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Abstrakt

Hymenoscyphus fraxineus je vieckovytrusna patogenni houba zpusobujici nekrozu
jasant po celé Evropé, Sifici se pfevazné vzduchem za pomoci askospor. Cilem prace
bylo kvantifikovat vyskyt spor H. fraxineus v riznych vyskach nad zdrojem infekce.
Z téchto vysledkl nasledné zvazit potencial inokula této patogenni houby v Sifeni na
vetsi vzdalenosti pomoci vzdusnych proudi. K detekci a kvantifikaci koncentrace
DNA spor byla pouzita metoda qPCR. Na zdkladé statistické analyzy ziskanych
molekularnich dat byla prokézéna zavislost vyskytu rozdilného mnozstvi spor H.
fraxineus na vysce. Hlavnim pfinosem této prace je zmapovani dosahu $ifeni patogenu
H. fraxineus ve vzduchovém sloupci, coz ptimo souvisi i s doletem spor do vétSich

vzdalenosti.

Kli¢ova slova: Nekroza jasant, Jasan ztepily, Fraxinus excelsior, gPCR, lapa¢ spor

Abstract

Hymenoscyphus fraxineus is a pathogenic sac fungus causing ash tree necrosis
throughout Europe, spreading predominantly through the air using ascospores. The
aim of this thesis was to quantitatively describe the occurrence of spores of the
causative agent of ash trees necrosis at different heights above the source of infection.
The results were subsequently used to consider the inoculum potential of this
pathogenic fungus for longer distance spreading using air currents. The g°PCR method
was used for the detection and quantification of DNA concentration. Based on a
statistical analysis of the obtained molecular data a dependence of the occurrence of
different amounts of H. fraxineus on height was proved. The main contribution of this
thesis lies in charting the range of the H. fraxineus pathogen spread in the air column
which is directly related to the range of spores to greater distances.

Keywords: ash dieback, European ash, Fraxinus excelsior, g°PCR, spore trap
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Uvod

Onemocnéni plodin zpisobend houbami maji vazny celosvétovy ekonomicky dopad.
Ztraty plodin zpisobené houbovymi patogeny piedstavuji velkou hrozbu pro
zeméedélstvi 1 globéalni potravinovou bezpecnost a mohou zplsobit obrovské a
nenapravitelné zmény v ekosystémech. Jednou z takovych nemoci je Nekroza jasant
zpusobena vieckovytrusou houbou Hymenoscyphus fraxineus (dale jen H. fraxineus).
Kvili tomuto patogenu asijského pivodu hrozi, ze se dramaticky zméni slozeni a

fungovani ekosystému s podilem jasant.

Jasan se do nedavna povazoval za jednu z poslednich dfevin, kterd neméla vazné
problémy s patogeny. V uplynulych dvaceti letech ovSem doslo k rapidnimu
odumirani jasanti, zplisobené invazivni patogenni houbou H. fraxineus. Do té doby se
zde vyskytoval pouze Hymenoscyphus albidus (dale jen H. albidus), ktera je blizce
ptibuzna s H. fraxineus, ale ma vyrazné odlisné biologické chovani. H. albidus je
vieckovytrusna houba rozsifena v Evropé¢ chovajici se jako saprofyt rozkladajici padlé
fapiky jasanu, ktera neni povazovéna za patogenni. V soucasné dob¢ je tato choroba

jednim ze zésadnich problému evropského lesnictvi.

H. fraxineus je smrtelnou invazivni patogenni houbou rozvijejici se pod ktirou a
ve dfeve, kde ni¢i kambium a zabranuje toku asimilati a vody. Tento patogen je
pivodem z vychodni Asie (Hosoya et al., 1993) a je hlavnim ptivodcem odumirani

jasani v Evropé (Kowalski a Holdenrieder, 2008). Napada jak jasan ztepily (Fraxinus

rrrrr

fapicich, z nichz se dale rozsituje.

Nekroza jasant je pomérné nové onemocnéni prvné popsané roku 2006 v Polsku
T. Kowalskim zptsobené houbou pojmenovanou Chalara fraxinea (dale jen Ch.
fraxinea) (Kowalski, 2006), ackoliv chfadnuti jasant bylo popisovano jiz dfive.

V n¢kolika nésledujicich letech doslo k rozSifeni po celé ptirozené oblasti vyskytu

hostitele s vyjimkou Spanélska a jizni Italie.

Vzhledem k zavaznosti odumirani jasand je H. fraxineus umistén na seznamu
vystrah EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization) od roku
2007 (EPPO Global database, 2007).




Detekce patogenu spocivala v jeho izolaci na agaru se sladovym extraktem
(Kowalski, 2006). Jednalo se o Casové i pracné velice narocnou metodu, ktera
nemusela vést ke spravné detekci. Divodem byl Spatny rist na uméelych mediich a
fakt, ze H. fraxineus je téméf morfologicky nerozeznatelna od H. albidus, coz vedlo
k ptechodu na molekularni metody. Z tohoto divodu byly navrzeny metody pro
detekci pomoci PCR ptimo z rostlinnych tkani (Bakys et al., 2009). I tato metoda méla
své nedostatky, proto se zacalo ptechézet na qPCR, ktera dava moznost rychlé a presné

detekce patogenu (Atallah et al., 2007; Chandelier et al., 2010).

I kdyz se v soucasné dob¢ civilizatni vyvoj neustale zrychluje a diky novym
poznatkiim a technologiim dochazi ke stile vétSimu poznani, doposud neexistuje
u¢inna metoda v boji s timto onemocnénim. Existuji pouze ur¢ita doporuceni, kterymi
1ze chorobu do jisté miry omezit. V soucasné dob¢ se nékolik védeckych tymu snazi
pfijit na princip pfenosu a moznosti pfirozené rezistence jasant. Jeden z takovych
tymu se nachazi v Kralovské botanické zahrad¢, Kew, ktera je vefejnou instituci ve

Velké Britanii.




1 Teoreticka ¢ast

1.1 Rod Jasan (Fraxinus)

Rod Fraxinus zahrnuje rostliny z fadu hluchavkotvaré (Lamiales) a celedi
olivovnikovité (Oleaceae). Jedna se o vétsinou opadavé stromy, jez maji vstficné
lichozpetené listy. Bezobalné kvéty rostou v latovitych ¢i hroznovitych kvétenstvich.
Plodem je kiidlata nazka. Stromy patfici do tohoto rodu dortistaji vysky az 40 m. Rod
Fraxinus je rozsifen piedev§im v mirném pasu severni polokoule s oblastmi
zasahujicimi do tropti a subtropd. Celkové obsahuje ptiblizné 48 druht, pricemz
v Ceské republice rostou dva ptivodni druhy, Jasan ztepily (Frexinus excelsior) a Jasan
tizkolisty (Fraxinus angustifolia) (Uradniéek et al., 2009). Jedni se o Sestou

nejrozsirenéjsi dievinu v Ceské republice.

Jasan ma tvrdé¢, houzevnaté, pruzné a dobte opracovatelné dievo slouzici k vyrobé
sportovniho naéini, hudebnich nastroji, nasad a nabytku (Musil a Mollerova, 2005).
Dale se vyuziva jako ochranny pas v lese &i se vysazuje jako alejovy strom (Uradnidek
et al., 2009). Dtive byly jasany vyuzivany v léCitelstvi diky zdroji éterickych oleju,
terpentl a tiislovin. Zminku o jasanu lze nalézt i v mytologiich. Napt. v severské
mytologii zaujima dtileZitou roli strom Yggdrasil (svétovy strom), zndzorilovany jako

vzdyzeleny jasan, ktery prorusta v§emi deviti svéty (Pautasso et al., 2013).

1.1.1 Jasan ztepily (Fraxinus excelsior)

Jedna se o velice statny strom dorUstajici vySky okolo 30-40 metrd, priméru kmene
pres 1,5 m a stafi 1 pres 250 let. Kmen ma pfimy s podlouhle vejcovitou tfidkou
korunou. Po obvodu koruny vyrGstaji ze vstficnych Cernych pupentd 3-7 jarmé
lichozpetené listy dlouhé 20-25 cm (Musil a Méllerova, 2005). Jednotlivé listky maji
tvar vejcity, dlouze zaSpicatély, a jsou ptisedlé u fapiku. Béhem podzimu listy neméni
barvu a opadavaji zelené (Uradniek et al., 2009). Jasan kvete kazdoroéné. Kvétenstvi
maji maly hroznovity tvar s mmnohomanzelnymi kvéty a vyristaji z postrannich pupent

pted samotnym olisténim (Hrncitikova, 2016).

Uzemi roz$ifeni Jasanu ztepilého pokryva velké uzemi Evropy. Od severni ¢asti

Iranu, severni hranice Turecka, Recka, Italie a Spanélska az po jizni ¢ast Skandindvie.




Na vychod rozsifeni sahé az po Ural, Kavkaz az Kaspické moie a v zdpadni Evropé

obsazuje Francii a Velkou Britanii (viz. Obr. 1).

Fraxinus excelsior
20w |0IW 0‘ 10°E 20°E 30°E 40°E 50°E 60°E

Obrdzek 1: Rozsiteni Jasanu ztepilého v Evropé (EUFORGEN, 2016)

Jasan ztepily se v CR vyskytuje ve tfech ekotypech: vapencovy, luzni, horsky. Rozdily
Vv téchto ekotypech jsou predev§im v narocich na vlahu, jelikoz véapencovy je
ptizplisoben nedostatku vody, zatimco luzni a horskych pottebuji vlahu po cely rok.
Luzni ekotyp jasanu se nachdzi v zaplavovych luznich oblastech. Horsky ekotyp
jasanu vyzaduje dobrou vlahu, ¢asto se vyskytuje na sutovych pramenistnich stranich
az okolo 1000 m. n. m. (Uradni¢ek et al., 2009). Mezi nezadouci podminky, které
jasaniim neprospivaji, patfi: stagnujici vody, raselinné podklady, zasolené ptdy i silné
mrazy. Pro rdst vyzaduji dostateCnou zivnost, proto jsou jasany fazeny mezi tzv.
naroéné listnace. Vyskyt jasanti mize byt tedy i ukazatelem kvality pady (Uradniéek
et al., 2009; Pautasso et al., 2013).

Vyznam jasanu ztepilého

Jasan ztepily ¢i jiné druhy jasan maji v Evropé vyznam ekologicky i ekonomicky.
BohuZel nekréza jasanti v Evropé zasahuje jasany viech vékovych stupiii. Rada
odbornikti ma proto pesimisticky pohled na vyvoj epidemie. Uvazuje se i o kolapsu
celé jasanové populace (McKinney et al., 2011). Nejvice ohrozené jsou plochy

s vét§im zastoupenim jasant (jasano-olSové luze ¢i biehové porosty). Velky dopad ma
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tento patogen i ve volné krajiné (stromotadi, remizky, aleje, linie v krajin€ ¢i okrasné

vysadby), kde jasany vyrazné¢ decimuje.

Jasan zastupuje vyznamnou roli v ekologii ekosystému lesa hlavné v kolob¢hu
zivin. Tento vypadek by Sel nahradit jinou dievinou majici podobné vlastnosti.
Bohuzel dle vyzkumt nebyla nalezena zadna dfevina majici stejné vlastnostmi. OlSe a
osika byly oznadeny za dieviny majici nejpodobnéjsi vlastnosti (Lawrence et al.,
2014).

1.1.2 Jasan uzkolisty (Fraximus angustifolia)

Jasan uzkolisty je teplomilny a svétlomilny strom dosahujici vySky 20-40 m
S primérem kmene do 1 m a korunou vejcovitého tvaru podobnou jasanu ztepilému.
Stejné jako u jasanu ztepilého kvete pfed rasenim listd v hroznech z postrannich
pupent. Listy ma vstficné i pfeslenité, lichozpetené. Listky jsou kopinaté, dlouhé 4-8
cm. Na rozdil od jasanu ztepilého se na podzim pied opadem listy barvi do zluta az

éerveno-fialova.

