery v mladi snese slaby zastin. Vydrzi extrémni nedostatek
vlahy, ale je narocny na zivnost ptidy, jeho optimum je na bazickych podkladech.
V Ceské republice se pouziva k zalesiiovani krasovych oblasti a suchych svahtl,

v sadovnictvi a také jako okrasna dievina (Musil a Mdllerova 2005).

Fraxinus pennsylvanica — jasan pensylvansky, dvoudomy strom az 22 m vysoky.
Letorosty vétSinou 1 v dospélosti pyfité s rezavymi pupeny. Listy jsou 25-30 cm
dlouhé, 3—4jaimé, listky 6-15 cm dlouhé, ostie pilovité, oboustranné zelené a na
rubu byvaji pyfité. Na podzim se listy zbarvuji do jasné zluté barvy. Kvéty jsou

jednopohlavné, kvetou az po vyraseni listh (Gutzerova, 2015).

Svétlomilny strom, snasejici zaplavy a vyskytujici se na ptidach slabé propustnych
udolnich niv, na bfezich vod i bazinadch (Musil a Méllerova 2005). Je pionyrskou
dfevinou rychle osidlujici biehy fek a naruSovanid mista. Vysazovan v parcich
a zahradach pro okrasu. V Severni Americe je vysazovan ve méstech do stromotadi,

protoze dobie snasi méstské prostiedi a je odolny vici nemocem (Gutzerova, 2015).



Fraxinus americana — jasan americky, dvoudomy strom doristajici vysky az 35
metri. Letorosty ma lysé, pupeny rezavé hnédé. Jednd se o svétlomilnou,
mrazuodolnou, pionyrskou dfevinu, ktera v mladi snasi zastin. Nejlépe roste na
vlhkych, propustnych pidach a nebyvd dominantni dfevinou. Dfevo je pevné
a houzevnaté. V Ceské republice je tento druh relativné nejvzacnéjsi (Musil

a Mollerova 2005).

3. 2. Aerobiologie a jeji historie

Aerobiologie je véda zkoumajici biologické objekty ve vzduchu. Pocatky tohoto
védniho oboru sahaji az do 5. stoleti pt. n. 1. zapisy Hippokrata, ktery tvrdil, ze
epidemické horecky u lidi jsou zplisobeny tim, Ze vdechuji ¢astice ze vzduchu, které
jsou svym obsahem lidské rase neptatelské. Lucretius se zabyval pozorovanim
pohybu prachovych ¢astic ve sluneénim paprsku v tmavé mistnosti. Pohyb si
vysvétloval bombardovanim casteCek neviditelnymi atomy ve vzduchu. Micheli,
botanik, fadou pokust, kdy vkladal spory plisni na platky ovoce, prokazal, Ze se
plisent z jednoho platku $ifi na dalS$i pomoci vzduchu. J. G. Koelrueter byl v roce
1766 pravdépodobné prvni, kdo poznal dilezitost opylovani vétrem a hmyzem. C. P.
Sprengel roku 1793 objevil, ze rostliny, které postradaji okvéti, jsou casto opylované
vétrem. T. A. Knight v roce 1799 referoval, Ze vitr pfenasi pyl na velké vzdalenosti.
V druhé poloviné 19. stoleti Louis Pasteur popsal svoji teorii o zdrodkovém vzniku
nemoci, Robert Koch identifikoval pfi¢inu anthraxu a Maddox sestavil v roce 1870

aerokoniskop (Lacey a West 2006).

Philip Gregory je oznaCovan za otce moderni aerobiologie, mél velmi Siroky zabér,
primarné se vSak zajimal o I¢katfskou mykologii a pozdéji ve spolupraci s O. J.
Stednmanem, J. M. Hirstem a F. Lastem zalozili standardizovanou volumetrickou
metodu méteni obsahu ¢astic ve vzduchu vztazené k m? vzduchu. Jim Hirst v roce
1952 sestavil lapac spor, ktery fungoval na principu sani vzduchu na lepivé podlozni
sklicko, které bylo posouvané mechanickym natahovacim strojkem (Lacey a West

2006).



Pro aerobiologické vyzkumy je typické sledovani velikosti Castic obsazenych ve
vzduchu (nejcastéji pylu a spor). Dfive pouzivané volné vystavené povrchové pasti
zachytily velmi malo menSich spor a Uc¢innost ukladani Castic byla extrémné
variabilni v zavislosti na rychlosti vétru a také ovlivnéna podle velikosti a orientace
pasti. Zejména ve fytopatologii ma toto sledovani velky vyznam, mizeme sledovat

vyvoj hub, a tak mizeme pldnovat obranna opatieni (Hirst, 2009).

3. 3. Sledovani a kvantifikace vyskytu mikroorganismi ve vzduchu

Metody a pfistroje pro detekci a koncentraci spor na jednotku objemu vzduchu jsou
podobné tém, které slouzi k zachycovani polétavého prachu a pylu (Dhingra

a Sinclair 1995).

3. 3. 1. Typy lapaca

3. 3. 1. 1. Pasivni lapace

Tyto lapace jsou nejednodussi variantou sbéru castic obsazenych ve vzduchu.
Pasivni odchyt je technika, kterd je ¢asto pouzivana, levna a snadno nastavitelna.

AvSak nemuze byt pouzita pro pfimé vypocty koncentrace ¢astic ve vzduchu.

Pasivni lapa¢e mohou byt také pouzity pro sbér Castic v proudu vzduchu. Tenka
sklenéna ty¢ nebo trubka je potazena vazelinou. Sklenéna ty¢ se umist'uje vertikalné
tak, ze Castice dopadnou a pfilnou k ty¢i bez ohledu na smér vétru. Hodnoty dopadii

¢astic jsou umérné koncentraci ¢astic a rychlosti vétru (Lacey a West 20006).
3. 3. 1. 2. Aktivni lapace
Cilen¢ nasavaji vzduch, cili nedochdzi k samovolné sedimentaci, ale k cilenému

vhanéni vzduchu do pfistroje, kde se spory zachycuji. K tomu se nejcastéji pouziva

podloznich sklicek pro mikroskop, na které je naneseno lepové médium.



3. 3. 1. 2. 1. Podlozni sklicka a valcové tyce

Tato forma sbéru poskytuje kvalitativni informace, ale je neucinna pro kvantitativni
préci a je selektivni pro velké spory. Uhel uloZzeni sklicka ve sméru vétru by mél byt
45°. U vertikalné ulozenych podloznich sklicek se jednd o narazové pasti, ty jsou
velmi citlivé na zmény v rychlostech vétru a neefektivni pii nizkych rychlostech

vétru (Dhingra a Sinclair 1995).

Pro zefektivnéni je vyuzivano 8 dennich lapaci, které jsou otaceny konstantni
rychlosti pomoci hodinového strojku. Jednd se o ty¢ z pevného plexiskla 75 cm
dlouhou, ktera je oznacena ve 2,5cm intervalech po celé délce. Ty¢ jezdi na 150cm
vodorovném nosniku ve skiini z plexiskla, kterd ma uprostied 2,5cm otvor,
prostiednictvim kterého je lapaci ty¢ v kontaktu se vzduchem. Boky a vrchol tyce
jsou potazeny vazelinou, konec tyCe je pifipojen k hiideli navijaku (Dhingra

a Sinclair 1995).

3. 3. 1. 2. 2. Volumetrické lapace spor

Volumetrick¢é lapae nam umoziuji korelaci mezi koncentraci  spor
a meteorologickymi daty. Existuji 4 komeréné¢ dostupné typy volumetrickych
lapact:

Hirstv lapac spor — spory se pfilepi na lepovou vrstvu podlozniho sklicka, které se
pohybuje kolem saciho otvoru rychlosti 2 mm/hod. a umoziuje lepeni spor po

24 hodin. Otvor se otaci po vétru pomoci vétrné lopatky (Dhingra a Sinclair 1995).

Burkardtiv 7denni objemovy lapac spor — spory se prilepi na lepovou pasku, jez je

ovinuta kolem valce a potfend vazelinou. Valcem otaci 7denni strojek.

Kramer-Kolinsitv 7denni lapa¢ — lapa¢ je principielné¢ podobny dvéma vySe

zminénym. Pouzita paska je celofanova a otaci se rychlosti 60 mm/24 hod.
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Padyho 24hodinovy lapa¢ — odd€lené hodinové pasky s lepovou plochou umoziiuji

stanovit hodinu zachyceni spor (Dhingra a Sinclair 1995).

3.3.1.2. 3. Stérbinové lapade spor

Efektivni pro lapani spor venku, ale vhodny 1 pro lapani uvnitf. Lapac je lehky,
kompaktni a ptenosny. Funguje na 12V baterii nebo stfidavy proud. Lapac byl
vyvinut pro terénni studie, je vhodny pro méfeni produkce spor dfevokaznych hub.

