Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta lesnicka a drevarska

Katedra ochrany lesa a entomologie

Fakulta lesnicka
a drevarska

Vliv faktori prostiredi na Sifeni patogeni rodu
Phytophthora v olSovych porostech na vybranych
plochach

Diplomova prace

Autor: Be. Johana Sindelafova

Vedouci prace: doc. Ing. Vitézslava PeSkova, Ph.D.

© 2023 CZU v Praze



CESKA ZEMEDELSKA UNIVERZITA V PRAZE

Fakulta lesnicka a dfevarska

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Bc. Johana Sindelafova

Lesni inZzenyrstvi
Lesni inZenyrstvi

Nazev prace

Vliv faktora prostfedi na Sifeni patogenti rodu Phytophthora v olSovych porostech na vybranych plochach

Nazev anglicky

Influence of environmental factors on distribution of Phytophthora pathogens in alder riparian stands
from selected plots

Cile prace

Cilem diplomové prace je zhodnoceni zdravotniho stavu olSovych porostl na vybranych tocich povodi
Vltavy, vyhodnoceni faktort prostfedi, izolace a identifikace jednotlivych druht rodu Phytophthora.
Metodika

Diplomova préce se bude zabyvat rozsifenim patogennich organism rodu Phytophthora a jejich vlivem na
zdravotni stav vybranych olSovych porostii v rdmci povodi Vitavy. Zejména Phytophthora xalni zpGsobuje
v poslednich letech vyznamné Skody v porostech olsi. Pro identifikaci patogenu je nutné provést izolaci
z napadenych pletiv a determinovat druh patogenu metodami molekularni biologie.

Vyzkumné prace budou probihat na plochach zaloZzenych v biehovych porostech povodi Vitavy. BEhem ve-
getacni sezony bude provedeno zhodnoceni jednotlivych parametri véetné zdravotniho stavu olsi a irovné
defoliace. Na vybranych plochach budou odebirany vzorky ptidy a vzorky napadeného pletiva, které budou
nasledné zpracovany v laboratofi za ucelem ziskani Cistého izolatu patogenu rodu Phytophthora. Identifi-
kace druhu pomoci metody PCR a dale sekvenovani probéhne ve spolupraci s externim pracovistém.

Zjisténé vysledky budou statisticky zpracovany a bude provedeno vyhodnoceni napadeni ol3i plisni olSovou
v zdvislosti na faktorech prostiedi.

Harmonogram

Duben — zaFi 2020 — zaloZeni novych pokusnych ploch, odbéry a izolace vzorkd, sbér dat v terénu
Rijen — prosinec 2020 — izolace a determinace patogenu v laboratofi, zpracovani ziskanych dat
Leden 2021 — predlozenti literarni reSerSe a zpracovanych dat ke kontrole

Bfezen 2021 — predloZeni vysledki a diskuze diplomové prace

Oficidlni dokument * Ceska zemé&d&lska univerzita v Praze * Kamycka 129, 165 00 Praha - Suchdol



Doporuceny rozsah prace
50-60

Kli¢ova slova
ol3e lepkava, Phytophthora xalni, Phytophthora spp., brehové porosty, izolace patogenu

Doporuéené zdroje informaci

Bjelke U., Boberg J., Oliva J., Tattersdill K., McKie B. G., Diez J., et al. 2016. Dieback of riparian alder caused
by the Phytophthora alni complex: projected consequences for stream ecosystems. Freshwater
Biology, 61(5): 565-579.

Cerny K., Strnadova V. 2010. Phytophthora Alder Decline: Disease Symptoms, Causal Agent and its
Distribution in the Czech Republic. Plant Protection Science, 46(1): 12-18.

Cerny K., Strnadova V. 2012. Winter survival of Phytophthora alni in aerial tissues of black alder. Journal of
Forest Science, 58(7): 328-336.

Jung T., Blaschke M. 2004. Phytophthora root and collar rot of alders in Bavaria: distribution, modes of
spread and possible management strategies. Plant Pathology, 53: 197-208.

Jung T., Orlikowski L., Henricot B., Abad-Campos P., Aday A. G., Aguin Casal O. et al. 2016. Widespread
Phytophthora infestations in European nurseries put forest, semi-natural and horticultural
ecosystems at high risk of Phytophthora diseases. Forest Pathology, 46(2): 134-163.

ORwald W., Fleischmann F., Rigling D., Coelho A. C., Cravador A., Diez J., et al. 2014. Strategies of attack
and defence in woody plant- Phytophthora interactions. Forest Pathology, 44(3): 169-190.

Romportl D., Chumanova E., Havrdova L., Peskova V., Cerny K. 2016. Potential risk of occurrence of
Phytophthora alni in forests of the Czech Republic. Journal of Maps, 12: 5 s.

Predbéiny termin obhajoby
2020/21 LS - FLD

Vedouci prace
doc. Ing. Vitézslava Peskova, Ph.D.

Garantujici pracovisté
Katedra ochrany lesa a entomologie

Konzultant
Ing. Markéta Machacova

Elektronicky schvédleno dne 25. 5. 2020 Elektronicky schvaleno dne 18. 10. 2020
prof. Ing. Jaroslav Holusa, Ph.D. prof. Ing. Rébert Marusak, PhD.
Vedouci katedry Dékan

V Praze dne 04. 03. 2023

Oficialni dokument * Ceska zem&d@lska univerzita v Praze * Kamycka 129, 165 00 Praha - Suchdol



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci "Vliv faktori prostfedi na Sifeni patogenu
rodu Phytophthora v olSovych porostech na vybranych plochach" jsem vypracovala
samostatné pod vedenim vedouciho prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich
informacnich zdroju, které jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci
prace. Jako autorka uvedené diplomové prace dale prohlasuji, ze jsem v souvislosti
s jejim vytvorenim neporusil autorska prava tretich osob.

V Praze dne 5. dubna 2023




Podékovani

Rada bych touto cestou podekovala vedouci mé diplomové prace
doc. Ing. Vitézslavé Peskové, Ph.D. za jeji vedeni, velmi cenné rady, pfipominky, pomoc
a veskery Cas a také konzultantce Ing. Markété Machacové za ochotu, pomoc, skvély
pristup pfi konzultacich, a hlavné za Cas straveny pfi vyjezdech do terénu a pokusech
v laboratofich, pfi kterych mi byla velkou inspiraci. Velké dik patii Phytophthora
Research Centre za konzultace pfi zpracovani izolatd a pomoc s identifikaci jednotlivych
druhdi rodu Phytophthora. Dale bych chtéla podékovat Fakulté lesnické a dievaiské CZU
v Praze za moznost studovat obor, ktery jsem si zvolila a zejména d€kuji skvélym
vyucujicim.

V neposledni fadé dékuji svym blizkym a rodiné€ za nejen psychickou podporu.
Zvlasté velké dik patfi mamince a tatinkovi, ktefi pfi mné vzdy stali. Na zavér bych rada
podékovala Zdendovi a mému synovi za trpélivost. Pravé oni byli a jsou pro mé tou
nejvetsi motivaci a pohonem v zivot€ 1 béhem studia.