Uzemi rozSifeni jasanu tuzkolistého zahrnuje severni Recko, Bulharsko,
Chorvatsko, Cernou Horu, Srbsko, Kosovo, Rumunsko, Mad’arsko, Slovensko, jizni

Moravu, Italii, Francii, Spanélsko, Maroko a pobieZi severni Afriky (viz. Obr. 2).

Optimalnimi podminkami pro rist jsou vlhké pidy s vysokym obsahem Zivin
(Hrnéitikova, 2016). Vyskytuje se piedev§im v nizinatych luznich lesich podél

vodnich tokl. Zpracovani dieva probiha spolecné s dievem jasanu ztepilého.

Obrazek 2: Rozsifeni Jasanu ztepilého v Evropé (Wikimedia Commons, 2019)
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1.2 Hymenoscyphus fraxineus

1.2.1 Popis, taxonomie

Nemoc zvana Nekroza jasant je v Evropé se vyskytujici smrtelnd choroba zptisobena
patogenem H. fraxineus. H. fraxineus je teleomorfnim stadiem houby Ch. fraxinea (po
svém objeveni bylo teleomorfni stadium né&kolikrat pfejmenovano). V cestiné se
patogen nazyva voskovicka jasanova. Tento patogen nalezi do fiSe: Fungi (Houby),
oddéleni: Ascomycota (Vieckovytrusné), tfidy: Leotiomycetes (Voskovic¢koplodé),
fadu: Helotiales (Voskovickotvaré), celedi: Helotiaceae, rodu: Hymenoscyphus,
druhu: Hymenoscyphus fraxineus (CABI, 2020). Rod Hymenoscyphus celkové
obsahuje vice jak 150 druht, vétSinou se jednd o saprofyty (rozkladaji mrtvou
organickou hmotu). Evropska epidemie zptisobena H. fraxineus je prvnim piikladem

parazitovani na rostlinach tohoto rodu (Wang et al., 2006).

Patogen byl do Evropy zavlecen pravdépodobné z vychodni Asie a prvni zdznamy
o ném se objevuji v devadesatych letech v Polsku. Posléze doslo k rozsifeni patogenu

po celém tizemi jeho hostitele s vyjimkou Spanélska a jizni Italie (Gross et al., 2014).

H. fraxineus vytvafi na infikovanych fapicich z piedchozi vegetaéni sezony
pocetnd apothecia bilé barvy o velikosti 1-3 mm. Apothecia se vytvaii na ¢ernych
pseudosklerociich pokryvajici fapiky. V apotheciu se vytvafi hyalinni jednobunécné
askospory velké 13-21 x 3,5-5,0 um. Anamorfa (Ch. fraxinea) tvoti hnédé fialidy
(16-24 x 4-5 um), v nichz jsou ulozeny kratké valcovité, hyalinni konidie (Kowalski
2006; Longauer et al., 2018).

V puvodnim prostiedi se H. fraxineus chova jako saprofyt ptezivajici jako endofyt
Vv jasanovych listech. JelikoZ s evropskymi ¢i severoamerickymi jasany neprosla
houba spolecnou evoluci, dochazi k infikaci dievnaté Casti vétvi, cozZ ma za nésledek

vazné zdravotni problémy (Longauer et al., 2018).
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1.2.2 Vyskyt Hymenoscyphus fraxineus a historie SiFeni

Prvni zminky o odumirani jasanii v Evropé se datuji do 80. let 20. stoleti, které bylo
nazyvano ,,dying of ash“. Z po¢atku bylo odumirani jasanl pfisuzovano riznym
druhlim patogenii ¢i parazitickym houbam, kterym napomédhaly v Sifeni abiotické

stresory (Hiemstra, 1995; Przybyl, 2002).

Dal8im dalezitym milnikem byly vyzkumy provadéné T. Kowalskim, ktery pfisel
s vysledky poukazujicimi na patogenni houbu Ch. fraxinea zpusobujici nekrozu
jasani. Jiz v prabéhu 90. let 20. stoleti bylo zaznamenavano chiadnuti lesnich porostii
jasant napti¢ Evropou s pfevahou v pobaltskych zemich (Kowalski a Holdenrieder,
2008; Bakys et al., 2009). Vzhledem k rychlému Sifeni nemoci a vysoké intenzité
odumirani jasani se piedpokladala neptivodnost patogenu (Husson et al, 2011).
Problematikou chfadnuti jasanii se zabyva mnoho Gstavii napfi¢ zemémi napt. v CR
Ustav ochrany lesti a myslivosti Mendelovy univerzity v Brné & Ustav lesnickych a
pudnich véd Univerzity ptirodnich zdrojii a biologickych véd ve Vidni (BOKU,
Universitat fiir Bodenkultur Wien) v Rakousku.

Dle nejnovéjSich vyzkumii je nekroza jasanu v Evropé, pfedevSim jasanu
jejiz anamorfni stadium je Ch. fraxinea. Prvni zdznamy o odumirani timto patogenem
byly zaznamenany roku 1992 v severovychodni ¢asti Polska a jithozapadni ¢asti Litvy
(Kowalski a Lukomaska, 2005). Nasledné¢ doslo k rychlému rozsifeni po Evropé
(Timmermann et al., 2011). AZ roku 2006 byla Ch. fraxinea popsana a oznacena za

potencialniho piivodce odumirani jasanti v Evropé T. Kowalskim (Kowalski, 2006).

Choroba se Evropou S§ifila raketovou rychlosti. K potvrzovani choroby v riznych
zemich dochéazelo v fadech let. Ve Svédsku 2001 (Barklund, 2005), Estonsku 2003
(Juodvalkis a Vasiliauskas, 2002), Dansku 2003 (Thomsen et al., 2007). Dale Litvé
(Lygis et al., 2005), Némecku (Schumacher et al., 2007), Norsku (Talge et al., 2008)
a Finsku (Rytkénen et al., 2011). V Ceské republice bylo vétsi odumirani jasant
pozorovano od roku 2004 (Jankovsky a Holdenrieder, 2009). Nasledovaly zemé
sttedni Evropy Slovensko, Rakousko (Halmschlager a Kirisits, 2008), Mad’arsko
(Kirisits et al., 2010), Rumunsko (Szabo, 2009), Slovinsko (Ogris et al., 2009), Italie
(EPPO Global Database, 2010a). V roce 2010 byla nemoc rozsifena ve 22 zemich
Evropy (Timmermann et al., 2011).
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Dalsi vyskyt byl potvrzen v roce 2011 ve Francii (Husson et al., 2011), Belgii
(Chandelier et al., 2010; EPPO Global Database, 2011) v Rusku (Gross et al., 2014),
na Ukrajin¢ (Davydenko et al., 2013), a Nizozemsku (EPPO Global Database, 2010b).
Roku 2014 bylo onemocnéni zaznamenéano ve Velké Britanii, Severnim Irsku a Irské
republice (Sansford, 2013; Short a Hawe, 2018). V Bosn¢ a Hercegoviné byl patogen
potvrzen v roce 2013 (Tresti¢ a Mujezinovi¢, 2013) hned zahy v Srbsku (Keca et al.,
2017) a Cerné Hote (Milenkovi¢ et al., 2017). V soucasnosti je onemocnéni potvrzené

ve 30 statech Evropy (Longauer et al., 2018).

1.2.3 Hymenoscyphus albidus a jeho role ve vyzkumu chiadnuti

jasant

Jiz kolem roku 1995 bylo pozorovano prvni vétsi odumirani jasanu. Jako pficina
odumirani byla T. Kowalskim uréena houba pojmenovana Ch. fraxinea. O par let
pozdéji byla opét T. Kowalskim a O. Holdenriederem vydana publikace, kde bylo za
pohlavni stadium Ch. fraxinea oznacena H. albidus (Kowalski a Holdenrieder, 2009).
Problémem je Ze tato houba je znama jiz od roku 1850 pod nazvem Peziza albida (H.
albidus) jako saprofyt na jasanovych listech. U této houby nikdy nedoslo k potvrzeni
patogenity. Queloz a kol. (2011) pomoci molekularnich sekvenci kultur z celé Evropy
prokazali existenci dvou morfologicky podobnych hub H. albidus a Hymenoscyphus
pseudoalbidus (dale jen H. pseudoalbidus). H. albidus byl rozsifen v oblastech bez
plosného uhynu jasani a byl ur€en jako nepatogenni (Queloz et al., 2011). Druhy
objeveny druh se vyznacoval identickymi nepohlavnimi stadii jako Ch. fraxinea, a

proto byl oznaéen jako H. pseudoalbidus.

Diky nasledujicim studiim bylo za pomoci srovnani genotypl zjiSté€no, ze tento
druh pochazi z Asie (Zhao et al., 2012). V Asii byl tento druh popsan pod nazvem
Lambertella albida (Zhao et al.,, 2012). AZz vroce 2011 doslo na zasedani
mezinarodniho botanického kongresu (IBC) k Upravé pravidel pro pojmenovani
novych druhti a ustaleni nazvu H. fraxineus z H. pseudoalbidus. Na asijskych druzich
nebyly popsany zadné symptomy typické u evropskych jasant. Cinské a japonské
druhy jasant F. mandshurica a F. chinensis jsou vic¢i H. fraxineus doposud rezistentni,

proto lze piedpokladat Asii za ptivodni oblast rozsifeni (Zheng a Zhuang, 2014).
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1.2.4 Zivotni cyklus a $i¥eni infekce

H. fraxineus nalezi do skupiny heterotalické, coz znamena, Ze k pohlavnimu
rozmnozeni je tieba dvou myecelii s odliSnym parovacim typem. Lze je chépat jako
riznd pohlavi u jinych organisml, ovSem stim rozdilem, Ze nebyl nalezen
morfologicky rozdil mezi parovacimi typy. U ascomycot se pii pohlavnim procesu
oplodi askogon (samic¢i gametangium) pomoci hyfy (sam¢i gametangium) nebo
spermacie (nepohyblivd gameta). Askogon neni nijak morfologicky vyrazny, jedna se
o zvétSenou nebo spirdlovité stocenou hyfu. Samic¢i gametangium nelze rozeznat od
obycejné hyfy. Jako spermacie slouzi obvykle konidie tvofené na anamorfé (Gross et
al., 2012). U druhu H. fraxineus jsou konidie produkované na anamorfé Ch. fraxinea
(Gross et al., 2012). U druhu H. fraxineus konidie produkované na anamorfé Ch.
fraxinea funguji jako spermacie oplodnujici askogon. Maji podstatn¢ jinou ulohu, nez
je rozsifovani na nového hostitele. Mlze se zdat, ze najit mycelium s opacnym
parovacim typem pro uspé$ny pohlavni proces je jednim z limitujicich faktor. OvSem
pfi laboratornich pokusech byla prokézdna pfitomnost obou péarovacich typu se
srovnatelnou Cetnosti (Gross et al., 2012). K pohlavnimu procesu dochazi na Cerstveé
spadanych tapicich béhem podzimu. Za zacatek infekce Ize povazovat obdobi jara,
kdy se zacinaji vytvaret drobné bilé plodni¢ky na infikovanych lonskych listech
opadanych na zem. Pfi vhodnych podminkach dochazi k tvorb& mistickovitych
plodnicek (apothecia) na opadanych tapicich pocatkem Iéta nasledujiciho roku, které
jsou producenty velkého mnozstvi askospor. Askospory jsou unaseny vétrem na velké
vzdalenosti, dopadaji na jasanové listy, kli¢i, dochazi k proniknuti hyf do pletiva,
nasledné nekrotizaci a pred¢asnému opadu listii (Koukol a Havrdova, 2014; Gross et
al., 2014;). Patogen pravdépodobné¢ muize do hostitele proniknout i pupeny,
lenticelami, poranénimi v mistech po sani hmyzu ¢i jinych bezobratlych. Dalsi rok se

cyklus opét opakuje na fapicich opadanych listi (Koukol a Havrdova, 2014).