Lapa spory po dobu 24 hod. (Dhingra a Sinclair 1995).

Vzduch je nasavan 2,5cm trubici, ktera se zuzuje do Stérbiny. Pod vnitinim koncem
Stérbiny je ulozeno podlozni sklicko. Sklicko se pohybuje jednou za hodinu. Otvor
je orientovan do vétru pomoci utésnéného kulickového loziska a vétrniku

s protizavazim (Dhingra a Sinclair 1995).

3. 3. 1. 2. 4. Narazov¢ lapace spor

Tyto lapace mohou nachytat velké mnoZstvi mikroorganismii. Nevyhodou je, zZe
doba zachyceni spor a periodicita nelze urcit. Lapa¢ nasava vzduch vysokou
rychlosti. Vzduch je zachycen ve dvou fazich. V prvni fazi je sklenénd baika
z poloviny naplnéna sbérnou kapalinou a do ni proudi vzduch pod uhlem 45°.
Priichod pro vzduch je zazatkovan. V druhé fazi zatkou vyustuje rameno, ve kterém
je vakuum. Vrcholem zatky prochazi saci trubice, které usti do kapilarnich trubicek,
kde vznika kriticky tlak. Cel4 sestava pracuje pii rychlosti sani 11 litrd za minutu.
Spory se shorméazdi ve sbérné kapaliné na semi-selektivnim médiu (Dhingra

a Sinclair 1995).
3. 3. 1. 2. 5. Vitivé lapace spor
Primarné€ uzivan pro sbér spor padli a rzi z napadenych jedincti a stanoveni produkce

spor. Pouziti pro detekci patogenii ze vzduchu je omezen (Dhingra a Sinclair 1995).
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Vzduch vifi po Sroubovici v nddobé, ktera je v horni casti §$irSi a smérem dold se
zuzuje. Proud se pohybuje smérem k uzkému konci cyklonu, kde se snizi rotacni

polomér proudu, a tak oddéluje mensi a mensi ¢astice (Schifftner, 2002).

3.3. 1. 2. 6. Silnoproud¢ lapace spor

Lapac¢ vyvinut pro sbér spor padli v zivém stavu, jehoZ sbér jinymi metodami neni
ptilis efektivni. Vzduch je nasdvan vysokou rychlosti, vzapéti udefi na sloupec
bezvétii a proud vzduchu je vychylen do prichodu, kde silny zdroj podtlaku zptsobi
srazku leticich ¢astic s nehybnym vzduchem a ¢astice se usadi na dn¢ usazovaci
komory, kde jsou listy hostitelské rostliny umistény ve vodorovné poloze nad

vlhkym filtraénim papirem (Dhingra a Sinclair 1995).

3. 3. 1. 2. 7. Muslinovy tkaninové lapace spor

Tato metoda je spolehliva pro detekci a stanoveni poctu typd spor, ale ne pro
kvantitativni metody. Plvodné uzivany lapa¢ pro lapani spor Heterobasidion
annosum. Jde o 20 cm? muslinovy textilie nékolikrat pfeloZené, vloZzené do obalky,
utésnéné a sterilizované pii 100°C. Kousky latky jsou piipojeny k draténému ramu
kancelarskymi sponkami. Cela sestava se da do drzaku tak, aby tkanina byla proti
vétru. Vystavi se po dobu az ne¢kolika hodin (Dhingra a Sinclair 1995). Po expozici
se tkanina vloZi zpét do obdlky a vezme do laboratotfe, kde se vyhodnoti (Dhingra

a Sinclair 1995).

3. 4. Vyvoj a taxonomie

Rod Chalara obsahuje pies 100 druhii hub, pficemz vétSina z nich nalezi do fadu
voskovickotvaré (Koukol a Havrdova 2014). Chalara fraxinea, ozna¢ovana jako
puvodce nekrozy jasanl, byla prve identifikovdna roku 2001 v Polsku
T. Kowalskim. V roce 2009, kdy uz snad nikdo nepochyboval o roli houby Chalara
fraxinea v odumirani jasanii v celé¢ Evropé¢, se vyzkum zacal soustfedit na biologii

této houby. Velmi zajimavy poznatek pifinesla studie v roce 2009 (Kowalski
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a Holdenrieder 2009). Udaje ve zminéné studii prokéazaly, ze Hymenoscyphus
albidus je teleomorfa houby Chalara fraxinea. Razem se stalo platnym jménem,
protoze podle nomenklatorickych pravidel mélo jméno teleomorfy prednost pred
nazvem anamorfy. Tento objev zahrnoval jedno velké ,ale”. Druh Hymenoscyphus
albidus byl zndm z Evropy jiz vice nez 100 let a povazovan za saprotrofni druh,

nikdy nebyl spojovan s chorobou jasanil (Koukol a Havrdova 2014).

DalSim vyznamnym a zlomovym objevem je vysledek vyzkumu otistény v ¢lanku
zroku 2011 (Queloz et al. 2011). Valentin Queloz odhalil, Zze existuji dva
morfologicky velmi podobné druhy Hymenoscyphus sp. Diky testim bylo odhaleno,
ze houba, povazovana za teleomorfu houby Ch. fraxinea, objevena na tapicich listi
napadenych jasanl, neni Hymenoscyphus albidus, ale jednd se o druh

Hymenoscyphus pseudoalbidus.

V roce 2012 se ukazalo, ze je Hymenoscyphus pseudoalbidus identicky se
saprofytickym druhem Lambertella albida, ktery se bézn& vyskytuje v Japonsku na

Fraxinus mandshurica (Havrdova et al. 2013).

Je tedy prokazano, Ze z Japonska doslo k pfenosu tohoto druhu do Evropy, kde na
jasanech zacal fungovat jako parazit. Zatim nebylo potvrzeno, Ze by
Hymenoscyphus pseudoalbidus zpisoboval onemocnéni na Fraxinus mandshurica

(Zhao et al. 2012).

V roce 2014 byl jakoZzto jediny platny nazev pro tuto patogenni houbu zvolen

Hymenoscyphus fraxineus (Baral et al. 2014), a ¢esky nazev voskovicka jasanova.

Pti introdukci rostlin ¢i patogenti do regioni mimo pfirozeny areal vyskytu je
uspéSnost infekce hostitelské rostliny zavisla na genetické kompatibilité mezi
rostlinou a patogenem. Mozné epidemické onemocnéni souvisi s zivotnim cyklem
patogenu, zménach ve virulenci, odolnosti rostlin a pfitomnosti vhodného prostiedi

(Gonthier a Nicolotti 2013).

13



3. 5. Sifeni nekrézy jasant
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The blue shaded area shuws the distribution range
of common ash, Fraxinus excelsior (® EUFORGEN)

Obr. 3. Mapa §ifeni nekrdozy jasanii v Evropé (Euforgen, 2015)

Prvni pfipady hromadného hynuti a chfadnuti jasand byly pozorovany jiz
v padesatych a osmdesatych letech minulého stoleti (Narovec, 2011). Choroba se
zacala rychle Sifit celou Evropou. V 90. letech se rozsifila do Litvy (Juodvalkis
a Vasiliauskas 2002), v roce 1992 na severovychod Polska (Przybyl, 2002). V roce
2000 je vyskyt zaznamenan v Lotyssku, v roce 2001 v jiznim Svédsku (Thomsen et
al. 2007), v roce 2002 v Estonsku (Juodvalkis a Vasiliauskas 2002). Choroba se
Sifila dal a nevyhnula se ani dal§im statim. V roce 2002 byly zaznamenany znamky
odumiréni jasanil v severnim Némecku (Heydeck et al. 2005), v roce 2003 v Dansku
(Thomsen et al. 2007). V roce 2007 detekovana v Ceské republice (Jankovsky
a Holdenrieder 2009). V roce 2004 zaznamendna na Slovensku, v roce 2005
v Mad’arsku a Rumunsku (Szabo, 2009), v jiznim Finsku a Norsku (Barklund, 2005)
a také v Rakousku (Cech, 2006). Na Slovinsku v roce 2006 (Ogris et al. 2009), ve
Svycarsku v roce 2007, v Italii v roce 2009 (Ogris et al. 2010) a v roce 2010 ve
Francii (Husson et al. 2011). Dle Euforgen (2015) byla choroba prokazana v roce
2010 v Rumunsku, Belgii, Nizozemsku, v roce 2011 v zdpadnim Rusku, roce 2012

ve Velké Britanii a Irsku a v roce 2013 v Bosné€ a Hercegoving.
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Ve Velké Britanii Ize naptiklad zminit celé epizody, oznacované jako ,,ash dieback*
¢1 ,,ash decline®, které ohrozovaly Fraxinus excelsior. VyznaCovaly se progresivnim
zasychanim pryti, vétvi 1 celych stromi, ale jejich pficina zlstdvala neznama.
Hlavni podezfeni na plvodce stresti tehdy sméfovalo k nepfiznivym abiotickym,

respektive antropogennim vliviim (Narovec, 2011).