Vliv faktori prostiredi na Sifeni patogeni rodu
Phytophthora v olSovych porostech na vybranych
plochach

Abstrakt

V obdobi let 2019 az 2021 byl proveden monitoring zdravotniho stavu olSovych
porosti ve Stiednich Cechach na 20 lokalitach v povodi Vitavy. Byly hodnoceny
parametry — stupeni napadeni patogenem Phytophthora alni podle typickych ptiznak( na
kmenech stromi a dale aroven defoliace jako hlavni ukazatel zdravotniho stavu. Znamky
napadeni vykazovalo 15 z20 porostd. V téchto porostech byly odebrany vzorky
podkornich pletiv a pady k izolaci patogent rodu Phytophthora. Po kazdou hodnocenou
lokalitu byly zjiStény nasledujici parametry: Sife vodniho toku, vzdalenost kmene od
vodniho toku, primér kmene, vyska stromu, nadmoftska vyska, podil a pokryvnost olsi.

Vysledky prokazaly vyskyt Phytophthora xalni na 9 lokalitach a jednu pozitivni
izolaci Phytophthora uniformis ze vzorki odebranych z podkornich pletiv. Z pidnich
vzorku na 4 lokalitach byly izolovany dalsi druhy: Phytophthora plurivora, Phytophthora
lacustris a Phytophthora gallica. Z ostatnich oomycett byly ziskany dalsi ptidni patogeny
rodu Pythium a Phytopythium, které se rovnéz mohou podilet na odumirani olSovych
porostu.

V ramci tfiletého hodnoceni olSovych porosti bylo zjisténo zhorseni zdravotniho
stavu (stupen napadeni, uroven defoliace). Mezi nejvyznamnéjsi faktory prostiedi, které
mély vliv na napadeni porostd, byly vzdalenost stromu od vodniho toku, primér kmene
(= veék stromu), podil a pokryvnost ol§i. Déale byl pozorovan trend ve vyskytu
Phytophthora alni v souvislosti s nadmofskou vyskou a §itkou vodniho toku, ale vliv
téchto faktora nebyl statisticky prukazny.

Klicova slova: Phytophthora alni, Alnus glutinosa, faktory prostfedi, zdravotni stav,

izolace patogenu



Influence of environmental factors on distribution
of Phytophthora pathogens in alder riparian stands
in selected plots

Abstract

From 2019 to 2021, the health status of alder stands in Central Bohemian Region
was monitored at 20 sites in the Vltava River basin. The following parameters were
assessed - the degree of Phytophthora alni infestation according to typical symptoms on
tree trunks and the level of defoliation as the main indicator of health status. 15 out of 20
stands showed signs of infestation. Underbark tissues and soil samples were taken to
isolate Phytophthora pathogens in these stands. The following parameters were
determined for each site: width of the watercourse, the distance of the tree from the
watercourse, stem diameter, tree height, altitude, the proportion of alders and foliage
coverage of alders at the site.

The results showed the presence of Phyfophthora xalni at 9 sites and one positive
isolation of Phytophthora uniformis from samples taken from the underbark tissues. Other
species were isolated from soil samples at 4 sites: Phytophthora plurivora, Phytophthora
lacustris and Phytophthora gallica. Other oomycetes of the genus Pythium and
Phytopythium, which may also be involved in alder dieback, were recovered from the soil
samples.

A three-year assessment of alder stands revealed a deterioration in health status
(degree of infestation, level of defoliation). The most important environmental factors
that influenced the infestation were the distance of the tree from the watercourse, the
diameter of the trunk (= age of the tree), and the proportion and foliage coverage of alder
trees. There was also a trend in the occurrence of Phytophthora alni in relation to altitude
and watercourse width, but the influence of these factors was not statistically significant.

Keywords: Phytophthora alni, Alnus glutinosa, environmental factors, health status,

pathogen isolation
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1. Uvod a cil prace

OlSe (Alnus spp.) - olSe lepkava Alnus glutinosa (L.) Gaertn. a olSe Seda Alnus
incana (L). Moench nejsou povazovany v lesnim hospodafstvi za hlavni dieviny. Podle
Zpravy o stavu lesa a lesniho hospodaistvi Ceské republiky v roce 2021 ¢&ini jejich
soucasny podil v lesnich porostech pouze 1,7 %, pfesto jsou olSe v fadé lesnich typua
dfevinou nepostradatelnou. Vyznamna je jejich ekologie a schopnost rastu na lokalitach
s nadbytkem vody, kde jiné dreviny trpi stresem, také jejich funkce meliorac¢ni, kdy diky
schopnosti symbiotickych bakterii rodu Frankia a na dusik bohatému opadu pfispivaji
k vyhovujicimu cyklu dusiku a k urychleni dekompozicnich procesi. Olse lepkava i olse
Seda maji nezastupitelny, enormni vyznam pii zpeviiovani bfehti a ve spontanni
rekolonizaci bieht po disturbancich. Ol$e jsou velmi hojnou dievinou podél toka, kde
jejich husta sit’ kofenovych systému nabizi Ukryt pro bezobratlé i ryby.

V poslednich 22 letech jsou poskozovany biehové porosty patogenem
Phytophthora alni Brasier et S. A. Kirk (pliseri olSova). Jedna se o letalni fytoftorovou
hnilobu kofent a kofenovych krcku, ktera posSkozuje strukturu a funkce porostt olsi. Tato
choroba je povazovana za jeden z nejvyznamnéjSich introdukovanych patogena dievin,
ktera dokaze ménit charakter, strukturu a fungovani ekosystému v rozsahlych arealech.
V soucasné dobé je druh Phytophthora alni iroce rozsifen po celém uzemi CR a postupné
se stava trvalou slozkou ekosystémd s piitomnosti ol§e. V ramci CR byl jeho vyskyt
v lesich identifikovan na cca 50 % plochy lesnich porostu s olsi a ve spravé Povodi Vitavy
byl patogen zjiStén v bfehovych porostech vodnich toki o délce 6000 km.
Pravdépodobné pokryva 80 % celkové kilometraze vodnich tokd Vltavy a expanduje
smérem na vychod. V pfipad€ zanedbani rozvoje choroby, kterou tento organismus
zpusobuje, a jeho nasledné rozSifeni muze vést ke znaCnym Skodam v oblasti
vodohospodarstvi, lesnictvi a v ochrané pfirody. Situace muze byt komplikovana
s probihajici klimatickou zménou, tzn. ze vyssi teploty mohou ovliviiovat §ifeni patogenu
a tim i vy$i §kod zptusobenych na lesnich porostech.

Predlozena diplomova prace se zabyva rozsifenim patogennich organismi rodu
Phytophthora ajejich vlivem na zdravotni stav vybranych olSovych porosti v ramci
povodi Vltavy. Pro identifikaci patogent bylo nutné provést izolaci z napadenych pletiv
hostitele a determinovat druh patogenu metodami molekularni biologie. Cilem prace bylo
rovnéz ovérit hypotézu, zdali existuje priukazna zavislost mezi vlivy prostiedi (nadmotska
vyska, §itka vodniho toku, vzdalenost od vodniho toku a dal$i) a vyskytem napadeni.
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2. Literarni reSerse
2.1 Zakladni charakteristika rodu Phytophthora

Zastupci rodu Phytophthora patfi do taxonu eukaryotickych organismi,
superskupiny SAR, skupiny Stramenopiles, tfidy Peronosporomycetes (téz oomycety)
(ADL et al. 2012).