Vlhkost vzduchu je mnohymi autory popisovana jako diilezity faktor ovliviiujici
uvoliovani askospor a nasledné i kliceni (Brook, 1969; Dvorék et al., 2015). Vzdusna
vihkost dle Havrdové a Cerného (2013) je v piimé vazbé s intenzitou napadeni
patogenu H. fraxineus. Z vysledku je patrna korelace mezi suchym létem s vyssimi
teplotami a rozSifeni infekce. U stromi, které jsou vysazeny napf. v parcich
s pramérnou vlhkosti okolo 79%, byla koruna poskozena z 2,33%, zatimco u stromil

rostoucich na btezich tek, kde se primérnd vlhkost pohybuje okolo 84,6% doslo
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k poskozeni koruny ze 17,02% (Havrdové a Cerny, 2013). Dle (Dvoiak et al., 2015)

je vlhkost diilezitym faktorem pro tvorbu apothecii, kliceni a nasledny infekéni cyklus.

wrw

Zpisob SiFeni v hostiteli

Pokud se askospofe podaii pfistat na jasanovém listu, dochazi ke vzniku mycelia
amorfniho stadia Ch. fraxinea, ktera se pomoci priduchi dostava do mezofylu listt
(Pautasso et al., 2013) (viz. Obr. 3). Dojde-li k praniku patogenu z listi do pletiv vétvi,
dochazi k ristu houby piedevsim ve sméru ke kmeni (proximalni smér). Askospory se
mohou do hostitelské rostliny dostat i skrze mechanické poSkozeni ¢i pupeny. Po
proniknuti do dutého stiedu vétve dochazi krychlému rozSifeni ve sméru
transpira¢niho i asimila¢niho proudu. Casem dochazi k proristani z duté stiedni &asti
do dfevni ¢asti vétve. Mycélium houby pieziva zimu v pletivech jasanu, odkud se poté
dal §ifi. Jakmile je infikovano kambium, dochéazi k jeho zniceni a tvorbé podkorni

nekrézy, coz vede ke zniceni celého kambidlni zony a odumfieni vétve (Rozsypalek,

2012).
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Obrdzek 3: Schéma zivotniho cyklu H. fraxineus (Teagasc,|.E., 2017)

1.2.5 Symptomy infekce

Pro onemocnéni je charakteristickd cela skdla symptomi (viz. Obr. 4). Prvni
symptomy naznacujici pocatek infekce se projevuji jiz béhem pozdniho 1éta a jsou

jimi naptiklad zasychajici vétve, letorosty, listy, které miizou piedCasné opadavat,
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popfipadé hnédé az Cerné nekrozy na tapicich listd (Skovsgaard, et al., 2010). Jiz
z dalky lze rozpoznat napadeny strom dle habitu. Z divodu rozsifujiciho se zasazeni
postupujiciho od mladsich vyhonkt ke starSim dochazi k prosychani koruny stromu
po obvodu. Symptomatika choroby na listech vSak neni zcela prukazna, jelikoz
podobné symptomy zpusobuje taktéz padli jasanové (Erysphe fraxini) (Jankovsky, et
al. 2009). Pti srovnani napadenych a zdravych jedinct lze vyvodit pozdéjsi raseni
jedinct postizenych H. fraxineus o zhruba tyden. Na konci vegetaéni doby zdravi
jedinci pfirozen¢ shazuji listy a ptfechdzeji do dormance, zatimco nové vytvorené
letorosty infikovanych jedinct nestihaji vytvofit dostatek mrazuvzdornych latek ve
svych pletivech a béhem prvnich podzimnich mrazii velmi ¢asto namrzaji a odumiraji.

To ma za nasledek dalsi oslabeni napadenych jasant (Rozsypalek, 2012).

Dulezitym a prikaznym znakem pro ureni patogenu je tvorba 1ézi ¢i eliptickych
nekrdz kolem listovych pupeni a dale jizev, Sificich se pficnym i podélnym smérem
(viz. Obr. 4) (Schumacher et al., 2010). Mezi symptomy, které nejsou vidét na prvni
pohled, ale az pii blizSim ohledani Ize zatradit zbarveni napadeného dievniho valce
majiciho charakteristickou Sedou az Sedocernou vrstvu pod zelenou kiirou mladych
vétvi. Hostitel na rozvoj patogenu reaguje tvorbou preventivnich vyhoni (vlka), které
se vytvareji pod odumfelymi ¢astmi vétvi. Vznikne tak typické shlukovité olisténi.
Nekteti jedinci pfeZivaji a regeneruji. U starSich ¢asti stromu regenerace probiha
napiiklad formou zavaleni nekrozy (Jankovsky et al., 2009). U jedincu, ktefi
nezvladaji regeneraci, dochdzi v pozdni fazi onemocnéni k odumirani kosternich vétvi
a k rozsahlému poskozeni, které mize vyustit v odumieni stromu (Queloz et al., 2013;
Kirisits et al., 2008). Vyskyt H. fraxineus byl prokazan i v mrtvych kotenech zivych
jasant, coZ vede k zavéru, ze houba dokaze infikovat 1 kofenové ¢asti, kde po napadeni

vznikaji bazalni nekrozy (Jankovsky a Palovéikova, 2009).
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Obrazek 4: Symptomy nekrozy jasanl: (a) Pocatek infekce listll, na listech se objevuji malé nekrotické 1éze; (b)
Rozsitovani nekrotickych 1ézi; (c) Izolace mycelia z ¢asti nekrotické zilky listu; (d) Prorastani nekrotickych 1ézi
skrz fapiky — jizva po odpadlém listku; (e) Kminek mladého jasanu s nekrotickymi lézemi; (f) Kminek star§iho
jasanu s nekrotickymi 1ézemi; (g) Jarni vadnuti prytu; (h) Zvadly vyhon v prubéhu 1éta; (i) Uschly vyhon s vieteny
a fapiky; (j) Vnitini nekroza xylému, zacatek rustu nekrozy v kambiu; (k) Nekroza v centralni ¢asti obklopena
zdravym xylémovym pletivem; (1) Dospély odumirajici jasan tvofici sekundarni vyhony (Gross et al., 2014;
Longauer et al., 2018)

1.2.6 Obrana a ochrana proti H. fraxineus

Hlavnim problémem v ochrané pted H. fraxineus je zpusob $ifeni infekce, ktera
probiha za pomoci vétru na velké vzdalenosti (Pautasso et al., 2013). Jelikoz dochazi
k rychlému Sifeni této choroby je ochrana a obrana velice obtizna az nemozna
(Jankovsky et al., 2009). V praxi se praktikuje a funguje jako ¢aste¢na ochrana na
mistech s velkym rozsifenim této nemoci odstranéni siln€¢ napadenych jedinct jesté
pred opadem listl ¢i odstranéni spadeného listi (Kirisits et al., 2012). Jasany, jeZ maji
korunu poskozenou z vice jak 50 % je lepSi odstranit, jelikoZ jsou zdrojem velkého
mnozstvi infikovaného materidlu a zaroven uz nemaji dievoprodukéni schopnost
(Hrn¢itikova, 2016). Dalsim dulezitym preventivnim krokem je pecliva kontrola

dovazeného péstitelského ¢i vysadbového materialu dle organizace EPPO.

18



Mozny feSenim je péstovani nepiivodnich druhd, avsak i u téch byla pozorovana
¢aste¢na napadeni. Pozitivni vysledek by mohlo mit i péstovani v sussich oblastech,
jelikoz vlhkost ovliviiuje kli¢eni a vznik infekce (Havrdova a , 2013; Dvorak et al.,
2015). Dalsim feSenim by mohla byt obnova porostu pomoci fenologicky odolnéjsich
jedinct (Mckinney et al., 2014). Nové vyzkumy se snazi zaméfit na identifikaci
genetické predispozice pro odolnost vici patogenu H.fraxineus. Diky témto zjisténi
bylo zjisténo, Ze rezistence proti H.fraxineus je fizena vice geny (Sidda et al., 2020).

Toto zjisténi otevira nové moznosti v boji S timto patogenem.
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1.3 Lapace spor s rotujicimi rameny ROTTRAP

Lapaé ROTTRAP 52 (Milo#i Dvoték, Borsov nad Vltavou, CR) je slozen ze dvou
svislych mosaznych tycek (,,raminek*) ¢tvercového profilu o rozmérech 0,8 x 0,8 x 50
mm umisténych na koncich rotujiciho ramene o délce 100 mm, které bylo osou
pridélano na elektromotoru, majici cca 2100 ot./min. Lapa¢ mize byt pohdnén pomoci
autobaterie €1 pfimo z elektro sité. Takto konstruovany lapac je schopen vzorkovat 52
| vzduchu za minutu. Castice jsou zachytavany na oboustrannou lepici pasku Tesa
(Tesa SE, Norderstedt, Némecko) umisténou a upravenou dle velikosti tycek na
navétrné strané profilu rotujiciho ramene. Lepici paska se na tycky aplikuje az pred

samotnym odbérem, aby nedoslo k opotiebeni lepici strany.

Utinnost lapaée je zavisla na velikosti &astic, jeZ jsou chytany. Cim mensi &astice,
tim vétsi pravdépodobnost sklouznuti po vzduchovém polstafi, jenz je tlacen pted
mosaznou tyckou. Dale je doporuc¢en odchyt ¢astic maximalné po dobu 48 h, jelikoz
poté se u lapace snizuje ucinnost chytani kvili velkému mnozstvi castic, které se
nachytaji napt. prach ¢i pyl. Dulezitym faktorem je taktéz stejnd rychlost otaceni u

vSech pouzitych lapacii, aby mohlo dojit k pfesnému porovnani dat.

Lapace se vetSinou montuji otacejicimi se rameny dolli, aby nedochazelo k zatékani
vody do zafizeni. Pro zmirnéni problému s pfirodnimi podminkami Ize nainstalovat i
plechovou stfisku. Pfi pohledu shora by ramena méla rotovat po sméru hodinovych
rucicek. Jednd se o velice jednoduchou, levnou, lehkou a nenaro¢nou konstrukci,
urcenou pro snadnou praci v terénu, vyuzivanou predevsim pii vétSim poctu lapact
napf. pro zjisStovani Sifeni inokula v prostoru (zji§tovani prechodu poctu zkoumanych

¢asti se zvySujici se vyskou).
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Obrazek 5: Lapa¢ spor s rotujicimi rameny Rottrap 52 (foto: Dvoiak, BorSov nad Vltavou, ¢erven 2020)
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1.4 Molekularni metody pouzité Kk detekci Hymenoscyphus

fraxineus

1.4.1 Extrakce DNA

Zakladnim krokem pro veskeré analyzy DNA je jeji extrakce. Cilem izolace je ziskani
vzorku DNA za pomoci chemickych ¢i fyzikdlnich metod ze zkoumaného
biologického materialu s nalezitou Cistotou bez piiméesi ostatnich kontaminanti a
s dostacujicim mnozstvim. Aby se dala ziskat DNA ze vzorku je nutné naruSeni buiiky,
rozvolnéni jejiho obsahu, odstranéni kontaminantu vSech ostatnich latek s vyjimkou

DNA. Vyizolovana DNA se nasledn¢ vyuZziva pro PCR, klonovani, qPCR.

1.4.2 PCR

PCR metoda slouzi k selektivni amplifikaci vybranych oblasti molekuly DNA
vV podminkach in vitro. DNA pro tuto metodu mutize byt izolovana z riznych zdroju,

jejiz amplifikaci se ziskaji miliony stejnych kopii vybrané oblasti DNA.

