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Aneta B&ova

Hodnoceni patogenity Hymenoscyphus fraxineus in vitro na riaznych zivnych
médiich

Evaluation of the pathogenity efymenoscyphus fraxineos different nutrient media

Abstrakt

Bakaldska prace se zabyva patogendidymenoscyphus fraxingusktery
zpisobuje vazné ¢hdnuti jasal v celé Evrop. V prvni ¢asti prace jde o shrnuti
dosavadnich poznatko dané problematice, které jsou dostupné v liéeatHlavnim
smérem vyzkumu je pak laboratorni zkoumani 15 kinééto houby, se snahou najit
nejlepsi médium pro jejiust. Zakladem je tedyé&p riznych médii (MEA, AMEA,
MOS, PDA, ADA), na které byl patogen rikovan, a kde byla zkoumana rychlost jeho
rastu v paibéhu Sesti tydh. Jedno z médii, agar s jasanovymi pilinanfifom bylo
pouzito pro tento patogen poprvé. VedlejSimémm zkoumani byla dale zavislost
rychlosti tistu na bar& mycelia, kdy byly vybrany skupiny kmérs mycelii tmavymi,
swtlymi a kmeny s viry. Nejlepsiist byl zjiS€n na no¥ vytvoreném médiu ADA, kdy
se jedna o piliny ziskané z jasanovyckivicek, pidané do klasického agarovéeho
meédia. Zavislost rychlostiistu na bar mycelia potvrzena nebyla. Cely tento vyzkum
muze @ispét ke zlepSeni laboratornich postuprcenych ke studiu tohoto patogenu, a

tak pomoci pro vyvoj ochrany jasaproti napadeni.

Kli ¢ovéa slova:Hymenoscyphus fraxineusgdium, mycelium, rychlostistu



Abstract

This thesis deals with the pathogétymenoscyphus fraxineusausing the
serious dieback of ash trees throughout Europthdriirst part, a summary of the state-
of-art literature is presented. The main reseasdhased on aim vitro examination of
15 strains oH. fraxineus with the aim of finding the best medium for itogth. The
five different nutrient media (MEA, AMEA, MOS, PDAADA) were chosen to
cultivate the pathogen and examine its growth chteng six weeks. The medium
ADA, composed of agar with of ash dust was desigaed firstly used for this
pathogen in our study. In addition, the relatiopshetween the growth rate and the
colour of mycelia was examined in three groupsti@iiss (dark mycelium strains, light
mycelium strains and strains with viruses). Theestsgrowth was found on the newly
created ADA medium, which was obtained from ashg$wsawdust added to the
classical agar medium. Dependence of the growehaatmycelium colour has not been
confirmed. This research contributes to the impnoset of laboratory techniques
designed to studM. fraxineus

Keywords: Hymenoscyphus fraxineusedium, mycelium, growth rate
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1. Uvod

Jasan ztepilyRraxinus excelsioL..) byl jeS€ donedavna povazovan z hlediska
ochrany lesa za bezproblémovy druh, ktery nebylvgmen Zadnymi z&vaZznymi
zdravotnimi problémy. Je rozéh tén&i po celé Evrop, s vyjimkou nejzazSiho severu
a severovychodu. Na severu zasahuje do tepsdi Skandinavie a roste i v jiznim
Finsku. Dale jeho areal postupujgep evropskodast Ruska k Uralu. Poté postupuje
k Cernému mti a vyskytuje se také v oblasti Kavkazu a Malé Asiéoblasti
poloostrova, dale pak v jizni polovirpoloostrova Balkanského. Na zapaubsazuje
celou Francii a Britské ostrovy (Uradek a kol. 2014). Tento druh tkiotii ekotypy:
luzni, horsky a véapencovy,tipemZ se vSechnytit vyskytuji vCeské republice.
Najdeme ho tedy té#h ve vSech vegetaich stupnich. NeptSi vyznam u nas ma
ekotyp luzni, ktery je roz&n v niZzindch podél takvelkychiek, a tvdi zde spoléné
s dalsimi devinami tzv. tvrdy luh (Uradiék a kol. 2014).

Na paatku devadesatych let dvacatého stoleti vSghlyaorosty &chto dive
bezproblémovych strofm a také porosty ffbuzného druhu, jasanu uzkolistého
(F. angustifolia Vahl..), z neznamych i#in chfadnout a odumirat, bez ohledu
na vyvojové stadium nebo stano¥iStPrvni znamky cdladnuti byly zaznamenany
v Polsku (Przybyl 2002) a Litv(Lygis et al. 2005), aifznaky nakazy se nadalgiBi
pies LotySsko, Estonsko (Rytkdnen et al. 2011¢mbBicko (Narovec a kol. 2007),
Dansko (Thomsen et al. 2007) a Svédsko (Bakys @08Bb). Z toho je patrné, ze bylo
uz pouze otadzkouwtasu, kdy se toto onemasr vyskytne vCeské republice.
Symptomy, ke kterym p#tprosychani korun, odumirani letoribst rozvoj podkornich
|ézi zde byly pozorovany od roku 2004 (Jankovskiol 2010). Zde vyvstal problém
piedevsim v jiz zmiovaném tvrdém luhu, jehozialiny byly jiz dive napadany
raznymi houbovymi patogeny. Jednalo se nejprve ogat®phiostoma ulmBuisman
a pozdji o jeji nasledovniciOphiostoma novo-ulnBrasier, které zjsobuji grafiozu
jilma a tento druh Ceské republice té#h vyhladily. Dale se ve tvrdém luhu také
vyskytlo ciradnuti olSi zpsobené patogeneRhytophthora alnBrasier & S. A. Kirk a

doSlo tak k dalSimu oslabovag€hto luznich ekosystéim

V roce 2006 byl za moznéhaiymdce chiadnuti jasanovych pordstoznaen

patogenChalara fraxinea.Poprvé ho popsal T. Kowalski v Polsku v roce 20kde



byla ndkaza zaznamenéna, jako v jednom z prvnigti &vropy (Kowalski 2006).
Nasledr byl patogen potvrzen i v jinych statech. Za semuatadium patogenu byl
Kowalskim, Holdenriederem (2009), nejprve na zakladorfologickych poznaik
oznaen Hymenoscyphus albidusNicmérg Queloz et al. (2011), na zakiad
molekularnich dat, popsali patogen jako novy drujete teleomorfni, tedy sexualni
stadium nazvalHymenoscyphus pseudoalbidDdée poz@jSiho vyzkumu bylo zji&no,

Ze tento patogen byl do Evropy zaide s nej¢tSi pravépodobnosti z Jizni Asie.

Diky nedavné dob popséani tohoto houbového patogenufistava
H. pseudoalbidustale ne #liS probadanym jovodcem onemocmi jasar (Fraxinus
sp). Pro lepsSi pochopeni celkovych souvislosti odumijasari je nezbytné dokonale
prozkoumat cely Zivotni cyklus, patogenitu aigpb napadani straintimto patogenem.
K tomu v neposledriact slouzi laboratorni metody, kde je patogéstpvan in vitro, a
dale jsou zkoumany jeho vlastnosti. Je tedyezité stale zlepSovat podminky a
samotné metody &tovani a zkoumanH. fraxineus aby mohlo byt dokonale
pochopeno fungovani celého systému této nakazye Préto se v této praci zabyvam
Zivnymi médii a tim, které je optimalni prést mycelia houby. Okrajaévtaké zasahuiji
do kmerii houby, které jsou nakazeny viry, coz by dale mafdist k biologické ochran
proti této houb.