3. 6. Vyskyt nekrozy jasant v CR

V Ceské republice dochazelo k riiznym projeviim chiadnuti jasant od konce 90. let,
k vyraznému rozvoji choroby doslo az po roce 2003 (Kostalova a Sazelova 2010).
Symptomy chiadnuti jasanti byly zaznamenany v fadé oblasti Ceské republiky:
Beskydy, Jeseniky, Krkonose, Sumava, okoli Prahy, vychodni Cechy,
Ceskomoravska vrchovina, Drahanska vrchovina, Hostynské vrchy, Chiiby, oblast
LZ Zidlochovice atd. Lze konstatovat vzristajici plo§ny rozsah chiadnuti jasanti od

roku 2004 (Jankovsky et al. 2009).

Prvni vyskyt byl u nés laboratorné potvrzen v zafi roku 2007 na jasanu ztepilém
(Fraxinus excelsior var. 'Pendula’) v arboretu ve Kitindch. Nasledovaly dalsi
pozitivni nalezy z jinych lokalit, mimo jiné z Lomnice u TiSnova, z Hrad¢an
u Tisnova a z oblasti SLP Kitiny. Infekce byla zjisténa dosud na jasanu ztepilém F,
excelsior a jeho kultivarech, predevsim ptevislé formé F. excelsior cv. 'Pendula’

a jasanu uzkolistém F. angustifolia (Jankovsky a Holdenrieder 2009).

3. 7. Symptomy infekce

Prvni indentifikacni znaky jsou zasychajici letorosty a vétve. Muze byt pozorovan
piedCasny opad, zasychani listd, ¢i hnédé az Cerné nekrdzy na tapicich listi
a zilnating€. Nejvyznaméj$im znakem infekce jsou eliptické nekrdzy kolem listovych
jizev a pupent. Nekrozy se §ifi v podélném i pficném sméru a prolinaji se do sebe.
Vnitini symptomy charakteristické pro infekci houbou Chalara fraxinea jsou
piedev§im zbarveni napadené Casti dievniho valce do Seda az Sedocerna

a hnédocerna vrstva pod zelenou kirou mladych vétvi. Napadené stromy reaguji
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intenzivni tvorbou vlka. Nékteti jedinci prezivaji a snazi se o regeneraci a dalsi pak

v disledku onemocnéni odumiraji (Kirisits a Matlakova 2008).

U starSich stroml odumiraji jednoleté, méné Casto 1 starSi vyhony, infikované stromy
vSak prezivaji a regeneruji. U dvouletych az triletych jasani bylo zaznamenano
jejich odumieni v piipadé, kdy se nekroza vyskytla na bazi kminkt. U dvouletych
a viceletych vétvi mohou nekrézy zavalovat. Byly pozorovany 2-3 leté zahojené

nekrozy (Jankovsky et al. 2009).

&
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Obr. 4. Symptomy infekce Hymenoscyphus fraxineus (Kirisits a Matlakova 2008)

3. 8. Zivotni cyklus a $ifeni infekce

Na opadlém materidlu (fapicich) jsou v letnich mésicich patrné mistickovité
plodnic¢ky (apothecia) pohlavniho stadia patogenu (Dvotéak, 2013). Ta se objevuji od
cervna do zéfi (fijna) s nejvétsim vyskytem v 1ét€ (Cervenec az srpen) a produkuji
velké mnozstvi askospor, které jsou unaseny vétrem, dopadaji na jasanové listy,
kli¢i, hyty pronikaji do pletiv a dochazi k nekrotizaci pletiv. Nasleduje predCasny
opad nekrotizovanych listi vedouci ke znaéné defoliaci. Na fapicich opadanych listl
se nasledujici sezonu vytvareji apotecia a cyklus se opakuje (Koukol a Havrdova
2014).
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Obr. 5. Schéma zivotniho cyklu (Gross et al. 2012)

Hymenoscyphus fraxineus patii mezi druhy heterotalické, coz znamend, ze
k pohlavnimu procesu je potieba dvou mycelii s odliSnym parovacim typem. Tyto
parovaci typy miZeme chapat jako rGznd pohlavi u jinych skupin organismii.
U vieckovytrusnych hub se pii pohlavnim procesu oplodi askogon (samici
gametangium) pomoci hyfy (sam¢i gametangium) nebo spermacie (nepohybliva
gameta). Jako spermacie slouzi obvykle konidie tvofené na anamorfé¢. U druhu
Hymenoscyphus fraxineus jsou konidie produkované na anamorf¢ Chalara fraxinea.

(Koukol a Havrdova 2014).

V laboratornich podminkach pfi umelém kiizeni fapiki na misce bylo prokézano, ze
oba parovaci typy jsou v populacich pfitomny se srovnatelnou ¢etnosti. Podrobnym
studiem ftapikll v opadu se dokonce ukézalo, ze kazdy fapik kolonizovalo n¢kolik
kmeni s odlisSnym parovacim typem. Podafilo se tak objasnit cely Zivotni cyklus

a divody Siteni Hymenoscyphus fraxineus (Gross et al. 2012).
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Obr. 6. Apotécia vyriistajici z pseudosklerocii (Baral a Bemmann, 2014)
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3.9. Obrana

Vzhledem ke zptsobu Sifeni infekce vétrem je snaha o regulaci velmi naro¢na.
Jednim ze zplsobl castecné ochrany na mistech s roSifenim této nemoci je
odstranovat siln¢ napadené jedince pied opadem listh (Kirisits et al. 2012). Forestry
Commission (2015) doporucuje v porostech odstranovani jedincl s korunou
postizenou nekrozou jasanu z vice jak 50 %, protoze se jedna o jedince, ktefi pozbyli
dievoprodukéniho vyznamu a zaroven piedstavuji zdroj infikovaného materidlu. Na
uzemich, na nichz nebyla nemoc dosud pozorovéna, je doporucena pecliva kontrola
dovazeného péstebniho a vysadbového materialu (EPPO 2011). Idealni je obnovovat
porosty pfirozené prostiednictvim fenologicky odolnéjSich jedinci, u kterych je
pfedpoklad pienosu genetické predispozice odolnosti na dal§i generaci (Forestry

Commission 2015).

Zajimavé vysledky by mohly pfinést vyzkumy probihajici v Luzickych horach
(vzhledem ke c¢lenitosti uzemi a pestrosti stanovist' oblast vhodna k tomuto typu
studii) ukazujici, ze se pribéh choroby a uroven napadeni porostli a vysadeb jasanu
ztepilého znaéné 1i8i jak b&hem jednotlivych sezon, tak na riznych stanovistich.
choroby, je vlhkost prostfedi. Na obecné su$Sich stanovistich nebo ve srazkové
deficitnich letnich obdobich (kdy dochazi k vyvoji apotecii) je rozvoj nekrdzy jasanu
mnohem pomalejsi, nebo alespont opozdény a jeji dopad slabsi (Koukol a Havrdova

2014).
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4. Metodika prace

4. 1. Stanovisté

muEany A%

Obr. 7. Poloha umisténého lapace spor (Www.mapy.cz)

Sledovany smiSeny porost se nachazi v okoli a na vlastnim pozemku Hackerovy

Skolky, na tzemi Skolniho lesniho podniku ,,Masarykiiv les* Kitiny.

Velka ¢ast jedinci na ploSe jednoznacné vykazuje piiznaky napadeni houbou

Hymenoscyphus fraxineus.

Poloha umisténého lapace spor souradnicemi GPS: 49.3233397N, 16.7436261E,

nadmoftska vyska: 469 m. n. m.
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Obr. 8. Jedinec, u né¢hoz byl umistén lapac spor (Foto: Jana Hrncitikova, 04/2015,

Hackerova $kolka, SLP Kitiny)
4. 1. 1. Geomorfologie tizemi

Geomorfologicky tzemi spadd do oblasti Drahanské vrchoviny. Reliéf Gzemi je
Clenity s dominantni polohou hluboce zafiznutych tudoli feky Svitavy a jejiho
levostranného ptitoku Kitinského potoka. Geologické stavba je velmi pestra. Uzemi
muzeme rozdélit do 3 hlavnich geologickych jednotek. Vyvieliny brnénského

masivu, vapence devonského az karbonského stafi a horniny moravského kulmu.
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Z hlediska ptidotvorného jsou vyznamné i plosné méné rozsifené mladsi pokryvné
utvary, hlavné druhohorni, jurské a kiidové sedimenty, v mensi mife pak neogenni

Stérky, Stérkopisky a ¢tvrtohorni sprase a sprasové hliny.