Rod Phytophthora byl poprvé popsan v roce 1876 Antonem de Barym (typovy druh
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary — pliseri bramborova). V pribéhu nasledujicich
desetileti byly popisovany dalsi druhy, tj. Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn)
J. Schroter, Phytophthora cinnamomi Rands, Phytophthora cambivora (Petri) Buisman
a do roku 1996 bylo znamo 58 druhti (ERWIN, RIBEIRO 1996). Zastupci tohoto rodu jsou
povazovany za nejvyznamnéj§i primarni rostlinné patogeny zpusobujici nemalé
ekonomické skody jak v Evropg, tak i po celém svéte. Tyto organismy jsou zodpoveédné
za hnilobu kofent, hnilobu krcku rostlin, rakoviny nebo odumirani celych porosti
(ERWIN, RIBEIRO 1996; TSAO 1990). Druhy rodu Phytophthora patii mezi nebezpecné
invazni organismy, které jsou bézné zavlékany s zivymi rostlinami napfic¢ kontinenty
a staty. Ve svych novych areédlech se nekontrolované sifi a pronikaji do pfirodnich lesnich
spoleCenstvech a ekosystému. Z druhii rodu Phytophthora, které zpusobuji znacné
ekonomické, environmentalni i jiné (napf. snizeni produkce, zvySeni eroze) Skody,
lze zminit napt. druhy Phytophthora alni (Evropa), Phytophthora cinnamomi (Austrélie,
jizni Evropa), Phytophthora ramorum (Severni Amerika, Irsko a Britské ostrovy),
Phytophthora lateralis (Severni Amerika), Phytophthora austrocedrae (Jizni Amerika)
a dalsi (CERNY et al. 2020; JUNG et al. 2000a).

Vyznamnou vlastnosti oomycet je jejich vazba na vodni prostiedi, kde jejich
nepohlavni rozmnozovani, které je zasadni pro §ifeni choroby, probihd. Z mycelia
vyrustaji sporangiofory, které nesou zoosporangia obsahujici dvoubicikaté pohyblivé
zoospory. V pletivech hostiteld a ve vnéjS§im prostiedi tyto organismy vytvaii také
pohlavni organy — sami¢i oogonia a samci antheridia. Pohlavnim procesem
(gametangiogamie) pak vznika oospora, ktera dokéaze v nepfiznivych podminkach prezit
fadu let (CERNY et al. 2020; NOVAK, SKALICKY 2017).

Zastupci tohoto rodu jsou morfologicky podobné houbam, ale ve srovnani
s pravymi houbami jsou druhy Phytophthora jedinecné tim, ze hlavni ¢ast zivotniho cyklu
jsou primarn¢ diploidni, zatimco pravé houby jsou haploidni. Na rozdil od hub je
jejich bunééna sténa tvorena celulozou a glukanem, nikoliv chitinem (JELINEK, ZICHACEK
2021).
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2.2 Phytophthora alni Brasier & S. A. Kirk

Phytophthora alni Brasier et S.A. Kirk (plisen olSova) je celosvétove
nejvyznamngj§im patogen olsi (Alnus spp.). Sifi se primamé vodou, napada kofenové
systémy olsi, které nasledné odumiraji a tim dochazi k poSkozeni stabilizacnich a
ekologickych funkci brehovych porostii (BJELKE et al. 2016). V anglické literatuie se
onemocnéni zpusobené timto patogenem oznacuje jako ,,Phytophthora disease of alder”
(BRASIER et al. 2004). V Ceské literatuie je mozné se setkat s vice oznaCenimi, z nichz
nejCastéji se uvadi ,,plisen olSova“, dale fytoftorova hniloba kofent a krcka olSi,

v

,fytoftorové onemocnéni ol3i“ nebo ,,krvaciva rakovina olsi“ (CERNY et al. 2013a).

Po objevu a prvni izolaci druhu Phytophthora alni se ukazalo, ze se jedna o okruh
heteroploidnich mezidruhovych hybridi neznamych druht ptibuznych Phytophthora
cambivora a Phytophthora fragariae a pravdépodobné pochazi z lesnich Skolek (BRASIER
et al. 1995, 1999). Po nasledném popisu druhu Phytophthora alni byla jeho variabilita
vramci druhu doCasné vyfeSena na urovni jednotlivych poddruht: Phytophthora
alni subsp. alni (Brasier & S. A. Kirk) (PAA — standardni forma), Phytophthora alni
subsp. uniformis (Brasier & S. A. Kirk) (PAU — Svédska varianta) a Phytophthora alni
subsp. multiformis (Brasier & S. A. Kirk) (PAM — némecka, nizozemska, anglicka
varianta) (BRASIER et al. 2004). Nehybridni druh PAU byl do Evropy introdukovan
ze Severni Ameriky (AGUAYO et al. 2013) a PAM, jehoz puavod a ptedci jsou stale
neznami, vznikl nejspiSe retikulaci nebo autopolyploidizaci (AGUAYO et al. 2016; I00S
et al. 2006) a v Cechach nebyl doposud izolovan.

Na zakladé vyzkumut a studii jaderné a mitochondrialni DNA se zjistilo, Ze
triploidni druh PAA vznikl vicenasobnou (vice nez 13x) hybridizaci mezi poddruhy PAU
a PAM nebo jejich predky (AGUAYO et al. 2016; BAKONYI et al. 2007; 100S et al. 2000).
Vysledkem téchto studii je reklasifikace poddruhtt PA4, PAU, PAM a jejich povyseni
na druhovou uroven: Phytophthora xalni, Phytophthora uniformis a Phytophthora
xmultiformis (HUSSON et al. 2015), které jsou soucasti komplexu Phytophthora alni.
Studie ukazuji, ze tyto druhy maji odli$né vlastnosti, napf. odolnost vi¢i mrazu a mohou
se liit mirou patogenity k ol§im (CERNY, STRNADOVA 2012; BRASIER, KIRK 2001). Druh
Phytophthora xalni je nejvice nebezpecny a velmi agresivni a rovnéz v Evropé §iroce
rozSifeny (BRASIER et al. 2004).

STEPANKOVA et al. (2013) provedli prizkum v Ceské republice (s vyjimkou
severovychodni Casti zemé), a jejich vysledky ukazaly znacnou prevalenci poddruhu
Phytophthora xalni, ktery v CR tvoii cca 88 % populace druhu. Zbylé izolaty (11,86 %)
byly uréeny jako Phytophthora uniformis a vyskyt Phytophthora xmultiformis zde nebyl
zaznamenan. Vyskyt Phytophthora xalni se soustfedoval na biehy Sirokych frek
v nizinach, také na brehy rybnika, na lokality v nizSich nadmortskych vyskach a prevazné
na jasanové ol§iny. Zatimco rozsiteni Phytophthora uniformis bylo omezeno spise na
malé vodni toky polozené v riznych nadmoiskych vyskach a rovné€z jasanové olSiny.
Tento vyskyt a Sifeni poddruhti koresponduje s vyznamnéjsi agresivitou Phytophthora
xalni (DE MERLIER et al. 2005; BRASIER, KIRK 2001), také s efektivnéj§i produkci
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sporangii tohoto poddruhu (CHANDELIER et al. 2000) a s vyS$$i mirou preziti zoospor ve
vodnim prostfedi (KONG et al. 2012).

