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Abstrakt
Jifi Rozsypalek

Infekéni biologie Chalara fraxinea a faktory ovliviiujici fruktifikaci teleomorfy

Hymenoscyphus pseudoalbidus jako zdroje infekce nekrozy jasanu

Tato diplomova prace se zabyva nekrozou jasanu zplisobovanou patogennim agens
Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral, Queloz, Hosoya. Ktera se za poslednich
cca dvacet let rozsitila po celé¢ Evropé€ a je vaznou hrozbou pro mistni populaci jasant
(Fraxinus spp.). Tato prace se zabyva predevsim symptomatologii choroby ve vazbé na
fenologii jasanu. v podminkach in situ. Byly provedeny umélé infekéni pokusy a
otestovano né¢kolik obrannych opatieni. Dale byla navrzena metodika inokulaci
askosporami a metodika hodnoceni jasanovych porosti postizenych nekrézou jasanu.
Byla sledovana rychlost Sifeni infekce a mira mortality u rizné starych porosti jasanu
ztepilého Bylo zaznamendno, Ze silnd infekce zplsobuje vyrazné zpomaleni jarnich
fenologickych fazi jasanu. Bylo objeveno nékolik faktorti, zodpovédnych za vyznamné
rozdily v intenzit¢ chfadnuti jednotlivych stromli v porostech. Byla sledovana
fruktifikace teleomorfniho stadia v nékolika odlisnych typech prostiedi. Infekénimi
pokusy byla zjisténa nachylnost F. excelsior. Infekce propukla u 83,7 % testovanych
jedinct. U dalSich testovanych druhd F. pensylvanica 14 % a F. americana 38 % byla

uspesnost vyrazné mensi.

Klicova slova: Hymenoscyphus fraxineus, fenologie, Fraxinus excelsior L.,

fruktifikace, inokulace.



Abstract
Jifi Rozsypalek

Infectious biology of Chalara fraxinea and factors affecting fructification of

teleomorph Hymenoscyphus pseudoalbidus as a source of ash dieback infection

The diploma thesis deals with ash dieback caused by pathogenic agent Hymenoscyphus
fraxineus. This pathogenic fungus has spread across the whole Europe during the last
twenty years and became a serious threat for European ash populations (Fraxinus spp.).
This theses are mainly focused on H. fraxineus symptomatology in relation to
phenology of Fraxinus excelsior L. in situ. Artificial infection experiments were carried
out and several control measures were tested. The methodology of inoculation with
ascospores and methodology of evaluation of ash stands infected by H. fraxineus were
designed. Outside the terms of assignment of this thesis, the speed of infection spread
and mortality rate in stands of different ages were observed. One of the most interesting
results is a finding that severe infection causes significant slowdown of phenological
phases of F. excelsior. Infectious experiments showed high susceptibility of F. excelsior
to the infection. The infection broke out in 83.7% of tested individuals. The
susceptibility of F. pensylvanica 14 % and F. americana 38 % was proved to be

considerably lower.

Keywords: Hymenoscyphus fraxineus, Ash dieback, phenology, Fraxinus excelsior L.,

fructification, inoculation
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1. Uvod

Evropské lesy jsou charakteristické nizkou druhovou diverzitou dievin (Svenning a
Skov, 2007) a jasan ztepily (Fraxinus excelsior L.) je po buku lesnim (Fagus sylvatica
L.), z hlediska dfevinného zastoupeni, druhou az tieti nejhojnéjsi listnatou dfevinou
(Kirisits a Cech, 2009). Velkou vyhodou, diky niz se jasany ¢asto pouzivaji v lesnictvi,
je jejich vysoka ekologicka flexibilita, diky nizZ mohou byt jasany péstovany od luznich
lest az po podhorska stanovisté¢ (Dufour a Piégay, 2008). Malokdy jsou péstovany
Vv monokulturich, ale vzhledem k tomu, ze v mladi velmi dobfe snasi zastinéni, byvaji
pouzivany Casto jako dfeviny meliora¢ni a zpeviujici. Jeho role je také zasadni pro
zvySovani mechanické a ekologické stability biehovych porosti (Dobrowolska et al.,
2008).

Odumirani jasanu zpusobované patogenni houbou Hymenoscyphus fraxineus (T.
Kowalski) Baral, Queloz, Hosoya se v poslednich letech stalo hrozbou pro evropskou
populaci jasant. OhroZeny jSou porosty jasanu ztepilého (F. excelsior), choroba také
vyrazné poskozuje i jiné druhy zrodu Fraxinus spp. Fraxinus angustifolia Vahl.,
Fraxinus americana, Fraxinus pensylvanica Marsh. aj.. Jasan zimat (Fraxinus ornus L.)
je vuci infekei odolny (Drenkhan & Hanso, 2010; Kirisits et al, 2010,. Gross et al,
2014). Onemocnéni bylo poprvé pozorovano v roce 1990 v Polsku a v Litvé. Od té doby
se velmi rychle rozsifilo po celém uzemi nejen kontinentdlni Evropy. V soucasnosti

neni jen n€kolik evropskych zemi zasaZenych timto odumiranim.

Podle poslednich vyzkumu (Kirisits et al, 2009; Timmermann et al, 2011; Krautler a
Kirisits, 2012; Gross et al, 2012) patogen nejprve infikuje jasanové listy, skrze které se
dostava do tfapikli a nasledné mize infekce expandovat do floému a xylému letorosti a
vetvi. U infikovanych stromii dochazi k predCasnému opadu listi, odumirani vyhoni a
celych vétvi nad mistem vniku infekce (Kirisits et al, 2009, Gross et al, 2014;
McKinney et al., 2011). Vysadba a mladé porosty jsou podstatné vice poskozovany
infeket, taktéZ mortalita je u mladych porosti mnohem vyssi (Rozsypalek, 2012). Také
vzrostlé porosty jsou infekci poSkozovany, ackoliv sndSeji infekci déle a mortalita
V téchto porostech je vyrazn¢ mensi. Patogen tyto stromy oslabuje a €ini je nachylné
dalsim infekcim sekundarnich patogenti a skidcti (Kowalski et al, 2010; Skovsgaard et
al, 2010; KeBler et al. 2012; Husson et al, 2012; Lygis et al, 2014).



Vzhledem ktomu, Ze se odumirani jasand stalo vaznou hrozbou pro lesni Skolky,
rozhodla se European Plant Protection Organization (EPPO) zaradit H. pseudoalbidus
do EPPO Alert seznamu v roce 2007 (EPPO, 2010), ), nasledn¢ pak byla choroba s

ohledem na jeji nekontrolovatelné Sifeni ze seznamu vyrazena.



2. Cile prace

Hlavnim cilem této prace je detailné¢ prostudovat interakce mezi hostitelskou rostlinou

(F. excelsior) a patogennim agens (H. fraxineus).

Dal8im cilem bylo otestovani moznych obrannych opatieni v infikovanych porostech F.
excelsior. Pro uspésné zpracovani téchto cili bylo téeba vytvofit a otestovat metodiky

inokulaci askosporami a kulturou H. fraxineus.

Poslednim cilem je navrZzeni a otestovani metodiky hodnoceni zdravotniho stavu

infikovanych jasanovych porosti.



3. Soucasny stav FeSené problematiky

3.1. Historie odumirani jasanii v Evropé
Prvni potvrzené piiznaky odumirani jasani byly pozorovany v severovychodni ¢asti
Polska a jihozapadni €asti Litvy v letech 1992 az 1996. Od této doby se nemoc velmi
rychle $ifi po celé Evropé (Kowalski a Lukomska, 2005). Viz obr. ¢. 1. Pfirozené

rozsiteni F. excelsior a letopoCty potvrzeného vyskytu H. fraxineus.
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Obr. ¢. 1. Ptirozené rozsifeni F. excelsior (modra barva) a letopolty potvrzeného

vyskytu H. fraxineus v jednotlivych statech (www.euforgen.org, 2014).

Naposledy byl vyskyt H. fraxineus potvrzen v letech 2010 az 2011 v Belgii (Lustr et al.,
2011), v Rusku (Gross et al, 2014), v Nizozemsku (Kopinga & de Vries, 2012), a na
Ukrajiné (Davydénko et al., 2013). Ve Velké Britanii, Irské republice a Severnim Irsku
v roce 2011 (Douglas & Ryan, 2012; Forestry Commission, 2013; Sansford, 2013).
Naposledy byl patogen potvrzen v Bosné a Hercegoviné v roce 2013 (Tresti¢ a
Mujezinovic, 2013). VEetné téchto novych zaznama byl H. fraxineus potvrzen jiz v 29
evropskych zemich. V nékolika statech jihozapadni a jizni ¢asti Evropského kontinentu
nebyl doposud patogen objeven. Stejné tak v oblasti Asie, tedy v mistech, kam jesté

zasahuje pfirozeny vyskyt F. excelsior. Nicmén¢ vzhledem k dosavadnim poznatkiim o


http://www.euforgen.org/

rychlosti $ifeni této infekce se da pfedpokladat, ze se i zde tato patogenni houba brzy

objevi (Steinbock, 2013).

Z pocatku byla pric¢ina odumirani jasani v Evropé S$patné pochopena. Za plvodce
odumirani byly cCasto povazovany jiné druhy patogennich hub, popfipade
saprofytickych hub a za primarni pfi¢inu odumirdni byly povazovany Spatné abiotické
podminky jako naptiklad dlouha obdobi sucha nebo ¢asné a pozdni mrazy (Przybyl
2002, Cech, 2006). O nekolik let pozdéji bylo zjisténo, ze H. fraxineus (v té dobé znam
pouze v asexualni formé jako C. fraxinea) zptisobuje symptomy typické pro odumirani
jasant, a byl tak oznaCen za primarni pfi¢inu odumirani jasani v Evropé (Kowalski,

2006; Bakys et al., 2009; Kowalski & Holdenrieder, 2009; Kirisits et al, 2009).

Vzhledem k rychlému Sifeni H. fraxineus a k vysoké intenzité odumirani postizenych
jedinct, coz jsou vlastnosti neobvyklé pro ptivodni patogeny, se da predpokladat, ze je
tento druh neptivodni. Do Evropy byl zavlecen a jedna se tedy o invazivni druh (Queloz
et al., 2011; Husson et al, 2011). Tato teorie byla nedavno podpoiena zjisténim, ze se H.
fraxineus piirozené vyskytuje na F.mandshurica Rupr. v Japonsku a Koreji. Byl zde
poprvé popsan jiz v roce 1993 pod jménem Lambertella albida Gillet. (Zhao et al.,
2012). Piesto doposud nebyly z asijskych druhd jasani popsany zadné symptomy
odumirani typické pro evropské jasany kolonizované touto houbou. K jasantim, které
jsou dosud povazovany za rezistentni se fadi druhy F. mandshurica a F. chinensis Rox.
s pfirozenym vyskytem v Japonsku a Cing, coz naznacuje, Ze je H. fraxineus pivodem
z téchto oblasti (Zheng & Zhuang, 2014). Bylo zjisténo, Ze populace H. fraxineus
v Japonsku maji vEtsi genetickou diverzitu nez populace v Evropé. To tedy posiluje
teorii, ze H. fraxineus pochazi z jihovychodni Asie (Gross et al, 2014). Stale je vsak
zapotiebi dalsi vyzkum v této oblasti, aby bylo mozné odhalit pfesny geograficky piivod

patogenni houby, ktery doposud neni znam (Gross et al., 2012).

3.2. Taxonomie a morfologie piivodce odumirani jasani
Hymenoscyphus fraxineus — voskovic¢ka jasanova patii do rodu Hymenoscyphus —
voskovicky, Celedi Helotiaceae — voskovickovité, fadu Helotiales — voskovickotvare,
tfidy Leotiomycetes — voskovi¢koplodé, kmenu Ascomycota — vieckovytrusné a fiSe
Fungi — houby. Rod Hymenoscyphus celkové obsahuje vice nez 150 druhd, z nichz
vétsina je dnes povazovana za saprofyty (rozkladajici mrtvou organickou hmotu). Az do

evropské epidemie nekrozy jasanu zptusobené H. fraxineus, nebyl v tomto rodé¢ znam



zadny druh, ktery by jakymkoli zptisobem parazitoval na rostlinach (Wang et al., 2006).
H. fraxineus vytvaii na infikovanych fapicich z ptedchozi vegetacni sezony cCetna
apotecia bilé barvy, velkd v priméru jeden az tfi milimetry. Apothecia se vytvafi na
cernych pseudosklerociich pokryvajicich ftapiky, v apoteciu se vytvari hyalinni
jednobunééné askospory velké 13-21 x 3,5-5,0 um. Anamorfa (C. fraxinea) se
vyznacuje tvorbou hnédych fyalid (16-24 x 4-5 pum), v nichz jsou ulozeny kratké
valcovité, hyalinni konidie (Kowalski, 2006). Viz obr. ¢. 2. Apothecia (vlevo) a konidie
ve fyalidach.

Obr. ¢. 2. Apothecia (vlevo) a konidie ve fyalidach (Rozsypalek, 2012).

3.3. Zivotni cyklus Hymenoscyphus fraxineus
Zivotni cyklus H. fraxineus neni zcela objasnén. Pro jeho objasnéni je dilleZité zjistit
jeho plivod a studovat jeho Zivotni cyklus na piivodnich hostitelskych rostlindch.
V pivodnim prostiedi se pravdépodobné chova tato houba saprofyticky a pieziva jako
endofyt pouze v jasanovych listech. Kdezto u evropskych a severoamerickych jasant,
Snimiz neprosla spole¢nou evoluci, zasahuje taktéZz do dievnatych casti (floému a
xylému) a zplsobuje tak zdvaznid poSkozeni charakteristickd pro odumirani jasant
(Gross et al., 2014). Vyzkum nekrézy jasanu a H. fraxineus se zaméfil predevsim na F.
excelsior, takze zivotni cyklus této houby a charakteristické symptomy jsou nam znamy
predevsim ve spojeni s timto hostitelem (Kirisits et al, 2009). Je pravdépodobné, Ze se
zivotni cyklus ani symptomy infekce nebudou nijak zdsadné liSit ani u jinych hostitel

rodu Fraxinus spp., u kterych H. fraxineus zptusobuje odumirani (Piribauer, 2013).



H. fraxineus prezimuje na zCernalych sklerotizovanych fapicich infikovanych a
opadanych v loniské vegetacni period€. Na zacatku 1éta se na téchto tfapicich zacinaji
usnadiiuje pienos i na dlouhé vzdalenosti (Kowalski & Holdenrieder, 2009). Vyjime¢né
se mohou apothecia vyskytovat i na kofenovych krécich mladych rostlin odumielych
vlivem infekce (Kirisits et al, 2012). Sporulace je nejintenzivnéj$i na zacatku 1éta, ale
fruktifikace je znaCné zavisla na pfiznivych klimatickych podminkéch, takze ke
sporulaci mtze dojit i v jarnim a podzimnim obdobi (Hietala et al., 2013; Lustr et al.,
2014).

Za vstupni branu infekce jsou dnes povazovany predevsim listy a fapiky listd (Cleary et
al., 2013). V mistech uchyceni askospor na jasanovych listech Se za¢inaji koncem 1éta
postupné vytvaret malé nekrotické 1éze (Gross et al, 2014). Tyto 1éze se postupné $ifi na
fapiky, zpusobuji zasychdni listl a nevyhnutelné vedou k pred€asnému opadu listi
vV pozdné letnich mésicich (Freinschlag, 2013). V mistech napojeni listd na letorost
pravdépodobné prochazi infekce do dievnatych c¢asti rostliny (Kirisits et al, 2009).
Nasledné probiha infekce v dievnatych Castech rostliny (floém a xylém). Ve chvili, kdy
se infekce roz$ifi natolik, Ze zasahne celou bél a builky kambia dochédzi k rychlému
vadnuti celych letorosti a vétvi nad mistem infekce (Schumacher, 2007, 2011).
Vzhledem k tomu, ze vyskyt apothecii na mrtvych letorostech v koruné je neobvykly,
dosahuje Casto zivotni cyklus H. fraxineus "slepé ulicky". A to pravé v misté infekce
dfevnatych ¢asti (Gross et al., 2014). Sporulace na kotfenovych krécich mladych rostlin,
hrala pravdépodobné vyznamnou roli v Sifeni H. fraxineus za ptispéni lidské ¢innosti a
to pii obchodu s prostokofennym sadebnim materiallem na dlouhé vzdalenosti

(Timmermann et al., 2011).

Role anamorfniho stadia Ch. fraxinea, ktera vytvafi na podzim a v zimé pii nizkych
teplotach falidy s konidiemi, v zZivotnim cyklu této houby doposud neni jasna a stale se
o ni diskutuje (Kowalski a Bartnik, 2010). Produkované konidie jsou v soucasné dob¢
povazovany za neinfekéni, protoze pii pokusech na agarovém médiu nekli¢i (Kirisits et

al, 2013).

V posledni dobé byl pozorovan i druhy zpusob, jimZz patogen vnika do pletiv
hostitelského jedince. Krom¢é infekce skrze listy a ftapiky mohou askospory

pravdépodobné pronikat také piimo do letorostd, kmene a kotfeni. Predpoklada se, ze by



tato pletiva mohla byt infikovana skrze lenticely a poranéni. Tento zpisob infekce vSak
dosud nebyl experimentalné prokazan (Husson et al., 2012). Ve chvili, kdy je hostitel
oslaben infekci H. fraxineus, stava se Casto velmi atraktivnim pro dal$i patogeny
kofenového systému, jako jsou vaclavky Armillaria spp.,dievnatky Xylaria spp. a
Supinovky Pholiota sps., coz jsou patogenni organismy napadajici sekundarn¢ koteny
oslabenych jedinct (Husson et al., 2012). Primarni pficina rozsahlych kofenovych a
bazalnich nekrdz je tak stale diskutovana, prvotnim piivodcem bazdlnich nekr6z mohou
byt také pivodni patogeny kofenového systému jako napiiklad vaclavky Armillaria spp.
a H. fraxineus mize byt jen sekundarni patogen kolonizujici zranéné tkané (Enderle et
al., 2013).

3.4. Hostitelé Hymenoscyphus fraxineus v Evropé
Jasan ztepily (F. excelsior), jasan tzkolisty (F. angustifolia Vahl.) a jasan zimat (F.
ornus L.), jsou tii pavodni evropské druhy rodu Fraxinus (Uradni¢ek et. al., 2009).
Nejveétsi areal pfirozeného rozsiteni ma v Evropé F. excelsior. Saha od jizniho Svédska
a Finska na severu po jizni Italii na jihu a od Portugalska a Irska na zapadé po Iran na
vychodé (viz obr. & 3.) (Uradnicek et. al., 2009). Ob&as se tento druh jasanu péstuje

v monokulturach (pfedevsim v Anglii, kde ma velmi ptiznivé podminky), ale nejcastéji

se pouziva ve smiSenych porostech sjinymi druhy listnatych dfevin na vlhkych, na
ziviny bohatych pudach (Frivold, 1994; Roloff & Pietzarka, 2010).

Fraxinus angustifolia Fraxinus excelsior

Fraxinus ornus

L and

Obr. ¢. 3. Mapa rozsiteni ptivodnich evropskych druhi jasanu (Fraxigen, 2005).
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Zbylé dva druhy jasanu se vyskytuji pfirozené spise v oblastech jizni az sttedni Evropy.
F. angustifolia mé4 severni rozsifeni na jihu Ceské republiky a ve stiedni Francii, jizni
hranici pfirozeného vyskytu tvoii staty severni Afriky. Zapadni a vychodni hranice
rozsifeni je srovnatelna s jedinci F. excelsior (Portugalsko a fran). F. ornus ma nejmensi
areal prirozeného vyskytu, jeho severni hranice se nachazi na jiznim Slovensku, zapadni

na vychodé Spanélska, jizni a vychodni na jihu Turecka (Uradnigek et. al., 2009).