Diky vysoké geologické a geomorfologické rozmanitosti vynika uzemi také vysokou
pestrosti pudnich typl. V oblasti prevladaji kambizemé, v mistech s ovlivnénim
vodou pak pseudogleje az gleje a na horninach vapencového slozeni rendziny (Bajer

et al. 2008).

4. 1. 2. Klimatické podminky

Sledované stanovisté se nachazi v klimatické oblasti: Teplé T2 (QUITT et al. 1975),
to znamena nad 50 letnich dnii v roce (dnti kdy je primérna denni teplota vyssi nez

25 °C).

Primérna roc¢ni teplota v jihomoravském kraji v roce 2015 byla 8,3 °C, ro¢ni teplota
na tizemi celé republiky za rok 2015 byla 9,4 °C (CHMU, 2016). Primémé srazky
v kraji byly za rok 2015 430 mm, v celé CR byly v roce 2015 532 mm. (CHMU,
2016).

4. 1. 3. Historické souvislosti

Na této lokalit€, jen nékolik set metrti dal, byla O. Holdenriederem v zaii roku 2007
ze vzorku odebraném z Fraxinus excelsior cv. ,,Pendula“ prvni ovéfend identifikace
nekozy jasanti v Ceské republice (Jankovsky er al. 2009). Pii navitévé arealu je
o¢ividné, ze pievazna vétSina jasanti rostouci na této lokalité je chorobou napadena.
To potvrzuji ptedchozi vyzkumy (Jankovsky a Holdenrieder 2009; Dvotak
a Humplikova 2012; Dvortdk et al. 2016).
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4. 2. Lapani spor

Spory monitorovaného patogenu Hymenoscyphus fraxineus byly lapany od
25.4.2015 do 15. 11. 2015 volumetrickym lapaCem Burkardova typu. Lapac byl
umistén 3 metry od kmene infikovaného jedince ve vySce 30 cm. Ptistroj nasaval
vzduch pomoci elektrického ventilatoru, jehoz proud ptilepil ¢astice ze vzduchu na
lepovou pasku pottenou vazelinou. Pomoci hodinového strojku bézel lapac
v sedmidennich intervalech, kdy bylo nutné vyménit lepovou pasku a znovu

hodinovy strojek natahnout.

Obr. 9. Obr. 10.
Obr. 9. Lapa¢ Burkardova typu (Burkard Manufacturing, 2011)

Obr. 10. Automaticky sedmidenni lapac spor od firmy Amet (Foto: Miloni Dvorék,
11/2011, SLP Kitiny)
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4. 3. Sbér klimatickych dat

Meteorologicka data byla zaznaménavana pomoci automatické klimatické stanice
Signalizator (Amet, Velké Bilovice), kterd kazdou hodinu zaznamenala teplotu
a vlhkost vzduchu, rosny bod a ovlh¢eni listli. Ovlhceni listu bylo méfeno pomoci

napéti mezi sadou elektrod, mezi nimiz byl prolozen filtra¢ni papir.

4. 4. Prace v laboratofi

4. 4. 1. Ptiprava vzorku

Po odebrani lepové pasky z lapace, byla paska bezpecné uschovana do pfevozni
krabicky tak, aby nedoslo ke kontaminaci poletujcimi Céasticemi a nasledné
v laboratofi rozsttihana dle jednotlivych dni po dvanécti hodinach. Kazdy vzorek se

vlozil do 2ml zkumavky. Takto pfipravené vzorky se uschovaly do mraziciho boxu.

4. 4. 2. Extrakce DNA

Laboratorni postup je shodny s navodem vyrobce (Piiloha ¢. 1). Uprava
laboratorniho postupu vychazi z publikace Dvotak et al. (2016). Oproti protokolu

vyrobce byly provedeny nasledujici zmény:

DNA byla extrahovana ze vSech vzorki spolu s prazdnou mikrozkumavkou, ktera
slouzila jako negativni kontrola extrakce. Do mikrozkumavky k disrupci spor dle
Hodspodsky et. al (2010), se vzorkem ptiddme 0,4 g 0,1mm balotinovych zrn a 250
ul 0,1% roztoku Nonidet P40 (AppliChem, Darmstadt, Germany). Na 10 minut se da
do homogenizatoru Mixer Mill MM 400 (Retsch, Haan, Germany) na 30 Hz. Pro
dal$i zpracovani DNeasy Plant Mini Kit byla inkubace po dobu prodlouzenou na 60
minut. V poslednim kroku se DNA z kazdého vzorku eluuje jen jednou 100 pl

elu¢niho pufru ptfedehiatého predem, inkubovanych po dobu 10 minut.
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4. 4. 5. Kvantifikace DNA

Real-time PCR wumoznuje piimou kvantifikaci produktu v pribéhu reakce.
Kvantifikace mnozstvi molekul nukleovych kyselin je diilezita pti detailnim studiu
genové exprese nebo diagnostice nekterych patogeni. Principem real time PCR je
rychlé a pfesné zaznamenavani produkti PCR bezprostiedné po jejich vzniku
v kazdém jednotlivém cyklu PCR. K detekci vznikajiciho produktu mohou byt
pouzity rtuzné systémy, které jsou zaloZzeny na stanoveni zmény intenzity

fluorescen¢niho zatreni béhem amplifikace (Lyskova, 2008).

Koncentrace DNA Hymenoscyphus fraxineus ve vzorcich byla vyjadrena jako pocet
kopii cilové sekvence v 1 ul extrahované DNA (dale jen pocty kopii). Tyto pocty
kopii byly kvantifikovany za pouziti standardni kiivky generované reakci s riiznym
mnozstvim plasmidu pCR ™ 2.1-TOPO® TA vektoru (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) podle LightCycler® 480 Software (Roche Diagnostics, Basilej, Svycarsko),
(Dvoték et al. 2016).

V ptipadné tohoto vyzkumu byl vyuzit termocykler Lightcycler 480 (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland), TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), dualné znac¢ena sonda C{-S a specifické primery
Cf-F a Cf-R (Chandelier et al. 2010). Tato ¢ast zpracovani prob¢hla dodavatelsky za
pomoci Dr. Gabriely Rotkové z Masarykovy univerzity, Ustav experimentalni

biologie.
Tato metodika extrakce DNA, ve kterém je disrupce spor provedena pomoci

balotinovych zrn v kombinaci s lyza¢nimi pufry spolu s metodou qPCR je nejvice

citliva technika pro detekci Hymenoscyphus fraxineus (Dvorak et al. 2016).
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4. 5. Statisticka analyza

Veskera ziskana data byla primarné prevedena do programu Microsoft Excel 2010.
Spocitaly se denni primeéry, minima a maxima vSech naméfenych hodnot. Byly
vytvofeny tabulky s priméry hodnot za 2 — 25 dntli a posuny hodnot o 1 — 20 dnt,
tzn. tak, aby vSechny hodnoty teplot, vlhkosti a ovlh¢eni listl (priméry, minima,
maxima), byly korelovatelné s Cetnosti spor s posunutym vlivem, jelikoz vyvoj spor

je odvisly od dlouhodobéjsiho vyvoje podminek.

Tim padem vysla tabulka, kterd ukazovala, ze pii praiméru napft. teplot poslednich
5 dnl s posunem 2 dny vychazi korelace R;, pii priméru za poslednich 10 dni
s posunem 3 dnd vychazi korelace R,, atd. Pfi korelacich dat byla hleddna nejvyssi
vyskyt spor v ovzdusi a s jakym zpozdénim se zména pocasi projevi na mnozstvi
spor. Tzn. ze pocet spor napt. 20. kvétna je nejvice zavisly na priméru minimalnich

dennich teplot od 9. do 10. kvétna.

Statisticka analyza byly provedena pomoci programu STATISTICA verze 12
(StatSoft, Tulsa, OK, USA). Vzorky s negativnimi kontrolami byly z testi vyfazeny.
Data nesplitovala normalni rozloZeni, testovano Kolmogorov-Smirnoviv testem.
Byla pouzita neparametrickd obdoba Personova korelacniho koeficientu
Spearmantiv korelacni koeficient (p = 0,03) pro sledovani linearni zavislosti mezi

2 proménnymi.

Vsechny statistické testy pro celkové vyhodnoceni byly provadény na 5% hladiné
vyznamnosti (o = 0,05). Tzn., ze pokud u korelace vyslo p < 0,05, pak jsou
2 proménné v linearnim vztahu a intenzita je pak dana "r", které se pohybuje od —1

do 1.