2.2.1 Zivotni cyklus a morfologie patogenu

Plisen olSova je vazana na vodni prostiedi, kde probiha jeji nepohlavni zpisob
rozmnozovani. Podél tokt je hlavnim zdrojem infekce kofent a kofenovych kr¢kti vodni
inokulum. Zoosporangia vétSinou vznikaji pii teploté vody cca 15 °C. Ve vodé
se pohybuji volné plovouci dvoubicikaté zoospory, které se pohybuji bud pasivné
po proudu toku, ¢i aktivné pfi chemotaktickém vyhledavani svého hostitele. Zoospory
jsou chemotakticky pfitahovany riznymi aminokyselinami (glutamat, aspartat, asparagin
a glutamin) k jemnému kofenovému vlaseni olsi (CAHILL, HARDHAM 1994; DEACON,
DONALDSON 1993). Ukazalo se, ze zoospory se hromadi na specifickych mistech,
bud’ kde hostitel uvoliiuje nejvice zivin nebo kde je strom méné odolny vici patogenu
— napf. tam kde dochazi k rtistu kofene a v mistech poranéni (ZENTMYER 1961). Zoospory
uvolniované ze sporangii se prichycuji predevsim v oblasti kofenovych krckt vétSinou
ptes kofenové Spicky nebo i lenticely (JUNG, BLASCHKE 2004; GIBBS et al. 2003)
a na mista s naruSenou borkou a tam se encystuji (HARDHAM 2001). Zarodek, ktery
se vyvine z cysty, se zve€t§i a vytvoii tzv. prunikovou hyfu (OH, HANSEN 2007),
jez zpocatku roste intercelularné podél bunéénych stén. Poté dochazi ke kolonizaci
hyfovymi vlakny patogena az nekrotizaci vodivych pletiv (xylém, floém) rostliny,
na nichZz se pribézné zaCnou utvaret gametangia (pohlavni organy), které vétSinou
nevykli¢i. Az poté se ve vodnim prostiedi zaCnou na myceliu tvofit sporangiofory
se sporangiemi nesouci pohyblivé zoospory (CERNY et al. 2013a). V piipadé poskozeni
pletiva se u nékterych zastupct rodu Phytophthora zde muaze objevit i stadium klidovych
spor, tj. chlamydospory nebo oospory (PARKE et al. 2007; JUNG et al. 1996; MIRCETICH,
ZENTMYER 1966). Druh Phytophthora plurivora pteziva nepiiznivé podminky ve formé
oospor, naopak Phytophthora cactorum dokaze prezivat jak ve formé oospor,
tak 1 chlamydospor (MATHERON, MIRCETICH 1985). U druhu Phytophthora alni vétSina
pohlavnich organi nedozrava a oospory pravdépodobné vibec nekli¢i (Obr. 1).
Chlamydospory, které vznikaji nepohlavng, patogen nejspise nevytvaii (CERNY et al.
2013a).
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Obr. 1: Mycelium P. xalni a typicky ornamentované oogonium (foto: J. Sindelafova a M. Machacova)

Krom¢ tohoto nejbézné&jsiho zpusobu Sifeni parazita, existuji i dalsi zptusoby Sifeni
—vysadbou olsi z infikovanych Skolek, zalivkou kontaminovanou vodou ve Skolkach,
drenazemi, padni vodou, pii zaplavach, spolu s vysadbou ryb ze sadek s kontaminovanou
vodou, pii stavebnich a tézebnich pracich v infikovanych porostech, kontaminovanou
technikou, infikovanym vytézenym materialem, ale také napt. pii¢inou pohybu skotu
v fekach (REDONDO et al. 2015; CERNY et al. 2010).

Za hlavni obdobi aktivity patogenu je povazovano obdobi od konce jara az do pulky
podzimu. Optimalni podminky pro rust jsou teploty okolo 23-25 °C, nicméné patogen
dokéze prezit teploty okolo -5 az -7,5 °C. Pti nizkych teplotach se Phytophthora alni
rozmnozuje a §if jen velmi omezen& (CERNY et al. 2013b).

2.2.2 Vstupni mechanismy a reakce hostitelské dieviny

Phytophthora alni pronika do pletiv svych hostitelti nékolika zptisoby. Prvnim je
pfimé napadeni jemného kofenového vlaSeni vystaveného infekci patogenu. Studie
ukazaly, ze tyto zdroje infekce nejsou v prirodnich podminkéach pfili§ vyznamné. Zasadni
je zacatek infekce kotenl a kofenovych krcki, odkud se patogen §ifi pres vodiva pletiva
smérem ke kmeni stromu (LONSDALE 2003). Dal§im zpisobem je pfimé infikovani
hostitelskych druhti prostfednictvim lenticel, adventivnich kofent ¢i ran, kde patogen
napadne a nasledné znici kiru a floém (OBWALD et al. 2014). Pii studiich bylo zjisténo,
ze olSe rostouci u potoki jsou beéhem docasnych zaplav napadeny hlavné pres lenticely
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a adventivni kofeny, =zatimco infekce u sazenic péstovanych ve Skolkach
na nezavlazovanych lokalitach zac¢ina v kofenech (JUNG, BLASCHKE 2004).

Po tom, co patogen napadne svého hostitele, sméfuje kolonizace pletiv od kofenu
do kmene, kde infikuje kambium, poté¢ floém a xylém (GIESBRENCHT et al. 2011;
DAVIDSON et al. 1994; TIPPETT et al. 1983). Zprvu hyfova vlakna parazita prorastaji podél
bunécnych stén hostitelskych bunék. Pomoci extracelularnich enzyml miize dojit i
k degradaci téchto stén. Béhem reakce na tuto infekci, bunky Casto méni svij tvar,
zmensuji se (POGODA, WERRES 2004) a dochazi k ucpani plazmodezmat (GIESBRENCHT
etal. 2011). To vede k zabarveni pletiva, kolapsu bunék, usazeni kalozy, §krobu a vytvori
se doCasné novy periderm, ktery chrani sousedni pletivo pred sekundarni infekci (OH,
HANSEN 2007; POGODA, WERRES 2004). Diky rychlému uzavirani stomat se snizuje
absorpce vody a v dusledku toho dochazi k poklesu fotosyntézy.

2.2.3 Symptomy napadeni

Prvni faze napadeni v porostu probiha skryt€é na kotenech olsi, obvykle bez
typickych symptomi na nadzemnich Castech stromu. Patogen infikuje svého hostitele
prostfednictvim kofenii a také muze pfimo napadat bazi kmenu (LONSDALE 2003),
na kterém jsou s postupujicim zvétSujicim se rozsahem poskozeni viditelné rudohnédé
zbarvené nekrozy (REDONDO et al. 2015; CERNY et al. 2010). Nekrozy maji typicky
jazykovy ¢i klinovity vzhled a jsou schopné se rychle prodluzovat (i nékolik desitek
cm ro¢ne). V misté nekroz jsou pozorovany krvacivé exudaty, které vytékaji na povrch
kiiry (Obr. 2). Tyto vytoky maji charakteristické rezavé az Cernavé zbarveni. Nejlépe
viditelné jsou od konce léta do prosince, ale byvaji postupné smyty destém nebo pfi
povodnich a zGstavaji jen matné Cerné skvrny. V zavislosti na faktorech prostiedi a
intenzit€ rozvoje infekce se exudaty nemusi objevit viibec (BJELKE et al. 2016).

"‘ Yl : . - 1 -3 ik - ; e * \
Obr. 2: Ptiznaky napadeni ol$i patogenem P. xalni — zleva doprava: rezavé az ¢erné exudaty vytékajici na
povrch borky pii rozsahlém napadeni kmene; propadla nekroticka 1éze typického jazykovité tvaru;
sekundarni napadeni odumirajici olse lepkavé dievokaznou houbou /nonotus radiatus (foto: J. Sindelaiova)
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Pokud patogen v pletivech odumfie, dochazi kolem nekréz k tvorbé kalusu,
k zavaleni rany, Casto k tvorbé adventivnich kofenl, i k CasteCné regeneraci olSe a
k vytvofeni sekundarni koruny se shlukovitym olisténim. Stromy, jez onemocnéni
prodélaly, maji trvale zmensenou listovou plochu a jsou obvykle nachylné napt. k infekci
patogenem Inonotus radiatus (Sowerby) P. Karst. (BJELKE et al. 2016; CERNY et al. 2010)
(Obr. 2).