Z té&chto tfi ptivodnich evropskych druhi jasanu jsou poskozovany infekci H. fraxineus
F. excelsior a F. angustifolia (Bakys et al, 2009; Matlakova, 2009; Kowalski et al,
2010). U F. ornus prozatim nebyly V pfirozenych podminkach pozorovany zadné
symptomy infekce, diky ¢emuz se zda byt rezistentni (Kirisits et al, 2009).
Z mimoevropskych druhtl jasant byly objeveny symptomy odumirani u tfi americkych
druhd jasanu. Jedna se o F.americana, F. pensylvanica a F. nigra. Dale byl H. fraxineus
odizolovan z chfadnouciho F. mandshurica v Estonsku (Drenkhan, 2010). Celkem jsou
znamy dalsi ¢tyfi druhy mimoevropskych jasant, které jsou napaddny touto patogenni

houbou (Drenkhan a Hanso, 2010).

F. excelsior je jednozna¢né nejintenzivnéji napadanou a nejvice poskozovanou
hostitelskou rostlinou H. fraxineus. Tento fakt mtze zptsobit velké problémy, a to nejen
V lesnictvi, kde je tento druh jasanu Casto vyrazné zastoupen, ale také v méstské a
krajinné zeleni (Pautasso a kol., 2013). Jako velky problém se v posledni dobé ukazuje
predevsim UspéSnd obnova biehovych porostll v krajin€ a jasanovych aleji podél cest.
Prestoze H. fraxineus napada vSechny vékové ttidy F. excelsior, u mladych jedinct
pozorujeme mnohem Vvétsi poSkozovani a mortalitu vlivem infekce nezli u jedinch
dospélych (Plitira et al, 2011). Jistou nad¢ji pro zachovani tohoto druhu jasanu v Evropé
nam poskytuje zjisténi znacnych rozdila v intenzité chifadnuti mezi jednotlivymi jedinci
tohoto druhu. S velkou pravdépodobnosti stoji za témito rozdily znac¢na diverzita
v genetické odolnosti jednotlivych provenienci F. excelsior v Evropé. (Kopinga & de
Vries, 2012; Enderle et al, 2013.; Freinschlag, 2013; Stener, 2013).



3.5. Symptomy odumirani jasanu
Onemocnéni obvykle zafind na nadzemni ¢asti hostitelskych rostlin, pouze ve
vyjimeénych piipadech mize dojit jiz v poatecnich stadiich k infekci kofenové casti
(Kowalski a Holdenrieder, 2008). Symptomy objevujici se v korunach stromi
postizenych infekci vedou v mnoha ptipadech az ke smrti postizeného jedince
(Skovsgaard et al., 2010). U mladych strom byva pribéh onemocnéni akutni a

k mortalité dochazi jiz po par letech od propuknuti infekce, zatimco u dospélych jedinci

byva pribéh onemocnéni chronicky a infikovany jedinec mlze Casto piezivat i desitky

let (Kowalski & Holdenrieder, 2008).

Obr. ¢. 4. Mlady jedinec (3 roky) F. excelsior dva roky od prvniho propuknuti infekce
(vlevo). Dospivajici jedinec (8 let) F. excelsior rovnéz dva roky od prvniho propuknuti

infekce (vpravo) (Rozsypalek, 2012).

H. fraxineus zptsobuje na hostitelskych dievinach z rodu Fraxinus fadu symptomd.
Mezi nejnapadnéjsi patii odumirdni letorostil a vétvi spojené s vadnutim a pfisychanim
listd nad mistem infekce (Halmschlager a Kirisits, 2008). K dalsim ptiznakim patii
tvorba podkornich nekr6z ZlutoCervené a pozdéji hnédé barvy. Tento jev je spojen se
z€ernanim floému, kambia a plamencovitym zabarvenim jadrového dieva (xylému) do
Seda az Sedocerna (Kowalski a Holdenrieder, 2008). Podkorni nekrozy se zacinaji
vytvaret Casto okolo, nebo pobliz listové jizvy, coz je ditkazem toho, Ze vstupni branou
infekce jsou listy a fapiky listl, skrze které se infekce dostavd do dievnatych Casti
(Kréutler a Kirisits, 2012). ZvétSovani podkornich nekréz je zptisobovano odumirdnim
floému, coz vede k odumirani celych vyhonli a vadnuti listl v distdlnim sméru od

infikované ¢asti hostitelské rostliny (Kirisits et al, 2009).
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Infikovani jedinci reaguji na tvorbu podkornich nekréz vytvafenim kalusu, kterym se
snazi vzniklé poskozeni izolovat a zabranit dal$i expanzi patogena (Kirisits et al, 2008).
Tato reakce je vsak vzhledem k velkému infekénimu tlaku patogenni houby ¢asto velmi
neudinna a infikovany jedinec nakonec infekci podléha (Husson et al., 2012). Dalsi
moznosti zmirnovani nasledkt infekce je tvorba sekundarnich vyhont jakozto néstroje

pro nahrazeni ztracené asimilacni plochy. Nektefi vitalni jedinci F. excelsior maji

schopnost tvorby téchto vyhonl velmi silnou a mohou tak mnohem déle odolavat

infekci (Kowalski et al, 2010).

Obr. ¢. 5. Symptomaticky cyklus H.fraxineus - F.excelsior (Rozsypalek, 2014).

3.5.1. Defoliace
Symptomy nekrozy jasanu se poprvé objevuji praveé na listech. Zachycené askospory
pomoci apresoria prorustaji do pletiv listu a zacinaji vytvaren nekrozy (Steinbock,
2013). Nekrozy postupuji po listové Zilnatiné k centralni listové Zilce a tapiku (viz obr.
¢. 6.). Ve chvili, kdy se infekce dostava k fapiku, zacinaji listy postupné schnout a
opadavat (Bakys et al, 2009). Neékdy se také stava, ze opadavaji celé listy véetné tapiku
jesté v zeleném stavu bez pfitomnosti viditelnych nekr6z na listové plose (Kréutler a
Kirisits, 2012). Pozorovani a experimentalni dikazy jasn¢ ukazuji, ze pred¢asny opad
listli, jakoZzto disledek pokrocilé infekce v listu, konci velmi ¢asto stoprocentni defoliaci

koruny postizenych jedinct (Freinschlag, 2013).
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Obr. ¢. 6. Rust listové nekrozy zpuisobené infekci H. fraxineus (Rozsypalek, 2013).

3.5.2. Podkorni nekrézy na letorostech
Po opadu listd zasazenych infekci H. fraxineus se zacinaji na letorostech objevovat
podkorni nekrdzy. K ristu podkornich nekréz velmi casto dochazi az v podzimnich a
prvnich zimnich mésicich. Nékteré podkorni nekroézy se mohou objevit i na jate pfistiho
roku. (Kirisits et al, 2009). Podkorni nekrozy jsou elipsoidniho tvaru. Z poc¢atku maji
ZlutoCervené zbarveni, které postupné tmavne az do tmaveé hnédé barvy (Kirisits et al,
2012). Pod kurou infikovanych letorostli je viditelné tmavé hnéda az Cernd vrstva
infikovanych bun¢k floému a kambia. Dochazi taktéz ke zbarveni jadrového dieva,
pticemz xylémové buiky infikované H.fraxineus se zbarvuji do Seda az SedoCerna

(Freinschlag, 2013).

Obr. ¢. 7. Viditelna podkorni nekréza (vlevo) a diskolorace xylému vlivem infekce

(Rozsypalek, 2014).
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Vzhledem k faktu, Ze podkorni nekrozy nevyristaji ze vSech listovych jizev po
infikovanych listech, je mozné, Ze véasny opad infikovanych listi zabranuje casto
patogenni houb¢ v prorastani do letorostii a ostatnich dievnatych ¢asti hostitele (Gross
et al, 2014). Ztohoto pohledu se potom jevi coby nesmyslna teorie, ze intenzita
defoliace v letnich mésicich vyjadiuje obecné nachylnost jasanu k infekci (Freinschlag,
2013).

3.5.3. Bazalni nekrézy — odumirani celych stromii
V nékterych piipadech byl H. fraxineus odizolovan z kofenového systému jasanovych
sazenic, na kterych byly viditelné symptomy odumirani na nadzemni ¢asti rostliny
(Schumacher a kol., 2010). Diive byly tyto infekce nalézany v kofenovych systémech
napadenych stromkid a ptisuzovany houbam Phytophthora spp. V nedavné dobé byl
ovSem nalezen dikaz potvrzujici primarni roli H. fraxineus v tvorbé bazalnich nekroz,
zpusobujicich infekce kofenovych a bazalnich ¢asti infikovanych jasand. Teorie o
primarni roli hub rodu Phytophthora v tvorbé bazalnich nekr6z u chiadnoucich jasant
tak byla vyvracena (Schumacher et al, 2010, Husson et al, 2012). Nebylo nalezeno
spojeni mezi infekci skrze listy - vétve a infekci v bazalnich a kofenovych c¢astech
infikovanych jedinci. Coz znamend, ze askospory H. fraxineus mohou infikovat
kambium pfes kiiru ve spodni ¢asti kmene, pravdépodobné ptes lenticely (Husson et al.,
2012). Po infekci kofenti a baze kmene, na kterych vznikaji nekrotické 1éze, jsou
rostliny vystaveny infekci ostatnich patogenti kofenového systému, jako jsou vaclavky
Armillaria spp., které¢ dale zhorSuji jejich zdravotni stav a urychluji odumirani

(Kowalski et al, 2010, Husson et al, 2012).

Obr. ¢. 8. Bazalni infekce zptsobena patogenni houbou H. fraxineus (Rozsypalek,
2014).
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3.6. Moznosti ochrany a obrany lesa
MozZnosti ochrany a obrany jasan a jasanovych porostii jsou vzhledem k rychlému
Sifeni a velkému infekénimu tlaku H. fraxineus velmi malé. Ve Skolkaiskych
provozech je mozné pouzit chemické oSeteni sadebniho materidlu. Tato opatfeni jsou
vSak neefektivni, nebot’ rostliny jsou chranény pouze po dobu setrvani ve skolkaiském
provozu. Po vysadbé do lesa byvaji infekci siln¢ poskozovany a zplsobuji zvySovani
infekéniho tlaku na okolni porosty (Gross et al., 2014). Pouziti chemické ochrany (latek
fungicidni povahy) v porostech je nerealné vzhledem k pravdépodobnym negativnim
ucinkim na pfirozenou mykofloru lesnich stanovist. Velkoplo$né pouzivani
fungicidnich pfipravku by v lesnictvi mohlo vést k nerovnovaze makro- a mikronutrietti
V pudnim prostiedi, potazmo k eutrofizaci podzemnich a povrchovych vodnich zdrojii
(Forestry commission, 2005). Dalsim rizikem masivniho pouziti fungicidli je moznost
vyvinu rezistentnich kmend H. fraxineus vici témto latkam (Pearson, 2009). Z téchto
divodu je uziti fungicidnich latek mozné pouze pro individudlni ochranu cennych

dfevin v krajin€ a ve méstském prostiedi.

Pravdépodobné jako jedind moZnost zachovani jasanu v Evropé se jevi vyhledavani a
Slechténi jedincti se zvySenou genetickou odolnosti vici infekci. Téméf ve vSech
porostech F. excelsior mizeme najit malé procento jedinct, ktefi jsou infekci jen
minimalné zasazeni i ptes obrovsky infekéni tlak (Stener, 2012). Nejlep$im zptsobem
jak zachovat F. excelsior je vyhledavat takovéto jedince a pracovat snimi jak
v piirozenych lesnich porostech, tak ve Slechtitelskych programech, diky ¢emuz

v

bychom mohli ziskat odolngjsi jedince (Gross et al., 2014).

Dalsi moznosti obrany je mozné vyuziti mykoviri. Podobné¢ jako u rakoviny kury
kastanovniku Cryphonectria parasitica An.. Tento vyzkum je vSak teprve v pocatcich a
prozatim pouze vime, ze se mykoviry na kulturach H. fraxineus vyskytuji (Corine et al.,
2014). Stale nevime o jaké mykoviry se pfesn¢ jedna, ani zda maji néjaky vliv na
agresivitu patogenni houby. Zajimavé vysledky ptinesl vyzkum Kowalski a Bartnik
(2010). Kultury H. fraxineus preferuji pro svtj rust teploty kolem 20 °C. Pii zvySeni
teploty na 30 °C se rist kultur znaéné zpomalil. Prokézali nizkou uspéSnost izolaci
patogenni houby z infikovanych letorostl, které byly pfed izolacemi pét hodin
louhovany ve vod¢ o teploté 36 °C. Ve vyrazné teplych ro¢nich obdobich mohou byt

teplotni podminky uvniti jasanovych tkani dostatecné extrémni, aby dokazaly vyrazné
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snizit zivotaschopnost H. fraxineus v infikovanych rostlinnych tkanich (Hauptman et

al., 2013).

9. Fraxinus excelsior bez zjevnych symptomd H. fraxineus v porostu

¢.

Obr.

s obrovskym infekénim tlakem této patogenni houby (Rozsypalek, 2015).
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4. Hlavni hypotézy prace

4.1. Vliv infekce Hymenoscyphus fraxineus na fenologii Fraxinus

excelsior L.
Tato hypotéza vychazi =z pozorovani velkych rozdili v nastupu jednotlivych
fenologickych fazi (pfedevS§im v jarnim obdobi) v porostech F. excelsior zasazenych
infekci. U siln€é symptomatickych jedinci dochazi vlivem infekce ke zpozdéni

jednotlivych fenologickych fazi az o nekolik tydni.

4.2. Faktory ovliviiujici intenzitu fruktifikace H. fraxineus
Havrdova (2014), uvadi, ze intenzita infekce je silné zavisla na vlhkosti prostredi,
v némz se vhodny hostitel nachazi. Cilem je ové&fit, zda ma vlhkost prostiedi vliv na
fruktifikaci H. fraxineus. Piedpokladame, ze pii sniZeni vlhkosti prostiedi (napiiklad
redukei bylinného patra, nebo snizenim zapojeni porostu) klesne také intenzita a délka

fruktifikace H. fraxineus.

4.3. Faktory ovliviiujici intenzitu poSkozeni jednotlivych jedinci

F. excelsior v porostu.
V porostech F. excelsior se srovnatelnym infekénim tlakem jsou pozorovany vyznamné
rozdily v intenzité chfadnuti jednotlivych jedincii. Otazkou zlstava, jaké faktory nejvice
ovliviiuji tuto diverzitu. Bude testovana hypotéza, ze jedinci vyrazn¢€ symptomaticti jsou

infekci H. fraxineus vice poskozovani, nez jedinci vypadajici zdraveé;i.

4.4. Otestovani citlivosti F. excelsior, F. pensylvanica a F

americana k infekci kulturou H. fraxineus
Po provedeni inokulaci kulturou H. fraxineus piimo do pletiv kmene vybraného souboru
testovanych jedincl, tfi druht jasan®, bude testovana citlivost K infekci. Testovany
budou nasledujici jasany: jasan ztepily F. excelsior, jasan pensylvansky F. pensylvanica

a jasan americky F. americana.

4.5. Test patogenity odliSnych morfotypu kultur H. fraxineus

Cermakova (2014) uvadi, ze tmavéjsi morfotypy H. fraxineus rostou v kulturich
vyrazn¢ pomaleji, nez morfotypy svétlé. Tento vysledek bude testovan inokulaci

identickych kultur do pletiv zivych jasani. Pfedpokladame, ze svétlé kultury si udrzi
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rychlejsi rast 1 v pletivech hostitelské rostliny a zptsobi tak mnohem vétsi poskozeni

nez kultury tmavé.

4.6. Obranna opatieni proti infekci v epidemické a

postepidemické dobé
Z dosavadniho pozorovani vyplyva, Ze v porostech, v nichZ je jasan pouze v piimési do
10 %, jsou jasany méné poskozovany infekci, nez v porostech s vysokym zastoupenim
jasani. Tento fakt mutze byt zplsoben piekrytim infikovanych ftapikti vrstvou
opadanych listi z ostatnich dfevin, coz muize vyznamné snizit mnozstvi askospor
uvolnovanych do ovzdusi. Pro potvrzeni hypotézi bude upraven pidni kryt za ticelem
snizeni fruktifikace nebo omezeni sporulace H. fraxineus. Lze ocekavat, Ze na
pokusnych plochach bude vyrazné snizena koncentrace askospor uvoliiovanych do

ovzdusi ve srovnani s kontrolni variantou.
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5. Metodika prace

5.1. lzolace kultur Hymenoscyphus fraxineus
Vzorky pro zachytné izolace H. fraxineus do kultur byly odebirany od 30. 9. 2013 do
31. 12. 2014. z celkem 54 lokalit. Odebran byl vzorek s aktivni podkorni nekrozou, byl
oznalen a pievezen do laboratofe (viz obr. ¢. 10.). Zde byl nafezan na $té€pinky xylému
vhodné k izolaci na Petrino miskach. Nasledné¢ byly vzorky v prostiedi flow-boxu

sterilizovany a umistény na zivné médium.

Obr. ¢. 10. Odbér a tprava vzorkt pted sterilizaci (Rozsypalek, 2013).

Kultury houby H. fraxineus byly izolovany na zivném médiu v Petriho miskach, pro
zachytné izolace bylo pouZito médium sladinovy agar (MEA 3,5) s pfidavkem

streptomycinu.
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Slozeni agaru: pivovarska sladinka susena 359

pepton pro bakterii 059
agar 139
destilovana voda 1000 ml

Pfiprava zivného média pro zachytné izolace: Nejprve rozsuspendujeme 53 g susené
zivné pudy v 1000 ml destilované vody a ponechdme minimalné¢ 30 minut bobtnat.
Nasledné sterilizujeme v autoklavu po dobu 20 minut pii 121 °C. Poté vyndame a sm¢s
pomalu ochladime ve vodni l1azni. Pfi teploté 60 °C piidame 50 mg streptomycinu na 1
litr media. Takto pfipravené medium se rozlije do sterilnich petriho misek tak, aby

vznikla vrstvi¢ka zhruba 4 mm tlusta.

Nasledna kultivace izolatd probiha po dobu jednoho mésice ve tmé v termostatu pii
teploté 23 °C. Poté se ziskané kultury pfeockuji na sladinovy agar (MEA 3,5) bez

streptomycinu.

5.2.  Vliv infekce Hymenoscyphus fraxineus na fenologii Fraxinus

excelsior L.
V ramci této Casti vyzkumu byla vybrana skupina jedincd F. excelsior, na niz byly
v pribéhu dvou vegetatnich sezéon pozorovany a zaznamendvany zmény ve
fenologickych fazich a symptomech vyvolanych infekci H. fraxineus. Zaroven byla na
plochach se sledovanymi jedinci zjistovana intenzita fruktifikace H. fraxineus a méteno
mnozstvi askospor uvoltiovanych do ovzdusi. TaktéZ byla métena zékladni klimaticka

data.

Pozorovani probihala od roku 2013 do roku 2014, a to vzdy od 1. 4. do 1. 12.
v sedmidennim intervalu. Na zacatku vegetacni doby byl u kazdého jedince zhodnocen
zdravotni stav a zméten primér kmene ve vycetni vySce. Nasledné byly kazdych sedm
dni vSechny sledované dfeviny diikladn¢ prohlédnuty a byly zaznamenany veskeré
zmény ve fenologii, nebo vyskytujicich se symptomech infekce. Zmény byly
zaznamenavany do databaze, popiipadé foceny. Celkem bylo za dvé vegetacni sezony
ziskéano 79 pozorovani. Cilem téchto pozorovani je popsat co nejvice faktort, které jsou
pfic¢inou velkych rozdilli v chfadnuti jednotlivych jasant v porostech a detailné popsat

bionomii houby H. fraxineus.
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5.2.1. Charakteristika stanovisté a sledovanych jedinct
Sledovani probihala na lokalit¢ Vranovicky les (N 48°56.63430', E 16°36.09068").
Primérnad rocni teplota Vv této oblasti je 9,42 °C a primérny rocni thrn srazek zde
dosahuje 510 mm. Pfi srovnani s praméry Ceské republiky 7,5°C a 704 mm (CHMU,
2015) je ziejmé, Ze teploty v oblasti jsou vyznamné nadprimérné a thrn srazek je zde
velmi nizky. Srdzkovy deficit na vyzkumné lokalité¢ vyrovnava ptitomnost fek Svratky a
Satavy, diky nimZ se z4jmové tzemi nachdzi v prostiedi luzniho lesa s vysokou
hladinou podzemni vody a obasnym zaplavovanim v jarnich mésicich. Bylinné patro je
tvofeno prevazné (cca 90 % plochy) zlatobylem kanadskym (Solidago canadensis L.) s
piimési koptivy dvoudomé (Urctica dioica L.) a svizele ptituly (Galium aparine L.),
v ramci jarniho aspektu se na lokalité vyskytuje hojné ¢esnek medvédi (Allium ursinum
L.). Kefové patro je pfitomno pouze misty a tvoii jej pfedevsim svida bila (Cornus alba

L.) a bez ¢erny (Sambucus nigra L.).