26



5. Vysledky

5. 1. Detekce Hymenoscyphus fraxineus

DNA spor sledovaného patogenu bylo prvné detekovano 26. 4. 2015, naposledy pak

23. 10. 2015. Pozitivnich dna bylo celkem 84 z 205. Nejvyssi ¢etnost spor byla

13.5. 2015, celkem 3,75 x 10° kopii spor. Nejvice pozitivnich dnt, vzato za celé

meésice, bylo v ¢ervnu (20), nejméné v mésici fijnu (5). Naméfend data jsou v ptiloze

¢. 2.

V pribéhu lapani nedoSlo k Za4dnym technickym obtizim. VSechny negativni

kontroly byly bez kontaminaci.

Obr. 11. Pfehled naméfenych dat
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Na obréazku 11 jsou vidititelné pocty kopii spor (CS), priabéh primérné denni teploty

s posunem 10 dni (Temp 10) a ovlhéeni listd (RH).
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5. 2. Obdobi sporulace

Proces vyskytu spor byl v piipad€ naseho vyzkumu zachycen prvné 26. 4., v tsecich
27.5.-8.5,15.5.-17.5., 27.5.-7.8.,19. 8. = 27. 8., 4. 9. — 23. 9., byl vyvoj

vicemén¢ kontinualni s kratkymi prestdvkami.

5. 3. Pauzy v obdobi sporulace

V obdobi 9. 5. - 14. 5., 18. 5. -26.5.,8.8. - 18.8,,28.8.-3.9.,,24.9. - 15. 11,

byl vyskyt nizky, s velkymi pauzami a az nulovy.

5. 4. Sporulace podminéna teplotou

Vyskyt spor se ukazal byt nejvice zéavisly na primérnych dennich teplotach
vzduchu, bez ptipusténi vlivu posunu (r = 0,155, p = 0,029), s posunem viz kapitola
5. 5. Korelace s relativni vlhkosti (r=-0,026, p = 0,097) i ovlh¢enim listl
(r=-0,070, p = 0,065) nebyly signfikantni.

5. 5. Zpozdéni vyskytu spor

Nejvyssi korelace vysla pfi priméru teplot 2 po sobé jdoucich dnli s posunem

10 dnt (r = 0,315). Tzn., ze teploty namétené v libovolnych dvou po sobé jdoucich

dnech ovlivni vyskyt spor az za dalSich deset dni od méfeni.
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6. Diskuse

6. 1. Obdobi sporulace

Patogen H. fraxineus se $iti askosporami unasenymi vzduchem od poloviny ¢ervna
do srpna (Kowalski a Holdenrieder 2009; Queloz ef al. 2011; Timmermann et al.
2011). V clanku Dvoidk et al. (2016) je jednoznacné zietelné, ze nejvyssi
koncentrace spor jsou v letnich mésicich (Cervenec — srpen), dle naseho vyzkumu je
to jiz diive, kvéten — Cerven a ke gradaci v letnich mésicich nedochézi. Pti sledovani
prubéhu teplot, vzdusné vlhkosti 1 ovlhceni listu jsou vidét velké rozdily, které

mohly byt divodem velmi rozdilnych vysledkii.

Dvordk et al. (2016) se domnivaji, ze ze zacatku jara miizou byt zachyceny konidie,
které jsou rozptylovany k oplozeni askogonu (sami¢iho gametangia). Domnivaji se,
ze nejvyssi vliv ovlhéeni listu ma 1 — 2 dny pfed zachycenim inokula a vzdusna
vlhkost s 13dennim posunem. Ddle soudi, Ze pro vyvoj apotecii je nutna dostate¢né
vysoka vzdusna vlhkost, a to po dobu 11 — 12 dni. Jakmile je apotecium zralé,
ovlhceni listu miZe zvysit uvoliovani askospor, které se vyskytuji se zpozdénim 1 —

2 dnu.

Vysoky podil vlhkosti jako dilezity faktor vychazi i v publikaci Havrdova a Cerny
(2012). Provadélo se méteni na 50 typoveé (hlavné vlhkostn€) odlisnych plochach
anejveétsi mira poSkozeni odpovidala nejvlh¢i ploSe (biehovy porost). Teplotni

zavislost ve vyzkumu nebyla potvrzena.
Spory byly zachyceny od dubna az do listopadu, obdobné¢ jako u Dvotak et al.

(2016), to poukazuje na vyskyt askospor ve vzduchu i1 bez viditelnych Cerstvych
plodnic.
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6. 2. Pauzy v obdobi sporulace

Nepretrzitd produkce askospor neni pravdépodobna, kvili nedostatku vytrusorodé
vrstvy apothecia (Dvorak et al. 2016). Mezery mezi produkci spor jsou zietelné
i vnasem pfipad¢. To mohlo byt zplsobeno nepiiznivymi teplotnimi podminkami
a pauzami v rustu apothecii. Obdobné pauzy jsou zietelné ve vyzkumu Chandelier et

al. (2014) 1 ve vyzkumu Dvoték et al. (2016).

6. 3. Sporulace podminéna teplotou

Dvoték et al. (2016) tvrdi, Ze nejvétsi vliv na produkei spor ma vlhkost a ovlhceni
listh, nase vysledky naopak ukazuji, Ze jedina prokazatelnd zavislost je mezi
pramérnou teplotou a cetnosti spor. Toto tvrzeni potvrzuje i vyzkum Chandelier et
al. (2014), v jejichZ 3letém vyzkumu se odrazi vliv vyvoje teploty. Limitujici faktor

je v daném vyzkumu teplota 12 °C.

6. 4. Zpozdéni vyskytu spor

Dvoték et al. (2016) uvadi, Zze vzdusna vlhkost a ovlh¢eni listu ma stézejni vliv na
uvolnéni askospor a podporuji svymi vysledky hypotézu, ze nejvétsi vliv ma
ovlhéeni listi 1 — 2 dny pfed zachycenim vzdu$ného inokula. Jejich vysledky
ukazuji, Ze nejvySsi korelaci mezi ovlhéenim listu a vzduSnym inokulem je
s 13dennim zpozdénim. NasSe vysledky tento vliv nepotvrzuji, naopak ukazuji, ze
jedina prokazatelnd zéavislost je mezi primérnou teplotou a ¢etnosti spor z priméru

2 po sob¢ jdoucich dni s posunem 10 dnti.
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7. Zavér

V ramci prace byla vyhodnocena meteorologickd data a popsany zavislosti mezi
jednotlivymi veli¢inami v daném misté a case. K tomu bylo pouZito posuni dat,
které umoznily nalezeni nejvys§iho korelacniho koeficientu, ktery poukazal na
rychlost vyvoje. Vysledky ukazaly, ze vyvoj je zavisly na dlouhodobé&jsim vyvoji
pocasi, jelikoZ apoteciim trva nez narostou a nasledné trva nez se spory uvolni. Diky
sledovani prib&hu pocasi je mozno modelovat pravdépodobny vyskyt inokula

a zah4jit v€asnou obranu na zdkladé meteorologickych veli¢in.

Nejméné ndkladnym opatfenim je pecliva kontrola dovazeného a vysadbového
materidlu, kterd md vSak smysl na plochach, kde zatim nebyly zaznamenany
symptomy napadeni. Napi. Kiristis et al. (2012) navrhuji vybér fenotypové
odolnych jedinct. Dale uvade¢ji odstranovani napadenych jedinct pied opadem listi,
aby nedoslo k opadu listli, které budou v nésledujicim roce zvySovat infekcni tlak.
Forestry Commision (2015) navrhuji kritérium pro odstranéni jedince poskozeni
koruny nekrézou jasanti vice jak 50% a zaroven doporucuji neodstranovat staré
jedince, at’” v porostech nebo v méstskych vysadbach, projevujici fenologickou

odolnost vii¢i patogenu.

Plosné aplikovatelné jsou chemické prostredky, avsak to pouze u mladych vysadeb

nebo ve Skolkéach (Havrdova ef al. 2013).

Jednim z efektivnich opatfeni by mohlo byt odstranovani opadaného listi. Na
fapicich téchto listli by tak nemohlo dojit k vytvoteni apotecii a cely cyklus by mohl
byt znaéné zpomalen az znemoznén. To samoziejm¢e neni mozné v lesnim prostiedsi,
ale naptiklad u solitérn€ rostoucich jedinct ve méstech a pfiméstkych ¢astech by to
mohlo byt béZnou praxi. Pravé ve méstech dotvafi jasany svym majestatnym

vzhledem prostiedi.