2. Cil prace
Prace je zaiiena na moznost zlepSeni efektivityésfovani patogenu

Hymenoscyphus fraxineus vyuzitim fiznych Zivnych médii. Experimentalniast

je zangiena na zjigovani zavislosti rychlostiistu mycelia na druhu Zivného meédia,
kdy bylo zvoleno pt riznych médii (MEA, AMEA, PDA, MOS, ADA), z nichZ jed
(ADA) bylo pro tento patogen zcela nové a do tébydnepouzité. Dale je z&mzjistit
zavislost rychlostiistu mycelia na jeho batypticemz je zde teze, Ze tmavé mycelium
roste pomaleji a je tedy mé&patogenni. Okrajovym cilem této prace je takéigjmsda
kmeny, které jsou nakazeny viry, rostou pomaley by poté vedlo k dalSi moznosti
vyzkumu biologické ochrany. Hlavnim zajmerfi pyzkumu bude tedy rychlosfistu,
kterd bude pravideth méiena, zaznamendvana a déle porovnavana, jak mezi

jednotlivymi médii, tak uvagha do vztahu s barvou mycelia.



3. Sowasny staviresené problematiky

3.1. Charakteristika napadanych druhi

PatogerHymenoscyphus fraxinenapada druhy u nas se vyskytujicich jasan
to jasan ztepilyKraxinus excelsioL..) a jasan UzkolistyRraxinus angustifoliavahl.).

3.1.1.Fraxinus excelsior L.

Jasan ztepily méa evropsky areal roesi, zabirajici tésf cely kontinent
s vyjimkou nejzazSiho severu a severovychodu. Zgsallo Skandinavie, ips
Karelskou $iji do Ruska az k Uralu. Dal€&rnému mi, na Pyrenejsky, Apeninsky a
jih Balkanského poloostrova (Uradek a kol. 2014). Tento paimé velky aredl

poukazuje na snadné&eii ctfadnuti jasai do téngi vSech kout Evropy (viz. Obr. 1).

Diky trem iiznym ekotygm (luzni, horsky a vapencovy) ma tatdedina
ponerné velké vyskové rozfi, a proto ma vyznam nejen v nizko polozenych ilcizn
lesich (kde vykazuje nejtsi kvalitu deva), ale i v chlumnich polohach a v pasmu
bwin ve vy3sich nadniskych vyskach (Uradiéék a kol. 2014).

JeSt vroce 2008 byl jasan naSi Sestou nejiersjSi drevinou s celkovym
ploSnym zastoupenim 3,5% (N&arovec a kol. 2007). Dlée (2015) je nydSi
zastoupeni jasanu pouhych 1,4%¢@mzZ doportiené zastoupeni je j€3inensi - 0,7%.
Dievo se pouziva k vyrémabytku, dyh sportovniho fedi, parket, hudebnich nastroj
apod. Podil jasanu v celkovém mnoZzstfieného teva je v3ak nepatrny (Uradek a
kol. 2014), nicmé&ima swij podstatny vyznam z hlediska vodohosps#éé funkce lesa
a stabilizace tehi (Simicek 1999).
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Obr. 1:Mapa aredlu prirozeného rozsfeni Fraxinus excelsior L. (Euforgen 2015)

3.1.2.Fraxinus angustifolia Vahl.

Jasan uzkolisty jeidvina, ktera ma aredal spiSe jihoevropského teaBia je
zastoupena ve vSech zemich kolente&zemniho me. Na jihu dale zasahuje
do Maroka, Alziru a Tunisu a areal vybin@® Malou Asii az na sever Syrie. K severu
je pak roz&en na jih Francie, sever Chorvatska doddiska, dale do nejteplejSich
asti Slovenska @eské republiky (Uradiék, Chmela 1995) (viz. Obr. 2). V luZnich
lesich jizni Moravy je tato i@vina tzv. panonskym elementem (Uragki 2014),
piicemz se s neftSi pravépodobnosti jedna o poddruh jasan Uzkolisty podugajs

(F. angustifoliasubspdanubialis.

Dievo ma velmi kvalitni, zpracovavané spmke se devem jasanu ztepilého a
davajici v mnoha sénech i stejny uzitek. Stejntak je i jeho plosné roz®ini vCeské
republice zahrnovano do procentualniho podilu anes ztepilym. Pokud jde o jeho
vyznam pro lesni hospoitdvi, jde pedevsim o funkci vodohospagéou, jelikoz
piimo vyzaduje blizkou hladinu vody a detsnasi zaplavy (Uradfgk, Chmel& 1995).



Obr. 2: Mapa arealu prirozeného rozsfeni Fraxinus angustifolia Vahl. (Fraxigen 2016)

3.1.3. Spoléenstvo tvrdého luhu

VySe zmirgné deviny jsou vCeské republice nedilnou s@sti tzv. tvrdého
luhu, kde rostou spateé¢ predevSim s dubem letnimQqercus robur L.).
Nepravidelnou fimés zde také tvid jilm vaz Ulmus laevisPall.) a jilm habrolisty
(Ulmus minorMill.), které byvaly dive mnohentasgjSi, nez dnes, a ta@devsSim diky
zdecimovani &hto druli tracheomykozni grafiozou. (Uradek a kol. 2014).
V sowasné dob se luzni lesy, konkrétntvrdy luh, vyskytuji pedevSim na Moray a
to na soutokuiek Dyje a Moravy, a tMd zde ¢asto pirozend spokenstva s
pralesovitymi zbytky (Uradiék a kol. 2014). Proto jsou tyto biotopy nedilnowssti

nasi girody a v neposledrad vedou k rozgovani jeji biodiverzity.

3.2Nekroza jasani Chalara fraxinea

3.2.1.Historie a Sireni

Jiz na konci 20. stoleti byly popsankigady vyrazného ¢adnuti jasai, které
se dotykaly zdravotniho stavucasto vedly az k hromadnému hynuichto strond.
Nap‘iklad ve Velké Britanii byl jasan ohroZovan jiz ageséatych a osmdesatych letech.
Na konci 80. let bylo zhorSovéani zdravotniho st@aar pozorovano i v Nizozemsku
(Narovec a kol. 2007). Na patku 90. let 20. stoleti byly v severovychodnimdRal
poprvé pozorovany silnéfignaky odumirani jasan(Przybyl 2002). V tomto obdobi
byly ptiznaky pozorovany i na jasanech v EitfLygis et al. 2005), od poloviny 90. let
také v LotySsku a Estonsku a po roce 2000 daleinské& (Rytkbnen et al. 2011),
Norsku (Talgg et al. 2008pansku (Thomsen et al. 2007), Svédsku (Bakys €0819),



a na severovych@dNémecka (Narovec a kol. 2007). DalSi znamky odumidievin
byly pozorovany i \Weské republice (Jankovsky, Holdenrieder 2009)iersi
pokratovalo v Malrarsku (Szabo 2008), Rumunsku, Rakousku 2005 (Haleger,
Kirisits 2008), Slovinsku 2006 (Ogris et al. 200B)e vysledki Hussona et al. (2011)
se tento patogen vyskytl uz i ve Francii. Dle Egéar (2015) byla dale nédkaza
potvrzena v roce 2012 i ve Velké Britanii. Prvitizmaky odumirani byly v roce 2010
pozorovany na jasanu ztepilé. excelsioy na vychodni Ukrajiéh (Davydenko et al.
2013), a také v Rusku nedaleko Petrohradu (Selikkov et al. 2013). Nyni Ize
piedpokladat, Ze odumirani jasaje rozsfeno i do ostatnicltasti Evropy a sleduje
piirozeny vyskyt svych hostitelskychrelin (Rozsypalek 2012). V dnesni doblasi
vyskyt odumirani jasd@nvice nez 25 zemi Evropy, &ekava se, Ze se tato nakaza
postupi rozsfi i do v sodasné dob nepostizenych oblasti (Cleary et al. 2013) (viz.
Obr. 3).
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Obr. 3: Mapa Siteni chfadnuti jasani (Euforgen 2015)

Hosoya et al. (1993)ipdstavujd_ambertella albidgsyn.H. albidug, ktera byla
objevena naapicich rozkladajiciho se ligiraxinus mandshuricazar. japonicag jako
novy druh v Japonsku. Zhao et al. (2012) vSak dalk&el. albida je ve skuténosti
srovnatelna #i. albidus,coz vedlo k z&¥ru, Ze tento patogen byl do Evropy zaéde
z vychodni Asie.