Sledovano bylo celkem 40 jedinci F. excelsior. Kazdy strom z vybrané skupiny byl
viditeln¢€ oznacen Stitkem (viz obr. ¢. 11. Oznaceni jedinct pro fenologické pozorovani),
aby nemohlo dojit k zamén¢. Sledované jasany byly péstovany vV monokultufe s fadovou
vysadbou. Soubor sledovanych jedincl byl rozdélen na dvé poloviny, pfi¢emZ jedna
polovina (20 stromil) byla vysazena v roce 1998 a druha v roce 2008 (viz obr. ¢. 12.).
Sledovany tedy byly dieviny ve véku 18 a 8 let. Kazda polovina byla jesté rozd€lena na
dvé casti po deseti jasanech, pficemz do jedné casti byly vybrany dfeviny vyrazné
symptomatické a do druhé dieviny mirné¢ symptomatické. Pro toto rozdéleni byla
pouzita metodika ,,Hodnoceni zdravotniho stavu jasanovych porostli zasaZenych infekci
H. fraxineus“ (viz kapitola 5.6. Metodika hodnoceni jasanovych porosti). Do skupiny
mirn¢ symptomatickych jedinci byly zafazeny jasany s hodnocenim 1 az 3 a do skupiny
vyrazné symptomatickych jedinct dieviny ohodnocené stupni 6 az 8. Toto rozclenéni
bylo zvoleno pro moZznost zjistit rozdily ve fenologickych fazich a intenzité symptomu

mezi jedinci mélo a vyrazné poskozovanymi infekeci.

20



Obr. ¢. 12. Sledované porosty F.excelsior (Rozsypalek 2014).

5.2.2. Hodnoceni fenologickych fazi
Hodnoceni fenologickych fazi probihalo od 1. 4. do opadu 100 % listti. Hodnoceny byly
pfedevsim jarni fenologické faze, nebot’ podzimni fenologické faze nemohly byt az na
jednoho jedince (viz obr. ¢. 13. Fenologicka faze ¢. 6. u jediného nesymptomatického
jedince) vlivem symptom infekce (¢asto 100% defoliace koruny uz v letnich mésicich)
hodnoceny. Pro hodnoceni fenologickych fazi byla pouzita zjednodusena osmistupiiova

metodika.
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Hodnocené fenofaze:
-1 — rostlina odumfela v priab&hu jarnich mésict

0 - rostlina v dormanci,

1 - aktivace pupenti (jejich zvétSeni a rozevirani),

2 - raSeni pupent (na rostlin¢ se nenachazeji zadné vyvinuté listy, vice nez 50 % pupend
je jiz rozevieno),

3 - nedovyvinuté listy (na rostlin€ je méné nez 50 % listd plné vyvinuto),

4 - pln¢ vyvinuté listy (vice nez 90 % listi je pln€ vyvinuto),

5 - pocatek zloutnuti listt (do 50 % listd ztracejicich chlorofyl a zbarvujicich se do
zluta),

6 - zbarveni celé koruny (vice nez 90 % listl ztracejicich chlorofyl a zbarvujicich se do
Zluta),

7 - pocatek ptirozeného opadu listii (50% defoliace),

8 - celkovy opad listd (vice nez 90% defoliace).

Obr. ¢. 13. Fenologicka faze ¢. 6. u nesymptomatického jedince (Rozsypalek, 2014).
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5.2.3. Hodnoceni fruktifikace H. fraxineus
Fruktifikace H. fraxineus byla hodnocena na stejnych vyzkumnych plochach, na kterych
probihalo hodnoceni vlivu infekce H. fraxineus na fenologii F. excelsior. Na téchto
plochéach byly vytyC€eny tfi plosky o rozmérech 50 x 50 cm. Dvé plosky se nalézaly v 18
let starém porostu F. excelsior, pficemz u jedné byla provadéna pravidelna redukce
bylinného patra sekdnim a na druhé se nechévalo bylinné patro pfirozenému vyvoji.

Tteti ploska byla v osmiletém porostu a i zde bylo bylinné patro ponechano bez zasahu.

Sledovani probiha od roku 2013 v tydennim intervalu od 1. 4. do 1. 12. Na pokusnych
ploskéach jsou spocitany veskeré infikované (Cernd barva) tfapiky a je vyhodnoceno
procento fapiki s piitomnosti apothecii H. fraxineus (viz obr. &. 14. Rapik s ptitomnosti
apothecii H. fraxineus). Pro jednodussi vyhodnoceni ziskanych dat byla vytvofena

pétistupiiova Skala, do niz byla ziskana hodnota zatazena.
Metodika hodnoceni fruktifikace:

0 - nenalezeny zadné plodnice,
1 - plodnice objeveny v malé mite do 10 % fapikii pfedevSim na vlh¢ich mistech,
2 - plodnice nalezeny ve vétsi mife do 50 % Fapikt s plodnicemi,

3 - plodnice nalezeny v hojné mife nad 50 % fapikd s plodnicemi,

4 - plodnice nalezeny na vice nez 90 % tapiki.

Obr. ¢. 14. Rapik s ptitomnosti apothecii H. fraxineus (Rozsypalek, 2014).
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V sezoné 2014 se vlivem ptiznivych klimatickych podminek objevily dvé obdobi
fruktifikace. Jedno v jarnich mésicich svrcholem v poloviné ¢ervna a druhé v 1été
svrcholem v polovingé srpna. Vzhledem k mirnému piekryvu téchto obdobi byla
zavedena metoda, jez odliSuje apothecia stara z pfedchoziho obdobi a apothecia nové
vytvorena. Za stupen fruktifikace byla pfidana jedna az tii hvézdicky, které vyjadrovaly
procento starych apothecii na pocitanych fapicich * = do 30 % starych plodnic, ** = do
60 % starych plodnic a *** = do 100 % starych plodnic (napt: 3 ** znamend nad 50%
tapikll s ptitomnosti plodnic, z nichz 30 — 60 % tvofi staré usychajici plodnice). Jakozto

stara apothecia byla hodnocena ta, ktera mirn¢ zhnédla a pfischla na fapiku (viz obr. ¢.

15. Stara apothecia na fapiku).

Obr. ¢. 15. Stara apothecia na fapiku (Rozsypalek, 2014).

5.2.4. Meéfeni intenzity sporulace H. fraxineus
Na vyzkumné ploSe byl umistén aktivni lapa¢ spor vlastni konstrukce (viz obr. ¢. 16.),
pohanény elektrickou energii z autobaterie. Spory byly lapany pouze v roce 2014 a to
od 2. 7. do 29. 8. Lapac byl vystavovan v sedmidennim intervalu a doba expozice

lapace na ploSe byla 48 hodin. Celkem bylo provedeno 12 méfeni.
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Spory byly lapany na oboustrannou lepici pasku, ktera byla ihned po konci expozice
lapace umisténa do Eppendorf Safe-Lock tuby. Ty byly pievezeny do laboratote, kde
byly vzorky uskladnény v teplot¢ —20°C. Ze ziskanych vzorkd byla nasledné
extrahovdna DNA a metodami kvantitativni PCA analyzy byl uréen pocet spor H.

fraxineus na daném vzorku.

Lapace spor I

Lapace s paskou

Lapace s vaselinou

Klimaticka stanice

Box s bateriemi

Obr. ¢. 16. Aktivni lapa spor (Cermakova, 2014).

5.2.5. Hodnoceni nastupu a intenzity jednotlivych symptomii infekce
Toto hodnoceni probihalo na vSech ¢tyficeti jedincich F. excelsior, u kterych byly
hodnoceny fenologické faze. Hodnoceni probihalo od 1. 4. 2013 do 1. 12. 2014. Kazdy
jedinec byl jednou za sedm dni peclivé prozkouman a veskera nové objevend poskozeni,

a symptomy odumirani byly zaznamenany.

Pro snadnéjsi zpracovani byla vytvofena stupnice desiti symptomatickych fazi 0 — 9 a

ve chvili, kdy se na zkoumaném jedinci objevil symptom odpovidajici nékteré z téchto
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fazi, byla tato skute¢nost k danému datu kontroly zaznamenana. Od roku 2014 byla
vyhodnocovéna také intenzita projevu jednotlivych symptomd, kterd byla vyjadfovana

Vv procentech koruny zasazené timto symptomem.
Symptomatické faze:

0 — z&4dné symptomy se aktualné neprojevuji,

1 — reaktivace podkornich nekroz,

2 — odumirani vétvi v dusledku reaktivace nekroz,

3 — odumirani stromu vlivem bazalnich nekroz,

4 — prvni nekrdézy na listech,

5 — zac¢atek chifadnuti listd vlivem infekce H. fraxineus,

6 — usychani listl od okrajt,

7 — zacatek defoliace,

8 — 50 % a vyssi defoliace,

9 — 100 % defoliace,

10 — prvni objeveni podkornich nekroz.

Vyjimku tvofi symptomatickd faze 10 — objeveni podkornich nekréz, kterd neni
vyjadiena v procentech, ale pfimo po¢tem podkornich nekréz na 40 listovych jizev po
odpadlych infikovanych fapicich. Na kazdém infikovaném jedinci, u né&jz byly
pozorovany symptomy na listech, bylo po opadu infikovanych listi 0znaceno 40
listovych jizev (viz obr. ¢. 17. Oznaceni listovych jizev po infikovanych fapicich), u

kterych byl vyhodnocovan pocet podkornich nekroz.

[

Obr. ¢. 17. Oznaceni listovych jizev po infikovanych fapicich (Rozsypalek, 2014).
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5.2.6. Méreni klimatickych dat
Na kazdé vyzkumné plose byla umisténa mala klimaticka stanice (viz obr. ¢. 16.
Aktivni lapac¢ spor), ktera po dobu vyzkumu sbirala data o teploté ovzdusi, vzdusné

vlhkosti a ovlh¢eni povrchu.

5.3. Inokulac¢ni testy
Inokulaéni testy probihaly od 1. 4. 2014 do 15. 3. 2015 v lesni $kolce Reckovice
(49°15'8.112"N  16°35'49.180"E). Celkem bylo infikovano 150 dvouletych,
krytokofennych sazenic osmi kulturami H. fraxineus. Rostliny byly pravidelné jednou
tydn¢ sledovany a byl méfen rist podkornich nekrdz s presnosti na 1 mm. Po ukoncéeni
vegetaCni periody a piechodu rostlin do dormance byly vSechny rostliny pievezeny do

laboratote a podrobeny laboratornimu zkoumani.

5.3.1. Charakteristika stanovis§té, souboru pokusnych jedinci a kultur

k inokulaci
Inokuladni pokusy probihaly v lesni $kolce Redkovice. Tato $kolka se nachazi
Vv nadmotské vysce 220 m.n.m.. Rostliny pro infekéni pokusy byly umistény ve
foliovniku (viz obr. ¢. 18.) a pravidelné 2-4x tydné zalévany. Pro sledovani zakladnich
klimatickych charakteristik byla ve foliovniku umisténa automatickd méfici jednotka

HOBO, slouzici ke sledovani teploty a vlhkosti vzduchu v intervalu 60 minut.

Popis ¢idla HOBO :

teplota: rozsah - 20 az + 70 °C, ptesnost 0,7 °C, rozliseni 0,4 °C;
vihkost: rozsah 5 - 95 % relativni vlhkosti, pfesnost 5 %;
vyrobce: AMET Bilovice (Martinek, 2012).

Zatizeni slouzi k zaznamenani prub¢hu teplot, vlhkosti a zjisténi extrémnich hodnot

obou veli¢in, které by mohly mit vliv na abnormality v riistu jasant a patogenni houby.
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Obr. ¢. 18. Foliovnik se sazenicemi pro infekéni pokusy (Rozsypalek, 2014).

K infekénim testiim bylo zakoupeno 150 dvouletych krytokofennych sazenic ptivodem
z Nizozemi od firmy ARBOEKO s.r.o. Jednalo se o 50 ks F. excelsior, 50 ks F.
pensylvanica a 50 ks F. americana. Sazenice byly umistény do foliovniku a ponechany

50 dnti na misté pro piekonani transportniho stresu. Poté bylo pfistoupeno k inokulaci.

Pro inokulaéni pokusy bylo pouzito celkem osm kultur H. fraxineus. Ctyfi svétlé a &tyfi
tmavé monotypy. Kultury byly nejprve napéstovany na agarsladovém médiu (viz
kapitola 5.1.). Po dostate¢ném narosteni kultur byly do misek vlozeny malé §té€pinky
xylému F. excelsior, které poslouzily jakoZzto nosi¢ patogenni houby pro naslednou
inokulaci. 16. 6. 2014 byly vsichni jedinci nainokulovani kulturou H. fraxineus (viz obr.
¢. 19.). Inokulace byly provedeny ve vysce 30 cm od baze stromu, byla zméfena vyska a
pramér pro pozdéjsi zhodnoceni vlivu infekce na ptirtst. VSichni jedinci byli pravidelné
sledovani v tydennim intervalu. Byl méten pfirGst viditelnych podkornich nekroz s

pfesnosti na 1 mm a zaznamenavana piipadna mortalita.
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Obr. ¢. 19. Inokulace kulturou H. fraxineus (Rozsypalek, 2014).

31. 12. 2014 byl pokus ukoncen. U vSech jedincii byla zmétena vySka a primér kminku.
Byla zméfena konecna velikost viditelné podkorni nekrézy a vSichni jedinci byli

oznaceni a odvezeni do laboratofe.

5.3.2. Laboratorni vyhodnoceni inokula¢nich pokust
U vzorkll pfevezenych do laboratofe byla jesté jednou detailné¢ premerfena velikost
viditelné podkorni nekrézy. Poté byly vzorky nafoceny a roziezany po 0,5 cm, aby bylo
mozné zjistit rozsah infekce v pletivech dle diskolorace pletiv xylému a floému typické

pro infekci H. fraxineus (viz obr. ¢. 20.).
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Zjistovany byly tyto informace:

Oznaceni rostliny: F. Excelsior R BB1/1/3 -2

Vyska: 134cm

Primér v misté inokulace: 1,1cm

Vyska mista inokulace od baze: 32-34cm

Prvni zabarveni dien¢: 52 cm

Vystoupeni ze dfen¢: 49 cm

Kontakt s kambiem: 46 cm

95 % drevniho valce zamofeno: 42 cm — Pocatek viditelné podkorni nekrozy
100 % dievniho valce zamoteno: 40 cm

Misto mortality (piipadné misto nejrozsahlejsi infekce): 33 cm
100 % dtevniho valce zamoteno: 32 cm

95 % dievniho valce zamofeno: 31 cm

Konec viditelné nekrézy: 26 cm

Kontakt s kambiem: 25 cm

Vystoupeni ze dfen¢: 22 cm

Posledni zabarveni diené: 20 cm

Jedinci, u kterych nemohla byt laboratorni analyza provedena, byli ihned pfeneseni a

dale uchovavani v chladicim boxu pfi teploté 4 °C.

Obr. ¢. 20. Laboratorni analyza inokulovanych rostlin (Rozsypalek, 2015).

30



5.4. Testovani obranych opatfeni v infikovanych porostech F.

excelsior
V roce 2013 bylo ve Vranovickém lese (N 48°56.64992', E 16°36.01407") vyty¢eno pét
pokusnych ploch o rozmérech 5x5 m na nichz bylo provedeno variantni oSetfeni
povrchu pidy za Uéelem zamezeni sporulace H. fraxineus. V roce 2014 byly

dobudovany dalsi tfi plochy. VSech osm ploch bylo ohrani¢eno ze vSech stran folii

sirokou 130 cm pro co nejlepsi odstinéni askospor z okoli vyzkumnych ploch (viz obr.
¢. 21).

Obr. ¢. 21. Vyzkumna plocha ohraniéena folii (Rozsypalek, 2013).

Utinnost opateni byla ovéfovana pomoci lapate spor umisténého uprostied kazdé
plochy. V roce 2013 byl pro lapani spor pouzit pasivni lapa¢ spor (viz obr. ¢. 22.).
Spory byly lapany na mikroskopickd sklicka natfend lékafskou vazelinou. Lapani
probihalo od 1. 5. 2013 do 31. 10. 2013. Expozice lapace byla nepfetrzita a vzorky byly
odebirany jednou za sedm dnti. Celkem bylo odebrano 22 sérii vzorki. Vzorky byly
vyhodnocovdny pomoci mikroskopu. Bohuzel bylo zjisténo, ze pasivni lapace
z neznamého divodu nezvladnou dostatecné zachytit spory H. fraxineus. Pro optimalni
efektivitu lapani spor H. fraxineus jsme zacali pouzivat od roku 2014 aktivni lapac spor
(viz obr. ¢. 16. Aktivni lapac spor).
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Obr. ¢. 22. Pasivni lapac spor (Rozsypalek, 2013).

Nové technologii lapani spor byla ptizptisobena 1 metodika tohoto vyzkumu. Zatizeni
pro lapani askospor jsme umistili do stfedu kazdé pokusné plochy. Doba expozice
lapace na plose byla zkracena na 48 hodin, z divodu kapacity autobaterie. Sbér vzorka
probihal jednou tydné vzdy ve stejnou dobu, od Cervence do zati 2014. Vzorky byly
bezprostiedné po odebrani odvezeny do laboratofe a zamraZeny v teploté -20°C.
Celkem jsme za rok 2014 ziskali 320 vzorkl z 8 pokusnych ploch. Ze ziskanych vzorka
byla néasledné extrahovana DNA a metodami kvantitativni PCA analyzy byl urcen pocet
spor H. fraxineus na daném vzorku. V prvnim pololeti roku 2015 bychom méli z tohoto

vyzkumu ziskat prvni vysledky.

5.4.1. Varianty pokusnych ploch vybudovanych v letech 2013 a 2014
Nejprve bylo v kvétnu 2013 vytyceno pét pokusnych ploch se tfemi variantami Gpravy
pudniho povrchu pro dosazeni co nejucinnéjsiho zamezeni fruktifikace a sporulace H.
fraxineus. Na prvni plose bylo provadéno pravidelné odstranovani bylinného patra, coz
mélo pfispét ke snizeni vzdu$né vlhkosti v pfizemni vrstvé vzduchu a omezit tak
fruktifikaci H. fraxineus. Na druhé a tfeti ploSe jsme testovali efekt mulCovani na
omezeni distribuce askospor do ovzdusi. Jako mulCovaci materidl byly pouzity listy
dubu zimniho (Quercus petraea L.) o mocnosti pét a deset centimetrd. Tato vrstva
zhruba odpovida smiSenému dubojasanovému prorostu 50 na 50 a 80 na 20 ve prospéch

dubu. Plochy ¢tyfi a pét poslouzily jako blizka a vzdalena kontrola.
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V kvétnu 2014 byly vybudovany dalsi tfi plochy, na kterych je testovan ucinek
dusikatych latek, (dusi¢nanu draselného, mocoviny a dusi¢nanu amonného) zvySeni
koncentrace dusiku v humusové vrstvé ptidy by meélo prispét k rychlejsSimu rozkladu

humusu (tedy i infikovanych jasanovych fapiki) a omezit tak fruktifikaci H. fraxineus.