Dalsi ze zatim neplosné¢ aplikovanych metod jsou injektaze, které se zatim

v republice dostavaji do povédomi, ale jiz probihaji vyzkumy a experimety ovetujici
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moznosti technik mikro i1 makroinjektazi. Témi se zabyvaji napi. Bc. Lucie
Rozsypalkové, Ing. Petr Martinek, Ing. Jifi Rozsypalek. Zavedeni uCinné latky
piimo do pletiv stromu se zda byt velmi G¢innou metodou, kterd muze podpofit

rezistenci jedince.
Uvédomme si, ze to jsou pravé stromy, které prezivaji generace a tiSe nesou

poselstvi minulosti ukryté ve svych letokruzich a pfipominaji nam i ve meéstech,

v dnesni uspéchané dob¢, moc ptirody.
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8. Summary

In this work were evaluated meteorological data and described dependence between
variables in a given place and time. Data shifts were used to make finding the highest
correlative coefficient possible. That refers to progress velocity. Results demonstrates,
that progress depends on long-term weather evolution, because it takes some time to
apothecia to grow and to release the spores. Thanks to observing weather evolution it is
possible to simulate plausible occurence of the inoculum and start well-timed defence

pursuant to meteorologic values.

The least expensive measure is the careful inspection of imported planting material but
that makes sense in areas with not reported symptoms of diseases only. For example,
Kiristis et al. (2012) suggest to select phenotypically strong individuals. Further they
mention the removal of infected individuals before falling leaves to avoid falling leaves,
which will increase the infection pressure in the following year. Forestry Commision
(2015) suggest more than 50 % damage to the crown caused by the necrosis of ash trees
as a criterion for removing the individual, at the same time they recommend not to
remove the old individuals, whether in the stands or in urban plantings, showing

phenological resistance to the pathogen.

Applicable across the board are chemicals, but only in young plantations or tree

nurseries (Havrdova et al. 2013).

One effective measure would be the removal of fallen leaves. This would result in not
creaitng apothecia on the petioles of leaves and whole cycle could be significantly
slowed or disabled. This is obviously not possible in a forest, but, for example to
a solitary growing trees in urban and suburban areas, this could be a common procedure.

Especially in cities, ash trees completes the environment by their majestic appearance.
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Another method is grouting, not applied across the board so far. In Czech republic,
grouting 1s only getting known for the present, but research and experiments testing
posibilities of micro and macro grouting techniques are already proceeding. These
techniques are explored by, for example, Bc. Lucie Rozsypalkova, Ing. Petr Martinek,
Ing. Jiti Rozsypalek. Grouting active substance directly into the tree seems to be very

effective method, which can improve resistance of the individual.
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10. Prilohy

Ptiloha €. 1: Protokol vyrobce

Quick-StartProtocol
Sample & Assay Technologies
DNeasy® Plant Mini Kit

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

For more information, please refer to the DNeasy Plant Handbook, which can be
found at www.qiagen.com/handbooks.
For technical assistance, please call toll-free 00800-22-44-6000, or find

regional phone numbers at www.qiagen.com/contact.

Notes before starting

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

e Ifnecessary, redissolve any precipitates in Buffer AP1 and Buffer AW 1
concentrates.

e Add ethanol to Buffer AW1 and Buffer AW2 concentrates.

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

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

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

2. Add 400 pl Buffer AP1 and 4 pl 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.

3. Add 130 pl Buffer P3. Mix and incubate for 5 min on ice.
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4. Recommended: Centrifuge the lysate for 5 min at 20,000 x g (14,000 rpm).

5. Pipet the lysate into a QIAshredder spin column placed in a 2 ml collection tube.
Centrifuge for 2 min at 20,000 x g.

6. Transfer the flow-through into a new tube without disturbing the pellet if present.
Add 1.5 volumes of Buffer AW 1, and mix by pipetting.

7. 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.

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

9. 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 column does not come

into contact with the flow-through.
10. Transfer the spin column to a new 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tube.

11. 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.

12. Repeat step 11.

For up-to-date licensing information and productspecific disclaimers, see the respective

QIAGEN kit handbook or user manual.
Trademarks: QTAGEN®, DNeasy®, TissueRuptor® (QIAGEN Group).

1071299 04/2012 © 2011-1012 QIAGEN, all rights reserved.
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Ptiloha ¢.2 Tabulka vysledkt

Datum Cetnost spor Temp |Temp |Temp RH RH RH Volt |Volt |Volt
AVG MIN MAX |AVG MIN MAX AVG MIN MAX

25.4.2015 0| 16,22 9,03 2095 52,3 289 888 0,008 0,005 0,024
26.4.2015 31500{ 12,39 7,03 17,90, 82,3 57,8 100,00 0,118 0,005 1,587
27.4.2015 44100| 13,36 3,74 21,33 75,0 49,1 100,0| 0,169 0,005 0,620
28.4.2015 0 996 3,31 21,71, 86,1 46,1 100,0/ 1,030 0,005 2,485
29.4.2015 0 591 1,17 11,38 81,4 49,7 100,0| 1,154 0,015 2,485
30.4.2015 o 7,18 -1,51 1485 79,8 52,4 100,0/ 0,196 0,005 0,767
1.5.2015 68400 6,93 1,60 9,82] 99,8 958 100,0/ 1,909 0,337 2,417
2.5.2015 0 79 1,60 11,38 93,8 74,2 100,0] 1,448 0,054 2,407
3.5.2015 10600001 6,62 0,29 11,38 94,6 78,2 100,0/ 0,449 0,034 1,313
4.5.2015 12600000 12,79 8,63 17,90 96,7 85,7 100,0| 1,624 0,063 2,417
5.5.2015 147000 14,97 9,42 20,19] 95,5 81,3 100,0| 1,335 0,054 2,417
6.5.2015 59100( 13,02 9,03 15,23] 100,0 100,0 100,0, 2,241 1,177 2,437
7.5.2015 0| 993 4,57 1828 92,1 749 100,0] 1,357 0,034 2,446
8.5.2015 135000 10,64 2,03 17,52 81,8 52,0 100,0, 0,359 0,005 0,923
9.5.2015 0| 12,99 8,23 17,52 91,9 74,5 100,0/ 0,728 0,015 2,417
10.5.2015 0| 10,72 4,57 17,90, 84,8 60,9 100,0 1,219 0,034 2,437
11.5.2015 0| 9,53 2,03 1981 758 39,7 100,0| 0,134 0,005 0,474
12.5.2015 0| 11,72 1,17 20,95 75,8 44,7 100,0| 0,204 0,005 2,300
13.5.2015 0] 12,98 9,82 17,90 86,4 67,6 100,0/ 1,140 0,024 2,456
14.5.2015 0| 10,28 3,31 16,76, 92,3 84,8 100,0/ 0,944 0,024 2,446
15.5.2015 | 3750000000 9,05 1,60 17,14 83,9 57,0 100,0, 0,235 0,005 0,796
16.5.2015 0| 11,27 1,60 21,33 74,5 374 100,0| 0,160 0,005 0,503
17.5.2015 125000 11,34 5,81 15,62] 78,7 58,3 93,8/ 0,034 0,005 0,308
18.5.2015 o 11,25 1,17 20,57, 77,5 39,5 100,0/ 0,042 0,005 0,132
19.5.2015 0| 13,82 9,03 21,71, 884 62,2 100,0/ 0,376 0,015 2,397
20.5.2015 0| 10,52 7,43 14,09, 99,6 93,8 100,0/ 2,388 2,163 2,437
21.5.2015 0| 886 743 1021} 100,0 100,0 100,0/ 2,406 2,388 2,417
22.5.2015 271001 9,54 5,81 1332 953 82,8 100,0/ 1,545 0,063 2,388
23.5.2015 0| 10,01 9,03 12,55 95,5 &8I1,1 100,0] 1,551 0,034 2427
24.5.2015 0| 10,08 9,03 11,38 100,0 100,0 100,0/ 2,380 2,349 2,397
25.5.2015 0| 11,96 6,22 1638 93,8 76,4 100,0/ 1,471 0,171 2,378
26.5.2015 0| 10,66 7,83 12,55 100,0 100,0 100,0/ 1,559 0,894 2,144
27.5.2015 44900000( 7,32 4,57 9,42 100,0 100,0 100,0/ 2,073 1,919 2,192
28.5.2015 63700( 7,87 4,15 10,99 958 82,1 100,0/ 1,057 0,093 1,909
29.5.2015 0| 11,17 2,03 1942 87,0 584 100,0/ 0,237 0,024 0,669
30.5.2015 137000{ 12,78 7,83 19,81 95,9 68,2 100,00 1,264 0,024 2,397
31.5.2015 24700{ 11,19 5,40 17,14] 93,9 72,0 100,00 2,263 2,026 2,437
1.6.2015 0| 15,03 9,82 2095 93,1 729 100,0] 1,210 0,093 2,056