Kowalski, Holdenrieder (2009) popsali, Z€h. fraxinea je anamorfnim
(nepohlavnim) stadied. albidus,coz je roz&eny nepatogenni endofyt, vyskytujici se
nafapicich list jasanu po jejich opadu a podilejici se na rozklathoto opadaného
listi. V roce 2011 doSlo pomoci genetickych ddst zjiSEni, Ze se na jasanu vyskytuji
dva morfologicky velmi podobné druhy rotlymenoscyphusp. Houba vyskytujici se
nafapicich napadenych jasantedy neni H. albidus, ale no¥ popsany taxon
H. pseudoalbidufueloz (Queloz et al. 2011). Za houbwgzpbujici cliadnuti jasain
byl tedy ozn&en H. pseudoalbidusgtery se pi vyzkumech vyskytoval na nemocnych
jasanech, zatimcbl. albidus se vyskytoval pouze ve zdravych jasanovych pocbste
(Husson et al., 2011; Queloz et al., 2011).

V cervenci 2011 bylo Mezinarodnim botanickym kongresstanoveno, Ze
houby s pleomorfnim Zivotnim cyklem (v Zivotnim aykse vyskytuji d¢ a vice
odliSnych forem, nagklad anamorfa a teleomorfa, jako je tomu zde) nooimdt pouze
jeden wdecky nazev (McNeill et al. 2012). Do té doby peahié nazvyChalara
fraxinea a H. pseudoalbidusbylo tedy nutné slaiit pod jeden spolgy néazev.
Z poznatk ziskanych vyzkumem bylo vyvozeno, Ze odumirdnanasizce souvisi
s rodemHymenoscyphu¢Zhao et al. 2012), a proto byl za spravny nazeubko

stanoverH. fraxineugBaral et al. 2014).

3.2.2 Chtadnuti jasani v CR

V Ceské republice dochazelo lokélk riznym projevim chtadnuti jiz od 90.
let. Kvyraznému rozvoji nadkazy doSlo vroce 2003mazi lety 2004-2008 byly
symptomy pozorovany ngadd mist — Beskydy, Jeseniky, Krkono3e, Sumava, okoli
Prahy, vychodniCechy, Ceskomoravska vrchovina, Hostynské vrchy,fith atd.
(Jankovsky a kol. 2009).

Prvni owtena identifikaceChalara fraxineav CR byla provedena v roce 2007
laboratorg O. Holdenriederem ze vzorku odebraného ze strémuexcelsior cv.
.Penduld, ktery se nachazi v arboretu veitiddch. Zanedlouho byla potvrzena

z Hradtan u TiSnova, Lomnice u Brna, Ochozu u Brna agmKdvsky a kol. 2009).

3.2.3 Symptomy
Chradnuti jasai je smrtici chorobou, ktera napada vSechny vyvojtaze
jasart od semengka az po zralé stromy. Kéélova, Sazelova (2010) vSak konstatuji,

Ze nefastji dochazi k odumirani mladych stromkRozvoj symptor na vhimavych



hostitelich zéina pozd v 1é& tvorbou hridych nekrotickych |ézi na listovydiapicich
(viz. Obr. 4). Léze se poté&spodél nejblizSich Zilek listu (Gross et al. 201Ma prvni
pohled je tak napadeni patrné diky zasychani Isfiora terminalnich vyhah
(Kostéalova, Sazelova 2010). Léze dale postupuji dtviva Sfi se jak ve swru
asimil&nim, tak itranspirenim. Zpa&atku jsou okrouhlé a po#ji tvoii elipticky
protahlé a propadené nekrozy (viz. Obr. 5), kdpgd kirou zjevné oduifeni kambia.
Infekce pronikad doigvni ¢asti, kterou zabarvuje do Sedoéta (Jankovsky a kol.
2009) (viz. Obr. 6). Podle Schumachera et al. (2@p@davaji nejsikji napadené listy
uz pred tim, nez infekce dosdhne az do kminku neibeev V z&i afijnu také dochazi
k tomu, Ze doposud zelené listy nad nekrézami nidjeu a astavaji na vtvich (viz.
Obr. 7). VSechny tyto skuteosti pak mohou vést k zakladani proventitivnichory
pod uhynulymi letorosty a ke tvatlzv. viki (Jankovsky a kol. 2009).

U starSich stroiin pak odumiraji spiSe jednoleté a magmsto starSi vyhony,
piicemz infikované stromy jsotasto schopné regenerovat a nakagerip. Proschlé
jasany poté raSi na kmeni aitv@arowniky a podobné utvary (Jankovsky a kol. 2009).
Patogen v3ak fize napadat nejampiky a kmeny, ale kolonizuje takésti kaenoveho
systému (Schumacher et al. 2010), kdy Hylfraxineusizolovan i z mrtvych kieni
Zivych jasaid. Dale bylo zaznamenano odumirani dvourdétych jasan v pripadech,
kdy se nekrozy objevily na jejich kminku. Nakterych lokalitach byl také pozorovan
nastup ckadnuti jasai po pedchozim poSkozeni mrazem. Souvislost meémiitb
dvéma skuténostmi vSak stale neni potvrzena (Jankovsky, Rétova 2009).

Symptomy této choroby na listech vSak nejsou sp&éf a mohou byt
zamenovany napiklad s padlim jasanovym Plyllactinia fraxini (DC.) Fuss)
(Jankovsky, Paladkova 2009), poPpact mohou byt piznaky podobné jiz
zminovanému poskozeni mrazem. Proto stale jedinym Bkjpofen zpisobem
identifikace této néakazy ustava mikrobiologicky rozbor nekr6z (Jankovsky,
Palowikova 2009).



Obr. 4: Léze na listech (Forestry commission 2015)

Obr. 5: Eliptické nekrdzy na kminku jasanu (Atlas poSkozeni drevin 2014)

s vz

Obr. 6: Infekce ve déevni ¢asti (Forestry commission 2015)
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Obr. 7: Suché listy Zistavajici na wtvich (Atlas poskozeni dtevin 2014)

3.2.4 Taxonomie a morfologie

Rod Hymenoscyphuspati do c¢eledi Helotiaceae (voskaskovité), radu
Helotiales, podidy Leotiomycetidae,itdy Leotiomycetes, podkmenu Pezizomycotina
a kmenu Ascomycota, tedy houbkeekovytrusné (Cabi 2015). Jedna se o cetosx
rozSteny rod, ktery zahrnuje vice nez 150 drulz nichz ¥tSina je povazovana
za saprotrofni rozklade rostlinného materialu.i®d objevenim nekrézy jasamebyl
Zadny z&chto druli povazovan za gvodce jakéhokoliv onemoeéni (Wang et al.
2006).