5.5. Metodika inokulace jasanu askosporami
V jarnim obdobi 2014 bylo odebrano dostatecné mnozstvi infikovanych jasanovych
fapikii a byly umistény ve vlhkém prostiedi vhodném pro fruktifikaci. Po dozrani
velkého poctu plodnicek byly plodni¢ky odebrany a bylo vytvofeno inokulum z
destilované vody a askospor. Za pomoci Biirkerovy komurky byl urcen pocet askospor
na 1 mm?® inokula (398 000 ks/mm?®). Timto inokulem byly infikovany dvé dvouleté
krytokofenné sazenice F. excelsior. Inokulaci jsme provedli na kminek (dvoulety
letorost), jedenkrat na kazdé sazenici (2 x 1). Poté na vétve (jednolety, leto$ni nevyzraly
letorost) 2 x 2, tapik 2 x 4 a list 2 x 5. Pii inokulaci na kminek, vétve a tapik bylo
inokulum nasato do bunicité vaty, pfiloZzeno k rostlin¢ a obtazeno parafilmem, aby se
omezilo vysychani. Inokulace na list byly provedeny posttikovac¢em. Polovina list byla
infikovana inokulem s destilovanou vodou, druhd polovina byla pouze postiikdna
destilovanou vodou a ponechana jako kontrolni vzorek. Inokulace byly provedeny 6. 8.
2014. V klimatickych komorach (viz obr. ¢. 23. Inokula¢ni pokusy v klimatickych
komorach) byl nastaven na dva mésice cyklus simulujici letni dny s rozmezim tepot 18 -
25 °C, vlhkosti vzduchu 55 - 75 % a dlouhou fotoperiodou 14 hodin. 13. 10. byl cyklus
zménén na podzimni reZim, byly sniZeny teploty na 12 - 19 °C, zvySena vlhkost
vzduchu na 65 - 85 % a zkracena fotoperioda na 9 hodin. Mezi témito dvéma cykly byl
tydenni pfechod, kdy jsme hodnoty postupné ménili, aby nedoslo u rostlin k Soku. Po
13. 12. jsme zacali pfechdzet na zimni rezim a rostliny byly pfivedeny do dormance. 15.

1. 2015 byl pokus ukoncen.

Po celou dobu trvani experimentu byly rostliny pozorovany v tfidennim intervalu a byla
vyhodnocovana ptitomnost symptomu typickych pro infekci H. fraxineus. Po pievedeni
do dormance byly rostliny v laboratofi podrobeny destruktivni analyze pletiv xylému a
floému. Pro zjiSténi rozsahu piipadné infekce v pletivech hostitelské rostliny byly
veskeré dfevnaté Casti roziezany po 0,5 cm a byl zméfen rozsah diskolorace pletiv

typicky pro infekci.
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Obr. ¢. 23. Inokula¢ni pokusy v klimatickych komorach (Rozsypalek, 2014).

5.6. Metodika hodnoceni zdravotniho stavu jasant

poskozovanych infekci H. fraxineus.
Tato metodika byla vytvofena vroce 2013 a vznikla diky potfebé nastroje pro
detailngjsi zhodnoceni zdravotniho stavu jasanti napadenych infekci H. fraxineus. Do
vzniku této metodiky byla vétSina metodik pouZzivana pouze pro odliSeni zdravych a
infikovanych jedinct, coZ bylo pro potieby naSeho vyzkumu malo. Vzhledem k velké
diverzit¢ v intenzit¢ poskozovani jedinci v porostech jsme se rozhodli vytvofit
desetistupniovou $kalu, kterda nam pomize 1épe rozlisit intenzitu, s niZ jsou jedinci na

zajmovém uzemi poSkozovani.

Dalsim velkym problémem metodik pouzivanych v Evropé pro hodnoceni je jejich
zalozeni pouze nebo piedevsim na defoliaci. Vzhledem k velké reiteracni schopnosti
jasanil dokézou infikovani jedinci velmi rychle nahrazovat ztraceny asimilacni aparat,
diky ¢emuz muze i silné napadeny jedinec vypadat z pohledu defoliace jako naprosto
zdravy. Presto pii bliz§im pohledu do koruny miizeme pozorovat velké mnozstvi
symptomi infekce, sekundarnich vyhont a naprosto zni¢enou piirozenou architekturu
koruny (viz obr. ¢. 24.). Z tohoto hlediska pouziva nase metodika defoliaci pouze jako
sekundarni ukazatel, ke kterému je piihlizeno u starSich dfevin. Hlavnimi kritérii nasi
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metodiky jsou proto celkova vitalita, architektura koruny, mnozstvi sekundarnich

vyhont a jednotlivé symptomy infekce.

Obr. ¢. 24. Dle parametru defoliace zdravy jedinec, pfi bliz§im pohledu silné infikovany

jasan (Rozsypalek, 2013).

5.6.1. Otestovani metodiky hodnoceni zdravotniho stavu jasanu
poskozovanych infekci H. fraxineus
Otestovani metodiky probihalo ve spolupraci se studentem Michalem Prouzou na
skupiné 502 jedinct F. excelsior. Hodnoceno bylo 180 jasani ve véku osm let, pro
kategorii mladi jedinci. 172 jasani ve v€ku 18 let bylo hodnoceno v Kkategorii
dospivajici jedinci. Tyto dvé skupiny se nachazi ve Vranovickém lese. Dale bylo
hodnoceno 150 jasant ve véku 90 let v kategorii dospéli jedinci. Tato skupina se

nachazi v obote Bulhary.

VSichni tito jedinci byli hodnoceni nezdvisle na sob¢ tfemi stejnymi hodnotiteli.
Hodnotitelé byli pracovné nazvani: tviirce — Jifi Rozsypalek (autor metodiky), odbornik
— Michal Prouza (student bakalaiského studijniho programu Lesnictvi) a laik — Lucie
Vaskebova (studentka Filozofické fakulty Masarykovy univerzity). Prvni a druha
skupina byly zhodnoceny ttikrat za sezoénu. Prvni hodnoceni (jarni) prob&hlo 14. 4.

2014 jeste pred plnym olisténim porostd. Druhé hodnoceni (letni) probéhlo 23. 7. 2014
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za plného olisténi pfed vypuknutim symptomu spojenych s infekci H. fraxineus. Treti
hodnoceni (podzimni) probéhlo 8. 10. 2014 po projeveni symptomu (defoliace)
typickych pro infekci H. fraxineus. Tieti skupina 150 jedinci ve véku 90 let byla
zhodnocena jen v ramci podzimniho hodnoceni. Vysledky hodnoceni si kazdy

hodnotitel zapisoval sam do terénniho zapisniku.

5.7. Hodnoceni rychlosti Sifeni infekce a mortality
Rychlost S$ifeni patogenni houby Ch. fraxinea Kow. je sledovana na skupiné 2234
jedincu F. excelsior L. od roku 2011 do soucasnosti. Celkem tedy mame jiz pétileté
pozorovani. Tyto prace probihaji na lokalit¢ mlynsky les (N 49°19.58032', E
17°23.04500") - viz obr. ¢. 30. Vyzkumné plochy Mlynsky les. Sledovani jedinci byli
rozdé€leni do tii skupin dle dosazeného véku v roce 2011: mlada vysadba 2 roky, celkem
2000 jedinct vysazenych v roce 2010 (porost byl oplocen, coz minimalizuje ptipadny
vliv zvéte). Dospivajici stromy 8 — 17 let, celkem 38 jedincd, tato skupina byla bohuzel
velmi malo pocetnd, ale vzhledem k zachovani srovnatelnych podminek prostiedi
nebylo mozné nalézt vice jedincti v odpovidajicim véku. Dospélé stromy 60 — 70 let,
celkem 196 jedinci. Vyhodou tohoto terénniho experimentu je predevSim fakt, Ze
vSechny tfi sledované skupiny se nachazeji v tésné blizkosti vedle sebe, takze se

vyskytuji ve srovnatelnych podminkach prostiedi.

Obr. ¢. 30. Vyzkumné plochy Mlynsky les (Rozsypalek 2012).
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Pozorovani bylo provadéno jednou ro¢né v piiblizné stejnou dobu mezi 31. 3. — 10. 4.
formou zhodnoceni zdravotniho stavu vSech jedinct na dané plose. Stromy pii ném byly
rozdéleny do tii kategorii: zdravy, infikovany a odumiely. D¢leni probihalo na zakladé
viditelnych symptomu infekce, predev§im pro odumirani typickych podkornich nekroz

¢i zabarveni dievniho vélce. Vysledky byly zaznamenavany do terénniho zapisniku.

5.8. Statistické vyhodnoceni dat
Data ziskana v prib¢hu vyzkumné Cinnosti byla statisticky analyzovana statistickym
softwarem (STATISTICA 12) od firmy Dell Statistica. V pifipadech vazného poruseni
podminek pro uziti parametrickych metod analyzy rozptylu (Shapiro-Wilkstv test — test
normality vyb&ru, Leveniv test — test homogenity rozptyld) byly data analyzovana
Kruskal-Wallisovym testem. V piipadech splnéni podminek byla data analyzovana
metodou ANOVA. Pro lepsi prezentaci dat byl pouzit stejny software s moznosti
prehledného grafického zobrazeni dat. VSechny statistické testy byly provadény na 5 %

hladiné vyznamnosti (0=0,05).
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6. Vysledky prace

6.1. lzolace kultur Hymenoscyphus fraxineus
Odizolovano bylo celkem 42 kultur H. fraxineus. Tyto kultury byly z Petriho misek
preockovany do zkumavek a zafazeny do sbirky kultur Ustavu ochrany lesti a
myslivosti LDF MENDELU. Kultury byly nasledné¢ vyuzity pro dal$i vyzkum,
napiiklad pro testovani piitomnosti mykovirti (Cermakova, 2014). Dale bylo izolovano
134 kultur endofytnich a saprofytnich hub, které byly jako vedlejsi produkt ziskany pfti

zachytnych izolacich H. fraxineus z pletiv jasant.

Obr. ¢. 31. Sbirka kultur endofytnich hub doprovazejicich infekci H. fraxineus
(Rozsypalek, 2013).

6.2. Vliv infekce Hymenoscyphus fraxineus na fenologii Fraxinus

excelsior L.
Podatilo se potvrdit hypotézu, Ze intenzita zasaZzeni jasanu ztepilého infekci H.
fraxineus ma vyznamny vliv na prubéh jarnich fenologickych fazi. Dale byl detailné
popsan prub¢h a intenzita jednotlivych symptomatickych fazi infekce na. Délka a

intenzita fruktifikace teleomorfniho stddia je ovliviiovana stafim porostu a stavem
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bylinného patra. Bylo zjisténo, ze u vyrazné¢ symptomatickych jedinct, se tvoii vice
podkornich nekr6z na stejny pocet infikovanych listd, nezli u jedinci odolnéjSich vici

infekci.

6.2.1. Rozdily v prabéhu jarnich fenologickych fazi u silné a slabé
symptomatickych jedincia

Byl potvrzen vyznamny vliv intenzity infekce H. fraxineus na pribéh jarnich
fenologickych fazi F. excelsior. Sledovani jedinci ve skupiné MMS (mlazina malo
symptomatickd) se od 17. 4. do 1. 5. 2014 statisticky vyznamn¢ liSili pribéhem svych
fenologickych fazi od skupiny jedinci MVS (mlazina vyrazné¢ symptomatickd). Po
celou dobu byly sledované jasany ze skupiny MMS o jednu az dvé fenologické faze
pied skupinou MVS. Nejvétsi rozdily pak byly pozorovany 24. 4. (viz graf ¢. 3. a tab. ¢.
1. Fenologické pozorovani 24. 4. 2014) v tomto terminu méli jedinci MMS jiz z vice
nez 50 % plné vyvinuté listy, zatimco skupina MVS se nachazela teprve ve fazi aktivace
pupentl (jejich zvétSeni a rozevirani). Jedinci ze skupiny MVS sice v prubéhu kvétna
rozdil ve fenologickych fazich dorovnali, ale minimaln¢ po dobu jednoho mésice byl

tento rozdil jasné patrny (viz graf ¢. 1.).

Graf ¢. 1. Pribéh fenofazi u sledovanych jedincu F. excelsior.
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U sledovanych jedincti ve skupinach TMS (ty¢ovina malo symptomatickd) a TVS
(tyCovina vyrazné¢ symptomatickd) byly taktéz pozorovany vyznamné rozdily v pribéhu
fenologickych fazi. Prubéh fenologickych fazi se statisticky vyznamné lisil od 1. 5. do
22. 2. Podobné jako u skupin v mlazin¢ byla TMS po celou dobu az o né¢kolik
fenologickych fazi napied. Nejvétsi rozdil mezi témito skupinami byl 8. 5. (viz graf ¢. 4.
a tab. ¢. 2. Fenologické pozorovani 8. 5. 2014). Jedinci TMS méli jiz z vice nez 50 %
rozvinuté listy, zatimco u skupiny TVS doslo pouze k aktivaci pupent. TVS tento rozdil

srovnala k 15. 6.

Graf. ¢. 2. Rozdily ve fenologickych fazich v jednotlivych pozorovanich.
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Pii srovnani obou porostl (F. excelsior 8 a 18 let), v nichz probihalo hodnoceni, jsme
zjistili, Ze rozdily mezi vyrazné symptomatickymi a malo symptomatickymi jedinci se
shoduji. Pouze u starSich jedinct, vlivem celkového posunuti fenologickych fazi ve
vyssim veku rostliny, jsou tyto rozdily posunuty o necelych ¢trnact dnti, coz miize pii
hodnoceni fenologickych fazi u skupiny rtznovékych dievin vyznamné zkreslit

vysledky.
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Graf ¢. 3. Fenologické pozorovani 24. 4. 2014
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Tab. ¢. 1. Fenologické pozorovani 24. 4. 2014

™S

o Primér
O Primé&r+SmCh
T Primér£SmOdch

VVicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); fenofaze (Fenologie) Nezavisla
(grupovaci) proménna: varianta 24.4. Kruskal-Wallistv test: H (3, N= 36) =21,97311

p =,0001
Zavisla: MMS MVS T™S TVS
fenofaze R:29,667 R:14,313 R:21,500 R:9,1000
MMS 0,016241 0,600645 0,000129
MVS 0,016241 0,961965 1,000000
T™MS 0,600645 0,961965 0,062522
TVS 0,000129 1,000000 0,062522
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Graf €. 4. Fenologické pozorovani 8. 5. 2014
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Tab. ¢. 2. Fenologické pozorovani 8. 5. 2014

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); fenofaze (Fenologie) Nezavisla
(grupovaci) proménna: varianta 8.5. Kruskal-Wallistv test: H (3, N= 36)
=19,94209 p =,0002
Zavisla: MMS MVS TMS TVS
fenofaze R:27,833 R:17,063 R:22,333 R:7,8000
MMS 0,212312 1,000000 0,000210
MVS 0,212312 1,000000 0,382927
TMS 1,000000 1,000000 0,016079
TVS 0,000210 0,382927 0,016079
6.2.1.1. Opozdéné fenologické faze — indikator vazné infekce Vv kofenové a

bazélni ¢asti rostliny
Pti vyhodnocovani pribéhu fenologickych fazi se vyskytla zajimava anomalie. Dva
jedinci ve skupiné mlazina malo symptomaticka se prubéhem fenologickych fazi

shodovali spiSe se skupinou jedinci vyrazné symptomatickych (viz graf ¢. 5.). |
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pfestoze na jejich nadzemni ¢asti bylo patrné jen minimdalni poskozeni v disledku
infekce H. fraxineus a nebyli ani nijak jinak poskozeni. Ve druhé poloviné kvétna oba
jedinci odumieli. Po detailnim prazkumu mrtvych jedincti byla nalezena rozsahla

infekce v bazi a kosternich kofenech téchto rostlin.

Graf ¢. 5. Vyskyt anomalie ve skupiné MMS.
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6.2.2. Délka a intenzita fruktifikace H. fraxineus
Bylinné patro a struktura porostu maji vyznamny vliv na délku a intenzitu fruktifikace
teleomorfniho stadia H. fraxineus. V roce 2014 bylo na vyzkumnych plochach ve
Vranovickém lese zaznamenano celkem 122 dni s vyskytem apothecii voskovicky
jasanové. Prvni vyskyt byl zaznamenan 22. 5., posledni 4. 9. 2014. V rdmci tohoto
obdobi byly zaznamenany dvé periody zvySené abundance apothecii. Prvni (krat$i a
mén¢ intenzivni) v ¢asné€ letnim obdobi s kulminaci 12. 6. a druhd v 1ét¢ s vrcholem v

tydnu od 17. do 24. 7. (viz graf ¢. 6.).
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Graf ¢. 6. Vyskyt apothecii H. fraxineus v roce 2014 (svétle zelena barva = vyskyt do 10

%, zluta = do 50 %, Cervend = nad 50 % a tmav¢ ¢ervend nad 90 %).

Stupen fruktifikace 8

Stupen fruktifikace sekana 18

Stupen fruktifikace 13

3.4. 1.5. 29.5. 26.6. 24.7. 21.8. 18.9. 16.10.
17.4, 15.5. 12.6. 10.7. 7.8, 4.9, 2.10.

Nejlepsi podminky pro fruktifikaci této patogenni houby, byla husta, osmileta jasanova
mlazina bez Upravy bylinného patra. Jen vtomto prostfedi probihala fruktifikace
nepfetrzité od 22. 5. do 4. 9. 2014. Taktéz intenzita fruktifikace zde byla jednoznac¢né
nejvyssi. Po dobu péti tydnu se zde vyskytovala apothecia na vice nez 50 %
infikovanych tapik a 14 dnti byl pocet fapiki s plodnicemi dokonce vys$si nez 90 %
(viz graf ¢. 7.).

Primérmé podminky pro fruktifikaci byly v osmnactiletém porostu bez upravy
bylinného patra. Apothecia se vytvatela ve dvou periodach pierusenych tydnem od 26.
6. do 3. 7. 2014. Intenzita fruktifikace zde byla o néco nizsi. Vice nez 50 % tapiku
s ptitomnosti plodnic zde bylo zaznamenano po dobu Sesti tydni od 10. 7. do 14. 8.

2014. Vice nez 90% vyskyt zde nebyl pozorovan.

Nejkratsi dobu probihala fruktifikace na ploSe V osmnéactiletém jasanovém porostu
s upravou bylinného patra sekanim. V této varianté byla délka fruktifikace vyrazné

kratsi. Prvni (Casné letni) obdobi fruktifikace zde trvalo jen od 5. 6. do 12. 6. 2014, a to
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Vv intenzité do 10 % fapikl s pfitomnosti apothecii. Druhé obdobi fruktifikace zacalo 10.
7. 2014 s dvoutydennim zpozdénim ve srovnani s prvni variantou. Intenzita fruktifikace
zde byla pét tydnii s vyskytem apothecii na vice nez 50 % infikovanych fapika a to od

24.7.do 14. 8. 2014.

Graf ¢. 7. Intenzita fruktifikace dle jednotlivych variant prostfedi (modrd = osmilety
porost bez Upravy bylinného patra, cervena = 18 let stary porost se sekanim bylinného

patra a zelena= 18 let stary porost bez upravy bylinného patra).

6.2.3. Intenzita sporulace H. fraxineus a jeji korelace s fruktifikaci.
Tento dil¢i cil bohuZel prozatim nemohl byt splnén, vzhledem k tomu, Ze ziskané
vzorky z lapact spor nebyly doposud vyhodnoceny. Lapace byly umistény na vSech
tfech plochach, na kterych byla hodnocena fruktifikace. Celkem bylo za rok 2014
odebrano 156 vzorkl. Ty jsou v soucasné dobé vyhodnocovany metodami molekuldrni
biologie (QPCR) ve spolupraci s Prirodovédnou fakultou Masarykovy univerzity a

vysledky by mély byt znamy v druhém pololeti roku 2015.