2.6.2015 0
3.6.2015 0
4.6.2015 34300
5.6.2015 158000
6.6.2015 124000
7.6.2015 49000
8.6.2015 3540000
9.6.2015 167000
10.6.2015 140000
11.6.2015 55400
12.6.2015 64300
13.6.2015 18900
14.6.2015 82400
15.6.2015 0
16.6.2015 0
17.6.2015 1210000
18.6.2015 42500
19.6.2015 0
20.6.2015 121000
21.6.2015 0
22.6.2015 185000
23.6.2015 0
24.6.2015 0
25.6.2015 87100
26.6.2015 34600
27.6.2015 75500
28.6.2015 0
29.6.2015 147000
30.6.2015 19400
1.7.2015 165000
2.7.2015 83300
3.7.2015 75500
4.7.2015 101000
5.7.2015 0
6.7.2015 0
7.7.2015 0
8.7.2015 133000
9.7.2015 0
10.7.2015 0
11.7.2015 30600
12.7.2015 0
13.7.2015 66400
14.7.2015 29300
15.7.2015 27500
16.7.2015 0
17.7.2015 53900
18.7.2015 51600

15,73
18,30
16,56
15,01
17,00
18,89
17,12
15,70
15,03
16,45
19,74
20,32
17,42
14,06
12,04
10,15
10,97
12,04

9,74

9,76
11,01
10,37

9,84
11,76
14,86
15,45
14,68
13,22
15,39
18,32
19,02
19,21
20,07
21,59
21,52
22,73
18,70
12,37
10,87
13,99
17,81
15,69
15,80
17,09
18,90
21,49
20,57

9,42
10,60
10,21

6,22

7,83
10,60
13,32
11,38

9,03

8,63
13,32
12,93
12,93
10,99

7,83

5,81

4,15

8,63

5,81

5,81

5,81

743

4,57

4,99

7,43
12,55
10,21

743

7,43
11,38
11,38
10,99
11,38
12,55
13,70
14,09
14,09

7,83

4,15

3,74

7,83
13,70
12,55
13,32

9,42
13,32
13,70

22,86
28,70
25,56
25,95
27,52
29,90
20,57
22,48
23,24
26,34
27,52
28,70
23,63
16,38
17,52
13,32
15,62
13,70
12,55
12,55
15,62
12,16
14,47
18,66
22,48
19,04
19,04
18,28
22,48
27,91
29,10
28,70
29,50
31,12
31,52
31,93
21,71
18,66
16,38
22,09
26,73
18,28
19,04
20,95
26,73
31,93
29,50

89,2
85,3
79,8
70,8
81,3
76,9
78,5
77,1
79,0
78,9
79,0
80,5
95,1

100,0
90,6
90,8
94,0
94,4
97,7
97,8

100,0

100,0
98,0
85,7
82,7
92,3
91,2
91,0
85,2
76,9
66,9
69,7
69,5
68,2
73,6
69,8
95,3
94,4
78,2
68,5
68,5
91,9
96,5
84,5
73,3
73,1
81,1

65,4
48,3
42,1
31,5
43,8
37,3
68,6
51,4
47,7
42,6
55,1
48,5
80,1
100,0
74,3
76,7
79,3
80,2
81,1
87,3
100,0
100,0
84,8
53,9
51,1
80,6
77,0
61,7
59,4
44,7
33,0
38,7
35,0
37,0
33,5
35,4
78,6
87,0
49,1
34,0
35,0
74,9
85,7
64,0
41,9
31,9
37,9

100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

90,1

98,6
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

98,8
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

0,415
0,200
0,101
0,054
0,062
0,080
0,018
0,027
0,030
0,039
0,031
0,341
1,926
2,150
1,537
0,159
0,222
0,423
1,397
2,240
2,211
2,392
1,585
0,383
0,093
0,081
0,975
0,165
0,135
0,066
0,029
0,019
0,028
0,017
0,016
0,026
1,522
1,043
0,249
0,031
0,024
1,652
1,303
0,171
0,136
0,565
1,552

0,024
0,015
0,005
0,005
0,005
0,005
0,015
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,171
1,782
0,190
0,024
0,034
0,034
0,034
1,880
1,821
2,358
0,425
0,015
0,015
0,015
0,015
0,015
0,015
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,015
0,034
0,005
0,005
0,005
0,015
0,034
0,015
0,005
0,005
0,005

1,060
0,552
0,337
0,210
0,210
0,288
0,034
0,151
0,093
0,112
0,073
2,427
2,466
2,437
2,446
0,376
0,483
1,157
2,427
2,437
2,456
2,427
2,427
1,274
0,317
0,269
2,437
0,474
0,405
0,210
0,093
0,063
0,103
0,054
0,044
0,093
2,466
2,427
1,001
0,142
0,093
2,456
2,446
0,562
0,474
2,427
2,437




19.7.2015 140000
20.7.2015 0
21.7.2015 33000
22.7.2015 0
23.7.2015 0
24.7.2015 2280000
25.7.2015 0
26.7.2015 0
27.7.2015 220000
28.7.2015 177000
29.7.2015 145000
30.7.2015 663000
31.7.2015 310000
1.8.2015 221000
2.8.2015 0
3.8.2015 139000
4.8.2015 58800
5.8.2015 0
6.8.2015 0
7.8.2015 62400
8.8.2015 0
9.8.2015 0
10.8.2015 0
11.8.2015 0
12.8.2015 24900
13.8.2015 0
14.8.2015 0
15.8.2015 0
16.8.2015 0
17.8.2015 0
18.8.2015 0
19.8.2015 71500
20.8.2015 0
21.8.2015 102000
22.8.2015 0
23.8.2015 35600
24.8.2015 565000
25.8.2015 0
26.8.2015 194000
27.8.2015 556000
28.8.2015 0
29.8.2015 0
30.8.2015 0
31.8.2015 0
1.9.2015 0
2.9.2015 0
3.9.2015 0
4.9.2015 71100

21,31
19,91
21,85
23,98
20,73
22,55
21,66
14,42
13,07
14,49
14,83
12,99
13,89
16,80
16,53
20,25
20,84
21,76
23,44
23,61
24.03
23,47
23,58
22,06
22,05
24,02
24.03
23,73
21,29
18,17
14,82
14,42
12,83
13,70
13,62
14,68
17,55
15,23
13,28
15,60
18,89
20,17
20,66
19,77
18,97
15,92
13,59
13,46

14,47
15,62
12,93
15,62
17,90
15,23
14,85

9,42

8,23

9,82
11,77

8,23

7,43

9,82
13,32
12,55
12,93
15,23
16,00
16,00
16,00
15,62
15,62
16,00
16,76
16,00
16,76
17,52
17,14
17,52
13,32
13,32

8,23

8,63

7,43

9,42
13,70
10,21

7,03

8,23
13,32
15,23
15,23
13,32
12,93
13,32

8,63
10,21

29,90
25,17
30,71
32,76
24,79
29,50
25,56
19,04
17,14
18,28
18,66
17,90
21,71
24,01
21,71
27,52
29,10
28,31
32,34
32,76
31,93
31,93
31,93
31,12
29,50
31,12
31,52
30,31
26,73
19,81
17,52
15,62
16,38
19,04
19,42
19,04
21,33
17,90
20,19
22,86
24,40
26,34
27,12
27,52
25,95
17,52
17,14
15,23

85,5
77,5
72,1
64,6
83,8
66,9
77,0
78,0
97,8
97,3
92,1
85,3
72,1
62,6
79,6
70,8
72,6
74,4
65,9
64,6
64,6
60,7
60,8
77,2
80,3
61,3
60,0
60,7
73,4
96,4
100,0
100,0
93,9
81,7
77,6
84,0
82,7
93,1
86,3
87,3
93,0
88,0
83,3
81,2
83,6
90,4
93,9
100,0

46,2
46,7
39,4
34,4
66,6
40,5
52,4
43,1
88,5
87,1
79,1
65,4
42,9
33,5
56,5
41,7
40,1
49,0
36,9
30,3
33,4
28,4
27,3
34,0
43,4
35,4
33,0
36,7
48,3
87,0
100,0
100,0
75,3
49,7
44,9
65,0
69,3
80,6
57,6
65,6
73,6
64,0
60,3
47,7
59,8
76,2
74,0
100,0

100,0
100,0
100,0
100,0
99,0
88,5
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
90,2
91,8
96,0
100,0
100,0
96,1
98,9
98,9
96,1
98,9
100,0
100,0
91,8
88,5
85,7
96,1
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
98,7
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