Prvni projevy nemoci v koruné jsou patrné az po déle trvajici infekci. Dochazi
k omezeni pfisunu mineralnich latek, a 1 vody smérem do koruny stromu. Objevuji se
zmény v olisténi napadenych stromil a porost zacina ohniskoveé prosychat (ve stiedu
porostu jsou stromy odumielé a smérem ven se stupefi nakazy snizuje) (CERNY et al.
2010) — (Obr. 3). U dospélych jedincti se viditelné symptomy mohou projevovat az po
nekolika letech od infekce (JUNG et al. 2000a; ERWIN, RIBEIRO 1996; JUNG et al. 1996;
TSAO 1990; RIBEIRO 1978). V dusledku napadeni se rozviji nespecifické ptiznaky
v koruné stromu, které vypadaji jako kdyz strom trpi suchem nebo nedostatkem zivin.
Dochazi ke zméné barvy (zloutnuti), zmenseni listd a tim dochazi ke ztraté olisténi,

vadnuti, odumirani vétvi, fidnuti a prosvétleni koruny v celém objemu. Strom zacne
nadmérné plodit, a nakonec dochazi k jeho uplnému odumieni (JUNG 2009; JUNG et al.
2000a; ERWIN, RIBEIRO 1996; JUNG et al. 1996). Mladé stromy odumiraji béhem nékolika
meésicl, zatimco dospélé olSe odumiraji i nékolik let (JUNG, BLASCHKE 2004; STREITO et
al. 2002; GIBBS et al. 1999).

€ s N &

bg. : nz 'napam olsi ptogene P. xalni v kru ch stromi (Libomyél éten 00) ( oo:
J. Sindelafova)
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2.2.4 Vyskyt patogenu v Evropé

Fytoftorové onemocnéni olsi se poprvé objevilo v zdpadni Evropé na jihu Velké
Britanie v roce 1993 (GIBBS 1995). Byly pozorovany charakteristické ptiznaky choroby:
odumirani koruny a viditelné 1éze na spodni Casti kiry kmene. Na dalSich lokalitach
v Britanii byla poprvé izolovana Phytophthora alni z 1ézi na bazi kmene. Patogen byl
nasledné izolovan z nékolika dalSich evropskych zemi.

Poté, co byl patogen poprvé objeven ve Velké Britanii v 90. letech 20. stoleti se
nasledné objevil 1 v severozapadnim Némecku (HARTMANN 1995), Francii (STREITO et
al. 2002) a Rakousku (CECH 1997). Dalsi zpravy o vyskytu patogenu byly zaznamenany
v fadé dalsich statd zapadni, stfedni Evropy (Belgie, Nizozemsko, Cesko, Polsko a
Mad'arsko) a rovnéz jizni (severni Italie) a severni Evropy (Svédsko). Nyni se organismus
vyskytuje napiiklad ve Spanélsku a Portugalsku (KANOUN-BOULE et al. 2016; PINTOS et
al. 2010).

Ve Francii se Alnus spp. vysazuje podél potokl, Casto v kombinaci s jinymi
dfevinami a dominuje ve vlhkych lesnich ekosystémech. Na zakladé pozadavku Evropské
unie v 90. letech minulého stoleti, né€kolik instituci zacalo patrat po Phytophthora alni,
ktera byla poprvé nalezena v roce 1996 na vychod¢ a jihozapad€ Francie. V Némecku
byla Phytophthora alni zpozorovana na severozapadé a severovychod€ v rezervaci
Spreewald v Braniborsku (SCHUMACHER et al. 2006). V Bavorsku bylo napadeni olsi
zjisténo na cca 45 % plochy porostti ol$i (JUNG, BLASCHKE 2004). Rovnéz v Mad’arsku
byl patogen izolovan z pidy i z nekrotickych pletiv olsi v roce 1999 (BAKONYI et al.
2006; SZABO et al. 2000)

V ramci evropského areédlu rozsiteni byla Phytophthora xalni potvrzena v Irsku,
Velké Britanii, Svédsku, Némecku, Nizozemsku, Belgii, Francii, Spané&lsku, Polsku,
Ceské republice, Rakousku a Mad’arsku (PINTOS VARELA et al. 2010; SOLLA et al. 2010;
TRZEWIK, ORLIKOWSKA 2010; CERNY et al. 2008; DE MERLIER et al. 2005; 100S et al.
2005; BRASIER et al. 2004; NAGY et al. 2003; SZABO et al. 2000). Oblast vyskytu
Phytophthora xalni ptekryva oblast rozsiteni Phytophthora xmultiformis na zapadé (UK
a severozapad Evropy). Druh Phytophthora uniformis je znam z Evropy a jako jediny
z komplexu 1 ze Severni Ameriky z Aljasky a Oregonu (AGUAYO et al. 2013; ADAMS
et al. 2010). Je distribuovan témer v celé Evropé, 1 prestoze je jeji vyskyt v posledni
letech méné Casty napt. v porovnani s Phytophthora xalni, tak zabira nejrozsahlejsi oblast
vyskytu (Svédsko, Litva, Némecko, Nizozemsko, Belgie, Francie, Spané&lsko, Ceska
republika, Rakousko, Italie, Mad’arsko a Slovinsko (PINTOS VARELA et al. 2012; MUNDA
et al. 2006; DE MERLIER et al. 2005; 100S et al. 2005; BRASIER et al. 2004; NAGY et al.
2003; SANTINI et al. 2001; SzZABO et al. 2000). Rozsifeni poddruhu Phytophthora
xmultiformis je velmi omezené a lokalni — Spojené kralovstvi, Nizozemsko, Belgie,
Francie a Némecko (DE MERLIER et al. 2005; I0OS et al. 2005; BRASIER et al. 2004).
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Obr. 4: Mapa rozSifeni patogenu v roce 2016. Pievzato z BJELKE et al. (2016) a upraveno autorem

2.2.5 Vyskyt patogenu v Cesku

Phytophthora alni byla v Ceské republice poprvé izolovana v roce 2001 v povodi
Ohie —v severozapadnich Cechach pobliz Karlovych Vard (CERNY et al. 2003).
Je pravdépodobné, Ze se na uzemi vyskytovala uz dfive, protoze vyskyt symptomi této
choroby byl zaznamenan také v povodi Luznice, Berounky, Ploucnice, Jizery a jinde.
Lzefici, ze invaze choroby je nejvice zatizena na povodi Vitavy a Ohfe
(CERNY et al. 2010). Jsou zminky o chiadnuti ol3i ziejmé& zpasobené Phytophthora alni
uz v 80. a 90. letech minulého stoleti (JANCARIK 1993). Patogen se postupné rozsifil
na v&tsing uzemi CR (hlavné v zapadni &asti) v tisicich kilometrd biehovych porostl
a postupné expandoval na vychod (CERNY et al. 2008).
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V letech 2012-2016 CERNY et al. (2017a, 2017b) zkoumali rozifeni choroby
v behovych porostech v povodi Vitavy. Celkova délka zkoumanych vodnich tokt byla
okolo 9607 km. Vyskyt patogenu byl evidovan na cca 40,54 % mistech okolo vodnich
toki. Délka patogenem napadenych tuseklt vodnich tokd cinila 5916 km
(tj. pres 61 % celkové délky). Velké skody byly zietelné na lokalitach s pomalejSim
proudénim vody a na olSich, které rostly v tésné blizkosti toku.