6.2.4. Defoliace vlivem infekce
Na sledované skupin¢ dievin byly zaznamenany tfi odlisné typy defoliace zplisobované
infekci H. fraxineus. Byl popsan jejich pribéh v Case a intenzita. Taktéz byly zjistény
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rozdily v nastupu defoliace. U jedinct silné poskozovanych infekci zacina defoliace

diive, nez u jedinct slabé symptomatickych.

6.2.4.1.  Typy defoliace
Vadnuti a zasychani letorostd se poprvé objevilo 1. 5. a projevovalo se do 15. 6. 2014.
Jedna se o zasychani nové vyraSenych listl vlivem reaktivace lofiskych podkornich
nekroéz. Tento jev postihuje v priméru 5 az 30 % koruny a je typicky tim, ze uschlé listy

neopadavaji z mrtvych letorostd na zem, ale zustavaji zde pfischlé viset po celou

vegetacni sezonu (Viz obr. €. 32.).

Obr. €. 32. Zasychani listli na letorostu vlivem reaktivace podkorni nekrozy

(Rozsypalek, 2014).
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Druhym pozorovanym typem defoliace je opadévani celych, jesté zelenych listl. Tento
jev muzeme v jasanovych porostech pozorovat na zacatku hlavni faze defoliace
zpusobované H. fraxineus. V roce 2014 byl pozorovan od 17. 7. do 14. 8., pficemz
nejvetsi ¢ast - cca 80 % - zelenych listt opadla v prvnich dvou tydnech tohoto obdobi,
tedy do 31. 7. Timto zpisobem opadava z infikovanych stromii cca 10 % jejich listové

plochy. Pfi bliz§im zkoumani opadanych listli jsou na spodni ¢asti fapiku jasné viditelné

drobné 1 az 3 mm velké ovalné nekrozy.

Obr. ¢. 33. Opad celych listi v zeleném stavu, Vv disledku infekce fapikt 24. 7. 2014
(Rozsypalek, 2014).
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Treti typ defoliace vlivem infekce H. fraxineus zpusobuje postupné chiadnuti listi.
Nejprve se objevuje na listech velké mnozstvi malych 0,5 — 1 mm kulovitych nekréz.
Po 7 az 10 dnech se zacinaji n€které nekrozy zvétSovat, dostavaji se k listové zilnating€ a
list za€ina postupné od okrajli usychat. Ve chvili kdy se nekrozy dostanou k centralnimu
fapiku slozeného listu, list usycha a opadava. Toto je znak typicky pro tento druh
defoliace. Listy neopadavaji vcelku, ani nepfisychaji na letorostech, ale dochazi k
postupnému opadéavani jednotlivych listka lichozpeteného listu. Centralni fapik zistava
na letorostu. Postupné se i na ném zacinaji objevovat kulovité nekrozy a tapik opadava
po péti az patnacti dnech od ztraty listii. Od prvnich pozorovanych symptomu (nekrozy
na listech) po opad infikovaného fapiku uplyne 20 az 30 dnli,, v roce 2014 byl
pozorovan od 17. 7. do 9. 10. Tento typ defoliace je zodpovédny za cca 80% defoliace

jasanil infikovanych voskovic¢kou jasanovou.

Obr. ¢. 34. Postupnd defoliace listi vlivem infekce voskovickou jasanovou

(Rozsypalek, 2014).
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6.2.4.2.

Intenzita defoliace u jedinci siln¢€ a slabé symptomatickych

Pfi srovnani intenzity defoliace prvniho typu (defoliace zplsobovand reaktivaci

lonskych nekroz) u siln€ a slabé symptomatickych jedincii nebyla nalezena statisticky

prukazna odliSnost. OvSem z grafu ¢. 8. Intenzita defoliace zpusobené reaktivaci

lofiskych nekréz mizeme vidét, ze silné poskozovani jedinci jsou vice poskozovani i

timto symptomem. Skupina MMS pfisla v priméru vlivem této defoliace o 4,3 %

asimila¢niho aparatu, TMS o 3 %. Zatimco skupiny silné¢ symptomatickych jedinct

MVS a TVS piisli v priméru o 14,3 % a 13,5 % asimila¢ni plochy. Nejvice

poskozenym jedincem byl S751 ze skupiny TVS, ktery utrpél ztratu 30 % listové

plochy.

Graf ¢. 8. Intenzita defoliace zplsobené reaktivaci loiiskych nekroz.

24
22
20 |

Defoliace v procentech koruny

o Primér

MMS MWVS T™MS VG

Varianta

[ Primér+SmCh
T Pramér£SmOdch

Tab. €. 3. Intenzita defoliace zplisobené reaktivaci loniskych nekroz.

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); Defoliace v procentech koruny
Zavisla: (Fenologie) Nezavisla (grupovaci) proménna: Varianta Kruskal-Wallis(iv test: H (3,
Defoliace v N= 31) =11,96819 p =,0075
procentech MMS MVS TMS TVS
koruny R:10,714 R:21,714 R:9,2143 R:20,450
MMS 0,141666 1,000000 0,178755
MVS 0,141666 0,060660 1,000000
TMS 1,000000 0,060660 0,072930
TVS 0,178755 1,000000 0,072930
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V intenzit¢ hlavni faze defoliace byla nalezena statisticky vyznamna odchylka mezi

skupinami MMS a MVS v pozorovani 14. 8. 2014 (viz graf ¢. 9. Intenzita hlavni faze

listi u siln¢ infikovanych jedincd. Ve srovnani celkové vysledné intenzity hlavni faze
defoliace nebyly nalezeny vyznamné rozdily. Témét u vSech sledovanych jedinci
dosahla intenzita defoliace 100 %. Jen u jednoho jedince ze skupiny MMS s ¢islem
S166 dosahla defoliace pouze 50 %, a u tii jedincti z TMS, z nichZ dva (S674 a S671)
ztratili 60 a 80 % listové plochy a jeden jedinec (S692) neprojevil vibec Zadné znamky

chiadnuti vlivem infekce.

Graf ¢. 9. Intenzita hlavni faze defoliace, pozorovani 14. 8. 2014
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Tab. €. 4. Intenzita hlavni faze defoliace, pozorovani 14. 8. 2014

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); Defoliace 14.8. (Fenologie) Nezavisla
(grupovaci) proménna: Varianta Kruskal-Wallistv test: H (3, N=30) =12,46183 p
zavisla:  [7:0060
Defoliace MMS MVS TMS TVS
14.8. R:8,5000 R:22,786 R:11,500 R:17,400
MMS 0,021220 1,000000 0,301564
MVS 0,021220 0,098815 1,000000
TMS 1,000000 0,098815 1,000000
TVS 0,301564 1,000000 1,000000
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6.2.5. Tvorba podkornich nekréz u silné a slabé symptomatickych jedinci
U jedinct siln¢ symptomatickych se pfi pozorovani stejného poctu listovych jizev, po
infikovanych fapicich, vytvofilo vyrazné vice podkornich nekrdz, nez u jedinct slabé
symptomatickych (viz graf ¢. 10. a tab. ¢. 5. Po¢et podkornich nekréz, slabé vs. silné

symptomaticti jedinci).

Uspé$nost proniknuti infekce do pletiv letorostu (vytvoreni podkorni nekrozy) byla u
slab¢ symptomatickych jedinct pouze 6 %. V priuméru vyrostlo 2,4 podkornich nekréz
na 40 infikovanych listi. Jedincem s nejvétsim poctem podkornich nekrdz ve skuping
slab&é symptomatickych jedincii byl jedinec S169. Celkem u ng bylo pozorovano 8
podkornich nekroz, tedy 20% uspeSnost v pronikani infekce do letorostl. U jedinch
S166 a S214 nebyla do 15. 12. 2014 pozorovana zadna nové vytvofena podkorni

nekrdza.

U siln¢ symptomatickych jedinct byla uspésnost pronikani infekce do dfevnatych Casti
rostliny 27,5 %. V priméru v této skupin¢ vyrostlo 11 podkornich nekréz na 40
infikovanych listl. Jedincem s nejvice pozorovanymi podkornimi nekrézami byl S172 s
22 nekrézami na 40 listovych jizev (55 %). Tento jedinec byl v pozorovani jediny s
hodnotou uspésnosti infekce letorostd nad 50 %. Ve skupiné silné symptomatickych
jedincti nebyl zddny jedinec, u néjz by nebyla pozorovéana zddnd nova podkorni
nekroza. Jedinec s nejméné nekrdézami byl S270, na kterém jich bylo pozorovano Sest

(15 %).
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Graf ¢. 10. Pocet podkornich nekroz, slabé vs. siln¢ symptomaticti jedinci.

Potet nekroz na 40 fapikd
oo

' ' o Primér
MMS MVS [ Primér£SmCh
Varianta T PriméreSmOdch

Tab. ¢. 5. Pocet podkornich nekrdz, slabé vs. silné symptomaticti jedinci.

\Vicendsobné porovnani p hodnot (oboustr.); PoCet nekr6z na 40
fapikd (Fenologie) Nezavisla (grupovaci) proménna : Varianta
Kruskal-Wallis(iv test: H ( 1, N=17) =10,52013 p =,0012

Zavisla: MMS MVS

Pocet nekréz na 40 fapikd R:5,2778 R:13,188

MMS 0,001266
MVS 0,001266

6.2.6. Testovani rozdilii v priibéhu symptomatickych fazi u silné a slabé
symptomatickych jedinci

Bylo nalezeno velké mnozstvi statisticky vyznamnych rozdila v néastupu jednotlivych
symptomatickych fazi a celkové intenzit¢ defoliace mezi skupinami silné¢ a slabé
symptomatickych jedincti (viz graf ¢. 11. Nastup jednotlivych symptomatickych fazi,
mlazina 8 let a graf €. 12. Nastup jednotlivych symptomatickych fazi, tyCovina 18 let).
Hlavni rozdily spoc¢ivaji v diivéjSim nastupu nékterych symptomatickych fazi (napf.
defoliace a pocatek rtstu podkornich nekr6z) u siln€ poSkozovanych jedinct. Rozdil
mezi za¢atkem defoliace u MMS a MVS byl primérmné 9 dnii, u skupin TMS a TVS to
bylo 17 dnd.
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Graf ¢. 11. Néastup jednotlivych symptomatickych fazi, mlazina 8 let.
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12. Nastup jednotlivych symptomatickych fazi, tyCovina 18 let.

Soutasny efekt: F(34, 596)=3 6562, p=,00000
Wertikalni sloupce oznatuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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6.3. Vysledky inokulacnich pokusi
Diky inokula¢nim pokustim provedenym 16. 6. 2014 byly zjistény zajimavé rozdily v
rastu podkornich nekr6z. Prvni zjevna podkorni nekréza byla zaznamenana 9. 7. na F.
objevila u 36 z 50 jedincli. Nejvétsi rozsah podkornich nekréz a nejvétsi mortalita (6
z 50 jedinct) byla zaznamenan rovnéz u F. excelsior. U F. pensylvanica byla zjisténa
nejvyssi mira odolnosti vii€i inokulaci. Viditelnd nekréza se objevila jen u 7 z 50
inokulovanych jedinct. Po ukoncéeni vegeta¢ni doby byly vSechny inokulované stromy
opét zméfeny a prevezeny K laboratornimu zpracovani. Laboratorni rozbor potvrdil
vysledky pribézného pozorovani. Rozsah infekce pletiv byva Casto dva- az trikrat veEtsi,
nez je viditelnd podkorni nekrdéza. V jednom piipadé byl u jedince s viditelnou

nekrézou 1,6 cm zjistén rozsah infekce v pletivech dokonce 31,5 cm.

Byla zjisténa statisticky vyznamna odliSnost mezi virulenci svétlych a tmavych
morfotypt H. fraxineus. Svétlé morfotypy zpusobovaly na hostitelskych rostlinach
vyrazné vE&tsi poSkozeni, nezli morfotypy tmavé. Napiiklad kultura B2/1 pattici mezi
skupinu tmavych kultur byla prakticky avirulentni, ani u jednoho jedince nezpusobila

viditelnou podkorni nekrézu.

6.3.1. Vyhodnoceni rozdili mezi jednotlivymi druhy jasani
Prvni viditelna nekréza byla pozorovana na F. americana po 24 dnech infekce. Z
météni 30. 7. 2014 je ziejmé, Ze infekce byla nejdiive pozorovana u F. americana, na
kterych byly pozorovany malé (0,6 — 1,4 cm) podkorni nekrozy (viz graf €. 13.). Zhruba
se ¢trnactidennim zpozdénim se zacaly tvofit podkorni nekrézy i u F. excelsior a zacaly
svym rychlym rustem postupné dohanét F. americana (viz graf ¢. 14.). 20. 8. byly
poprvé pozorovany také nekrozy na F. pensylvanica. Nekrozy mély rychlejsi rist nez u
F. americana, ale uspésné infikovano bylo pouze 7 z 50 jedinct. 3. 9. byly jiz nekrozy
na F. excelsior vyrazné vétsi nez nekrozy na F. americana, které prirtstaly velmi
pomalu (cca 1 — 3 mm za 7 dni) nebo viibec. Pfi ukonéeni terénni ¢asti experimentu byl
nejcastéji infikovanym (36 z 50 jedinct) hostitelem F. excelsior. Tento druh vykazoval i

nejvetsi rychlost riustu podkornich nekréz (viz graf ¢ 15.).
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Graf ¢. 13. M¢feni ptirtistu podkornich nekréz 30. 7. 2014
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Tab. €. 6. Mé&feni ptiristu podkornich nekr6z 30. 7. 2014

o Primér
(] Primé&r+SmCh
T Primér£SmOdch

LSD test; proménna: méfeni 30.7.2014 (Vysledky) Oznag. rozdily jsou
vyznamné na hlad. p <,05000

{1} {2} {3}
varianta M=,76250 M=,08750 M=0,0000
F Americana {1} 0,000000 0,000000
F. excelsior {2} 0,000000 0,306300
F.pensyvanica {3} 0,000000 0,306300
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Graf ¢. 14. Méfeni ptirtstu podkornich nekréz 13. 8. 2014
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Tab. €. 7. Méfeni pfirtistu podkornich nekréz 13. 8. 2014

o Primér
(] Primé&r+SmCh
T Primér£SmOdch

LSD test; proménna: méfeni 13.8. (Vysledky) Oznac. rozdily jsou

vyznamné na hlad. p <,05000

{1} {2} {3}
varianta M=1,1313 M=,81250 M=,09167
F Americana {1} 0,031241 0,000000
F. excelsior {2} 0,031241 0,000000
F.pensyvanica {3} 0,000000 0,000000
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Graf ¢. 15. M¢éfeni ptirtstu podkornich nekréz 3. 9. 2014
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Tab. €. 8. Mé&feni priristu podkornich nekroz 3. 9. 2014

o Primér
(] Primé&r+SmCh
T Primér£SmOdch

LSD test; proménna: méfeni 3.9. (Vysledky) Oznag. rozdily jsou
vyznamné na hlad. p <,05000

{1} {2} {3}
varianta M=1,3094 M=2,0208 M=,30000
F Americana {1} 0,001262 0,000007
F. excelsior {2} 0,001262 0,000000
F.pensyvanica {3} 0,000007 0,000000
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Graf €. 16. Méfeni ptirtstu podkornich nekréz 31. 12. 2014 ukonceni méteni.
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Kategonz. krabicovy graf: méfeni 31.12.

31.12.

méreni

F Americana

varianta

F. excelsior

F.pensyvanica

o Primér
(] Primé&r+SmCh
T Primér£SmOdch

Tab. €. 9. Méfeni ptirtistu podkornich nekréz 31. 12. 2014 ukonceni méteni

LSD test; proménna: méfeni 31.12. (Vysledky) Oznac. rozdily jsou
vyznamné na hlad. p <,05000

{1} {2} {3}
varianta M=1,1563 M=4,4542 M=,40417
F Americana {1} 0,000013 0,301648
F. excelsior {2} 0,000013 0,000000
F.pensyvanica {3} 0,301648 0,000000
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6.3.2. Rozdily mezi svétlymi a tmavymi morfotypy kultur H. fraxineus
Svétlé kultury H. fraxineus se chovaly v infekénich testech agresivnéji nez kultury
tmavé. Podkorni nekrozy vzniklé infekei svétlymi kulturami rostou rychleji (viz graf €.
17. Srovnani velikosti viditelné podkorni nekrézy u jedincii infikovanych svétlym a
tmavym morfotypem po ukonceni pokusu 31. 12. 2014) a zpisobuji i vétsi mortalitu
infikovanych sazenic. Z 50 jedinct infikovanych svétlym morfotypem odumielo jiz v
prabéhu infekénich pokust 10 jasanti. U tmavého morfotypu to byly pouze 3 jedinci.
Déle byl porovnavan rozsah infekce uvniti pletiv infikovanych jedinc. V rozsahu
infekce v pletivech byla nalezena signifikantni odchylka. Svétlé morfotypy maji vétsi
rozsah infekce v pletivech nez morfotypy tmavé (viz graf. ¢. 18. Rozsah infekce v

pletivech u jedinct infikovanych svétlym a tmavym morfotypem po ukonceni pokusu).

Graf ¢. 17. Srovnani velikosti viditelné podkorni nekrézy u jedinct infikovanych

svétlym a tmavym morfotypem po ukonceni pokusu 31. 12. 2014
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Tab. ¢. 10. Srovndni velikosti viditelné podkorni nekrézy u jedinci infikovanych

svétlym a tmavym morfotypem po ukonceni pokusu 31. 12. 2014

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); Velikost viditelné podkorni
nekrozy (Vysledky) Nezavisla (grupovaci) proménna: Varianta Kruskal-

7 avisla: Wallistiv test: H (2, N=96) =21,12110 p =,0000

Velikost viditelné Svétla kultura Kontrola Tmava kultura
podkorni nekrozy R:59,700 R:24,500 R:46,900

Svétla kultura 0,000058 0,119661
Kontrola 0,000058 0,019680
Tmava kultura 0,119661 0,019680

Graf. ¢. 18. Rozsah infekce v pletivech

morfotypem po ukonceni pokusu.
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Tab. ¢. 11. Rozsah infekce v pletivech u jedincii infikovanych svétlym a tmavym

morfotypem po ukonceni pokusu.

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); Rozsah infekce v pletivech
(Vysledky) Nezavisla (grupovaci) proménna: Varianta Kruskal-Wallisuv
7 avisla: test: H (2, N= 96) =33,88564 p =,0000
Rozsah infekce v Svétla kultura Kontrola Tmava kultura
pletivech R:64,612 R:19,500 R:43,987
Svétla kultura 0,000000 0,002787
Kontrola 0,000000 0,008884
Tmava kultura 0,002787 0,008884
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6.3.3. Ovlivnéni pfirtstu v disledku infekce
Z méteni tloustkového a vyskového prirtstu vSech jedincii zapojenych do inokulacnich
testl vyplyva, ze infekce voskovickou jasanovou ma vyznamny vliv na pfirtst F.
excelsior a americana. Jasan pensylvansky F. pensylvanica nebyl vyhodnocen,
vzhledem k malému poctu uspésné infikovanych jedinct. Prirtist inokulovanych jedincti
byl porovnavan s kontrolnimi jedinci, u nichz byla poSkozena pletiva stejn¢ jako pfi

inokulaci, ale nebyli inokulovani kulturou H. fraxineus.

Na grafu ¢. 19. muzete vidét rozdily ve vySkovém a tloustkovém piirtstu u F. excelsior.
Hodnocen byl také vliv rozdilnych morfotypu kultury H. fraxineus. Byl zde pozorovan
trend, Ze hostitelské rostliny infikované tmavymi kulturami pfirtstaly 1épe. Tento rozdil
vSak nebyl statisticky vyznamny. Na grafu ¢. 20. muzete vidét rozdil ve vyskovém a
tloustkovém pfirastu u F. americana. Ptirtst jedinct tohoto druhu byl pomalejsi nez u

F. excelsior. Vysledky ovSem potvrzuji zjisténi naméfena u F. excelsior.
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Graf. ¢. 19. Rozdily ve vyskovém (nahote) a tloustkovém piirtistu u F. excelsior.
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Tab. ¢. 12. Rozdily ve vyskovém (nahote) a tloustkovém piirtstu u F. excelsior.