Hymenoscyphus fraxinegys houba tvéici mnoZstvi bile stopkatych apothecii
(maximalré 3 mm v ptiméru, mérg ¢asto 8 mm) naapicich lisk opadanych v minulém
roce (viz. Obr. 8). Hymenium vyt¥iajednobuiéné askospory velké 13-21 x 3.5-5.0
pm (viz. Obr. 9). Asexudlni (anamorfni) stadiu@h( fraxined je charakteristické
hnédymi fialidami velkymi 16—24 x 4-fim, které tvai kratké valcovité jednobutiné
konidie (Kowalski 2006) (viz. Obr. 10).
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Obr. 9: a) askospora, b) kléici askospory na médiu MEA (Kowalski, Holdenrieder2009)

Obr. 10: Fialidy se shluky spor na vrcholu (archivautorky, 8.4.2015)
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3.2.5 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus patogenu je v této dolanamy jencasténs a stale existuji jest
ne @ilis jasné skuténosti. Nejpravdpodobrjsi pribéh Zivotniho cyklu je nasledovny:
H. pseudoalbidusapada listy patehaskosporami (Rytknen et al. 2011), kdy hlavni
sporul&ni perioda probiha odervna do peatku zd (viz. Obr. 11,c¢ast 2). Za
piiznivych podminek vSak e sporulace z#t drive a trvat az dofijna. Tyto
askospory se 8ivétrem z apotecii (teleomorfni stadium), ktera seeobji na zaatku
léta na listech opadlych v minulém rocej¢pmz tSina apotecii roste na jejich
fapicich (viz. Obr. 11¢ast 1), ve kterych patogetigzimoval ve formd pseudosklerocii
(mycelium se zasobnimi latkami stmelenéastékami pidy ¢i pletivem hostitele)
(Kirisits, Cech 2009). Nicmeén obktas se mohou apotecia vyskytovat i na malych
zdrevnatlych wétvich jasanu, lezicich na zemi (Kowalski, Holdedeie 2009).
Askospory ulpivaji na povrchu listza pomoci sekretu, kterym jsou obaleny, wikli
v hyfu, a dale pronikaji do listu, prasgbdobré skrze péduchy v listech (Kowalski,
Holdenrieder, 2009). Veé&tSirg pripadi dochazi ke tvorblézi na listech jasanovych
semendku priblizné 2 tydny po inokulaci (Cleary et al. 2013). Poté, spora vykki
v hyfu a pronikne do hostitele, setma vyvijet mycelium (anamorfni stadium), a tak se
tvoii nekrotické 1éze, usychaji listy a letorosty (Kits, Cech 2009) (viz. Obr. 1dast
3). Nasleduje opad list(viz. Obr. 11,¢ast 5), tvorba pseudosklerocia a konidindm
zimy, ¢imz se cely vyvojovy cyklus uzavira a vd@ohou byt vytvéena nova apotecia
(Kirisits et al. 2009).
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Obr. 11: Schéma Zivotniho cyklu nekrézy jasad: (1) apothecidd. fraxineusrostouci naapicich
opadlyc;j listi, (2) askospory #ici se ¥trem a infikujici listy, (3) tvorba anamorfniho diaCh. fraxinea
a projev typickych symptoin (4) infekce pronika dotdva, (5) listy opadavaji a uzavira se vyvojovy
cyklus (Schumacher a kol. 2007)

3.3.Vyznam odumirani jasani v lesnim hospodastvi

Dle Havrdové a kol. (2013) e patogerH. fraxineuszpasobit, diky Siroké
ekologické valenci jasanu a jehéznorodému vyuZiti, problémy viznych typech
porosfi a vysadeb. Napadany jsou totiz stromy vSe¢kowych tid i riznych tym
stanovi§ - od girozenych les, pres lesni vysadby aréhové porosty, az po aleje,

remizky a okrasné vysadby.

Z hlediska typologickéhoipdstavuje nejtSi hrozbu v edafickych kategoriich
luzni a udolni, tedy soubory lesnichdypL, 2L, 3L, 5L a 1U, 3U a 5U &astén¢ i
v nizSich vegetmich stupnictrady vihké, SLT 1V a 2V. Zritmy problém niZe nastat
v obnov brehovych porost s vysokym zastoupenim olSe a jasanu, zaasmeého
napadeni olSe patogenni houb&nytophthora alni ktera jiz dive zpisobovala
odumirani olSi v oblasti luznich esDiky tomu, Ze neépsgji odumiraji mladé stromky,
muze dochéazet k vyraznym ztratdm v lesnim Skistka a vést i k tomu, Ze Skolka

piestanou jasan¢ptovat. (Kogalova, Sazelova 2010). JelikoZz je jasanéktarych
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porostech veden jako MZD (meligrd a zpeviujici dievina), bude muset byt i tato
funkce zvazena, jelikoZz by pak mohlo dochézet kgeghému rozvratuéchto poroai.
Dle pohledu #kterych autoi na tuto zalezitost hrozi az moZznost kolapsu celych

populaci jasanu (Havrdova a kol. 2013).

3.4. Metody ochrany proti chiradnuti jasam

Ochrana tevin v oblasti houbovych chorob je p&mé problematickou
zalezitosti a v mnohatipadech ani &inn& ochrana neexistuje. Musime se pr&sto
spokoijit pouze s jakousi ochranou preventivni, &kigfpadré zabrauje Steni choroby

dale do rostliny jiZz po jejim napadeni a nebrd&fmp napadeni samotné rostliny.

Jelikoz ma Zzivotni cyklus patogertl fraxineusstale neobjasmé mezery, je
ochrana proti &mu i nadale velmi diskutovanym tématem. Jako prowdtpreventivni
ochrana mohou slouZitégtebni opdaeni, jako gstovani jasain ve sngsi s jinymi
dievinami a odstigovani jiz napadenych vyhénTato opateni jsou ale stale pouze
opatenimi preventivhimi a nezafuji stoprocentni usggnost, pedevsim tehdy, je-li
napadeni stromu jiz v pokiittm stadiu (Kosalova, Sazelova 2010). Dale se jako
dulezité zda byt ponechavani fenotypowdolrgjSich jediné, ktefi by byli nositeli
odolrgjSiho genofondu. Také se jako vhodigESeni jevi snizit zastoupeni jasanu
v porostech s viiim mikroklimatem a pouzivat zde jasan jakiewinu vtrouSenou,
nikoliv hlavni. Pro brzké zachyceni rozvijejici s&kazy je dlezité provadt kontroly
piedevsim v okoli lesnich Skolek, ve vysadbach, katta a mlazinach (Havrdova a kol.
2013). Kontrola lesnich pordsfe vSak ponsrné komplikovana a lesnickd dopa@eni
jsou omezena, aby se zabranilo ztratdm v cennyalyckr jasanovych porostech
(DEFRA 2013).

Dle Havrdové a kol. (2013) v seasné dob probihd testovani fungicidnich
piipravki a lzeftici, Ze g objeveni prvnich fiznalki nakazy se dopotuje pouZiti
Sirokospektralnich fungicid Obecr by k prvnimu posiku mélo dojit za&atkem léta
(koneccéervna) a il by byt opakovan dle situace po cely vrchol | Grosse et al.
(2014) by byl chemicky posk mozny u mladych rostlin, nicménby to bylo
kontraproduktivni, protoze nema smysl zachovavahylaé rostliny, které by po jejich

vysadlE mohly posilit epidemii.
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Co se opaeni pro lesni Skolky tg, je jednozniné, Ze napadeny material musi
byt odstrasn. Dale se dopotwje hrabani a péaleniti kompostovani opadanky,
piipadre jeji zapraveni dotaly, aby se dosahlo jejiho rychlejSiho rozkladuk¢l je to
material, ve kterém houbargzimuje. Rstebni plochy je vhodné unimvat mimo
oblasti s trvalym vysokym vyskytem infekce &lynby byt chragny vzrostlymi porosty
bez vyskytu jasanu. Pokud to ph@sti a provoz Skolky dovoli, je vhodné&spovat
mladé jasany nagtsim pa&tu mensSich a od sebe vzdalginch ploch a co nejvice snizit

vzdusnou vihkost, ktera umidje kliceni spor (Havrdovéa a kol. 2013).

Z hlediska biologické ochrany se nabizi moznosgmylezistentnich jedirica
jejich mnozeni a §stovani ve swsich s jinymi devinami. Byl by tak zabezpen
pienos genetické predispozice odolnosti na dalSi rgeae(Forestry Commission
2015b). Moznosti by mohlo byt Egtovani nefivodnich, nafiklad severoamerickych
(Fraxinus americand.., Fraxinus nigraMarsh, Fraxinus pensylvanicdarsh.) nebo
asijskych drubi (Fraxinus mandhuricaRupr.) jasaf, ale i u nich byly pozorovany

projevy infekce (Kirisits et al. 2012).