Je pravdépodobné, ze nejvétsi Skody jsou v panevnich a plochych oblastech
s hustou siti vodnich tokd, a naopak nejmensi skody jsou v oblastech suchych, teplych
a také v oblastech horskych s ¢lenitym reliéfem (CERNY et al. 2016a, 2016b). Organismus
predstavuje riziko pro ptirodni i kulturni porosty ol$i, ohrozuje predevsim stabilitu ficnich
a luznich ekosystémt. Napadeny byvaji porosty velkych fek i malych toki, porosty
vodnich nadrzi a rybnikG a dal§i. Phytophthora alni se obcCasné vyskytuje
1 v zaplavovanych nivach, vytopach, bazinach, slatinach, aleiv lesnich porostech, lesnich
Skolkach, vétrolamech, parcich, ve vysadbach na zemédé€lské puade a jinde.

2.3 Dalsi druhy rodu Phytophthora

Antropogenni zavlékani do lesnich porosti a spoleCenstev ¢i jiné efektivni
spontanni  §ifeni patogent rodu Phytophthora predstavuje dlouhodobé jedno
z nejvyznamnéjSich rizik, které tyto patogeny piedstavuji. Druhy, které se na naSe uzemi
rozsitily pred delsi dobou a zdomacnély v ném (Phytophthora plurivora, Phytophthora
cambivora, Phytophthora gonapodyides aj.) mohou omezit nebo zkomplikovat péstovani
svych hostiteld a tim zptisobit velké ekonomické i environmentalni $kody (CERNY et al.
2020).

Phytophthora plurivora T. Jung & T. 1. Burgess,
Phytophthora multivora P. Scott & T. Jung

Phytophthora plurivora a Phytophthora multivora byly poprvé izolovany v roce
1927 na pomerancovnicich zvychodni Asie na Taiwanu (SAWADA 1927). Patogen
Phytophthora multivora se povazuje za australského endemita (SCOTT et al. 2009),
zatimco Phytophthora plurivora je velmi kosmopolitni a vCR se vyskytuje
ve velmi Siroké skale spoleCenstev a ekosystému od pln€ umélych az po Sirokou Skalu
biotopt od luznich lest, kde se bézné vyskytuje, az po kvétnaté buciny a dalsi biotopy,
kam v soucasnosti pronika. Je to jeden z nejvyznamneéjSich nejbéznéjsich nepiivodnich
patogent lesnich dievin. Ve 20. stoleti se rozsifil do Evropy, kde se podili na chfadnuti
a odumirani dubovych porosti (JUNG et al. 2000b; HANSEN, DELATOUR 1999).
Mimo Evropu byl tento druh izolovan zejména z plantdzi a Skolek v Severni Americe
(BRAZEE et al. 2016; JUNG, BURGESS 2009). Zpusobuje hnilobu kofent a krcku,
ale i nekrozu podkornich pletiv, usychani vyhonti a vétvi, skvrnitosti listd, vadnuti, které
muiize vést k odumirani hostiteld a celych porostl. Skala hostitelskych dievin je iroka,
infikuje napt. rododendrony a dalsi okrasné dfeviny, v¢etné naSich nejvyznamnéjsich
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lesni dfevin (Abies, Acer, Alnus, Betula, Fagus, Fraxinus, Pinus, Quercus, Tilia, ...)
(JUNG, BURGESS 2009). Druh Phytophthora plurivora je dobte prizpisoben mirnému
klimatu a preferuje prostfedi s dostatkem az nadbytkem vody. Optimalni teplota ristu
patogenu je 20 °C, minimélni 2—4 °C a maximalni pies 30 °C (CERNY et al. 2020).

V Ceské republice prob&hl vyzkum, jehoZ cilem bylo porovnat rozsifeni,
patogenitu, rozsah pronikani do pfirozenych ekosystému a potencialni nebezpeci pro
vysadby a porosty dievin téchto dvou patogent (Phytophthora multivora a Phytophthora
plurivora). Vysledky ukazaly, ze se oba druhy wvyskytuji vcelé fadé systému,
jak umélych, tak pfirozenych porostd, ale odliSuji se frekvenci vyskytu i svymi arealy
— cca 90 % izolati nalezelo druhu Phytophthora plurivora, ktery se Sifi viceméné plosné
po celém tzemi CR v réiznych nadmoiskych vyskach, zatimco Phytophthora multivora
byl izolovan pouze znizfich poloh stfednich Cech a jizni Moravy. Druh prvni
(Phytophthora plurivora) byl introdukovan na uzemi CR pravdépodobné diive nez druh
druhy (Phytophthora multivora), jehoz pocatek zavleceni je doby nedavné a patogen
se teprve zacina §ifit a nejdiive obsazuje nizsi, ¢lovékem zatizené a pozménéné oblasti.
Béhem vyzkumu byly provedeny testy patogenity, kde se ukéazalo, ze Phytophthora
plurivora je vice agresivni nez Phytophthora multivora a napada hlavné buk lesni, ale i
javor klen, dub letni a jasan ztepily (MRAZKOVA et al. 2010). Také infikuje ofesaky
rostouci na polosuchych pudach v zapadnim Mad’arsku (KOVACS et al. 2013).

Phytophthora lacustris Brasier, Cacciola, Nechw., T. Jung & Bakonyi
Phytophthora gonapodyides (H. E. Petersen) Buisman

Dal§imi béznymi a kosmopolitnimi patogeny napadajici nejen olSové porosty
jsou Phytophthora lacustris a Phytophthora gonapodyides (SzABO et al. 2013).
Kromé olSovych porostii napadaji Siroké hostitelské spektrum — napt. Phytophthora
gonapodyides je znama zcca 70 hostiteld (CERNY et al. 2020). Druh Phytophthora
lacustris infikuje kotenové systémy Alnus glutinosa, Prunus persica; kiru Alnus
glutinosa a vyhony Alnus glutinosa a Salix alba (NECHWATAL et al. 2013). V porovnani
s Phytophthora alni se tyto patogeny nepovazuji za druhy agresivni a nejsou zodpoveédné
za devastaci porostt, ale mohou zptuisobovat jejich chiadnuti, pfedevsim hniloby kofent
a korenovych krckt (SARANDI — KOVACS et al. 2015; MARCAIS, HUSSON 2014; SZABO
et al. 2013).

Druh Phytophthora gonapodyides byl poprvé izolovan v Dansku, kde jej Peterson
(1909) nejprve pojmenoval jako Pythiomorpha gonapodyides. V roce 1927 Buisman
revidoval taxonomii a preved! tento druh do rodu Phytophthora. Pozdéji se prokazalo, ze
rod Pythiomorpha je neplatny (ERWIN, RIBEIRO 1996).

Morfologie vétSiny izolatd Phytophthora lacustris je podobna Phytophthora
gonapodyides. V dusledku toho byl prvni izolat druhu Phytophthora lacustris ptitazen
k druhu Phytophthora gonapodyides. Az v roce 2013 byl Phytophthora lacustris
formalné zafazen mezi samostatné druhy (NECHWATAL et al. 2013).
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Oba vySe zminéné druhy (Phytophthora lacustris, Phytophthora gonapodyides) se
vyznacuji relativné vysokou maximalni teplotou rustu. Druh Phytophthora gonapodyides
roste maximalné pii 30-35 °C a druh Phytophthora lacustris pii 36-37 °C. Optimalni
teploty rustu se pohybuji u Phytophthora gonapodyides okolo cca 25 °C au Phytophthora
lacustris 28-33 °C (NOWAK et al. 2015; NECHWATAL et al. 2013).