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); VySkovy pfirdst (Vysledky)
Nezavisla (grupovaci) proménna: varianta F. excelsior Kruskal-Wallisuv
test: H (2, N=56) = 18,27390 p =,0001

Zavisla: Svétla kultura Kontrola Tmava kultura
VySkovy pfirust R:21,021 R:49,438 R:29,000

Svétla kultura 0,000059 0,270365
Kontrola 0,000059 0,006433
Tmava kultura 0,270365 0,006433

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); tloustkovy pFirdst (Vysledky)
Nezavisla (grupovaci) proménna: varianta F. excelsior Kruskal-Wallisuv
test: H (2, N=56) = 24,53944 p =,0000

Zavisla: Svétla kultura Kontrola Tmava kultura
tloustkovy pfirtst R:20,604 R:52,500 R:28,396

Svétla kultura 0,000005 0,293815
Kontrola 0,000005 0,000883
Tmava kultura 0,293815 0,000883
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Graf. ¢. 20. Rozdily ve vySkovém (nahote) a tloustkovém piirustu u F. americana.
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Tab. ¢. 13. Rozdily ve vyskovém (nahote) a tloustkovém piirtstu u F. americana.

VVicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); VySkovy pfirlst (Vysledky)
Nezavisla (grupovaci) proménna: varianta F. americana Kruskal-Wallisv
test: H (2, N=40) =10,93076 p =,0042

Zavisla: Tmava kultura Kontrola Svétla kultura
VySkovy pfirust R:16,063 R:32,438 R:18,969

Tmava kultura 0,003652 1,000000
Kontrola 0,003652 0,023394
Svétla kultura 1,000000 0,023394

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); Tloustkovy pfirist
(Vysledky) Nezavisla (grupovaci) proménna: varianta F. americana
Kruskal-Wallistv test: H (2, N= 40) =20,64283 p =,0000

e | o e

Tloustkovy prirGst o 7 R:13,188

Tmava kultura 0,005587 0,279759
Kontrola 0,005587 0,000022
Svétla kultura 0,279759 0,000022
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6.4. Vysledky obrannych opati‘eni v porostech F. excelsior
Vysledkem tohoto dil¢iho cile je vybudovani osmi vyzkumnych ploch ve Vranovickém
lese. Na kazdé z osmi vyzkumnych ploch ve Vranovickém lese byla testovana jedna
varianta pravy puidniho povrchu (bylinného patra), s cilem omezit fruktifikaci nebo
sporulaci H. fraxineus. Na téchto plochach byla v letech 2013 a 2014 provedena méfeni
uc¢innosti jednotlivych variant Gipravy pudniho povrchu formou lapani spor. Data z roku
2013 bohuzel nemohla byt vyhodnocena diky pouZiti pasivniho typu lapaci, které
nedokazaly askospory efektivné zachytavat. Ze sezony 2014, kdy byl jiz pouzit aktivni
lapac, bylo ziskano z deseti méteni celkem 360 vzorkd, které jsou nyni zpracovavany a

vysledky tohoto experimentu by mély byt hotovy v druhém pololeti roku 2015.

Obr. ¢. 35. Lapani spor v roce 2014 na plose ¢. 3 (Rozsypalek, 2014).

6.5. Otestovani metodiky inokulace askosporami

Metodika inokulace askosporami byla otestovana na dvou dvouletych krytokofennych
sazenicich F. excelsior. Inokulace na list, fapik, letorost a kminek byly provedeny 6. 8.

2014. Od této doby byly rostliny pravidelné kontrolovany. Prvni symptomy podobné
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nekroze jasanu (nekrozy na listech) se zacaly objevovat 4. 10. 2014 (viz obr. ¢. 36.
Prvni nekréza na listu infikovaném askosporami H. fraxineus). Do 8. 11. 2014 se
vyskytovaly symptomy infekce na 6 z 10 inokulovanych listi. Neinokulované listy
nevykazovaly zadné znamky infekce. Bohuzel se nam nepodatilo z infikovanych listi
Vv laboratofi zpétné¢ odizolovat kulturu H. fraxineus a dokazat tak, ze za vznik téchto
nekr6z je zodpovédnd tato patogenni houba. Na fapicich, letorostech ani kmincich
nebyly za celou dobu sledovani zpozorovany Zadné viditelné symptomy infekce (viz
obr. ¢. 37. Testované rostliny po ukonceni pokusu 15. 1. 2015). Pokus byl ukoncen 15.
1.2015, rostliny byly pfeneseny do laboratofe a podrobeny detailnimu zkoumani. Ani to
vSak neodhalilo zadné symptomy naznacujici uspéS$nou inokulaci askosporami H.

fraxineus skrze tato pletiva.

Obr. ¢. 36. Prvni nekrdza na listu infikovaném askosporami H. fraxineus (Rozsypalek,
2014).
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Obr. ¢. 37. Testované rostliny po ukonceni pokusu 15. 1. 2015 (Rozsypalek, 2015).
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6.6. Silné a slabé stranky metodiky hodnoceni zdravotniho stavu

jasanu infikovanych H. fraxineus
Hlavnimi vyhodami této metodiky je zhodnoceni vice kritérii nezli jen defoliace, coz
nam umoziiuje presnéji zhodnotit zdravotni stav posuzovaného jedince. Dale také
rozdéleni do tii kategorii (dle véku a rastovych parametrti) a deseti stupiiti poskozovani
infekci od zdravého jedince az po odumfely strom. Dalsi vyhodou této metodiky je, ze
byla otestovana s velmi pozitivnim vysledkem (viz vysledky). Je doplnéna o metodiku
hodnoceni porostii a v roce 2015 bude doplnéna i o aplikacni ¢ast pro praktické lesnictvi
(jak pracovat sporostem Vv uréittm stupni napadeni) a fotografické zobrazeni

jednotlivych stupnii poskozeni.

K hlavnim nevyhodam této metodiky patii delsi ¢as pro jeji zvladnuti a zaziti (cca 4 — 8
hodin). A také velky rozsah metodiky, vzhledem k velké Skale faktord, které bylo tfeba
pro dostatecnou presnost hodnoceni zohlednit. Taktéz byly zjiStény mirné nepiesnosti u
jasanl v podirovni (zmény v architektufe koruny vlivem kompetice o svétlo) a malo

vitalnich jedinct (Casto nulova tvorba sekunddrnich vyhonit).

6.6.1. Zhodnoceni miry poSkozeni zdravotniho stavu jednotlivych dfevin
Vv porostu

Vzhledem Kk vyrazné odlisSnym moznostem kontroly a zavaznosti jednotlivych
symptomil infekce v zavislosti na véku hodnocenych dfevin, byla metodika hodnoceni
jednotlivych dievin rozdélena do tii kategorii (viz obr. €. 25.): Mladi jedinci — jedna se
o dfeviny ve véku od 1 do 10 let, u nichZ je mozné vzhledem k jejich vzriistu vyhodnotit
detailn¢ veskera poskozeni a jednotlivé symptomy infekce. Dospivajici jedinci — od 11
do 30 let, u téchto jedinct jiz neni mozna detailni kontrola jednotlivych vyhont, stile
vSak miizeme pozorovat symptomy infekce a zaindme se zamétfovat na hodnoceni
zmén v architektufe koruny a mnozstvi sekundarnich vyhont, které by u téchto jedincti
V piirozeném stavu nemély byt vibec pfitomny. Dospéli jedinci — od 31 do X let, u
téchto jedinch jiZ neni mozna detailni kontrola. Hodnoceni je zaloZeno piedev$im na
zméndch v architektuie koruny, celkové wvitalit¢ a defoliaci. Sekunddrni vyhony
hodnotime, ale prikladame jim mensi vahu, nebot’ u senescentnich jedinct se jiZ mohou

vyskytovat bez vazby na infekci H. fraxineus.
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Obr. ¢. 25. Rozdéleni do tii kategorii dle véku dievin (Rozsypalek, 2014).

6.6.1.1. Mladi jedinci
1) Strom bez zjevného naruseni vitality s pfirozenou architekturou koruny a
nenaruSenym prubéhem ristu. Na kminku ani na vétvich nejsou pozorovany poskozeni

ani podkorni nekrézy.

2) Strom bez zjevného naruSeni vitality s mirn€ narusenou architekturou koruny
(nasledkem zjevného poskozeni, odumieni terminalu, nebo nékteré z kosternich vétvi v
minulosti). Na kminku ani na vétvich nejsou pozorovany letosni podkorni nekrézy,

mohou byt pozorovany nekrozy z predeslych let.

3) Strom bez zjevného naruseni vitality s narusenou architekturou koruny (vlivem
odumfeni velké c¢asti termindlu nebo nékolika kosternich vétvi v diivéjSich letech,
ptitomnost suchych vétvi nebo pahyll v koruné€). Na kminku ani na vétvich nemusi byt
(max. do 2 kusil) pozorovany letosni podkorni nekrézy, jsou zde vSak patrné nekrézy z

predeslych let.

4) Strom s mirn¢ naruSenou vitalitou a siln¢ narusenou architekturou koruny (vlivem
nékolikandsobného odumirdni termindlu a letorosti v diivéjSich letech, korunka mirné
zdeformovéna a zahus$téna, pfitomnost suchych vétvi nebo pahyla v korun¢). Na vétvich
mohou byt v malém rozsahu pozorovany letosni podkorni nekrézy (fadové do 5 kusd,
pouze na koncich vétvi a bazich malych vétvicek na kmeni), na vétvich jsou patrné také

nekrozy z predeslych let.

5) Strom se zietelné narusenou vitalitou a siln¢ naruSenou architekturou koruny (vlivem
nékolikandsobného odumirdni terminalu a letorosti v dfivéjSich letech, korunka
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zdeformovana a siln¢ zahusténa, tvorena velkym mnozstvim kodominantnich vyhont,
absence pribézného kmene v koruné, ptitomnost suchych vétvi nebo pahyla v korung).
Na vétvich mohou byt ve velkém rozsahu pozorovany letosni podkorni nekrozy
(nekrdzy se objevuji 1 na bazich vétvi a v horni Casti kminku), na suchych vétvich jsou

patrné také nekrozy z predeslych let.

6) Strom s vyrazné snizenou vitalitou a se znicenou architekturou koruny (pavodni
korunka stromu z velké ¢asti - cca 60 % - sucha, preziva pouze ve form¢ nékolika
poslednich zivych vétvi ve spodni ¢asti koruny, strom se tuto ztratu snazi kompenzovat
vytvafenim sekundarnich vyhonii ze zdravé casti kmene pod nasazenim plvodni
korunky). Na vétvich mohou byt pozorovany ve velkém rozsahu letoSni podkorni
nekrozy (nekrozy se objevuji i na bazich vétvi a kminku), na suchych vétvich jsou

patrné také nekrézy z predeslych let.

7) Strom s vyrazné snizenou vitalitou. Korunka tvofena pouze sekunddrnimi vyhony
(korunka tvofena jen nékolika, zpravidla dvéma aZ tfemi silnymi vyhony, které vyrostly
z nejvySe polozené zdravé Casti kmene). Na téchto vyhonech mohou byt pozorovany
letos$ni nekrézy ve velkém rozsahu (nekrozy se objevuji i na bazich vétvi a na kminku),

na suchych vétvich a kmeni jsou patrné také nekrdzy z piedeslych let.

8) Strom se zbytkovou vitalitou piezivajici pomoci vymladkii na zbytku zdravé casti
kmene (jak primarni, tak sekundarni koruna stromu odumfely diky postupujicim
podkornim nekrézadm, strom ptrezivd diky vymladkliim na spodni aZ bazalni casti
kmene). Na vymladcich mohou byt pozorovany letosni nekrdzy na odumftelé koruné a

kmeni jsou patrné loniské nekrozy.

9) Odumftely strom vlivem celkového vycCerpani a postupného zhorSovani zdravotniho
stavu. Infekce dosahla baze kmene, diky ¢emuz strom pftiSel o veskery asimilacni aparat

celkové vycerpani, kdy vétSinou na jafe nevyrasi.

10) Odumftely strom bez vnéjSich ptiznakd odumirani v koruné ¢i na kmeni, které by

mohly byt natolik vaZzné, aby zapfiCinily celkové odumfeni stromu (pravdépodobna

pficina odumieni stromu vlivem problému v kofenové Casti stromu).
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6.6.1.2. Dospivajici jedinci

1) Strom bez zjevného naruseni vitality, s pfirozenou architekturou koruny (na stromé
nejsou pozorovana zadna poranéni €i suché vétve, vyjma piirozeného vyvétvovani
zastinénych vétvi v korung€). Na stromé nejsou pozorovany letosni ani lonské podkorni

nekroézy.

2) Strom bez zjevného naruSeni vitality, s mirné naruSenou architekturou koruny (na
strom¢ se vyskytuji misty (do 10 %) suché vétve posledniho tadu (IV.) predevsim na
periferii koruny, u starSich kultur prosychaji vétve spiSe ve spodni ¢asti koruny). Na

strom¢& nejsou pozorovany letosni ani lofiské podkorni nekrozy.

3) Strom s mirn¢ narusenou vitalitou a s narusenou architekturou koruny (v koruné se
vyskytuji suché vétve III. (misty do 10 %) a IV. (v malé mife do 25 %) fadd, predevsim
na periferii koruny, u star§ich kultur prosychaji vétve spiSe ve spodni ¢asti koruny. V
koruné se taktéz zacinaji (do 5 %) vyskytovat adventivni vyhony pfedevsim na vétvich
IV. t4du.). Na kmeni ani na vétvich nejsou pozorovany letosni podkorni nekrézy,

mohou se vSak objevit nekrdzy z predeslych let.

4) Strom se zfeteln¢ narusenou vitalitou a naruSenou architekturou koruny (v koruné se
vyskytuji suché vétve II. (misty do 10 %), III. (v malé mitfe do 25 %), a IV. (hojn¢ do 50
%) tadl, zacind ustup a deformace piedevSim periferie koruny, absence terminalniho
vyhonu. U starSich kultur prosychaji vétve spiSe ve spodni ¢asti koruny, terminal tedy
muze zlstat zachovan. V koruné se taktéz (do 25 %) vyskytuji adventivni vyhony
predev§im na vétvich 1V. a III. fadu.). Na vétvich mohou byt v malém rozsahu
pozorovany letoSni podkorni nekrozy (piedev§im na vétvich IV. a IIl. fadu), na suchych

vétvich jsou patrné také nekrozy z predeslych let.

5) Strom se zfetelné¢ naruSenou vitalitou a silné naruSenou architekturou koruny (v
koruné se vyskytuji suché vétve II. (v malé mife do 25 %), III. (hojn€ do 50 %), a IV.
(pfevazné nad 50 %) tada, zfetelny Ustup a deformace predevSim periferie koruny,
absence termindlniho vyhonu. U starSich kultur prosychéani prostupuje od spodnich ¢asti
koruny azZ k vrcholu, termindl neztetelny. V koruné se v hojné mite (do 50 %) vyskytuji
adventivni vyhony ptfedev§im na vétvich III. a II. fddu.). Primérni koruna zaina byt
postupné nahrazovana korunou sekundarni. Na vétvich mohou byt ve velkém rozsahu
pozorovany letosni podkorni nekrozy (nekrézy se objevuji 1 na bazich vétvi IV. tadu),

na suchych vétvich jsou patrné také nekrozy z predeslych let.
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6) Strom s vyrazné sniZzenou vitalitou a se zni¢enou architekturou koruny (v koruné se
vyskytuji suché vétve 1. (misty do 10 %), II. (v malé mite do 25 %), III. (pfevazné nad
50 %), radi. Vétve IV. fadu se jiz v koruné nevyskytuji. Koruna silné zdeformovéna a
zahu$téna v celém rozsahu. Tvofena prevazné (nad 50 %) vymladky sekundérniho
charakteru, které se vyskytuji uz i na vétvich L. fadu. Na vétvich mohou byt ve velkém
rozsahu pozorovany letosni podkorni nekrdzy (nekrdzy se objevuji i na bazich vétvi I1.

fadu), na suchych vétvich jsou patrné také nekrozy z predeslych let.

7) Strom s vyrazné snizenou vitalitou a prevazné sekundarni korunou (koruna tvoiena
vymladky rostoucimi z vétvi L. a II. fadu, ¢astecné také vymladky rostoucimi z horni
¢asti kmene pod trovni kosterniho vétveni primarni koruny. Koruna tvofena
nepravidelnymi shluky vymladku, zivé vétve IV. a V. fadu se jiz téméf nevyskytuji. Na
vétvich mohou byt ve velkém rozsahu pozorovéany letoS$ni podkorni nekrozy (nekrdzy se
objevuji 1 na bazich vétvi I. fddu a na kmeni), na suchych vétvich jsou patrné také

nekrézy z predeslych let.

8) Strom se zbytkovou vitalitou, ptezivajici pouze diky vymladkiim na kmeni (cela
primarni koruna 1 vymladky na vétvich 1. fadu odumftely vlivem rozsifeni podkornich
nekr6z pod troven koruny a na kmen. Strom ptfeZiva jen pomoci vymladki na kmeni.
Na kmenovych vymladcich mohou byt pozorovany letoSni nekrézy, na suchych vétvich

a kmeni jsou patrné nekrézy z predeslych let.).

9) Odumfely strom vlivem celkového vy€erpani a postupného zhorSovani zdravotniho
stavu (infekce dosahla baze kmene, diky ¢emuz strom pfiSel o veSkery asimilacni aparat
a celkové odumfel. Né&které¢ stromy mohou jesté chvili prfezivat pomoci bazalnich
vymladkli. Nekdy mize strom odumfiit i v nckteré z diivéjSich fazi, na celkové

vycerpani, kdy vétSinou na jafe nevyrasi).

10) Odumftely strom bez vnéjSich ptiznakd odumirani v koruné ¢i na kmeni, které by

vrwe

pficina odumieni stromu vlivem problému v kofenové €asti stromu).

71



6.6.1.3. Dospéli jedinci

1) Strom bez zjevného naruseni vitality s pfirozenou architekturou koruny (na stromé
nejsou pozorovana zadna poranéni €i suché vétve, vyjma piirozeného vyvétvovani
zastinénych vétvi v korung€). Na stromé nejsou pozorovany letosni ani lonské podkorni

nekrozy.

2) Strom bez zjevného naruSeni vitality s mirné narusenou architekturou koruny (na
strom¢ se vyskytuji misty (do 10 %) suché vétve posledniho fadu (V.) pfedev§im na
periferii koruny, v husté zapojenych porostech prosychaji vétve spiSe ve spodni ¢asti

koruny). Na stromé nejsou pozorovany letosni ani lofiské podkorni nekrézy.

3) Strom s mirn¢ naruSenou vitalitou a narusenou architekturou koruny (v koruné se
vyskytuji suché vétve IV. (misty do 10 %) a V. (v malé mite do 25 %) fadl, predevsim
na periferii koruny, v husté zapojenych porostech prosychaji vétve spise ve spodni ¢asti
koruny. V koruné se taktéz zacinaji (do 5 %) vyskytovat adventivni vyhony, pfedevsim
na vétvich IV tadu.). Na kmeni ani na vétvich nejsou pozorovany leto$ni podkorni

nekrézy, mohou se vSak objevit nekrdzy z predeslych let.