Nedavno byla $novana pozornost i rozdilnosti virulence u jedwgtth kmeri
H. fraxineus (Gross et al. 2014). Mykoviry, které tlumi patodanirostlinnych
patogennich hub, totiz poskytuji vynikajici modelosystémy pro zakladni studie
vyvoje novych biologickych kontrolnich metod (Ghialbr Suzuki 2009). Nelze totiz
vylowit, Ze jasany budou t& stejnym poSkozovanim, jako kaStanovniky v Severni
Americe po zavlgeni plisg Cryphonectria parasitica(Anagnostakis 1982). V roce
1960 bylo vSak pozorovano snizeni mnozstvi poskatenstronmi v nékterych
oblastech Italie. Byla shrom&ith a popsana myceli&. parasitica, kterd se
vyzna&ovala nizsi dynamikoutstu a sniZzenou virulenci a naslédmylo zjiS€no, Ze
tyto skuténosti nastaly v nasledku viru, ktery zodpovidal lgpovirulenci tohoto
patogenu. Hypovirulentni kmeny se pakiag pouzivat jako prostdek biologické
ochrany proti této nakaze a inokul&mnych ras hypovirulentnich kmerC. parasitica
byla pouzita pro usgnou I€bu rakovin kastanovnik(Anagnostakis 1982; Nuss 1992).

Kostalova, Sazelova (2010) uwgd Ze pokud nebudou objasty otazky
zpasobu cesty a f#ni a také bionomie houliyh. fraxinea zistava jedinym, pro praxi
doporwitelnym opatenim, prova#ni negativnich zdravotnich v§tii v postizenych

porostech.
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3.5.Vybér a déleni zivnhych meédii pro kultivaci houbovych
organismi in vitro

Zivna pada neboli kultivani médium je nepstjsim prostedkem pro kultivaci
mikroorganisni v laboratornich podminkach. Tato média musi odpaivivsem
narokim prislusného mikroorganismu na vyzivu, pH, osmotidik ta dalSi fyzikalg-
chemické podminky. Zakladni sloZzkou vSech Zivnyoddinje voda, nebbzivotni
pochody probihaji jen ve vodném priesti, a mimo ni musi byt ffomny
pottebné Ziviny ve vhodnych koncentracich, které slojgko zdroj energie,
uhliku, dusiku, fosforu a ostatnich biogennich opsivych prvkKi (Biomikro
2016)

Média Ize dlit podle rekolika hledisek:

Podle konzistence rozliSujeme tekuta média, vhodma rozmnozeni,
nahromadni a oziveni kultur, ztuZzena meédia, na kterych agftvmikroorganismy
kolonie a média tuha (brambor, mrkev). Ke ztuZzovégdii se neastji pouziva agar
(ptirodni polysacharid z niskychias), mén casto pak Zelatina nebadmiity gel.

Podle mivodu se dli na g@irozena a urgla. Firozena média (chléb, mrkev,
mléko) se dnes jiz pouzivaji minimélra jen ke zcela specifickyméélum. Umgla
média pak obsahuji chemicky definovatelné latkygéoické substraty a anorganické
soli) a dale i izné extrakty, nebo vyluhy¢khterych girodnich material jako zdroj
Zivin, vitamini ¢i aminokyselin.

NejvyznamijSim clenim Zivnych fd je vSak podle delu jejich pouZziti.
Délime je tedy na vSeobecné, na nichz se rozmno&liévskupiny mikroorganisin
selektujici, které zvyhaaiji rast ucité skupiny mikroorganisiy nebo fbdy
diagnostické, na nichz roste jen velmi Uzka skupmigroorganisni. (Purkrtova 2014,
Biomikro 2016, Uiozp 2016)
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4. Metodika

Metodika této prace je zaloZena né&tiphlavnich ¢astech. Prvnicast bude
vénovana izoldtm, které byly v experimentalg@ésti prace pouzity, jejichipod a rok
ziskani do ustavnich sbirek. Dale budou uvedern@azmédia, ktera bylaripkultivaci
patogentH. fraxineuspouzita, a jejich fiprava. Poté bude zmima metodika &kovani
hub na Petriho misky a jejich kultivace @st. Ve ¢tvrté podkapitole budou uvedeny
postupy ndieni a ziskavani dat pro vyzkum a v posle@sti budou popsany statistické

analyzy pouzité pro vyhodnoceni vyslédk

4.1.1zolaty

Vtéto praci bylo testovano 15uznych, nezavislych kmén patogenu
H. fraxineus které byly odebrany z nekrotickych 1ézi na jedinékalitdch. Rt lokalit
se nachazi vCeské republice, dale jsou to lokality v Rakouskwrd¥u, Belgii a
LotySsku (viz. Tab. 1). Tyto izolaty byly jizitve vyuzivany ve vyzkum@ermakové
(2014), a proto bylo rozhodnuto, Ze se bude pmkrat v jejich zkoumani, jelikoz
v predeSlych experimenteché dobrou vitalitu a rychlostustu. Jednotlivé kmeny
byly déleny na s¥tlé a tmavé podle toho, jakou barvu myceliglynv predesiém
vyzkumu Cerméakové (2014), ktera se ve své praci, mimo jpadyvala také barvou

mycelia. Déle jsou zdefjdlany kmeny s viry.

Kazdy izolat byl ékovan v @gti opakovanich na & raznych Zivnych médii a
vzniklo tedy 375 kultur. V3echny kmeny pochazejisbérek Ustavu ochrany lesa a

myslivosti.

Tab. 1: Seznam izolak

Oznafeni Doba odkru Lokalita Mycelium
1653 Jaro 2013 Brn@eska republika Sulé
1656 Zima 2012 BrnaCeska republika S viry
1657 Zima 2012 Brnd;eska republika S viry
1714 Jaro 2013  fEmosnice-Peatky, Ceskéa republika  Swtlé
1721 Jaro 2013 SelavorkaCeska republika S viry
1723 Jaro 2013 SelavorkaCeska republika Sile
1731 Jaro 2013 LuZické horgeska republika Tmavé
1732 Jaro 2013 LuZické horgeska republika Sulé
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Oznafeni Doba odkru Lokalita Mycelium

1734 Jaro 2013 Podolieska republika S viry
1762 Léto 2013 Belgie Stié
BB/1/19 Jaro 2009 Bisamberg, Rakousko Tmavé
B/z/1 Podzim 2010 Bizau, Rakousko Tmavé
LIE/1/7/2 Jaro 2008 Liepaja, LotySsko S viry
NOR 1/23  Léto 2009 Oslo, Norsko Tmaveé
VER 2 Léto 2010 Verditz, Rakousko tmavé

4.2. Kultiva éni média

Pro tuto préci bylo vyuzitog raznych zivhych médii s cilem zjiti, které se
nejlépe hodi pro kultivacH. fraxineus.Byla pouZzita média s nazvy MEA, AMEA,
MOS, PDA a ADA, kdy posledni jmenované bylo vyiteno poprvé praypro tento

vyzkum.

Pred vyzkumem bylo nutné vSechna médiapnavit, sterilizovat a rozlit

do Petriho misek.