Polymerazova fetézcova reakce je metoda, kterd umoziuje rychlé namnozeni
ur¢itého Gseku DNA, jejimz principem je replikace nukleovych kyselin. K amplifikaci
muzeme vybrat jakykoliv usek z libovolné DNA (rostlinné tkan¢, zivocisné tkan¢, ale
1 komplementarni DNA). Limitujicim faktorem je znalost okrajovych sekvenci tohoto
usek (Ishmael a Stellato, 2008; Brown, 2007). PCR probéhne za piedpokladu, ze
dvakratké oligonukleotidy hybridizuji s molekulou DNA, jsou pfitomny 4 zakladni
nukleotidy (thymin, guanin, adenin a cytosin), enzym DNA polymerazy (prodluzujici
amplifikovany tsek) (Ishmael a Stellato, 2008), (voda a Mg?" ionty slouzici ke
zpevnéni vazby DNA — polymeraza).Polymerazova tetézcova reakce je metoda

rychlého namnoZeni urc¢itého useku.
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Zakladni kroky PCR jsou nasledujici (Obr. 6):

(1) Pocate¢ni denaturace

e Rozruseni vodikovych mistkii spojujici k sobé vlakna DNA

(2) Denaturace
e dsDNA je denaturovana na jednotliva vlakna
(3) Annealing
e Pri této teplot¢ dochézi k nasedani kratkych ologonukeotidi
neboli primerti na specifickd mista ssDNA dle komplementarity
bazi.
e Teplota a doba nasedani primerd zavisi na délce a slozeni
jednotlivych primerti
(4) Elongace
e Dochézi k aktivaci enzymu Tag DNA polymerazy, které se
pfipojuje k primeriim, které jsou jejich startovaci mista a od
nichz dochéazi k syntéze nového vldkna komplementarniho
k templatovym molekulam DNA
e Syntéza probiha ve sméru 5" 2> 3’
(5) Zavéretna elongace

e Dochazi ke komplementaci vSech amplifikovanych usekiit DNA

Kroky 2, 3 a 4 se cyklicky opakuji 25 — 40x. CoZ ma za nasledek geometrické
navyseni amplikont po kazdém cyklu (Ishmael a Stellato, 2008).
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Obrazek 6: Pribéh PCR reakce (Shafique, 2012)
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1.4.3 Real-time PCR

Real-time PCR jinak také feCeno kvantitativni PCR (qPCR) je obména konven¢ni
PCR, ktera se 1i8i od klasické PCR schopnosti promé&fit kvantum amplifikované DNA
po kazdém cyklu coz je umoznéno ptidanim fluorescencnich reportéri, které se vazi
na DNA specificky nebo nespecificky a diky tomu vyzaiuji svételny signal, ktery je
zachycen pomoci detektoru (Lysakova, 2015). Tato metoda byla objevena roku 1992
v USA (Higuchi et al., 1992). Jedna se o velice citlivou a vysoce specifickou diky
pouziti specifického znaceni (Kubista et al., 2006).

Princip gPCR

V kvantitativni JPCR je mnoZstvi syntetizované DNA zaznamenavéano pribézné. Ke
kvantifikaci se pouzivaji fluorescenéni barviva. Fluorescence je piimo umeérna
mnozstvi DNA, kterd byla syntetizovana, diky tomu ji Ize kvantifikovat v kazdém
cyklu. Reakéni smés je podobna klasické PRC: templatova DNA, volné nukleotidy
(adenin, cytosin, guanin a thymin), Mg?" ionty, oligonukleotidové primery,
termostabilni DNA-dependentni DNA polymerdza a oproti klasické PCR se navic

pridava reportér, ktery emituje fluorescenci.

Béhem prvnich cykli signdl nemd intenzitu, aZ postupem casu dochazi
k ptekonani ruseni okoli diky zvySeni koncentrace amplifikované DNA, tim padem i
ke zvySeni sily fluorescence. Fluorescence posledniho cyklu ndm neni schopna udat
pocatecni koncentraci DNA ve vzorku. Ktomu slouzi tzv. treshold (tzv.prah
fluorescence ). Algoritmus piistroje vypocte treshold, ktery nam udavé pifimku kolmou
na osu Y. Tato pfimka nam tika statisticky nejvhodné;si pozici pro odecet hodnoty Cr
(cycle of treshold). Hodnota Ct vyjadiuje, kolik cyklti muselo prob&éhnout, aby vzorek
dosahl tresholdu (Pfaffl, 2001; Harencak, 2018).

Detekéni techniky

Rozlisujeme dvé detekéni techniky: specifické a nespecifické, které se lisi dle vazby
fluorescen¢niho barviva na DNA. Jako fluorescenéni reportér je pouzivan fluorofor.
Jedna se o heterocyklickou ¢i polyaromatickou slou€eninu, jenz je schopna absorbovat
energii svétla urCité vinové délky, které je excitovano a diky tomu se dostat do

energicky bohatsiho stavu. Takto energicky nabita sloucenina je velice nestabilni a
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dochdzi k navraceni do piivodniho stabilniho stavu. To ma za nasledek vyzareni
prebytecné energie ve form¢ fotonu, ktery ma niz$i energii a vyssi vinovou délku

(Lysakova, 2015).

Nespecificka detekce vyuziva schopnost interkala¢niho barviva pfipoutat se na
kteroukoliv dsDNA pomoci nekovalentni interakce. Jedna se o interakci, pii které
dochazi k vazbé do malého zlabku DNA. Nevyhodou této metody je neschopnost
rozpoznani, zda se vaze na specifické produkty ¢i nespecifické produkty (primery,
dimery, ...). Prvnim z interkala¢nich ¢inidel byl ethidium bromid. Problémem tohoto
¢inidla je slaba afinita i senzitivita. Z toho diivodu se dnes nejvice vyuziva interkala¢ni
barvivo SYBR Green I, jehoZ afinita k dsSDNA je cca 100x v¢étsi nez afinita ethidium
se fluorescence zvysi 1000x pii porovnani s nenavazanym barvivem (Kaltenboeck a
Wang, 2005). SYBR Green 1. patii do skupiny asymetrickych cyaninovych barviv
skladajici se ze dvou odlisnych heterocyklickych kruhu spojené metionovou vazbou
(Lysakova 2015). Nevyhodou SYBR Greenu I. je snizeni Cq hodnoty u vétSich
amplikonut a inhibice PCR zavisla na jeho koncentraci (Nath et al., 2000; Vitzthum et
al., 1999).

Specificka detekce se lisi ve formé fluorescence, jelikoz pfi této detekci dochazi
k vydani zafeni pouze za predpokladu amplifikaci cilové sekvence. Slouzi k tomu
oligonukleotidové sondy se sekvenci komplementarni k templatové DNA. Na sondach
je navazan zhase¢ (quencher) a reportér (fluorescen¢ni prvek) (Kaltenboeck a Wang,

2005). Sondy se rozdé€luji na dva druhy hybridiza¢ni a hydrolyzaéni (viz.Obr.7).

Hybridiza¢ni sondy jsou zalozeny na Forsterové rezonan¢nim pifenosu energie
(angl. Forster resonance energy transfer, FRET). Jedna se o dvojici znacenych sond,
kdy je jedna oznacena na 5'-konci akceptorovym fluoroforem a druhd donorovym
fluoroforem na 3’-konci (Lysakova, 2015). Princip sond spociva v té€sné blizkosti (cca
1-5 nukleotidii od sebe) cilovych sekvenci v pribéhu hybridizace. Diky tomu muze
dojit k pfesunu energie mezi donor-akceptorovym parem a k vyzafeni fluorescence
(Bernard et al., 1998; Mulhardt,, 2006).

Hydrolyza¢ni (TagMan) sondy jsou oligonukleotidové sondy, které jsou delsi a
maji vyssi Tm nez primery a jenz maji na svém 3 konci umistény zhasec (quencher) a

na 5° konci je navazan reportér znaceny fluoroforem emituji fluorescencni svétlo.

25



Principem TagMan sond je rozklad na reportér, zhaSe€ a jednotlivé nukleotidy béhem
toho co jsou hybridizované s ssDNA a probiha elongace prostfednictvim 5" — 3’
exonukleazové aktivity Taq DNA polymerazy. Jelikoz se reportér nenachazi v té€sné
blizkosti zhasece, reportér emituje vice fluorescence. Ta je méfena v kazdém cyklu a
je proporcionalné zavisla na mnozstvi uvolnénych reportérl, tudiz na mnozstvi

amplifikovaného produktu (Mulhardt, 2006; Livak et al., 1995).

K dal$im systémum specifické detekce jsou oligonukleotidové molecular beacon
sondy, které maji reportér a zhaSe¢ navazané blizko u sebe. Rozdil mezi molecular
beacon sondami a TagMan sondami je v jejich odlisné délce a tvaru. Fluoresenci
neemituji do doby, nez nezaéinaji hybridizovat do cilové sekvence (Tyagi a Kramer,

2012).

Nejpouzivanéjsi fluorescencni reportéry jsou SYBR green I. (nespecificka

detekce) a TagMan sondy (specificka detekce).

| O T R TR T R TR RN TR FERA YA R TR

60°C

L

fluorescence

Target ence |
o e O Fiworophore @ Quencher

Obrazek 7: Typy sond: A - Hybridiza¢ni sonda, B - TagMan sonda, C - Molecular Beacons sonda (Lysakova, 2015)
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Grafické znazornéni

Kone¢nym vystupem je amplifikacni kfivka informujici o zavislosti fluorescence na
poctu probéhlych cykli, popt. amplifikované DNA. Pred analyzou je zapottebi zmirnit
Sum a odecist fluorescencni pozadi, aby byly vysledky piesnéjsi. VétSina softwart jiz

byva témito funkcemi vybavena (Piazza a Ridker, 2015; Page a Stromberg, 2011).
Upravena amplifikaéni kiivka se da rozdé€lit na 3 hlavni faze (Obr. 8):

1. Exponencionalni faze
Teoreticky prirustek je 2" (n = pocet cykit). Kvantifikace se provadi v této fazi,
jelikoz pravé tehdy je vztah mezi mnoZstvim templidtu a intenzitou
fluorescence kvantitativni.

2. Linearni faze
V této fazi dochazi ke zpomalovani ptrirtastku amplifikované DNA.

3. Faze plateau
Dochazi k vyraznému zpomaleni ndrtstu produktu. V konecné fazi produkt

skoro nepiibyva.

A B Linesimi fize

Plateau 4 \ Plateau

Exponenciilni fize
Linesuni faze

Treshold

Fluorescence
o
0
I
Log (fluorescence)
o
|

0251 Exponenciilni fize

1 Baseline

T T Y T
10 20 30 40 10 20 30 40
pocet cykla pocet cyklu

Obrazek 8: Amplifika¢ni kiivka v pribéhu reakce (A - linearni zobrazeni, B - logaritmické zobrazeni) (Lysakova,
2015)

Dale jsou v grafu dulezité pojmy (Obr. 9)

e Baseline — pocatecni faze, kdy je signal velice slaby a Spatné odlisitelny od pozadi
e Treshold — Hodnota ARy—automaticky stanovena programem nebo nastavena
manualné—pouZzivana pro stanoveni parametru Ct v JPCR. Nastavuje se vyssi nez
hodnota pozadi a dostate¢né¢ nizko, aby se nachazela v exponencidlni fazi
amplifikacni kiivky. Prah je pfimka, jejiz prisecik s amplifikaéni kiivkou definuje

parametr Cr.
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e Cq hodnota — je ¢islo cyklu, béhem kterého amplifikacni kiivka protne treshold;
tato hodnota se vyuziva pro kvantifikaci

e Rn — normalizovany reportér; pomér fluorescenéni intenzity reportérového
fluoroforu k pasivnimu fluoroforu

¢ ARn - normalizace hodnoty Rn pomoci odec¢tu baseline

050 -

080 A
" Sample
080
050 + AR,
-

reshol
03] __ng _____________________ A
020 I(—)' No Template

Baseline

0.10
000 + — ~

0 5 10 15 Cq 2 2 20 % Py

Obrazek 9: Aplifika¢ni kiivka v prubéhu reakce (Lysakova, 2015)

Vyhodnoceni ziskanych dat

Hlavni vyuziti, metody qPCR je moznost kvantifikace. Lze to provést dvéma zpusoby:

relativni ¢i absolutni kvantifikaci.