4) Strom se zfeteln¢ narusenou vitalitou a naruSenou architekturou koruny (v koruné se
vyskytuji suché vétve III. (misty do 10 %), IV. (v malé mife do 25 %), a V. (hojn¢ do
50 %) tadu, zac¢ina ustup a deformace predevsim periferie koruny. U husté zapojenych
porostil prosychaji vétve spiSe ve spodni ¢asti koruny. V koruné se taktéz (do 25 %)
vyskytuji adventivni vyhony piedevSim na vétvich IV. a IIl. fadu.). Na vétvich mohou
byt v malém rozsahu pozorovany letoSni podkorni nekrozy (ptedev§im na vétvich V. a

IV. tadu), na suchych vétvich jsou patrné také nekrdzy z predeslych let.

5) Strom se zfetelné naruSenou vitalitou a silné naruSenou architekturou koruny (v
koruné se vyskytuji suché vétve III. (v malé mite do 25 %), IV. (hojn€ do 50 %), a V.
(pfevazné nad 50 %) tadl, zietelny ustup a deformace predevSim periferie koruny. U
husté zapojenych porostii prosychéni prostupuje od spodnich ¢asti koruny az k vrcholu.
V koruné se v hojné mite (do 50 %) vyskytuji adventivni vyhony, pfedev§im na vétvich
IV. a III. fadu.). Primarni koruna za¢iné byt postupné nahrazovana korunou sekundarni.
Na vétvich mohou byt ve velkém rozsahu pozorovany letosni podkorni nekrézy
(nekrozy se objevuji i na bazich vétvi IV. tadu), na suchych vétvich jsou patrné také

nekrozy z predeslych let.
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6) Strom s vyrazn¢ sniZzenou vitalitou a se zni¢enou architekturou koruny (v koruné se
vyskytuji suché vétve L. (misty do 10 %), II. (v malé mite do 25 %), III. (hojné do 50
%), IV. (pfevazné nad 50 %), fada. Vétve V. fadu se jiz v koruné nevyskytuji. Koruna
siln¢ zdeformovéna a zahuSténa v celém rozsahu. Tvofena pievdzné (nad 50 %)
vymladky sekundarniho charakteru, které se vyskytuji uz i na vétvich 1. fadu.) Na
vétvich mohou byt ve velkém rozsahu pozorovéany letosni podkorni nekrézy (nekrézy se
objevuji 1 na bazich vétvi II. fadu), na suchych vétvich jsou patrné také nekrozy z

predeslych let.

7) Strom s vyrazné snizenou vitalitou a pfevazné sekundarni korunou (koruna tvoiena
vymladky rostoucimi z vétvi 1. a II. fadu, castecné také vymladky rostoucimi z horni
¢asti kmene pod trovni kosterniho vétveni primarni koruny. Koruna tvofena
nepravidelnymi shluky vymladk, zivé vétve IV. a V. fadu se jiz téméf nevyskytuji.) Na
vétvich mohou byt ve velkém rozsahu pozorovéany letosni podkorni nekrézy (nekrézy se
objevuji 1 na bazich vétvi 1. fddu a na kmeni), na suchych vétvich jsou patrné také

nekrozy z predeslych let.

8) Strom se zbytkovou vitalitou, pifezivajici pouze diky vymladkim na kmeni (cela
primarni koruna 1 vymladky na vétvich I. fddu odumftely vlivem rozsiteni podkornich
nekrdz pod uroveil koruny a na kmen. Strom pieziva jen pomoci vymladkii na kmeni.
Na kmenovych vymladcich mohou byt pozorovany letoSni nekrézy, na suchych vétvich

a kmeni jsou patrné nekrozy z predeslych let).

9) Odumftely strom vlivem celkového vyc€erpani a postupného zhorSovani zdravotniho

stavu (nékteré stromy mohou jesté chvili pfezivat pomoci bazalnich vymladkd. Neékdy

jafe nevyrasi).

10) Odumftely strom bez vnéjSich ptiznakd odumirani v koruné ¢i na kmeni, které by

vrwe

pficina odumieni stromu vlivem problému v kofenové €asti stromu).
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6.6.2. Hodnoceni porosti
Pted samotnym hodnocenim je tieba zjistit z lesnické dokumentace zastoupeni jasant
V hodnoceném porostu, jejich vék a rozlohu hodnoceného porostu. Pii pfichodu do
porostu hodnotitel nejprve zjisti typ smiSeni porostu (nejedna-li se o jasanovou

monokulturu).

Nasledné v porostu vyty¢i inventarizaéni plochy (viz nize kapitola 6.6.2.1.) v hustoté 1
plocha na 0,4 ha rozlohy porostu. Inventariza¢ni plochy by mél hodnotitel umistovat
tak, aby co nejlépe pokryly hodnoceny porost a spadal do nich co nejvétsi pocet jasanti.
V porostech s malou rozlohou hodnoceni probiha vzdy minimalné na dvou plochach. U
skupinovité¢ smisenych porosti umistuje hodnotitel inventarizacni plochy pouze do
jasanovych skupin, jako by se jednalo o porost se zastoupenim jasanu 100 %.

V porostech se 100% - 90% zastoupenim jasanu (taktéz u porosti se skupinovitym
smiSenim porostu) probihd hodnoceni pomoci inventarizac¢nich ploch 1 na 0,4 ha (u
porostll skupinovité smiSenych se pocet inventarizacnich ploch odvozuje nikoli od
rozlohy porostu, ale od rozlohy jasanu v porostu).

V porostech smisenych, v nichz je hlavni dfevinou jasan (min zastoupeni 90 % - 60 %)
probiha hodnoceni pomoci inventariza¢nich ploch 1 na 0,3 ha.

V porostech smisenych, v nichz je jasan vedlejsi dievinou (zastoupeni od 30 % - 60%)
probihd hodnoceni pomoci inventarizac¢nich ploch 1 na 0,2 ha.

V porostech smiSenych, v nichZ je jasan pfimiSenou dievinou (pod 30 % zastoupeni)
hodnotitel projde celym porostem a zhodnoti zdravotni stav vSech nalezenych jasant dle

metodiky pro hodnoceni jednotlivych stromtl.

6.6.2.1. Inventarizacni plocha
Inventarizacni plocha se skladd ze dvou soustfednych inventarizacnich kruh o
polomérech 12 m a 3 m. V mensim kruhu je hodnoceno jasanové zmlazeni (je-li
V porostu pifitomno). Do hodnoceni jsou zahrnuty jasany od 0,5 m vysky, neni tedy
hodnoceno zmlazeni v podobé semenacki. Hodnoceno je maximalné 50 jedinci na
porost. Ve vétSim kruhu jsou hodnoceni jedinci z hlavni etdze porostu. Maximaln¢ je
hodnoceno 100 az 150 jedinc na porost. Pokud nastane situace (napf. v mladych
porostech), ze bude mozné dosdhnout maximalniho poctu jedinc pro porost jiZ na
jedné inventarizacni ploSe, je hodnotitel povinen vytvofit a zhodnotit minimalné jeste

jednu inventariza¢ni plochu pro lepsi zachyceni pravdépodobné diverzity porostu.
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6.6.3. Legenda (vysvétleni pojmii)
Fyziologicka vitalita:

Nenarusena — strom se bez problému vyrovnava s vnéjs$imi vlivy prostiedi, kontinualné
prirasta a v koruné se nevyskytuji suché vétve (kromé vétvi pfirozen¢ odumirajicich
vlivem zastinéni v korun¢), ani vymladky (vétve sekundarni koruny vzniklé z

adventivnich pupentl).

Mirn€ naruSena — strom se bez problému vyrovnava s vnéjSimi vlivy prostiedi, piirast
zacina byt nepravidelny (v nékterych letech strom vytvaii abnormalni pfirsty, ¢imz
kompenzuje vznikla drobna poskozeni), a v koruné se vyskytuji suché vétve (do 20 %,
pfedev§im vétve vysSich tada). Vymladky (vétve sekundarni koruny vzniklé z

adventivnich pupentl) se na strom¢ objevuji jen ziidka.

Zietelné naruSena — strom oslabeny, mize mit problém vyrovnat se se silnéjSimi
negativnimi vnéjSimi vlivy prostiedi, diky ¢emuz mtize v ojedinélych ptipadech dojit k
nahlému odumfeni. Pfirtist nepravidelny v ramci koruny (zdravé vétve infikovanych
stroml pfirGstaji mnohem vice nez u zdravych stromd, infikované vétve maji vlivem
oslabeni minimdalni pfirast. PtirGst taktéz zacinaji zkreslovat objevujici se vymladky
sekundarni koruny), v koruné se vyskytuji suché vétve (do 40 %, predevSim vétve
vyssich fadi, misty vétve L., IL. a II1. fadu). Vymladky (vétve sekundarni koruny vzniklé

z adventivnich pupentl) se na stromé objevuji ve v&tSim mnoZzstvi.

Vyrazné snizend — strom zietelné oslabeny, méa problém vyrovnat se se silnéjSimi
negativnimi vnéjSimi vlivy prostiedi, diky ¢emuz miZe dojit k ndhlému odumfeni.
Piirlst vyrazné nepravidelny v rdmci koruny (zdravé vétve infikovanych stromi
pfirtstaji mnohem vice nez u zdravych stromt, infikované vétve maji vlivem oslabeni
minimalni piirast. Pfirtst taktéz zkresluji vymladky sekundarni koruny), v koruné se
vyskytuji suché vétve (do 60% veskeré vétve vyssich fadl a misty i kosterni vétve).
Vymladky (vétve sekundarni koruny vzniklé z adventivnich pupenil) se na stromé
objevuji ve velkém mnoZzstvi a zacinaji v koruné pievazovat, pfirozené tak nahrazuji

ubytek zpisobeny schnutim primarni koruny.

Zbytkova — strom prezivajici vyrazné oslabeny, bez schopnosti vyrovnat se se silnéjSimi
negativnimi vlivy prostiedi, diky ¢emuZz v této fazi casto dochdzi k nahlému odumfeni.

Vyrazné nepravidelny pfirtist tvofen pfedevsim vymladky na kmeni a vétvich 1. fadu
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(zdravé vétve infikovanych stromt pfirtistaji mnohem vice nez u zdravych stromi,
infikované vétve maji vlivem oslabeni minimalni pfirast. Pfirtst taktéz zkresluji
vymladky sekundérni koruny), v koruné se vyskytuji suché vétve (do 80 % usycha i
vétsina kosternich vétvi, pfevazna cast zelené koruny tvofena vymladky). Vymladky
(vétve sekundarni koruny vzniklé z adventivnich pupenll) se na strom¢ objevuji ve

velkém mnozstvi a prakticky tvoii zbytek zelené ¢asti koruny.
Odumfely strom — strom bez znamek fyziologické vitality.
Architektura koruny:

Ptirozena — koruna tvofena primarnimi vyhony s pribéznym kmenem a vétvemi L. az V.
fadu (dle stari hodnoceného jedince: u mladé vysadby tvoii pfirozenou architekturu
napt. jen vétve L. a II. fadu ale u dospé€lého porostu, by mél mit kazdy jedinec hojné i
vétve V. fadu). U mladych a dospivajicich stroml mizeme zietelné pozorovat terminal.

Koruna nezahusténa s prirozenou stavbou.

Mirné naruSend — koruna tvotfena primarnimi vyhony s prubéznym kmenem a vétvemi 1.
az V. tadu (dle stafi hodnocené¢ho jedince: u mladé vysadby tvoii pfirozenou
architekturu napft. jen vétve 1. a II. fadu ale u dospé€lého porostu, by mél mit kazdy
jedinec hojné 1 vétve V. fadu). U mladych a dospivajicich stromi mizeme zietelné
pozorovat terminal. Koruna mirné¢ zahu$ténd diky nahrazovani usychajicich vétvi

poslednich tadu.

Narusena — koruna tvofena pievdzné primarnimi vyhony, ale mizou se postupné
objevovat i1 sekundarni vymladky (reakce na ztrdtu nadzemni biomasy). Stile je v
koruné patrny pribézny kmen a vétve 1. az IV. fadu (dle stafi hodnoceného jedince: u
mladé vysadby tvofi pfirozenou architekturu napf. jen vétve L. a II. fadu ale u dospélého
porostu, by mél mit kazdy jedinec hojné 1 vétve V. fadu), vétve V. fadu ve velké mifte
usychaji a jsou postupné nahrazovany sekundarnimi vymladky, diky tomu je koruna v
perifernich ¢astech siln€ zahu$ténd. Terminalni vyhon byva zpravidla nahrazen dvéma

az ttemi sekundarnimi vymladky a tak se jiz v této fazi neda zieteln¢ odlisit terminal.

Siln¢ narusena — koruna tvofena primarnimi i sekundarnimi vyhony v poméru cca 1:1
(reakce na ztratu nadzemni biomasy). Stale je v korun¢ patrny pribézny kmen a vétve L.

az III. fadu, vétve V. fadu se v korun¢ jiz téméf nevyskytuji a vétve IV. fadu ve velké
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mife usychaji a jsou postupné nahrazovany sekundarnimi vymladky. Diky tomu je

koruna siln¢ zahus$téna, bez ptitomnosti terminalniho vyhonu.

Zni¢end — koruna tvorena prevazné sekundarnimi vyhony rostoucimi na kosternich
vétvich a kmeni (reakce na ztratu nadzemni biomasy). V koruné jiz neni patrny
priabézny kmen a korunu tvoii pouze vétve 1. faddu, na nichz shlukovité vyristaji

sekundarni vymladky. Koruna je proto siln¢ fragmentovand a zahusSténa.

Sekundarni — koruna jiz tém¢f neexistuje, je tvofena pouze sekundarnimi vymladky na

kmeni a u baze kmene (viz obr. €. 26.).

DAY
:" = (.

Obr. €. 26. Sekundarni vyhony na kmeni (Rozsypalek, 2014).
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Nekrozy:

Letosni nekroza — jedna se o podkorni nekrozu, ktera je elipsoidniho tvaru, zpravidla je
v jejim stfedu listova jizva nebo suchd vétev vyssiho fadu. Ma ZlutoCervenou az tmave
hnédou barvu. Hlavni rozdil mezi letoSni a lofiskou podkorni nekrozou je v okoli této
nekrozy. Letosni nekr6oza ma po obvodu zdravou hladkou kiru zelenoSedé barvy s
nepozmeénenou stavbou dieva. Cely letorost nebo vétev, na niz se nekroza vyskytuje, ma

na prafezu ptirozenou geometrii (viz obr. ¢. 27.).

® Swr

Obr. ¢. 27. Leto$ni podkorni nekréza (Rozsypalek, 2014).

Loniskd nekréza — jednd se o podkorni nekrézu, kterd je nepravidelné ohranicena,
zpravidla je v jejim stfedu listova jizva, nebo suchd vétev vysSiho fadu a ma tmave
hnédou az hnédocernou barvu. Hlavni rozdil mezi letosni a lofiskou podkorni nekrézou
je v okoli této nekrézy. Loniskd nekréza je ohranicena zdufeninami kalusu, ktery je
Sedohnédé barvy a mé hruby povrch. Letorost nebo vétev, na niz se nekrdza vyskytuje,
ma na prafezu piirozenou geometrii pouze v misté bez podkorni nekrozy. V misté
nekrozy je geometrie silné pozménéna rustem kalusu. Taktéz je mozné, ze dievina
kolem starych nekréz kalusovy val nevytvoii (vétSinou u silné oslabenych dfevin), v

tomto piipadé je potieba do letorostu v misté nekrozy fiznout a odstranit kiru. Pokud je
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pod ni ¢ernd vrstvicka odumfielého felogénu a kambia, je nekroza letosni, pokud je tato

vrstva jiz zahnédld, jde o nekrozu loniskou (viz obr. €. 28.).

Obr. ¢. 28. Lonska a star$i podkorni nekroza (Rozsypalek, 2012 a 2014).

Terminal: Jedna se o dominantni vzrastovy vrchol stromu, tedy nejvyssi vertikalné
rostouct letorost. U zdravého vitalniho stromu by mél byt pouze jeden takovyto letorost,

na prvni pohled snadno rozliSitelny.
Primarni vyhony: Jsou vétve tvofené pfirozené v pribehu rlistu stroma.

Sekundarni vyhony/vymladky: Jako sekundarni (proventalni) vyhony oznacujeme ty
vyhony, které vznikaji vyrasenim spicich ¢i adventivnich pupent. Tento typ vyhoni se

nejcastéji vytvaii jako reakce na urdity stres (ztrata ¢asti koruny, sniZeni vitality).
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Vétve L, 11, 111, IV., V. Fadu: ( viz obr. €. 29.).

B Vétvell fédu

B Vétvelll. féadu

Il VétvelV.fadu
Il Vétve V. fadu

Obr. ¢. 29. Vétve 1. az V. tadu (Rozsypalek, 2015).

6.7. Verifikace metodiky hodnoceni zdravotniho stavu jasani
Otestovanim metodiky jsme zjistili, Ze nejvétsi piesnosti v hodnoceni S testovanou
metodikou je dosahovano v jarnim obdobi pied plnym olisténim korun. V tomto obdobi
byly odchylky ve zhodnoceni modelového porostu vSemi tiemi hodnotiteli 0,02 stupné
u osmiletého porostu a 0,15 u 18let starého porostu. Pti srovnani hodnoceni tvirce
metodiky a odbornika (za ptedpokladu, Ze s metodikou budou pracovat osoby s
ptirodovédnym vzdelanim), byly odchylky ve zhodnoceni porostii jen 0,01 pro mlady
porost a 0,05 pro porost dospivajici (viz graf ¢. 21.). Pfi letnim hodnoceni za plného
olisténi byla odchylka v hodnoceni vSech tfi hodnotitelt 0,16 u mladého porostu a 0,44
viditelnosti v pln€ olisténych porostech. Pfi srovnani hodnoceni tviirce a odbornika byla

odchylka 0,16 a 0,19 stupné (viz graf ¢. 22.).
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Graf €. 21. Jarni hodnoceni v mladém a dospivajicim porostu.
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Vysledky podzimniho hodnoceni z 8. 10. 2014 byly témét srovnatelné s presnosti
vysledku jarniho hodnoceni. Odchylky v hodnoceni modelovych porosti pii hodnoceni
vSech tfi hodnotiteli byly v tomto obdobi 0,09 stupné u osmilet¢tho a 0,12 u
osmnactiletého porostu. U devadesatiletého porostu byla odchylka v hodnoceni 0,11

stupné.

Z vyse popsanych vysledkt vyplyva, ze metodika hodnoceni zdravotniho stavu jasanti
poskozovanych infekci H. fraxineus je v praktickém hodnoceni velmi piesna predevsim
v ro¢nich obdobich kdy nejsou jasany pln¢ olistény. Pti plném olisténi korun je piesnost

hodnoceni mirn€ sniZena.

6.8. Rychlost Sifeni infekce a mortalita
Infekce H. fraxineus se nejrychleji §ifi v mladém porostu po vysadbé. V sledovaném
porostu jasanu ztepilého postihla infekce béhem Sesti let od vysadby 98,8 % jedinct.
V porostu s prumérnym vékem 12 let vzrostl pocet infikovanych jedincti béhem péti let
sledovani z 31,6 % na 94,7 % infikovanych jedinci. A v dospélém porostu 60 — 70 let
se rozsifila infekce béhem péti let z 37,2 % na 81,6 % infikovanych jedinct (viz graf ¢.
23. Rychlost Sifeni infekce a mortalita). Rychlost Sifeni infekce byla v letech 2011 az
2013 nejvyssi u mladé vysadby. V roce 2012 dosédhla vrcholu a néasledné zacala klesat,
pravdépodobné vlivem nedostatku novych neinfikovanych hostitelskych rostlin na
sledované lokalite. Rychlost Sifeni u starSich porosti byla zpo¢atku minimalni, postupné

akcelerovala a svého vrcholu dosahla pravdépodobné prave v roce 2015.