2.4 Hostitelské dreviny

2.4.1 OlSe a jeji fyziologie

Phytophthora alni je druhem oligofagnim vazanym pouze na olSe (4/nus spp.) a
v ramci celého svéta je jejich nejvyznamnéjSim patogenem (JUNG, BLASCHKE 2004).
V Ceské republice byl zjistén pouze na Alnus glutinosa a Alnus incana (CERNY et al.
2010), ale celosvétove jsou jeho hostitelem 1 dalsi druhy, jak evropské (4. glutinosa, A.
incana, A. cordata, Duschekia alnobetula), tak severoamerické (4. rubra, A. incana
tenuifolia) (SIMS et al. 2015; ADAMS et al. 2010; I00S et al. 2006; BRASIER et al. 2004).
Je pravdépodobné, ze tento druh muze zpusobovat poskozeni i dalSich druha olsi.
V Ceském lesnim hospodatstvim predstavuje Phytophthora alni potencialni hrozbu
hlavné tam, kde dominuje olSe, tj. zejména v luzni a glejové fadé (napt. 3L, 5L, 6L, 1G)
(CERNY et al. 2013a).

Olse (Alnus spp.) jsou dobie adaptované pro rist v podmacenych a vlhkych
stanovistich a jsou vyznamnou slozkou bfehovych porostii. Zejména jsou schopny udrzet
zastin a chladnéjsi teploty pro ostatni biehovou vegetaci. V dusledku toho, Ze jsou odolné
vuci podmacenym a vlhkym stanovi§tim, maze byt potencialné slozité je nahradit jinymi
druhy (CLAESSENS 2003; MALANSON 1993). Predevsim olSe patii k organismim,
které jsou schopny vazat vzdusny dusik prostfednictvim symbiotickych rhizobakterii
(Frankia alni) zijici v asociaci s postrannimi kofeny téchto rostlin, kde vytvari hlizky
o velikosti az 10 cm (Pfiloha 22 - Obr. I). Diky asimilaci dusiku je olSe schopna
produkovat opad bohatsi na dusik, a to jej ¢ini atraktivnim pro detrivory (IVERSEN 1974).

Olse hraji nezastupitelnou roli v biehovych porostech vodnich toki, kde jsou
schopny nejen zpeviiovat koryto, ale také vytvaret ptiznivé prostiedi a ukryt pro fadu
vodnich organismu (pro bezobratlé a ryby) (BRAUNS et al. 2007; FLORY, MILNER 1999).
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2.4.2 Alnus glutinosa

Alnus glutinosa (L.) Gaertn. (olSe lepkava) je listnaty strom pochézejici z Evropy.
Je to dievina kratkoveka. Jedinci se bézné dozivaji 60 let. Zcela vyjimecné se muze dozit
160 let. Dortsta do vysky mezi 10-25 m (vyjimecné 35-40 m) (ELLENBERG 2009,
SCHUTT et al. 2002).

Olse lepkava roste na vétsin€ uzemi Evropy, od Skandinavie po Stfedomotii a Casti
severni Afriky (MCVEAN 1953). Bézné roste do 1000 m n.m., avSak v horach stfedni
Evropy se obCas vyskytuje podél vodnich tokti az do nadmoiské vysky 1800 m
(PIETZARKA et al. 2000). Piedpoklada se, ze v duasledku globalniho oteplovani
v budoucich desetiletich se muze jeji piirozeny areal rozsifit dale na sever do Skandinavie
a Ruska.

Drievina je prizpusobena Sirokému rozpéti teplot a je relativné mrazuvzdorna
(MCVEAN 1953). Druh roste nejlépe na hlubokych nevapennych mineralné bohatych
humoznich hlinitych pidach, ale mize rist i na chudych, podmacenych a tézkych padach.
Je vyrazné vlhkomilna dfevina, snasi vysokou pudni vlhkost a vysokou hladinu spodni
vody, ale je velmi citliva vii¢i zaplavam (MCVEAN 1956). Déletrvajici zaplaveni inhibuje
vegetativni rast kofend, redukuje jejich vétveni a tvorbu mykorhiz. Dale dochazi
k inhibici fotosyntézy, transport uhlovodiki je zpomalen nebo zastaven a v dusledku
redukce biomasy kofenti dochazi k poklesu absorpce zivin (KOZLOWSKI 1997).
Nasledkem odumfeni kofenového systému se mohou objevit typické symptomy chradnuti
— chlorotizace, zmenseni listd a jejich predCasny opad, zvySena plodnost (avSak zmenseni
plodt), fidnuti olisténi a posléze odumirani vyhont a vétvi hlavné€ v hornich Castech
korun. Vlivem zvySené tvorby parenchymatickych pletiv v xylému a floému muze dojit
k tloustnuti kmene (KOZLOWSKI 1997), ke zvySené tvorbé adventivnich kofent
a ke zdureni lenticel (STRNADOVA et al. 2006). Také dochazi ke zméné padni struktury
— pokles obsahu kysliku v pudnim prostiedi, zvySena koncentrace oxidu uhliitého
a uvolinovani nemalého mnozstvi toxickych latek do pudy (napf. aldehydy, ketony,
merkaptany a dals§i) (KOZLOWSKI 1997). Zaplaveni ma za nasledek odumirani
symbiotickych bakterii rodu Frankia (STRUKOVA et al. 1996). V disledku tohoto oslabeni
je pak hostitel vystaven stresu, a to muze predisponovat k napadeni olSe rtiznymi
patogeny, vCetné patogent z rodu Phytophthora (VYHLIDKOVA et al. 2005; GREGOROVA,
CERNY 2003).

Olse lepkava je pionyrska dfevina narocna na svétlo a je vhodna k zabezpecCovani
a zpeviiovani svaht bfeht. Na nasem tGzemi se nejhojnéji vyskytuje v luznich lesich
prvniho vegetacniho stupné, kde tvofi Cisté porosty nebo roste ve smeési sjasanem
(Fraxinus spp.), btizou (Betula spp.), vrbou (Salix spp.) nebo dubem (Quercus spp.).
Pro ucely lesnickych rekultivaci je fazena do kategorie velmi vhodnych dfevin,
nenaro¢nych na substrat, tolerantnich kimisim a sexcelentnim ristem (KUPKA,
DIMITROVSKY 2011; DIMITROVSKY 2000).
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2.4.3 Alnus incana

OlSe seda, Alnus incana (L.) Moench se vyskytuje v severni, stfedni a jihovychodni
Evropé a roste piedevsim v horskych oblastech. V Cechach je hojna v horach
a podhorskych oblastech v 6. a 7. lesnim vegetacnim stupni, kde tvofi ¢isté porosty kolem
potokt a fek. Tento ket ¢i strom roste do vysky 20 m na bfezich potokt, docasnych
vodnich tocich podél cesty, vlhkych mistech na tGpatich pahorkatin, travnatych slatinach,
vykécenych a vypalenych plochych a opusténych loukach a vyjimecné se doziva 100 let.
Podél vodnich toku sestupuje i do nizSich poloh, kde roste ve smési s olsi lepkavou, ale je
zde vétSinou uméle vysazena. V Krkonosich je jeji vySkové maximum 1000 m n. m.
(KOVANDA 1990). Stejné jako Alnus glutinosa je nenarocna dievina, ale lépe snasi
kolisani hladiny podzemni vody i zaplavovani (URADNICEK et al. 2009; MEZERA 1958).
Dobfte zvlada mrazy, ale na svétlo je naro¢néjsi — v zastinu se ji nedafi. Stejné jako olse
lepkava, tak i olSe Seda je povazovana za pionyrskou dievinu, ktera obohacuje pudu
dusikem a svym opadem je schopna vylepsit chudé pady, kde ptiznivé pasobi na jejich
strukturu a tvorbu humusu. Rovnéz stabilizuje svahy a fi€ni biehy na napt. Stérkovych
naplavech, zpeviiuje horské suté, sesuvné svahy a strze, aje vhodna k zalesiiovani
extrémnich stanovist (URADNICEK et al. 2001).