U absolutni kvantifikaci ziskdme data o pfesném mnozstvi ptivodni templatové
DNA diky dosazeni ziskanych dat do kalibracni kiivky, kterd je tvofena sérii fedéni
externiho standartu o znamé koncentraci. Absolutni genova kvantifikace se vyuZiva
v piipadech, kdy zaleZi na pfesném mnozstvi RNA / DNA ve vzorku. Pfesnost méfeni
zavisi zejména na pouzitém standardu. Jako standard se pouzivd napiiklad
rekombinovand DNA (recDNA), genomickd 22 DNA, produkty RT-PCR,

rekombinovana RNA ¢i komer¢né dostupné syntetické oligonukleotidy(Bustin, 2000).

Druhou moznosti je vypocet relativni genové exprese. Jedna se o komparativni
ACt kvantifikace, pii které mezi sebou porovnavame hodnoty genové exprese
sledovaného a referenéniho genu ¢i mezi vzorkem a kontrolou (napt. zdravi —
nemocny). Vyhoda tohoto vyhodnoceni spociva v pomérné€ jednoduchém provedeni a
moznost vysledna data uvést jako nasobek genové exprese proti kalibracnimu vzorku
(neoSettena kontrolni rostlina). Nevyhoda je nutnost ziskani u¢innosti reakce, ktera je

nutna pro vypocet (Pfaffl, 2001; Harencak, 2018).
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2 Hypotézy a cile prace

2.1 Hypotézy
Se vzrustajici vyskou klesa vyskyt spor patogenu H.fraxineus.

spory patogenu H.fraxineus mohou dosahnout vysky pies 40m.

2.2 Cile

Cilem prace bylo kvantitativné popsat vyskyt spor piivodce nekrozy jasanii v riiznych

vyskéch nad zdrojem infekce

Dalsim cilem prace bylo zvazit potencial inokula této patogenni houby v Sifeni na veési

vzdalenosti pomoci vzdusnych proudi.
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3 Material a metodika

3.1 Terénni prace

3.1.1 Charakteristika izemi urc¢eného pro monitoring

Sledované tzemi se nachazi v lokalité okolo sila v BorSové nad VItavou. GPS sila:
48°5529.649"N, 14°26'30.693"E, 413 m.n.m. Lokalita byla vybrana dle nckolika
parametri. Prvnim vyznamnym parametrem je samotnd budova sila, jenz poskytuje
dostatecnou vysku pro pfipevnéni nékolika lapact v raznych vyskach. Druhym
parametrem je celkova lokalizace, ponévadZ se zde nachdzeji nakazené stromy jasanti

Vv t&€sné blizkosti i ve vzdalengjsich mistech BorSova nad Vltavou (viz. Obr. 10).

Legenda

E o 3V}'/skyt Nekrézy jasant
X Umisténi lapagu

Obrizek 10: Mapa znazorijici silo s umisténymi lapaéi ROTTRAP 52 a vyskyt H.fraxineus (Petr Zuigek, Ceské
Budéjovice, 2021)
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3.1.2 Odbér vzorkii z lapace spor ROTTRAP 52

ROTTRAP 52 (Miloii Dvoték, Borov nad Vltavou, CR) je aktivni lapa& spor
S rotujicimi rameny ,,rotorod na kterych se nachazeji dvé odchytové tycky velikosti
5x0,8 mm. ROTTRAP 52 je schopen vzorkovat 52 | vzduchu za minutu. Napajen
jez elektrické sité pomoci adaptéru 220 V/9 V.

Pro diagnostické ucely se vzorky odebiraly z lapact spor, jez byly nainstalovany
na silu v BorSové nad Vltavou. Lapace byly umistény v péti vyskach viz. (Tab. 1,
Obr.11). Vzorky z lapaci byly odebirany po 48 hodinach v terminu od 19.7.2020 do
6.8. 2020 vzdy mezi 10:00 — 11:00 SEC do 1,5 ml mikrozkumavek, které bylo tieba
nasledné ulozit do mrazaku (-20 °C). Celkovée bylo odebrano 50 vzorkt (Ptiloha.l).

Tabulka 1: Rozmisténi lapact spor na sile

Lapaé Patro Vyska (m)
Cl. 0/12 (piizemi) 0,3m

C2 3/12 13,84 m
C3 6/12 25,09 m
C4 9/12 36,57 m
C.5 12/12 48,06 m

Obrazek 11: Umisténi lapacl, obrazek vlevo
lapace umisténé na sile; vpravo lokalita umisténi
lapace u zemé (foto: Dvorak, BorSov nad Vltavou,
cerven 2020)
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Pted samotnou vyménou pasek bylo potieba vypnout vSechny lapace, aby nedochézelo
ke zkreslovani dat. Pouzité pasky byly ulozeny do 1,5ml mikrozkumavek. Nové pasky

byly ptipraveny z oboustranné lepici Tesa pasky.
Ptiprava lapace (viz. Obr. 12):

Ocisténi ramen lapace ethanolem
Ptipevnéni Tesa pasky ve sméru otaceni
Odstranéni ochranné folie

Sefiznuti pasky na Sitku raminka (0,8 mm) za pomoci ziletky

o~ w0 DN e

Znovu piipevnéni lapace na silo

Obrazek 12: Piiprava lapaci: A —pfipraveni Tesa pasek ve sméru, odstranéni folie; B — sefiznuti pasky na tloustku
0,8 mm; C — upevnéni lapace na silo; D — umisténi lapace u zemé, vedle meteorologické stanice SIGNALIZATOR
(Amet, Velké Bilovice, CR) méfici teplotu, vlhkost vzduchu a ovlhcenti listi (foto: Dvotak, BorSov nad Vltavou,
srpen 2020)

Dilezitym faktorem pro tvorbu apothécii a askopor byla vzdusna vlhkost a teplo. Proto
byla nainstalovana meteorologicka stanice SIGNALIZATOR (viz. Obr. 12D.), ktera
veskeré tyto hodnoty zaznamenévala, aby posléze mohlo dojit k vyhodnoceni vlivu

pocasi na tvorbu askospor.
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3.2 Laboratorni prace

3.2.1 Izolace DNA DNeasy® Plant Mini Kit

K izolaci byl pouzit komer¢ni kit DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Nizozemsko)

jimz byly izolovany vSechny vzorky.

DNA jednoho odbéru byla vzdy izolovana ze dvou sbérnych prouzkd (o
rozmérech 50x0,8 mm). Pfed samotnou izolaci se vzorek musel zhomogenizovat
pomoci homogeniza¢nich kuli¢ek (1x wolframova a 20x sklenéna kulicka) ve 400 pl
AP1 pufru a4 ul RNase A. Disrupce probihala v homogenizatoru Millmix 20 (Domel
d.o.0., Zelezniki, Slovinsko) pii 30 Hz/2x60 s.

Zhomogenizovany vzorek se nechal inkubovat pfi 65 °C/ 10 minut z divodu
chemické disrupce bunécnych stén. Béhem inkubace bylo potieba vzorek 2 - 3X
obratit. Nasledn¢ se ptidalo 130 pl P3 pufru a nechalo se inkubovat 5 minut na ledé a
posléze centrifugovalo 5 minut pti 14 000 ot./min. Ziskany lyzat byl napipetovan do
QIAshredder kolon umisténych ve 2 ml zkumavkach. Takto premistény lyzat se
centrifugoval 2 minuty pii 14 000ot/min. Pritok byl pfenesen do nové zkumavky,
takovym zptisobem, aby nebyl porusen pelet. K pritoku byl piidan 1,5nasobek objemu
AWI1 pufru a promichano pipetovanim. 650 pl smési se piepipetovalo do kolony
DNeasy mini spin umisténé ve 2 ml sbérnych zkumavkach. Poté se odstfedovalo
1 minutu pti 8000 ot. / min. Priitok byl zlikvidovan a tento krok opakovéan 1 se zbyvajici
smési. Kolona byla vloZena do nové 2ml odbérné zkumavky, zaroven se ptidalo 500
ul AW2 pufru a centrifugovalo se 2 minuty pii 14 000 ot. /min. Kolona byla vlozena
do nové 1,5 ml mikrozkumavky, ptidalo se 100 ul AE pufru pro eluci, inkubovalo po
dobu 5 minut pii pokojové teploté. Nasledovala centrifugace po dobu 1 minuty pfi

8000 ot. / min.

MnozZstvi a €istota izolované DNA byla zmé&fena spektrofotometricky na BioSpec-

nano (Shimadzu corp., Japonsko) a nasledn¢ uchovana pfi teploté - 20 °C.
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3.2.2 Priprava plazmidu

Koncentrace DNA H.fraxineus se vyjadiovala jako pocet kopii cilové sekvence v 1 ul
templatové DNA pomoci absolutni kvantifikace. K ziskani téchto pocti byla pouzita
standartni kfivka na jejimz zaklad¢ se vypocitava mnozstvi neznamé cilové sekvence.
Pro vytvofeni standartni kiivky je zapotiebi vzorek o jiz znamé a presné koncentraci
na jejimz zakladu se vytvoii fedici fada. Pro tento ucel byly vyuzity vektory plazmidu
PCR ™ 2 1-TOPO® TA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) vlozené do bakterie

Escherichia coli (dale jen E.coli).

Izolace DNA z kultury

K izolaci DNA byla pouzita ¢ista kultura H.fraxineus. Pro klonovani do plazmidu byl
pouzit komer¢ni kit DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Nizozemsko), jehoZ protokol
byl popsén v ptedeslé kapitole 5.2.1. Izolace DNA DNeasy® Plant Mini Kit.

PCR

Po izolaci bylo zapotiebi Gsek, jenz mél byt vlozen do plazmidu E. coli, aplifikovat za
pomoci PCR. Tento krok se provadi za pouziti polymerdzy vytvaiejici ,,lepivé konce*
amplikonu z divodu snadnéjSiho a piesnéjSiho zabudovani inzertu do plazmidu.
Amplifikace DNA probihala v konvencnim termocykleru T3000 (Biometra,

Gottingen, Némecko).

Tabulka 2: SloZeni PCR reakce Green master mix

Reagencie (Green MM) Objem (ul)
PCR H20 (Top-bio s.r.o., Vestec, CR) 22
OneTag®Hot Start Quick-Load® 2X Master Mix with 25
Standart Buffer (New England Biolabs.inc, Ipswich, USA)

Primer CF F (10 uM) 1
Primer CF R (10 uM) 1
Extrahovana DNA 1
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PCR reakce probihala v objemu 50 pl. PCR reagencie byly prvné rozmrazeny,

promichany a smichény v fddném poméru (viz. Tab. 2). Pribéh PCR reakce je

viz. Tab. 3.

Tabulka 3: Pribéh PCR reakce Green master miX

Krok Teplota (°C) | Cas
1. Denaturace a aktivace 94 5 min
2. Denaturace 94 1 min
3. Annealing 60 1 min
4. Elongace 68 1 min

Cyklovani kroku (2—4) 30x
5. Zavérecna elongace 68 5 min
6. Chlazeni 4 o0

3.2.2.1 Vizualizace fragmenti

Produkty PCR reakce se vizualizovaly na 2 % agarézovém gelu v 1x TBE pufru

(Trizma base, kyselina borita, 0,5 M EDTA) z diivodu vybéru nejlepsiho vzorku. DNA

fragmenty byly obarveny za pomoci ethidium bromidu a spole¢né se 100 bp DNA

ladderem (velikostni marker) separovany v gelu pii 120 VV / 1 h. Gel se vyhodnocoval

za pomoci UV transluminatoru s UV svétlem o vlinové délce 312 nm (Shimadzu,

Kjoto, Japonsko), snimaciho kamerového systému a vyhodnocovaciho softwaru (viz.