Graf €. 23. Rychlost §ifeni infekce a mortalita.
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Mortalita byla rovnéz nejvyssi u mladého porostu. U sazenic vysazenych v roce 2010
¢inila vroce 2015 79,2 %. Ve starSich porostech sledovanych v ramci Setfeni byla
mortalita 23,7 % u dospivajicich jedincii a 3,6 % u jedinch dospélych. I v téchto

porostech vSak mortalita zacala v poslednich tfech letech sledovani vyrazné vzristat.
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7. Diskuse

7.1. Faktory zodpovédné za rozdily v odumirani jednotlivych

jasanu
Prestoze jsou do vyzkumu nekrézy jasanu v poslednich letech investovany velké
financni 1 lidské zdroje, nejsou stile dostatecné¢ objasnény faktory, které nesou
zodpovédnost za velké rozdily v intenzité odumirani jednotlivych jasant v jasanovych
porostech zasazenych infekci. Z velké skaly faktort, které by pravdépodobné mohly mit
vliv na tento jev, mizeme s velkou pravdépodobnosti vyfadit abiotické podminky
stanovisté. Tento faktor mizeme vytadit pfedevSim proto, ze k velkym rozdilim v
intenzité chiadnuti dochazi velmi ¢asto i na malé plose (napi: v ramci dvou sousednich

jedincli v porostu), na niz je vliv abiotickych faktort stanoviste téméf identicky.

Vyznamnym faktorem, ktery by mohl hrat dilezitou roli v individudlni citlivosti jasanil,
je velka variabilita v genetické struktufe populaci H. fraxineus. Této problematice se v
posledni dob¢ vénuje velkd pozornost. Z vyzkumu (Gross, 2012, 2014) vyplyva, ze
geneticka variabilita populaci H. fraxineus v Evropé¢ je niz$i nez v Asii, odkud tato
houba pochazi. V disledku pohlavniho rozmonozovani je vSak genetickd diverzita
vysokd, zvlasté ve srovnani s patogeny, ktefi se rozmnoZiji nepohlavng, ¢i prevazné
nepohlavne jako je napf. Dothistroma septosporum. Kirisits (2013, 2014) uvadi, ze
rizné kultury H. fraxineus se mohou vyznamné¢ liSit svou patogenitou vici F. excelsior.
Je ovSem znacné nepravdépodobné, ze by byly dvé vedle sebe rostouci hostitelské
dieviny napadeny kazda jinym jedincem H. fraxineus s odlisnou patogenitou. Pokud
uvazime mnozstvi uvoliovanych askospor jedinou plodnici a fakt, Ze se choroba Sifi
vzduchem bez potieby vektora je zdiejmé, Ze ani geneticka variabilita H. fraxineus

nevysveétluje velkou diverzitu v chfadnuti jasani.

Dal$im vyznamnym faktorem by mohla byt geneticka predispozice nebo naopak
ptirozena odolnost jednotlived F. excelsior vici infekci. Tento zajimavy faktor je dnes
taktéZ hojné zkouman (Dobrowolska, 2008 a Forestry commission, 2013) a z doposud
publikovanych praci na toto téma se zda, ze geneticka diverzita jasanovych populaci a
nasledna rozdilna citlivost vii¢i infekci v Evropé bude do budoucna jednou z hlavnich
moznosti, jak zachovat populaci jasani. OvSem ani tento Cinitel nevysvétluje dostate¢né
vyrazné rozdily v infekci jasanl. Predevsim kvuli faktu, Ze se tyto rozdily velmi Casto
vyskytuji i v uméle vysazenych jasanovych porostech. Vzhledem k nedostatku
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semennych sadil pro F. excelsior v Ceské republice bylo osivo pro tyto porosty velmi
Casto sbirano pouze z jednoho ¢i dvou matetskych jedinct, takze geneticka diverzita F.

excelsior v takovychto porostech je velmi zuzena.

Z vyse popsanych diavodii jsme se v této praci pokusili detailné prozkoumat vztah mezi
patogenni houbou a hostitelskou dfevinou v jejich pfirozeném prostiedi. Tato
pozorovani probihala na 40 (20 vyrazn¢ symptomatickych a 20 mélo symptomatickych)
jedincich rostoucich na malém tuzemi v uméle zaloZzené jasanové monokultufe s velkym
infek¢nim tlakem patogenni houby. Toto prostiedi bylo vybrano pro co nejefektivnéjsi
eliminaci vySe popsanych faktorti. Na téchto jedincich bylo v pribéhu roku 2014
pozorovano hned né¢kolik zajimavych rozdilt, které by mohly byt jednou z pficin

rozdilu v chifadnuti.

Nejprve bylo zjisténo, Ze vyrazné symptomaticti jedinci maji v nékterych ptipadech az o
30 dni zpomaleny prubéh jarnich fenologickych fazi. To znamend, ze narozdil od
jedincti mélo symptomatickych, ktefi maji mnohem déle pln€¢ vyvinuté listy, maji tyto
jasany vyrazn¢ zkracenou vegetacni sezonu a dokazi vyprodukovat mens$i mnoZstvi
asimilat. Otazkou zlistava, zda je toto zpozdéni jarnich fenologickych fazi disledkem
silné infekce voskovickou jasanovou, nebo se jednd o geneticky vrozenou vlastnost,
kterou mély tyto jasany jiz pted pfichodem této patogenni houby. Taktéz by mohlo
zpomaleni jarnich fenologickych fazi poukazovat na silnou infekci v kofenové casti
hostitelskych rostlin. V roce 2014 byly ve skupiné MMS (mlazina méalo symptomatickd)
pozorovani dva jedinci, jejichz fenologické faze byly shodné spiSe se skupinou silné
symptomatickych jedincii. Presto tito jedinci vykazovali jen minimdalni poSkozeni
infekei H. fraxineus na jejich nadzemni ¢asti. Po vyraSeni pupent zacali tito jedinci v
rdmci celé koruny vadnout a v druhé poloviné kvétna tito jedinci odumfieli. Po
prozkoumani obou jedinci byla nalezena silna infekce H. fraxineus a dalSich
patogennich hub v bazédlni a kofenové ¢asti téchto dfevin. Takovymto symptomem
nahlého zaschnuti v jarnich mésicich odumird v infikovanych jasanovych porostech
piiblizné 10 — 20 % dfevin. Zajimavé je, ze se velmi Casto jedna praveé o dreviny, které

na své nadzemni ¢asti vykazuji minimum symptomui odumirani.

Dal$im zajimavym rozdilem byly vétsi ztraty asimilacniho apardtu vlivem reaktivace
lonskych nekréz a zasychani vyhoni. Jedinci slabé symptomaticti ztratili v rdmci tohoto

symptomu odumirdani v priméru 3 % listové plochy, zatimco jedinci silné
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symptomaticti 14 %. Tento rozdil jsme ocekavali, vzhledem k tomu, ze na vyrazné
symptomatickych jedincich byva z ptedchoziho roku vyssi pocet nekroz. Takze pokud
predpokladame, Ze na vSech jedincich je ptiblizné€ stejné procento nekroz, které v jarnim

obdobi obnovi sviij rist, muselo byt poskozeni siln€¢ symptomatickych jedinci vyssi.

vvvvvv 4

U hlavni faze defoliace zptisobované infekci H. fraxineus byl pozorovan diivéjsi nastup
defoliace u siln¢ symptomatickych jedinc. U mladych jedinct (8 let) byl tento rozdil
ptiblizn€¢ 9 dnd, u starSich (18 let) jedinct dokonce cca 17 dnd. Tento rozdil byl
pravdépodobné zplsoben snizenim a zahuSténim korun u siln¢ symptomatickych
jedincti. Diky tomu byly diive a ve vétsi intenzité vystaveni askospordm uvolilovanym z
apothecii rostoucich na opadanych tapicich. V celkové intenzit¢ defoliace nebyly
nalezeny zadné vyznamné rozdily, vSichni jedinci az na Ctyfi byly zasazeni 100%

defoliaci.

Nejzajimavejsi rozdil byl pozorovan v ristu podkornich nekréz. Na kazdém jedinci bylo
pravidelné sledovéano 40 listovych jizev po opadu infikovanych listi. Timto pokusem
jsme chtéli zjistit, kolika procentni je tspéSnost pronikani patogena z infikovanych listl
do pletiv letorostu. Zjistili jsme vSak 1 existenci vyznamného rozdilu mazi siln€ a slabé
napadanymi jedinci. U slabé napadanych jedinct byla Gspé$nost pronikani v priméru 6
%. KdeZto u silné symptomatickych jedincti byla tato uspéSnost 27,5 %. Jedna se o
vyznamny vliv, ktery by mohl ¢aste¢né objasnit velké rozdily v odumirani. Nebot’
teprve pronikanim patogenni houby do lignifikovanych pletiv hostitelské rostliny vznika
na hostiteli nejvétsi poskozeni. PredCasnou ztratu listového aparatu vlivem infekce H.
fraxineus v letnich mésicich by dokazaly jedinci F. excelsior snadno kompenzovat. Az
nasledné odumirani letorostl a celych vétvi je vliv, ktery vétSina rostlin nedokaze plné
nahradit a dochazi tak k postupnému odumirani. Otazkou zlstava, co je ptic¢inou tohoto
rozdilu. Je zfeymé, Ze v misté listové jizvy lezi vyznamna obranna zoéna, skrze kterou
patogen pronika jen v mén¢ nez 20 % ptipadl. Toto zjiSténi by si rozhodné zaslouzilo

dalsi vyzkum.

Celkové bylo zjisténo, ze vyrazné symptomaticti jedinci se dostavaji do jakési spiraly
uniknout. Otazkou je, jaky bude v budoucnu vyvoj mirn¢ symptomatickych jedinct. Je
mozné, ze odolnost téchto jedinct bude postupné piekonana a i tito jedinci skonci

vlivem periodicky se opakujicich infekci jako jedinci vyrazné symptomaticti. Velmi
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povzbudiva vsak byla skute¢nost, Ze ve skupiné sledovanych jedincti byl pfitomen i
jeden jedinec, ktery nevykazoval zadné znamky infekce zptisobované H. fraxineus.
Piestoze byl tento jedinec F. excelsior uprostied monokulturniho porostu, jenz se
vlivem silného infek¢éniho tlaku dostaval do staddia rozpadu, nevykazoval Zzadné
poskozeni vlivem infekce. Hledani a ochrana takovychto jedinct pro jejich pfirozenou
reprodukci jsou pravdépodobné jedinou moznosti jak zachranit populaci jasanti v

evropskych lesich.

7.2. Zhodnoceni faktorui ovliviiujicich délku a intenzitu

fruktifikace H. fraxineus
Fruktifikace teleomorfniho stadia H. fraxineus na opadanych jasanovych fapicich je
zasadni pro rychlé Sifeni této patogenni houby. Touto fazi zivotniho cyklu voskovicky
jasanové se zabyva predevsim Kirisits (2008, 2009, 2012) uvadi, ze patogen vytvaii na
infikovanych fapicich apothecia s askosporami, které se nasledné §ifi vétrem a infikuji
nové jedince. Taktéz zjistil, Ze patogenni houba je schopna v tfapicich pteckat i nékolik
let, dokud nenastanou vhodné klimatické podminky pro tvorbu plodnic. Z téchto
informaci vyplyva, Ze mnozstvi infikovanych tfapikl a prostfedi, v némz se tyto fapiky

vyskytuji, vyrazné ovliviiuje infek¢ni tlak vyvijeny na okolni hostitelské rostliny.

V této praci jsme pozorovali tii varianty prostiedi, v némz se piirozené vyskytovalo
velké mnozstvi infikovanych fapikl a hodnotili jsme délku a intenzitu fruktifikace H.
fraxineus. Zjistili jsme, ze nejdelsi a nejvice intenzivni fruktifikace probiha v mladych,
husté zapojenych porostech s hustym nijak neudrzovanym bylinnym patrem. Zatimco
nejkrat$si doba fruktifikace s minimalni Cetnosti apothecii na fapik byla ve starSim
rozvolnéném porostu s pravidelné sekanym bylinnym patrem. Tyto vysledky poukazuji
na velky vyznam vzdu$né vlhkosti a vlhkosti povrchu, na kterém fapiky lezi, pro

uspesnou fruktifikaci.

7.3. Vysledky inokula¢nich pokusi
Pomoci inokula¢nich pokust se nam podatilo potvrdit vysledky z Rakouska (Krautler,
2015) o velké nachylnosti F. excelsior k infekci. I v naSich testech bylo u tohoto druhu
jasanu zaznamenano nejvétsi procento Uspésné infikovanych jedincii (36 z 50). Tento
druh vykazoval také nejvétsi rozsah poskozeni zpisobenych infekci a mortalitu. Dal§imi
druhy, u kterych jsme testovali jejich predispozici k infekci, byly druhy F. americana a
F. pensylvanica.
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Zajimavé vysledky piinesl laboratorni rozbor inokulovanych jedinct. Prestoze viditelné
nekrozy u F. americana dosahovaly pfi ukonceni pokusu 31. 12. 2014 pramérné délky
1,4 cm, byl rozsah infekce v pletivech u tfi jedinci nepomérné vétsi. Prvni z téchto
jedinc byl ockovan kulturou 1653, délka viditelné nekrozy byla 1,6 cm a rozsah
infekce v pletivech byl 31,5 cm. Druhy byl ockovan kulturou WOR1/1/3/, viditelna
nekroza byla 2,1 cm a rozsah infekce v pletivech 19 ¢cm. U tfetiho jedince byla pouzita
kultura B1/1/3/, viditelna nekréza byla 2,9 a infekce v pletivech 22 cm. Prvni dva
jedinci byli oCkovani tmavym a tieti svétlym morfotypem kultury H. fraxineus.
Zajimavy byl predevsim prubéh infekce v pletivech u téchto jedinct. Infekce az na
misto pruniku (kde vytvorila malou viditelnou nekrozu) zlstavala ve dieni a jen mirné
zasahovala do pletiv xylému. Pletiva kambia a floému zlstala zachovéna, takZze
infikovany jedinec nebyl infekci nijak vazné poskozovan. Otazkou zlstava, ¢im byla
tato neobvykla situace zpusobena. Jiz del§i dobu je znamo, Ze patogenni houba po
praniku do pletiv letorostu kolonizuje velmi rychle dien. Tou se poté dale Sifi, vystupuje
zpét do xylému, dostdva se ke kambiu a zplsobuje rast podkorni nekrdzy. OvSem
pfipad, kdy byla dfen infikovdna v obrovském rozsahu a patogen zlstaval pouze v
pletivech dfené¢ a xylému, jesté pozorovan nebyl. Mohlo by se jednat o ojedinclou
obranou reakci dfeviny, které se podafilo houbu v pletivech xylému izolovat. Bylo by
dobré, pokud se takovyto priibéh infekce pletiv jesté n€kdy vyskytne, jej podrobnéji

prozkoumat a pokusit se odhalit jeho pfi€iny.
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8. Zavér
Tato prace poskytuje detailni popis pribéhu symptomatickych fazi zpisobovanych
nekrézou jasanu v piirozenych podminkéch lesniho porostu jasanu ztepilého. Pomoci
infekC¢nich testl byla testovana predispozice nékolika druhti jasanu vici infekci a byl
ovétovan rozdil v rustu svétlych a tmavych morfotypu kultur H. fraxineus, inokulacemi

na ziv¢ hostitele jasanu ztepilého.

Bylo zjisténo, ze u jedinci vyrazné poskozovanych infekci H. fraxineus dochazi ve
srovnani s mén¢ poskozovanymi jedinci ke zpomaleni jarnich fenologickych fazi az o
30 dnt. Dale byl u vyrazné¢ symptomatickych jedincii pozorovan o 13 dnl diivéjsi
nastup defoliace nez u jedincii méné poskozovanych infekei. Rozdily byly pozorovany
také v mnozstvi vytvorenych podkornich nekroz na 40 listovych jizev po infikovanych
listech. U slabé symptomatickych jedincti byla uspéSnost proniknuti infekce do
drevnatych c¢asti rostliny pouze 6 %, zatimco u skupiny siln¢ symptomatickych jedincti

to bylo 27,5 %.

Inokula¢nimi pokusy, v nichZ byla testovana odolnost F. excelsior, F. americana a F.
pensylvanica vici infekei, jsme potvrdili velkou vrozenou predispozici u F. excelsior.
Infekce propukla u 36 z 50 inokulovanych jedincti. Nejvétsi rozsah poskozeni
podkornimi nekrdézami a nejvyssi mortalita (6 z 50 jedinct) byla zaznamendna rovnéz u
tohoto druhu. U F. pensylvanica byla zjisténa nejvy$s§i mira odolnosti, viditelna
podkorni nekr6za se objevila jen u 7 z 50 inokulovanych jedinct. Byla prokazana vyssi
agresivita svétlych morfotyptt H.fraxineus v pletivech F. excelsior. Infekce svétlych
kultur této patogenni houby se v pletivech hostitelské rostliny $itila rychleji nez infekce

vyvoland tmavymi kulturami.

Infekce H. fraxineus se §ifi nejrychleji a zaroven zpusobuje nejvys$si mortalitu v
mladych porostech po vysadbé. V sledovaném porostu F. excelsior postihla infekce
béhem Sesti let od vysadby 98,8 % jedinci. Mortalita v tomto porostu dosahla za
stejnou dobu 79,2 %. V dosp€lém porostu bylo za stejnou dobu sledovéni infikovano

81,6 % jedincti a mortalita dosahla 3,6 %.

Byly vytvofeny a GspéSné otestovany metodiky - metodika hodnoceni zdravotniho stavu
jasant poskozovanych infekci H. fraxineus a metodika inokulace jasanti askosporami H.

fraxineus.
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9. Summary

During the last years ash dieback has become serious threat for autochthonous ash
populations in Europe, especially Fraxinus excelsior. In order to find methods how to
protect this ash species against infection, it is important to investigate this very issue of
relations between host and pathogen. Despite long-term research of this illness we still

face considerable lack of relevant information.

This is the first work bringing a detailed description of symptomatic phases caused by
the infection of H. fraxineus on F. excelsior under the natural conditions of forest stand.
It tries to describe as many factors possible that are responsible for significant
differences in dieback of individual ashes in ash stands. By means of infection trials a
predisposition of several ash species to the infection was tested and results of Ing.
Cermékova’s experiment has been verified by inoculations on live trees of F. excelsior.
Last but not least we continued in monitoring a speed of infection spread and mortality

in three even-aged stands of F. excelsior (6 years, 12 years, 60 years).

It has been found out that highly susceptible species show delay of spring phenological
phases of up to 30 days and their prolongation compared with less predisposed ones. It
has been proven that duration length and intensity of fructification of teleomorph stage
is dependent on canopy density and herb layer condition. In young-growth stand with

high canopy density

(8 years old) with not well maintained herb layer apothecia of H. fraxineus were
observable 45 days longer and in much higher number than in older stand (18 years)
with cut weed. Defoliation of highly symptomatic specimens occurred 13 days earlier
compared with less susceptible ones. There were also clear differences in a number of

under-bark necroses per

40 leaf scars after infected leaves. On slightly symptomatic individuals the
successfulness of infection penetration into woody parts was only 6%, whereas on

highly symptomatic it counted 27.5%.

Infection trials that tested a resistance of F. excelsior, F. americana and F. pensylvanica
against the infection have proven high susceptibility of F. excelsior to the infection. The
infection broke out in 36 out of 50 inoculated individuals. The greatest extent of damage

by under-bark necroses and the highest mortality (6 out of 50 individuals) were also
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noticed on F. excelsior. F. pensylvanica showed the highest level of resistance; visible
under-bark necrosis appeared only in 7 out of 50 inoculated individuals. Experiments
have also proven higher aggressiveness of light morphotypes of anamorph stage of H.

fraxineus in tissues of

F. excelsior. The infection caused by light cultures spread faster in tissues of host plant

than that caused by dark ones.

It has been ascertained that the infection of H. fraxineus spread the most rapidly and
causes the highest mortality in young stands after planting. In the observed F. excelsior
stand the infection affected 98.8% of all trees over the course of 6 years. A mortality in
this stand reached 79.2% during the same time period. In mature stand 81.6% of tree

individuals were infected in the course of the same period and mortality was 3.4%.

Two methodologies have been successfully tested: Methodology of health state
assessment of ashes susceptible to the infection caused by H. fraxineus and
Methodology of inoculation of ashes by ascospores of H. fraxineus.
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