Médium MEA (Malt extract agar) [HiMedia, Mumbai, dre] je pouzivano
pro kultivaci H. fraxineusjiz od jeho prvniho vyskytu v Evrépa je také nepstji
pouzivanou kultivéni pidou (Botella et al. 2016). N&ipravu 1l tohoto média jeédba
smichat 50g malt extract agaru v prasku s 1| siediéstilované vody. Médium AMEA
bylo pripraveno podle Kirisitse et al. (2013), a je mddifii MEA, které bylo pouze
obohaceno o 50g suSenych jasanovyclti (jstto listy vSak mohou byt éerstvé nebo
zmrazené). MOS, tedy Modified orange serum bylpraveno dle Miillera et al. (1994)
z 8g malt extraktu [Sigma-Aldrich, USA], 8g dextyoiSigma-Aldrich, USA], 9g
technického agaru No. 3 [Oxoid, Hampshire, UK], 3fignge séra [Sigma-Aldrich,
USA] a ot 1l destilované vody. Médium PDA (Potato dextrasgar) [HiMedia,
Mumbai, Indie] vzniklo smichanim 39g PDA praskulaléstilované vody. A korieé¢
médium ADA, tedy Ash dust agar, které majsxaklad v médiu ESA (elm sapwood
agar) podle Brasiera (1981), které bylo pouzivarm kultivaci patogeniOphiostoma
ulmi. Bylo zde pouzito 30g technického agaru No. 3, 5@gemno pomletych

jasanovych #tévek a 1l destilované vody.

19



Médium ADA se vSak od média ESA liSi tim, Ze nebybuZito pouze dové
dievo, ale i Kra wtévek. Ty ngly zacerstva pimer priblizné 5 mm a poté byly suSeny
12 hodin v80 °C a rozemlety mlynkem Retsch SM3Retfch, Haan, &mnecko)
na velikosttastic Fiblizné 0,5 mm.

Po navazeni a namichani nésleduje sterilizaceokldwtu. Proto byly bigky,
ve kterych byla média namichandgkryty silnou aluminiovou félii (viz. Obr. 12) a
sterilizovany pi teplot 120 °C po 20 minut.

Po sterilizaci byla média rozlita do Petriho misekpriméru 90 mm, kdy
na kazdou miskuifpada giblizn¢ 20 ml média (viz. Obr. 13). Vifpac média ADA
bylo toto v bace @i nalévani neustéle promichavano, aby se jasanevédongrné
rozprostela po celém objemu média. Celé nalévani probinahy. flow-boxu, ktery
udrzuje aseptické prdsdi, a to proto, aby se zamezilo jakékoliv kontamirmédia
cizorodymi mikroorganismy.

Obr. 12: Médium AMEA v baiice vyjmuté z autoklavu (archiv autorky, 8. 1. 2015)
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Obr. 13: Média v Petriho miskach (archiv autorky, 8 1. 2015)

4.3.0¢kovani a kultivace

VeSkeré okovani probihalo ve flow-boxu. Nejprve bylo nutnzv.t oZivit
izolaty, které byly uchovany ve sbirkach. Proto kglzdy izolat nejprve ve dvou
opakovanich natkovan na médium MEA, aby se rozrostl a dalo sé&j paté odebrat

vice mycelia pro dalSi opakovani na vSech médiich.

Po piblizn¢ dvou tydnech, kdy se vSechny izolaty dostaterozrostly, bylo
mozno pistoupit k samotnémuckiovani na jednotliva média. Proto bylo vybrano vzdy
5 misek od kazdého média a do jejickedt bylo natkovano inokulum mycelia o
priméru 7 mm, vykrojeného specialnintkmvacim nastrojem. VSechny nastrojéqgm
musely byt neustéle sterilizovany, aby nedoSlo kat&minaci mezi jednotlivymi
miskami. Po nagkovani byla vzdy miska uz#&na parafilmem a ozt@na nazvem

izolatu, média a datentkovani (viz. Obr. 14).

Po nagkovéani vSech misek byly tyto uloZzeny do termostatede byly potré
kultivovany @i teplog 25 °C. ProtozeH. fraxineuspati spiSe k pomalu rostoucim
patogefim, zaalo myceliumnarstat fiblizné kolem 2. az 3. tydne kultivace, kdy
zapa@alo meieni. V této teplat zastaly misky po dobu 6 tydn pricemz v této dobjiz

doSlo v rgkterych gipadech k dosazeni okraje misky.
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Obr. 14: Kmen NOR/1/23 na médiu PDA (archiv autorky 3. 2. 2015)

4.4. Méreni

Aby bylo mozno pirustajici mycelium nrdit, na kazdou misku byl ze spodni
strany nakreslenikZ se stedem ve sedu nadkovaného koléka. Meéieni probihalo
v prvnich dvou tydnech pouze jednou za tyden, pot&glSich 4 tydnech bylyipisty
méreny dvakrat tyd& a to pomoci pravitka. Natiki byly kresleny #izn¢ barevné
znaky, aby bylo jas# zietelné misto posledniho¢beni (viz. Obr. 15). Ze z#ienych
hodnot byla psitana plocha friistu podle vzorce (dy db) 4™ (Santamaria et al. 2004),
kde d a & jsou dva na sebe kolméupnéry. Hodnoty byly vzdy zaznamenavany
pomoci programu Excel.

Obr. 15: Znaéky pro méreni (archiv autorky, 3. 2. 2015)
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4.5 Statistické analyzy

Média byla porovnavana za pomoci obecného linearmiodelu. V pipact
vySsiho potu srovnavanych proénnych byl pak proveden Fishiertest vyznamnosti.
Statisticky vyznamny rozdil byl potvrzen nebo vysed pomoci P hodnoty. Data

nebyla normalni a tak bylo nutné je nejprve trammsfivat na normalni rozteni
hodnoty p>0,05. VSechny analyzy byly provedeny poinppogramu STATISTICA 12

(StatSoft). Nasledhbyly v tomto programu vytieny grafy piibéhu nistu mycelia na
jednotlivych médiich, aby bylo dosazeno co moznadt& transparentnosti vysleilk
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5. Vysledky

5.1.Primarni data a prabéh ristu

Celkow bylo pozorovano 375 vzoitkza pouZziti pti ruiznych kultiv&nich médii
a patnacti kmein Jeden z kme@nNOR/1/23 musel byt v gbéhu experimentu iazen,
jelikoz nevykazoval Zzadné, nebo n#htelné irasty, a tak by negznivé ovlivnil

konené vysledky.

Tabulky s primarnimi daty jsou zaznamenany jakdbopa 10.3 na CD-ROM
s pilohami, soubor Primarni data. Jiz v primarnichedat mizeme pozorovat, Ze
na médiu ADA vykazovala mycelia vestginé pripadi rychlejSi @st, nez u ostatnich
médii, a nejastji se také stavalo, Ze mycelium zarostlo celou migtosahlo tedy
praméru 8,5 cm). U gkterych kmel byl rast rychly i na médiich AMEA a MOS.

Mycelia na médiu PDA jiz podle patenich neéieni zaostavala za ostatnimi.

V kapitole 10.1 Ribé¢h ristu kmeri na jednotlivych médiich fizeme
pozorovat, jak st postupoval od gaétku meieni. Je zdeietelné, Ze u kmeén1653,
1721, BB 1/19, LIE 1/7/2 a VER2 byly dfeny nejtSi girasty jiz od p@atku na
médiu ADA. U kmenu 1656 se nejvyssirpsty vyskytovaly sotasré na médiu ADA i
MOS, nakonec vSakist na médiu ADA kulminoval ve vysSich hodnotach.dam 657
vykazoval zpodatku nejlepsiist na médiu AMEA, pozfi vSak byly girasty vySsi na
médiu MOS. U kmene 1714 byl pozorovan gon vyrovnany fist na vSech médiich,
ve druhé polovid me¢ieni vSak zéalo mycelium st nejlépe na médiu ADA. Bloeh
rastu kmene 1723 byl v gétcich pomirné vyrovnany s miré vySSimi girasty na
médiu AMEA, od pdatku fetiho tydne réfeni vSak kmen na médiich MEA, AMEA a
PDA prestal fist, nebo vykazoval jen velmi maléigiisty, médium MOS vykazovalo
piirasty o réco vysSi a na médiu ADA rostl kmen bez prohiéans ponirné velkymi
piirasty jeS€ vice jak tyden. Kmen 1731 rostl odgatku nejlépe na médiu MOS. Na
médiu ADA byl u tohoto kmenuist z p@atku velmi pomaly, od{lky druhého tydne
vSak zgala rychlost vaistat, az se médium dostalo na druhé misto hned@8&.N?ro
kmen 1732 se ukazala zdku jako nejlepSi média AMEA a ADA, kdy AMEA do
mirnou fevahu, coz se zénilo v pilce druhého tydne #&teni a az do konce pak bylo
nejlepSim médiem ADA. U kmene 1734 byist na vSech médiich velmi vyrovnany.
Jako nejlepsSi se nakonec ukazala média ADA a PRAktarych mycelium vytvdo

témet stejnou Kivku rastu. PDA zde bylo jednim z nejlepSich médii jakgediného
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kmene. Rst kmene 1762 byl velmi podobny jako u kmene 1732vetre vysSim
rastem na médiu AMEA a pozZ@im zvySenim firasth na médiu ADA. Kmen B/Z/1

vykazoval od p&atku nejlepSitst na médiu AMEA.