Obr. 13).

Obrazek 13: Vizualizace amplifikont z PCR reakce na 2 % agar6zovém gelu v UV transluminatoru
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3.2.3 Klonovani inzertu do plazmidu

Precisténi PCR produktu

K precisténi byl pouzit protokol NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Taraka Bio,
USA). Jedna se o pfeciSténi za pomoci kolon, tudiz velice rychla a na pouziti snadna
metoda. Precisténi bylo provedeno za pouziti protokolu (piiloha 3.). Pro precisténi byl

veskery produkt pouzit ke klonovani.

Klonovani TOPO TA Cloning®

Ke klonovani byl pouzit protokol TOPO TA Cloning® a reagencie od spolecnosti
Invitrogen Corporation (USA). Cely proces klonovani se provadél v digestofi, aby

byla zajisténa sterilita a Cistota produktu.

V prvnim kroku byl inzert zabudovan do TOPO® vektoru. Reagencie byly
rozmrazeny, promichany pipetovanim a smichany pipetovanim, aby nedoslo K jejich
znehodnoceni, dle Tab. 4. Reakce byla posléze inkubovdna 5 minut pfi pokojové

teploté (cca 22-23 °C). Po uplynuti 5 minut byla reakce pfesunuta na led.

Tabulka 4: SloZeni klonovaci reakce

Reagencie Objem (ul)
PCR produkt 4
Solny roztok 1
TOPO® vektor 1
Finalni mnozstvi 6

Ke klonovani byly pouzity buinky Machl1™-T1R E. coli. K bunikkam E.Coli byly
pfidany 2 pl klonovaci reakce a cely mix byl jemné promichan. Po promichani byl mix
umistén do ledu a nechal se inkubovat 30 minut. Nésledné byl proveden tepelny Sok
ve 42 °C po dobu 30 s. Po tomto kroku bylo dtlezité, aby byly zkumavky okamzité
pfeneseny na led. Pridalo se 250 ul S.O.C. média. Zkumavka s médiem byla tfepana
vtiepaéce 1 h / 25 rpm. V této hodiné byly pfipraveny misky s LB agarem
obsahujici ampicilinem (InvivoGen, San Diego, USA). Byly ptfipraveny 3 misky pro

3 rizné mnozstvi. Na prvni misku bylo aplikovano 10 pl, na druhou 100 ul a na
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posledni zbytek. S.O.C. médium s E.Coli bylo rovnomérné rozetieno po misce s LB

agarem. Misky byly inkubovany v temnu oto¢ené dnem vzhuru pii 37 °C pfes noc (cca

10 h).

Druhy den byly misky vlozeny do lednice na teplotu 4 °C z diivodu zvyraznéni
modré a bilé barvy. K dalsi praci byly pouzity pouze bilé kolonie, které obsahuji
zakomponovany inzert (Obr. 14). Tyto kolonie se pifemistily do zkumavek s LB liguid
obsahujici ampicilin, aby doSlo k pomnoZeni bakterii. Zkumavky se umistily do

ttepacky, kde byly kultivovany 24 h /37 °C / 25 rpm.

Obrazek 14: Petriho misky s LB agarem a separovanymi koloniemi E.coli

V poslednim kroku byly zkumavky centrifugovany za tcelem oddéleni média od
bun¢k. Médium se zlikvidovalo, pelet byl resuspendovan 250 pl resuspendac¢niho

roztoku a premistén do mikrozkumavek.

¥ Wew

PreciSténi plazmidu a kontrola kvality pomoci PCR

Resuspendovany vzorek byl piecistén podle protokolu GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Scientific, Waltham, USA) (ptiloha 4.). Kontrola proveden¢ho klonovani
byla zajisténa pomoci PCR metody. Amplifikace DNA probihala v konvencnim
termocykleru T3000. Nasledné byly plazmidy uschovany v mrazicim boxu pii teploté

—20°C.
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Tabulka 5: SloZeni PCR reakce Green master mix

Reagencie (Green MM) Objem (ul)
PCR H0 (Top-bio s.r.0., CR) 22
OneTag®Hot Start Quick-Load® 2X Master Mix 25
with Standart Buffer (New England Biolabs.inc)

Primer MI3 F 1
Primer MI3 R 1
Extrahovana DNA 1

PCR probihala v objemu 50 pl. PCR reagencie byly prvné rozmrazeny, promichany a

smichany v fadném poméru (viz. Tab. 5). Prub¢h PCR reakce je viz. Tab. 6.

Tabulka 6: Pfubéh PCR reakce Green master mix

Krok Teplota (°C) | Cas
1. Denaturace a aktivace 94 5min
2. Denaturace 94 1 min
3. Annealing 55 1 min
4. Elongace 68 1 min

Cyklovani kroku (2—4) 30x
5. Zavérecna elongace 68 5 min
6. Chlazeni 4 o0

Vizualizace fragmenti

Produkty PCR reakce se vizualizovaly na 2 % agarézovém gelu v 1x TBE pufru
(Trizma base, kyselina borita, 0,5 M EDTA) z divodu vybéru nejlepsiho vzorku. DNA
fragmenty byly obarveny za pomoci ethidium bromidu a spole¢né se 100 bp DNA
ladderem (velikostni marker) separovany v gelu pii 120 V' / 1 h. Gel se vyhodnocoval
za pomoci UV transluminatoru s UV svétlem o vinové délce 312 nm., snimaciho

kamerového systému a vyhodnocovaciho softwaru.
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Obrazek 15: Vizualizace amplifikonti z PCR reakce na 2 % agarézovém gelu v UV transluminatoru

Posléze byl vybran nejlepsi vzorek. U toho bylo za pomoci Qubit™ fluorometru

(Invitrogen, Waltham, USA) (viz. Obr.16.) zjisténa koncentrace vyizolovaného

tTM

plazmidu. Kalibrace ptistoje Qubit'™ fluorometru a piiprava vzorku byla provedena

dle protokol (ptiloha 5.).

Obrazek 16: QubitTM fluorometru
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3.2.4 Real-time PCR

Real-time PCR byla provedena na pfistroji QuantStudio 6 Flex Real-time PCR Systém
(Applied Biosystems — Life Technologies, Waltham, USA) (viz. Obr. 17). Data se
analyzovala za pomoci programu QuantStudio Real-Time PCR Systém v1.3 (Applied
Biosystems — Life Technologies) a zpracovan i bylo provedeno v tabulkovém editoru
Microsoft Excel (Microsoft, USA).

Obrazek 17: Ptistroj pro Real-Time qPCR analyzu — QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System (Applied
Biosystems)

Reakce probihala ve 30 cyklech se zménou teplot 2 °C / s délkou fazi a teplotami
uvedenymi viz. Tab. 9. a s reagenciemi dle viz. Tab. 8. Primery a Tagman sonda byly
pouzity podle (Chandelier et al., 2010) viz. Tab. 7. Primery jsou specifické pro

H.fraxineus a ohrani¢uji fragment DNA o velikosti 81 bp.

Tabulka 7: Sekvence primeri a Tagman sondy (Chandelier et al., 2010)

Typ Zkratka | Sekvence

Forward primer Cf-F 5-CCCTTGTGTATATTATATTGTTGCTTTAGC-3’

Reverse primer Cf-R | 5'-GGGTCCTCTAGCAGGCACAGT- 3’

Tagman sonda Cf-S | 6-FAM -5"-TCTGGGCGTCGGCCTCGG- 3'- BHQ-1
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Tabulka 8: SloZeni Real-time PCR reakce

Reagencie Objem (ul)

Master mix 5

PCR H20 (Top-bio s.r.o., Vestec, CR) 1,9

Primer (20 uM 0,2

Primer (20 uM 0,2

TagMan sonda 0,2

Extrahovana DNA 3

Tabulka 9: Pribsh Real-time PCR reakce

Krok Teplota (°C) Cas
1. Denaturace a aktivace 95 10 min
2. Denaturace 95 10s
3. Annealing 60 30s
4. Elongace 72 1s

Cyklovani kroku (2—4) 40x
5. Chlazeni 4 0

Pro stanoveni vychoziho poctu molekul DNA v templatu se vyuzivaji standardy o

zndme koncentraci. Jako standart byl pouZit plazmid, do kterého byla vloZena

templatova DNA. Plazmid mél pocatecni koncentraci 2,5x10%, ktera byla nafedéna

pomoci desetinného fedéni na koncentraci 2,5x1072, aby doslo k pokryti celého spektra

koncentraci v odbérech. Za pomoci takto vytvorené kalibracni kiivky standardii byla

po porovnani hodnot Ct softwarem termocykleru stanovena koncentrace DNA vzorkl

(viz. Obr.18).
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Amplification Plot A
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Obrazek 18: Absolutni kvantifikace A) Amplifika¢ni kiivka B) Kalibra¢ni kiivka standardi o zname koncentraci
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4 Vysledky

Zralé plodnice H.fraxineus na listovych fapicich byly pozorovany od zacatku
cervence. V ramci diplomové prace bylo provedeno 10 odbérovych jednotek z lapact
spor, které¢ byly umistény v péti raznych vyskach. Odbéry byly provadény od 19.7
2020 do 6.8. 2020 (viz. Ptiloha 1.).

Hodnoty zjisténé pomoci qPCR byly pteneseny do grafu (viz Obr.19). Z grafu
(viz Obr.19) je patrné Ze koncentrace spor se exponencialné snizuje se stoupajici

vyskou.

200 300 400 500 600
| | | | |

CN - pocet kopii cilového Useku DNA

100
|

= 4 =

10 20 30 40 50

Vyska [v m]

Obrazek 19: Graf namétenych hodnot
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Z naméfenych hodnot byl vytvofen semilogaritmickych graf zndzornujici vliv
vysky na koncentraci DNA v priitbéhu jednotlivych odbérovych dnii. Pfedpokladem
bylo, Ze koncentrace by méla s vySkou klesat. Jak je vidét na semilogaritmickém grafu
(viz Obr.20) k poklesu hodnot s rostouci vyskou opravdu dochéazi. Ovsem jak je z
grafu (viz Obr.20) taktéz patrné, v nékolika odbérech dochdzi k anomaliim (narast
koncentrace ve vyssim patie ¢i ,konkavni hrb*). Tato nepfesnost je zplsobena
predevsim aktivitou ventilator ve vyssich patrech sila. Pfredevsim v dobé zacatku zni
byla aktivita mnohonasobné vyssi, coz je nejpatrnéj$i na odbérech z 2.8. a 4.8.
Z tohoto ditvodu byla data zptsobujici anomalie vypusténa, aby se nasledn¢ snizila

chyba modelu.

23
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27 23
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8 5
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Obrazek 20: Semilogaritmicky graf z naméfenych hodnot
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-2
|

Vyska [v m]

Obrazek 21: Semilogaritmicky graf z naméfenych hodnot po vymazani dat zptsobujici anomalii

Po vypusténi dat zptisobujici nepiesnosti z grafu (viz. Obr.21) vyplyva, Ze namétena
data vykazuji pfiblizn€ linearni pribéh se zapornym sklonem (tzn. Linedrni pokles).
Z tohoto grafu (viz. Obr.21) je zfejmé, Ze s vySkou/vzdalenosti od zdroje dochazi
K vyraznému prudkému poklesu pocétu kopii cilového useku DNA. Pavodné
navrhovany exponencialni model zalozeny na diferencialni rovnici vzhledem k povaze

dat nezkonvergoval. Z toho divodu byl vyuzit jednodussi exponencialni model, ktery

ma tvar:
CN = By exp(—B1h)
Kdy B, B1 jsou odhadované regresivni koeficienty, h je vyska v metrech,

K vysledkiim odhadu nelinearniho regresivniho modelu odhadnutého prostfednictvim
Gaussovo-Newtonovo itera¢niho algoritmu byla vyuzita procedura nls. Numerické

feSeni bylo ziskano prostfednictvim R 4.0.3.
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Odhadnuty Regresivni model je tedy mozné zapsat ve tvaru:
CN = 164,6276 exp(—0.1679 - h)

Pribéh odhadnutého exponencidlniho nelinearniho regresivniho modelu je
zachycen na nize uvedeném grafu (Viz. Obr. 22). Tento model odhaduje tzv. stiedni
uroven zavislé promeénné pii raznych arovnich nezavislé (v tomto ptipadu vyska).