1,717
1,028
0,147
0,098
0,355
0,032
0,422
1,120
1,896
1,923
1,138
1,115
0,081
0,016
0,022
0,028
0,065
0,039
0,024
0,019
0,020
0,014
0,016
0,724
1,023
0,032
0,009
0,009
0,116
1,479
2,096
2,086
1,701
0,310
0,068
0,041
0,032
1,309
0,944
0,120
0,310
0,201
0,106
0,077
0,046
0,940
2,202
2,363

0,005
0,005
0,005
0,005
0,015
0,005
0,005
0,005
0,063
0,591
0,015
0,015
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,034
2,026
2,026
0,171
0,005
0,005
0,005
0,015
0,015
0,005
0,015
0,015
0,015
0,015
0,005
0,005
0,024
1,196
2,319

2,446
2,456
0,649
0,444
2,271
0,103
2,446
2,456
2,417
2,417
2,397
2,417
0,298
0,044
0,044
0,083
0,220
0,142
0,093
0,063
0,063
0,044
0,063
2,437
2,446
0,122
0,024
0,015
0,942
2,417
2,192
2,134
2,222
1,021
0,278
0,132
0,112
2,280
2,075
0,337
0,806
0,503
0,366
0,229
0,122
2,388
2,427
2,407




5.9.2015 207000
6.9.2015 516000
7.9.2015 321000
8.9.2015 111000
9.9.2015 46300
10.9.2015 0
11.9.2015 71800
12.9.2015 35900
13.9.2015 214000
14.9.2015 0
15.9.2015 10300
16.9.2015 nedetek.
17.9.2015 10300
18.9.2015 10300
19.9.2015 0
20.9.2015 0
21.9.2015 1560000
22.9.2015 nedetek.
23.9.2015 218000
24.9.2015 0
25.9.2015 0
26.9.2015 0
27.9.2015 0
28.9.2015 0
29.9.2015 0
30.9.2015 0
1.10.2015 33500
2.10.2015 0
3.10.2015 0
4.10.2015 69400
5.10.2015 76100
6.10.2015 0
7.10.2015 0
8.10.2015 0
9.10.2015 22900
10.10.2015 0
11.10.2015 0
12.10.2015 0
13.10.2015 0
14.10.2015 0
15.10.2015 0
16.10.2015 0
17.10.2015 0
18.10.2015 0
19.10.2015 0
20.10.2015 0
21.10.2015 0
22.10.2015 0

12,31
10,42
10,02
8,26
9,45
11,15
11,86
13,49
14,28
16,26
13,01
15,18
17,13
13,50
12,35
11,19
8,11
9,37
12,31
12,51
12,50
10,74
9,46
8,05
7,75
5,90
5,02
6,05
10,74
11,97
11,44
10,39
13,23
11,14
9,02
5,18
4,49
1,77
1,47
6,40
8,43
10,03
6,90
3,92
6,05
4,96
6,23
6,08

9,82
8,63
6,62
4,57
7,03
7,83
9,82
11,38
9,03
12,93
8,63
10,99
11,38
10,21
8,23
6,22
2,46
2,03
9,82
9,82
11,38
6,62
6,22
3,31
2,89
1,17
0,16
0,29
4,99
9,42
7,03
4,57
11,38
8,63
5,40
2,46
2,89
0,29
2,44
4,57
7,03
9,03
2,03
-0,16
4,99
2,89
4,57
4,57

15,62
12,16
12,55
12,93
12,16
15,62
13,70
17,14
19,04
19,04
16,38
19,04
22.48
16,38
16,00
14,47
13,70
16,00
16,00
16,76
14,47
13,32
14,47
14,47
13,70
10,60
12,93
14,85
17,14
14,47
16,38
16,00
16,00
12,93
10,99

7,83

6,22

3,74

4,15

7,43

9,82
10,60

9,03

7,83

7,03

5,81

7,83

7,83

95,3
87,7
88,4
92,4
98,1
89,5
98,1
94,6
86,7
80,3
100,0
97,1
90,2
87,1
98,8
92,3
92,0
86,7
86,4
86,9
87,7
87,5
82,9
81,2
83,3
79,6
81,9
84,6
86,1
93,9
93,4
93,7
90,7
95,2
97,1
81,5
60,9
74,3
93,5
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
99,5

84,8
71,4
68,3
69,4
88,7
60,9
91,8
79,1
70,8
68,0
100,0
88,4
72,9
74,6
93,8
74,8
72,9
59,6
68,4
72,5
82,9
70,4
53,1
50,0
60,7
51,4
48,9
56,0
64,7
82,7
78,4
79,9
78,4
83,9
91,9
64,1
53,2
66,1
84,6
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
98,3

100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

96,0

96,0

91,9
100,0

98,5
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

98.4
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

98,3

69,5

83,7
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

2211
0,802
0,576
1,640
1,921
1,369
0,534
0,333
0,273
0,339
2,426
2,136
1,019
0,326
2,439
1,485
0,507
0,161
0,070
0,060
0,053
0,256
0,100
0,141
0,082
0,059
0,060
0,063
0,070
0,225
0,294
0,230
0,180
1,219
2,325
1,300
0,014
0,016
0,596
2,424
2,394
2,403
2,385
2,371
2,394
2,419
2,410
2,344

1,880
0,015
0,015
0,073
0,259
0,015
0,073
0,024
0,015
0,015
2,417
1,089
0,083
0,034
2,407
0,044
0,015
0,015
0,015
0,015
0,024
0,015
0,005
0,005
0,015
0,005
0,005
0,005
0,015
0,034
0,024
0,024
0,024
0,054
1,313
0,015
0,005
0,015
0,024
2,397
2,378
2,388
2,368
2,368
2,368
2,407
2,388
2,251

2,339
1,860
2212
2,349
2,417
2,388
1,528
0,669
0,688
2,427
2,437
2,427
1,948
0,796
2,456
2,407
1,255
0,435
0,181
0,122
0,112
1,626
0,278
0,474
0,347
0,220
0,220
0,171
0,151
0,454
0,718
0,474
0,454
1,968
2,456
2,407
0,015
0,024
2,407
2,456
2,407
2,417
2,407
2,378
2,427
2,427
2,427
2,397




23.10.2015

51300

24.10.2015

25.10.2015

26.10.2015

27.10.2015

28.10.2015

29.10.2015

30.10.2015

31.10.2015

1.11.2015

2.11.2015

3.11.2015

4.11.2015

5.11.2015

6.11.2015

7.11.2015

8.11.2015

9.11.2015

10.11.2015

11.11.2015

12.11.2015

13.11.2015

14.11.2015

15.11.2015

== = = = = = = = = = = k=l = k= = k= =l = =l =1 =l k=

6,50
2,86
5,46
6,38
6,81
7,57
7,50
6,70
4,58
4,16
1,15
0,28
0,68
1,83
4,20
8,35
8,63
6,80
11,44
11,41
6,53
4,44
4,85
5,82

2,03
-1,06
0,29
3,31
3,74
5,40
6,62
3,31
0,29
0,61
1,97
433
-2,90
-1,97
1,51
4,15
2,89
1,17
9,82
8,23
2,89
-0,61
2,46
3,74

9,03
9,03
9,82
9,82
9,82
9,82
7,83
7,83
10,21
9,42
8,63
9,03
7,83
9,82
12,55
12,55
13,70
11,77
14,09
13,70
9,03
9,03
7,03
9,03

97,8
98,9
98,8
92,7
92,2
86,8
92,5
99,8
96,9
83,0
86,0
84,8
90,8
91,7
92,2
99,3
97,9
99,7
90,1
90,7
93,3
92,2
91,9
98,5

91,9
93,8
95,9
74,9
79,1
77,7
87,5
98,3
84,0
52,8
53,7
54,0
76,8
76,0
75,1
95,9
90,2
98,2
76,1
83,8
81,4
81,4
66,7
92,0

100,0
100,0
100,0
100,0

98,4

93,8

98,4
100,0
100,0
100,0

98,2

98,3
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

96,0
100,0
100,0
100,0
100,0

2,147
1,810
1,626
0,686
0,273
0,112
0,229
0,701
0,618
0,337
0,263
0,217
0,284
0,477
0,389
1,625
2,398
2,396
1,559
0,946
0,875
0,706
2,345
2,418

1,860
1,411
1,206
0,034
0,034
0,034
0,103
0,601
0,396
0,015
0,015
0,015
0,034
0,044
0,024
0,474
2,368
2,358
0,220
0,259
0,073
0,093
0,796
2,378

2,310
1,948
1,880
1,460
0,435
0,278
0,581
0,747
0,874
0,786
0,542
0,767
0,610
1,177
0,591
2,407
2,417
2,417
2,417
2,114
1,636
1,235
2,437
2,437
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