Co se tye kmern s viry (1656, 1657, 1721, 1734, LIE 1/7/2), netwalle graf
pribéhu ristu ani dle primarnich daftci, Ze by viry gjakym zpisobem ovliviovaly

rast mycelia. Rychlostistu byla srovnatelna s ostatnimi kmeny bei.vir

Z grafi pribéhu ristu je Zetelné, Ze médium ADA je kvalitnim médiem, kdy
na rtm houba roste nejlépe od d@tku, nebo ma vyrazny vzestugstu @iblizné po
dvou tydnech kultivace. | médium AMEA se zde ukaz@ko velmi vhodné pro
péstovani patogenni houbylymenoscyphus fraxineu€b¢ dwe tato média obsahuji
rostlinnécasti jasanu (AMEA suSené listy, ADA rozdrcerigévky), na kterém se tento

patogen vyskytuje.

5.2. Srovnani médii
Po vyhodnoceni dat pomoci programu STATISTICA dd&jiSEni, Ze mezi

nékterymi meédii jsou statisticky vyznamné rozdily.

Post-hoc analyza ukazala, Zze na médiu ADA nargsilé tydnech kultivace
nejwtsi plocha mycelia. Poté nasledovala média AMEADO(P3), MOS, MEA a PDA
(p<0,001) s podstagrmensi plochou mycelia (viz. Obr. 16). Nebyly zji8t vyznamné
rozdily mezi médii AMEA a MOS, které vykazovaly pdmhou rychlost istu, coz
nazng&uje, ze MOS by mohl byt vhodnou alternativou prdtikaci H. fraxineus
v laboratornich podminkach. Ani mezi médii MEA a ADhebyla zjiStna vyznamna
rozdilnost. Médium PDA se ve vyzkumu ukazalo jah$e nevhodné pro kultivaci této

patogenni houby.
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Obr. 16: Graf plochy mycelia po 6 tydnech kultivace

5.3Barva mycelia a jeji souvislost s rychlostiistu

V této praci nebyl zjign zadny vliv barvy na rychlostistu mycelia. Nebyl
pozorovan ani vztah barvy s pouzitym meédiem, jelikaycelia vykazovala velkou
variabilitu barvy i textury pesto, Ze vSechny vzorky byly inkubovany ve stejnych
podminkach. Nebylo tedy moZzné potvrdie@gchozi dleni kmerii na s¥tlé a tmavé
(viz. Obr. 17, 18) a tedy i dominku, Ze s¥tlé kmeny rostou rychleji, nez tmavé. Na
téchto obrazcich zeme pozorovat, zeckoliv byl kmen 1653 tive z&azen mezi
kmeny se sétlym myceliem, vyskytuje se tu cela Skala barewé@dt bilé aZ po tmav
hnédou. Steji tak je tomu i u kmene VER 2, ktery bidzen mezi kmeny s tmavym
myceliem. Variabilita se vyskytovala nejen v rarkoliene natznych médiich, ale i
v ramci kmene na jednom meédiu (viz. Obr. 19). Nio&ngéa mediu ADA byl pozorovan
zvlastni fist mycelia, kdy toto tvlo pouze jemné povlaky na povrchu, sasré
mirn¢ vystupujicimi bilymi tékami, a spiSe vistalo dovnit média. Barva mycelia se

také pohybovala spiSe veétlych barvach, kdy myceliumdasto az splynulo s barvou
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media, ne fili§ do hréda (viz. Obr. 20). Byla zde tedy zgéa ne¥tSi rovnongrnost

rastu mycelia, co se barvy a texturgay

Obr. 17: Kmen 1653 na médiu:a) AMEA, b) MEA, c) MOS, d) PDA, e) ADA (archiv &arky, 26. 2.
2015)

Obr. 18: Kmen VER 2 na médiu:a) AMEA, b) MEA, c) MOS, d) PDA, e) ADA (archiv &rky, 26. 2.
2015)

Obr. 20: Textura mycelia na médiu ADA (archiv autorky, 26. 2. 2015)
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6. Diskuze

Vysledky uvedené v této praci se shoduji s vyzkunk@risitse et al. (2013),
ktery uvedl, ZeH. fraxineusa H. albidusvykazovaly vysSi rychlostistu na médiu
AMEA ve srovnani s médiem MEA. Podobna pozorovaovedli i Brasier, Webber
(2013), kterym wtSina kultur rostla rychleji na médiu ASA (ash sapd agar), neZz na
médiu MEA. Na médiu PDA pak kultury rostly pomalk@mpaktri. V této studii vSak
nebyla zjis¢éni statisticky vyhodnocena. V. mém experimentu kgjiéténo, Ze médium
MOS je, co seitstu kultur tge, srovnatelné s médiem AMEA, tudiZ by mohlo byda
vhodnou alternativou prasptovaniH. fraxineusv laboratornich podminkach. Média
ADA a AMEA obsahujic¢asti zdravych stronF. excelsior(ADA vétvicky, AMEA
suché listi), coz by mohlo vést k doémee, Ze se zde bude vyskytovatityr stupei
rezistence médiat¢i rastu mycelia. Htomnostéasti hostitelského organismu se vSak
jevi jako @inos pro @st mycelia. U gkterych jedind F. excelsior se projevuje
genetick&d odolnost (Cleary et al. 2014; McKinneyakt2014), tudiZz by mohlo byt
zajimavé zkoumat, zda tato genova diverzita auje rist H. fraxineusna tchto dvou
meédiich. Park et al. (2005) uvadi, Ze rychldstw mohou ovlisiovat viry, kterymi je
houba nakazena. Proto bylo pro tuto praci vybrp&tokmeni s viry. Nebyl vSak
pozorovan vyrazh odliSny fist oproti kmefim bez vifi. Toto odpovida poznaikn
Cerméakové (2014), ktera nenaSla statisticky vyznanaliyy virti na fist mycelia.
VanAlfen, Kazmierczak (2008) publikovali, Ze houBoviry obvykle nejsou spojeny
s jasrk definovanymi piznaky, coz mze byt divodem, pré se kmeny s viry chovaly
v mém experimentu stejnjako kmeny bez nich. Podle Kowalskiho, BartniR@10)
rostla &tSina kolonii Iépe $ inkubaci ve 20 °C, proto by se dalSi vyzkum mohl
provadt v nizSich teplotach s dalSim pozorovaniribghu ristu na eiznych médiich.