Jedna se tedy o primérnou troveit CN v rtiznych vyskach.

200 300 400 500 500
I I I I |

CN - poéet kopil cilového Useku DNA

100
I

Vyska [v m]

Obrazek 22: Graf naméfenych hodnot — doplnén o odhadnuty nelinearni regresni model (Cervena kiivka)
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5 Diskuse

Ve své praci jsem se zamétil na detekci spor ve vyssSich vzdusnych hladinach, nez
Vv jakych byly spory H.fraxineus doposud popisovany. Jiz dfive byly publikovany
studie, které se zabyvaly pfenosem spor patogenil pomoci vétru (Brown a Hovmell,
2002). Pienosem askospor H.fraxineus se zabyva napf. prace publikovana
Chandelierem a kolegy v roce 2014 (Chandelier et al., 2014). Hlavnim pfedmétem
vyzkumu byl zde horizontalni pfenos spor do vzdalenosti cca 50 m. Odbéry byly
provadény v rozmezi 0,5 m — 3 m nad zemi. Béhem tohoto vyzkumu bylo potvrzeno,
7ze mnozstvi H.fraxineus se vzristajici vySkou nad zemi klesa. Pro lepsi pochopeni
infekce v korunach vysokych stromti bylo doporu¢eno méfeni koncentraci spor ve
vyskach nad 3 m (Chandelier et al., 2014).. K méfeni koncentraci spor v této praci byla
pouzita stejnd metodika jako aplikoval Chandelier s kolegy v roce 2014 (Chandelier
et al., 2014). Pokud vime, toto je prvni piipad, kdy se podatilo detekovat H.fraxineus

ve vysce 50 m.

Ke sbéru spor byly pouzity aktivni lapace ROTTRAP 52 s rotujicimi raménky.
Na rozdil od spadovych lapaci, lapace s rotujicimi raménky jsou schopny vzorkovat
vetsi objemy vzduchu za jednotku ¢asu a jsou necitlivé pro zmény rychlosti vétru
(Aylor, 1993). Uspé&snost sbéru spor u lapaci s rotujicimi raménky zavisi na velikosti

spor (Edmonds,1972).

Detekce inokula probéhla ve v§ech odbérem z ¢ehoz 1ze usuzovat, Ze Slo o obdobi,
kdy patogen sporuloval, coz souhlasi s tdaji autori Dvorak a kol. (Dvotdk et al.,
2015). Jak udava ve své studii Dvotak a kol. (Dvorak et al., 2015) patogen H.fraxineus
se ve vzdusném inokulu nachdzi od zafatku dubna do konce fijna. Nejvétsi
koncentrace spor ve vzduchu je v Ceské republice dosazena v priibéhu srpna. Toto
rozmezi je tfeba brat s jistou rezervou, protoze se kazdy rok muze ménit s ohledem na
pocasi (Chandelier et al, 2014). Pro rist apothecii a uvoliovani askospor je klicova
vlhkost prostiedi (Brook, 1969; Villalta et al., 2002). Dulezitou roli mize také hrat
ranni rosa, ktera chrani askospory pfed vysychanim (Hietala et al., 2013). Tyto
predikce ve své praci potvrdil Dvoték a kol. (Dvorak et al., 2015), a proto bylo jiz
pfed zapocetim a samoziejmé pak v pribéhu celého experimentu pocasi podrobné

monitorovano (viz. Ptiloha 2.). JiZz na zac¢atku cervence bylo objeveno vétsi mnozstvi
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apothecii v misté planovaného experimentu a diky naslednému ptiznivému pocasi byl

pokus zapocat 19.7.2020.

Z analyzy vysledkt bylo potvrzeno, Ze koncentrace askospor H.fraxineus se
stoupajici vyskou klesa. Dulezitym vysledkem je, ze se askospory nachézi i ve vysce
48,06 m. Diky tomuto zjisténi lze predpokladat, ze se askospory mohou Sifit na
podstatné vétsi vzdalenost, jelikoz ve vysSich vyskach je mohou zachytit vzdusné
proudy a znacné tak posunout hranici jejich doletu. Toto zjiSténi podporuje teorii
pfemitajici o zavleceni choroby do Velké Britanie z kontinentalni Evropy za pomoci
vétru (Freer-Smith a Webber, 2017). Ptvodné byl jako zdroj zavleCeni patogenu
H.fraxineus do Velké Britanie oznacen dovoz sazenic z Nizozemska v letech 2011
(EPPO Global Database, 2012; Sansford, 2013), ov§em postupem cCasu se zjistilo, ze
nemoc se ve Velké Britanii objevila daleko diive (Sansford, 2013; Clark a Webber,
2017; Wylder et al., 2018). Diky modelovani, které bylo provedeno za tcelem
vyhodnoceni moznosti ptenosu askospor z kontinentalni Evropy do Velké Britanie se
doslo k zavéru, Ze mezi lety 2008-2011 existovalo nejméné 100 dni, béhem nichz byly
environmentalni podminky (smér vétru, vlhkost, srazky) naklonény tomuto pienosu a
mohli se timto dostat do vychodni a jihovychodni ¢asti Britskych ostrovt (PostBOX,
2012). Teorii o ptenosu askospor vzduchem podporuje i fakt, Ze vétSina ptivodné
infikovanych stromil se nachéazela v jihovychodni a vychodni ¢asti Britskych ostrovii
(Clark a Webber, 2017; Carroll, 2020). Co se ovSem tyce pienosu zivotaschopnych
spor houbovych patogent na velké vzdalenosti (> 100 km) dle Browna a Hovmella
(Brown a Hovmell, 2002) to mozné je. Pfedevsim tlustosténné spory napf. spory rzi,
jsou témto pienosum velice dobie prizptisobeny (Brown a Ogle, 1997). Naopak
askospory H.fraxineus jsou velice citlivé na vysychani, proto nemaji velkou
zivotaschopnost ve vzduchu (Gross et al., 2014). Z toho Ize vyvodit, Ze riziko pifenosu

na vétsi vzdalenosti je mizivé.

Z vysledkl lze vyvodit vztah mezi po€asim a koncentraci askospor. Jelikoz se
nekolik dna (15- 18.7.2020) pied zacatkem pokusu (19.7.2020) teplota pohybovala
okolo 20°C a byly casté prehanky. Diky zvySené vlhkosti a teploté okolo 20°C byly
tedy idedlni podminky prostfedi pro rozvoj apothecii H.fraxineus. Nasledujicich
nékolik teplych dnd (19- 23.7.2020) umoznilo apotheciim f4dn€ dozrat. Zrani bylo
podpofieno stale trvajici vlhkosti z pfedchozich dnli zplisobené desti. BEhem odbért

od 25.7.2020 az do 4.8.2020 dochazelo ke sniZzovani koncentraci lapenych spor
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z diivodu dlouho trvajiciho sucha. Jak jiz bylo zminéno diive, uvoliiovani askospor
Z apothecii je zavislé na vlhkosti. Ke zvySeni koncentrace doslo pii poslednim odbéru
6.8.2020. Diivodem byly destivé dny 3-4.8 2020 a slunny den 5.8.2020. Dle Dvotaka
(Dvorak et al., 2015) piizemni vlhkost ovlivituje uvolnéni askospor se zpozdénim 1-2

dny, coz odpovida i vysledkiim této prace.

Vysledky taktéz poukazuji na jistou nelinedrnost v méteni. Anomalie jsou vidét
predevS§im mezi lapadem ¢. 2, lapa¢em ¢. 3 a lapadem ¢. 4. Tato nelinearnost je
pravdépodobné zplisobena ventildtory umisténymi pod poslednim lapacem ¢. 5.
Z téchto ventilatort proudily prachové Castice, které byly zachytavany lapaci, a tudiz
sniZzovaly schopnost zachytu spor. Problém se zahlcenim lapact kvili pylu ve své
praci fesila taktéz Botella et al. (2019). Ptikladem takto znehodnoceného odbéru jsou
odbérové dny 2. 8. a 4. 8., kdy doslo ke kombinaci n€kolika negativnich faktort.
Prvnim faktorem bylo dlouho trvajici sucho, coz mélo za nasledek snizené uvoliiovani
askospor. A druhym faktorem byly zacinajici zn€. Z toho divodu bylo vytizeni sila
daleko vétsi a ventilatory vypoustély daleko vice necistot. Z téchto divodia byly
nékteré¢ naméiené hodnoty vyrazeny pfi statistické analyze stanoveni pribéhu

odhadnutého exponencialniho nelinearniho regresivniho modelu.

Pro stanoveni podrobné¢jSiho modelu pribéhu odhadnutého exponencidlniho
nelinearniho regresivniho modelu bohuzel nemame dostate¢né mnozstvi dat z dvodu
omezenosti pfidélenych financnich prostfedkt. Znasobenim odbért by se dal sestavit
model, ktery by vypocital mnozstvi inokula v urcité vysce na zakladé toho, kolik je
inokula u zem¢. Nebot’ souc¢asny model nerespektuje fluktuaci mnozstvi inokula u
zem¢. DalSim dilezitym faktorem je velikost zdroje. Ponévadz se nejedna o bodovy
zdroj, nelze aplikovat metodu spadu pevnych ¢asti uzivanou u kominti. Déle by bylo
zapotifebi méfit smér a silu vétru. V této praci byl faktor vétru zanedban. AvSak smér

vétru byva v lokalité pfevazné severozapadni a zdroje inokula jsou tim smérem vSude.
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Zavér

V diplomové praci byla studovana koncentrace spor patogenu H.fraxineus ve
vzduchovém sloupci, které byly zachyceny pomoci lapact umisténych na obilném silu
Vv BorSové nad Vltavou. Analyza koncentrace spdér probihala pomoci absolutni
kvantifikace DNA spor zachycenych na lapacich metodou qPCR. Z vysledku plyne,
ze se vzrustajici vyskou vyskyt spor patogenu H.fraxineus ve vzduchovém sloupci
klesa, coz je vsouladu s predikovanou hypotézou. Ze ziskanych dat byla dale
zkonstruovana funkce pro prabéh odhadnutého exponencidlniho nelinearniho
regresivniho modelu. Za pomoci této funkce byl vypocitan piiblizny pocet kopii
cilového tiseku DNA (CN) v riznych vyskach, kde byly umistény lapace spor. Dale

byla popsana souvislost mezi dozravanim askospor a apothecii a ménicim se pocasim.