Ve srovnani s popisem morfologickych zfiakycelia u Kowalskiho, Bartnika
(2010), Kirisitse et al. (2013) a Brasiera, Webdg@13) se kultury v této praci ziv&
liSily ve tvaru, bar¢ a textide mycelia. Nebyl zde vSak pozorovan zadny vztahi mez
barvou mycelia a zivnym médiem, jelikoz barvy jetlingch kultur se nénily nejen
s médiem ale i vramci jednoho média (viz. Obr., Z8koliv byly vSechny kultury
kultivovany ve stejnych podminkach. Z tohotdvddu nelze ani potvrdit ipdeslé
déleni kmeri podle Cerméakové (2014) na &t a tmavé, jelikoZz zadny z kmierse
nevyzng&uje pouze sétlym nebo tmavym odstinem mycelia. Kowalski, Batt(2010)

uvadiji, Ze vliv na barvu mycelia éize mit i teplota, ve které je kultivovano, a dokenc
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je jednim z hlavnich faktér ovliviujicich celkovou morfologii mycelia. Zjistili, Ze
témet bilé mycelium roste spiSe v teplotach 5 a 10 °85(a 75 %), bilo-htda mycelia

v teplotach 15 a 20 °C (ze 78,3 a 90 %), &dhnaz tma¥ hnéda @i teplot 25 °C (z
66,7 %). Tento poznatek by tedy &wval k zawru, Ze i kultivaci v 25 °C by
pievazovala héda barva mycelia. Po provedeni experimentu se lkaza s¥tla
mycelia se zde vyskytovala v 35%iestreé tmava (bilo-rezava) v 36 % a tmava v 29 %.
Nevyskytla se zde vyrazndqvaha ani jednoho typu mycelia a tmava se dokonce
vyskytovala v nejmén piipadech. JelikoZz byly barvy mycelia v této prade ave
vyzkumuCermékové (2014) a Kowalskiho, Bartnika (2010) hanmy pouze vizuath
podle zvolené 3kaly, mohlo by byt zajimavyniinpsem pouZit k vyhodnocovani
nagiklad gistroj na principu spektrofotometru, kterygihskut&nou barvu vzorku na
zaklad pohlcovani s#tla riznych vinovych délek. Kowalski, Bartnik (2010) éal
uvadkji, ze sporulace konidii probiha spiSe v nizSicplot@éch (5-15 °C), kdy se
mycelium zbarvi na okraji do Seda, a Ze koloniaibdvané ve 20 °C Zaly sporulovat
po jejich gesunu do teploty 5 °C.fiRnkubaci ve 25 °C, ktera probihala v této praci,
doSlo ke zbarveni okraje pouze u 1 % mycelii (@br. 21), tudiz Ize i@dpokladat, Zze
H. fraxineuspotiebuje ke sporulaci niZSi teploty. Tato skuest souhlasi s tvrzenim
Kirisitse et al. (2009), ktery uvadi, Ze kinednich podminkéach se konidie @ zimg,

tedy za nizkych teplot.

Obr. 21: Mycelium s Sedym okrajem zn#icim sporulaci (archiv autorky, 26. 2. 2015)
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7. Zavér
V bakal&ské préaci bylo zhodnoceno 375 vzbrkpatogenuH. fraxineus

zarazenych do 15 kména kultivovanych na @i riznych médiich. Byl zhodnocen

jejich rast v zavislosti na médiu a b&rmnycelia.

Hodnocené kmeny byly ziskany z nekrotickych lézi steomi v Ceské
republice, Rakousku, Belgii, Norsku a LotySsku. rmikovani na pt Zivnych meédii
byla po Sest tydn sledovana a wtitena dynamika tstu mycelii. Z vysledk bylo
vyvozeno, Ze médiem s nejrychlejSitstem mycelia je médium ADA (ash dust agar).
DalSimi médii s porrné rychlym ristem jsou pak AMEA a MOS. Z¢hto poznatk
vyplyva, Ze média, ktera obsahdgsti jasanu (AMEA listy, ADA nadrcené&itévky)
jsou vhodnym substratem pragpovani H. fraxineusv laboratornich podminkach.
Médium MOS se pak jevi jako vhodna alternativakggl rast mycelia na &m byl bez
statistického rozdilu od média AMEA. Naopak médildA se zde jevi jako spiSe

nevhodné, jelikoZist na gm byl pomaly, pedevSim v prvni polovihdoby kultivace.

Mycelium bylo hodnoceno také z hlediska barvy, k@i kmeny byly
do experimentu vkladany jako ra#ené do ti skupin na sitlé, tmavé a kmeny s viry.
Byla hodnocena zavislost rychlostistu na bar& mycelia a pitomnosti viG. Behem
experimentu rfla mycelia pomirné vysokou barevnou variabilitu, a proto nemohlo byt
potvrzeno, Zze kmeny patstrikiné mezi tmavé nebo stlé. Nemohla tak byt potvrzena
hypotéza, Ze s#lé kmeny rostou rychleji, nez tmavé. Také nebytqgrovan vliv vift
na ifist mycelia, kdy kmeny sviry neifly nijak odliShou dynamiku tstu oproti
kmenim bez nich. Nelze ani usuzovat, ze by média AMEAAVIMOS a PDA nily
vliv na zbarveni mycelia. Nicméma médiu ADA ma mycelium zcela charakteristicky
rast, kdy je témsi transparentni, nebo ma bilou barvu gagmymi tmavSimi t&kami.
Dale je po vizualnim posouzeni patrné, Ze mycelpronista spiSe dovriitmédia a

neroste po povrchu, jak tomu je u jinych médii.

Zkoumani rychlostitrstuH. fraxineusa jeho mycelialnich charakteristik n&nych
Zivnych médiich prohlubuje naSi znalost kultiméch metod. Srovnaniép raznych
kultivacnich médii pak poskytuje cenné informace pro vyzkémracovniky, kieé tak
mohou vybrat nejlepSi médium pritzné &ely vyzkumu. VSechny tyto skuteosti jsou
cenné z @vodu nutnosti dalSiho poznéni patogenu, ktery @espongrné novym a

neprozkoumanym problémem v celé Ewop
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8. Summary

Fifteen independent isolates of the pathogymenoscyphus fraxineygvith
five repetitions each) were cultured on five diffler media. In total, the growth rate and

colour of the mycelium were evaluated in 375 sgain

Rated strains were obtained from necrotic lesiohash trees in the Czech
Republic, Austria, Belgium, Norway and Latvia. Aftenoculation on five nutrient
media the rate of growth of the mycelia was moeitioand measured for a six weeks.
From the results it was concluded that the mediuth the fastest growth rate was the
medium named ADA (ash dust agar). Other media wethtively fast growth were
AMEA and MOS. These results indicate that the mediaaining parts of ash (AMEA
leaves and ADA twigs) are a suitable substratether cultivation ofH. fraxineusin
laboratory conditions. MOS medium can be a suitalirnative, because the growth of
mycelium has no statistical difference from medilEBA. Conversely, PDA medium
seems rather unsuitable, because the growth was [géaticularly in the first half of the

experiment.

The colour ofH. fraxineusmycelium was also evaluated and the strains were
divided into three groups - bright, dark and stsamith viruses. The dependence of
growth rate on the colour of the mycelium and \@susvas evaluated. However, during
the experiment mycelia had relatively high coloariability, and therefore it could not
be strictly confirmed if the strain belonged toldar light group. Thus, it could not be
confirmed the hypothesis that the bright strainsaewaster-growing than the dark ones,
as suggested in previous work. Also, there wadfieateof virus presence on the growth
of mycelium; strains with virus did not have di#et growth dynamics compared with
strains without them. Nor can it be assumed thatnttedia AMEA, MEA, and PDA
MOS should affect the colour of mycelium. Only, &iDA medium the mycelium
colour was quite characteristic, nearly transparentwhite colour with occasional
darker dots. Furthermore, mycelium seems to peteatather into the medium and does

not grow on the surface, as it is the case witlerothedia.

The description oH. fraxineusgrowth rate and its mycelial characteristics using
different nutrient media furthers our knowledgecaftivation methods. In addition, the
comparison of five nutrient media provides inforioatfor researchers to be able to
properly select one of them for distinct intendeniposes. All these facts are valuable
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because of the need for further understanding efptithogen, which is still relatively
new and unexplored problem throughout Europe.
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