Vysledky prace prispivaji k detailn€jSimu a hlubs§imu pochopeni ptenosu
askospor za pomoci vétru. Z vysledktu vyplyva, ze spory H.fraxineus jsou schopny
dostat se do vysky okolo 50 m, a tudiz se mohou S$ifit vzdusnymi proudy do velkych

vzdalenosti od mista svého ptivodniho vyskytu.
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P¥ilohy

Den Nazev vzorku | Nazev statistika Patra Vyska CN
19.07.2020| 1197 19 Pfizemi |0,3 10,059
19.07.2020| 2197 19 3. 13,84 2,066
[1907.2000[317 18 Je.  [2509 [079% |
19.07.2020 | 4197 19 9. 36,57 1,113
19.07.2020| 5197 19 12. 48,06 0,843
21.07.2020| 1217 21 Pfizemi |0,3 188,682
l2107.2020[2217 (22 [s. [1384 [2059 |
21.07.2020| 3217 21 6. 25,09 2,009
21.07.2020| 4217 21 9. 36,57 1,396
21.07.2020| 5217 21 12. 48,06 0,736
23.07.2020| 1237 23 Pfizemi 10,3 444,826
23.07.2020| 2237 23 3. 13,84 50,109
23.07.2020| 3237 23 6. 25,09 25,847
23.07.2020| 4237 23 9. 36,57 17,897
23.07.2020| 5237 23 12. 48,06 8,367
25.07.2020| 1257 25 Pfizemi 10,3 9,831

25.07.2020 | 4257 25 9. 36,57 0,165
25.07.2020 | 5257 25 12. 48,06 0,03
27.07.2020 | 1277 27 Pfizemi |0,3 74,887

27.07.2020 | 4277 27 9. 36,57 7,255
27.07.2020| 5277 27 12. 48,06 8,409
29.07.2020 | 1297 29 Pfizemi |0,3 5,547
29.07.2020| 2297 29 3. 13,84 3,258
29.07.2020 | 3297 29 6. 25,09 0,36
2007.2020(4207  Jas  fo.  [s657 [oosm
29.07.2020| 5297 29 12. 48,06 0,259
31.07.2020 | 1317 31 Pfizemi |0,3 16,027
31.07.2020 | 2317 31 3. 13,84 3,169

31.07.2020

3317

6.

25,09

0,97

|
|

04.08.2020 | 148

Prizemi

0,3

0,254
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Den Nazev vzorku | Nazev statistika Patra Vyska CN

04.08.2020 | 348 4 6. 25,09 0,1
04.08.2020 | 448 4 9. 36,57 0,034
04.08.2020 | 548 4 12. 48,06 0,018
06.08.2020 | 168 6 Pfizemi 0,3 659,063
06082020(268 |6 [3  [138 [0
06.08.2020 | 368 6 6. 25,09 0,282
06.08.2020 | 468 6 9. 36,57 0,153
06.08.2020 | 568 6 12. 48,06 0,03

Priloha 1: Odbéry vzorkt, nazev vzorku béhem qPCR, nazev vzorku ve statistickém vyhodnoceni, pozice lapace
(patro, vyska), pocet kopii DNA ve vzorku; Cervené jsou oznaceny vzorky, které byly z divodu anomalie vyfazeny
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Den Teplota (°C) | Srazky (mm)
01.07.2020 |31 0
02.07.2020 | 26 1,4
03.07.2020 | 24 0
04.07.2020 | 26 0
05.07.2020 | 28 0
06.07.2020 | 26 0
07.07.2020 | 21 0
08.07.2020 | 26 0,3
09.07.2020 | 28 0,3
10.07.2020| 33 23,3
11.07.2020| 18 11,5
12.07.2020| 22 0,1
13.07.2020 23 0
14.07.2020 | 24 0
15.07.2020 25 1
16.07.2020| 18 3,3
17.07.2020| 20 1,4
18.07.2020| 16 21,9
19.07.2020 | 25 0,1
20.07.2020| 28 1,8
21.07.2020 | 25 0,8
22.07.2020| 27 0,1
23.07.2020| 27 0
24.07.2020| 27 0,1
25.07.2020| 27 0
26.07.2020| 26 0
27.07.2020| 28 0
28.07.2020 |33 0
29.07.2020| 28 0
30.07.2020 | 30 0
31.07.2020 | 30 0
01.08.2020 | 32 0
02.08.2020 | 26 0
03.08.2020 | 18 17,5
04.08.2020 | 15 17,6
05.08.2020 | 22 0
06.08.2020 | 27 0,1

Priloha 2:Prubéh pocasi pied a béhem odbéru;

srazky i teplo jsou uvedeny jako denni primeéry
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NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

5 Protocols
5.1 PCR clean-up

The following protocol is suitable for PCR clean-up as well as DNA concentration and
removal of salts, enzymes, etc. from enzymatic reactions (SDS < 0.1 %).

Before starting the preparation:

e Check if Wash Buffer NT3 was prepared according to section 3.

1 Adjust DNA binding condition

2 vol NTI
For very small sample volumes < 30 uL adjust the +1 v‘gl) samp‘::r
volume of the reaction mixture to 50-100 uL with water.

It is not necessary to remove mineral oil.

Mix 1 volume of sample with 2 volumes of Buffer NTI
(e.g., mix 100 pL PCR reaction and 200 uL Buffer NTI).

Note: For removal of small fragments like primer dimers
dilutions of Buffer NTI can be used instead of 100 %
Buffer NTI. Please refer to section 2.3.

2 Bind DNA

Place a NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column ERSSINIDI
into a Collection Tube (2 mL) and load up to 700 pL i
sample.

Centrifuge for 30 s at 11,000 x g. Discard flow-through

and place the column back into the collection tube. ¢S 1000xg

30s
Load remaining sample if necessary and repeat the
centrifugation step.

3 Wash silica membrane

= +7 L NT.
Add 700 pL Buffer NT3 to the NucleoSpin® Gel and 7001 4
PCR Clean-up Column. Centrifuge for30 s at 11,000 x g.
Discard flow-through and place the column back into the

collection tube. ¢S 11,000xg
30s

minimize chaotropic salt carry-over and improve Aygy/

Recommended: Repeat previous washing step to ‘E" + 700 pL NT3
Asgo values (see section 2.7 for detailed information). &

e 11,000 x g
30s

Priloha 3: (1/2) Piecisténi PCR produkti pied klonovanim




Dry silica membrane

Centrifuge for 1 min at 11,000 x g to remove Buffer NT3
completely. Make sure the spin column does not come in
contact with the flow-through while removing it from the
centrifuge and the collection tube.

Note: Residual ethanol from Buffer NT3 might inhibit
enzymatic reactions. Total removal of ethanol can be
achieved by incubating the columns for 2-5 min at 70 °C
prior to elution.

¥

€S> 11,000x g
1 min

Elute DNA

Place the NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column
into a new 1.5 mL microcentrifuge tube (not provided).
Add 15-30 pyL Buffer NE and incubate at room
temperature (18-25 °C) for 1 min. Centrifuge for 1 min
at 11,000 x g.

Note: DNA recovery of larger fragments (> 1000 bp) can
be increased by multiple elution steps with fresh buffer,
heating to 70 °C and incubation for 5 min. See section
2.6 for detailed information.

Priloha 3: (2/2) Ptecisténi PCR produkti pted klonovanim

- +15-30 uL NE

RT
1 min

11,000 x g
1 min
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Protocol A. Plasmid DNA purification using centrifuges

Step

Procedure

Resuspend the pelleted cells in 250 uL of the Resuspension Solution. Transfer
the cell suspension to a microcentrifuge tube. The bacteria should be resuspended
completely by vortexing or pipetting up and down until no cell clumps remain.

Note. Ensure RNase A has been added to the Resuspension Solution (as described on p.3)

Add 250 uL of the Lysis Solution and mix thoroughly by inverting the tube
4-6 times until the solution becomes viscous and slightly clear.

Note. Do not vortex to avoid shearing of chromosomal DNA. Do not incubate for more than 5
min to avoid denaturation of supercoiled plasmid DNA.

Add 350 pL of the Neutralization Solution and mix immediately and thoroughly
by inverting the tube 4-6 times.
Note. It is important to mix thoroughly and gently after the addition of the Neutralization Solution

to avoid localized precipitation of bacterial cell debris.
The neutralized bacterial lysate should become cloudy.

Centrifuge for 5 min to pellet cell debris and chromosomal DNA.

Transfer the supernatant to the supplied GeneJET spin column by decanting or
pipetting. Avoid disturbing or transferring the white precipitate.
Note. Close the bag with GeneJET Spin Columns tightly after each use!

Centrifuge for 1 min. Discard the flow-through and place the column back into the
same collection tube.

Note. Do not add bleach to the flow-through, see p.8 for Safety Information.

7
for
EndA+
strains
only

Optional: use this preliminary washing step only if EndA+ strains which have high
level of nuclease activity are used.

Wash the GeneJET spin column by adding 500 uL of Wash Solution | (#R1611,
diluted with isopropanol) and centrifuge for 30-60 sec. Discard the flow-through.
Note. This step is essential to remove trace nuclease activity.

Add 500 uL of the Wash Solution (diluted with ethanol prior to first use as
described on p.3) to the GeneJET spin column. Centrifuge for 30-60 seconds and
discard the flow-through. Place the column back into the same collection tube.

Repeat the wash procedure (step 8) using 500 pL of the Wash Solution.

10

Discard the flow-through and centrifuge for an additional 1 min to remove residual
Wash Solution. This step is essential to avoid residual ethanol in plasmid preps.

1

Transfer the GeneJET spin column into a fresh 1.5 mL microcentrifuge tube (not
included). Add 50 pL of the Elution Buffer to the center of GeneJET spin column
membrane to elute the plasmid DNA. Take care not to contact the membrane with
the pipette tip. Incubate for 2 min at room temperature and centrifuge for 2 min.
Note. An additional elution step (optional) with Elution Buffer or water will recover residual DNA
from the membrane and increase the overall yield by 10-20%.

For elution of plasmids or cosmids >20 kb, prewarm Elution Buffer to 70°C before applying to
silica membrane.

12

Discard the column and store the purified plasmid DNA at -20°C.

Priloha 4: Piecisténi plasmidu po klonovani pomoci GeneJET spin Columns
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1.1 Set up the required number of 0.5-mL tubes for standards and samples. The Qubit®”
ssDNA Assay requires 2 standards.

Note: Use only thin-wall, clear, 0.5-mL PCR tubes. Acceptable tubes include Qubit®
assay tubes (Cat. no. Q32856) or Axygen® PCR-05-C tubes (part no. 10011-830).

1.2 Label the tube lids.

Note: Do not label the side of the tube as this could interfere with the sample read.
Label the lid of each standard tube correctly. Calibration of the Qubit® Fluorometer
requires the standards to be inserted into the instrument in the right order.

1.3 Prepare the Qubit” working solution by diluting the Qubit” ssDNA Reagent 1:200 in
Qubit"® ssDNA Buffer. Use a clean plastic tube each time you prepare Qubit® working
solution. Do not mix the working solution in a glass container.

Note: The final volume in each tube must be 200 pL. Each standard tube requires 190 uL
of Qubit” working solution, and each sample tube requires anywhere from 180-199 uL.
Prepare sufficient Qubit” working solution to accommodate all standards and samples.
For example, for 8 samples, prepare enough working solution for the samples and
2 standards: ~200 puL per tube in 10 tubes yields 2 mL of working solution (10 uL of
Qubit® reagent plus 1990 uL of Qubit® Buffer).

1.4 Add 190 uL of Qubit® working solution to each of the tubes used for standards.

1.5 Add 10 pL of each Qubit® standard to the appropriate tube, then mix by vortexing
2-3 seconds. Be careful not to create bubbles.

Note: Careful pipetting is critical to ensure that exactly 10 uL of each Qubit® standard is
added to 190 pL of Qubit® working solution.

1.6 Add Qubit® working solution to individual assay tubes so that the final volume in each
tube after adding sample is 200 pL.

Note: Your sample can be anywhere from 1-20 uL. Add a corresponding volume of
Qubit® working solution to each assay tube: anywhere from 180-199 pL.

1.7 Add each sample to the assay tubes containing the correct volume of Qubit” working
solution, then mix by vortexing 2-3 seconds. The final volume in each tube should be
200 pL.

1.8 Allow all tubes to incubate at room temperature for 2 minutes.

Priloha 5: Kalibrace pfistroje Quibit a piiprava vzorkl pfed méfenim koncentrace
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