v rv

2.5 Vliv faktorii prostiedi na Sifeni patogenu

Teplota

V soucasné dobé je ziejmé, ze zmeéna klimatu bude mit velky dopad na interakci
mezi dfevinou a patogenem (JEGER, PAUTASSO 2008). Pivodci chorob tak
pravdépodobné budou mit nicivéjsi tcinky v dusledku ptisobeni vnéjsich faktort:

o abiotické stresy (sucho, zaplavy) predurcuji stromy k napadeni riznymi patogeny

o teplota a vlhkost ovliviiuji sporulaci a Sifeni patogeni a zmény klimatu
pravdépodobné upiednostiiuji Sifeni urcitych druht patogent

o pfesun patogenil zpusobena vlivem klimatu mize rozsifit jejich areal vyskytu,
napt. pokud se patogeny setkaji s novymi hostiteli anebo potencialnimi prenaseci

o mohou se objevit nové hrozby kvili zméné druhové skladby dievin nebo kvuli
invaznim druhtim (LA PORTA et al. 2008)

Patogen Phytophthora alni zpusobuje vyrazné vyssi Skody v teplejsich obdobich.
Optimum jeho rustu bylo zjis§téno pii teplotach 23-25 °C (BRASIER et al. 2004),
ale nejveétsi Skody zpiisobuje pii 25 °C (HAQUE et al. 2015). Obtizné pieziva nizké teploty
hlavné pod tenkou borkou. V prostredi pii -10 °C jeho zivotaschopnost vyrazné klesa
a odumira béhem 2-3 dnd, coz mize ovlivnit jeho pfezivani v porostech (AGUAYO
et al. 2014; CERNY, STRNADOVA 2012) a distribuci (REDONDO et al. 2015).

V soucasné dobé primérna zimni teplota ptesahuje 0 °C (IPCC 2007). Nasledkem
zvySujicich se teplot béhem zimy, evropské invazni druhy rodu Phytophthora
(v€etn€ Phytophthora alni) Uspé€$né prezivaji tyto nepfiznivé podminky (BERGOT
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et al. 2004, COAKLEY, SCHERM 1996). Béhem zim s primérnou teplotou -2 °C patogen
preziva v napadenych pletivech pouze v minimalnich frekvencich. D4 se ocekavat,
7e oteplovani klimatu velmi pravdépodobné bude dopomahat k rozvoji choroby (CERNY
et al. 2015a, 2015¢; CERNY, STRNADOVA 2012).

Patogen Phytophthora alni je piekvapivé relativné tolerantni vici chladu a je
schopen dlouhodob& bez problémt preZivat teploty -2,5 °C (CERNY et al. 2012).
Predpokladem je, ze hlavni rezervoarem infekce po zimach se standartnim pribéhem
klimatu jsou pletiva v nezamrzlych vrstvach pady a vody (CERNY, STRNADOVA 2012).
Rovnéz sporulace tohoto patogenu je s teplotou pozitivné korelovana — pii teploté 8 °C a
niz§i je sporulace viceméné omezena a nejintenzivnéjsi je pii dosud nejvyssi testované
teploté 15 °C (CHANDELIER et al. 2006).

Co se tyCe odolnosti viici mrazu, bylo zji§téno, ze Phytophthora xalni je méné
tolerantni k mrazu nez napt. druh Phytophthora uniformis, ktery je izolovan z chladnych
oblasti (Svédsko, Aljaska). REDONDO et al. (2015) ve Svédsku provedli vyzkum
zamefeny na vliv teploty na Sifeni téchto tii druhG Phytophthora xalni. Phytophthora
uniformis a Phytophthora xmultiformis. Vysledky ukazaly, ze patogen Phytophthora
xalni je omezen na oblasti s pfiznivymi mirn€j$imi zimnimi podminkami, zatimco
Phytophthora uniformis byl pozorovan i na lokalitach s nizkymi zimnimi teplotami.
Tomlze pravdépodobné souviset stim, ze Phytophthora uniformis ma vice
zivotaschopné oospory, které jsou schopny uspé€s$né prezit zimu (DELCAN, BRASIER
2001). Rovnéz extrémni podminky jako jsou velmi vysoké teploty beéhem léta omezily
vyskyt patogenu (AGUAYO et al. 2014). Zaroven se da oCekavat trend, ze v dusledku
oteplovani klimatu se v budoucnu bude teplomilnéj§im druhtim vice dafit (REDONDO et
al. 2015).

Voda

Velmi vyznamny faktor je voda, protoZe se v ni patogen rozmnozuje a §ifi. Choroba
se vyskytuje zejména na lokalitach slep§i dostupnosti vody a na lokalitach
zaplavovanych. Obecné lze fici, ze se choroba vice vyskytuje na lokalitach s dlouhou
periodou zadrzeni vody (slepa ramena, mokiadni olSiny, nadjezi, vytopy a podhrazi
rybnikd a nadrzi) (JUNG, BLASCHKE 2004). Okolo 80 % vSech napadenych olSovych
porosttl v CR se naléza v bezprostiedni blizkosti vodniho toku a vyse $kod zptsobenych
Phytophthora alni prikazné zavisi na hustoté ficni sité.

V stpnu roku 2002, postihly zapadni Cesko povodng, které zaplavily stovky
kilometri olSovych porosti. Tyto letni povodné prispély k nahlému a rychlému Sifeni
fytoftorového onemocnéni olsi v povodi Vltavy (STRNADOVA et al. 2010). Kolisani
hladiny podzemni vody a dlouhodobé podméceni mohou byt primarnimi pfi¢inami
poskozeni nekolika druht dievin (KOZLOWSKI 1997). Zaplavy méni strukturu pudy, a to
vede k zastaveni ristu a rozpadu kofenového systému (KOZLOWSKI 1997) a tim i
k zakrnéni rustu, odumirani vétvi a v nékterych pfipadech i k odumfeni celého stromu
(MCVEAN 1956). Béhem povodni se zoospory patogenu §ifi z infikované ktry a napadaji
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dalsi stromy (STREITO et al. 2002). Nejvyssi riziko infekce zptisobuji zaplavy béhem
vegetacniho obdobi (SCHUMACHER et al. 2000). Je prokazano, ze zaplaveni indukuje
pokles rezistence hostitele a tim urychluje rozvoj infekce (STRNADOVA et al. 2010).

Vyskyt choroby je také castéj§i na lokalitaich s pomalejsSim proudénim vody
v nizsich polohach. Podél horskych potokt s rychlejsim proudénim je vyskyt patogenu
niz8i (THOIRAIN et al. 2007). V Ceské republice byly nejvétsi skody zjistény na Sirsich
vodnich tocich, a naopak Skody na drobnych tocich (cca do 2 m Sitky) byly zpravidla
mensi (ROMPORTL et al. 2016). S rozsifenim patogenu koreluje i vyskyt jilovitych ptd na
bfezich (THOIRAIN et al. 2007), coz zfejmé& souvisi se sedimentacni aktivitou, a tedy
s pratocnou rychlosti, sklonem a §ifi toku. Vysoka mira poskozeni na dolnich tocich mutze
souviset 1 s vyssi aktivitou patogenu pii vysSich teplotach a vy§si koncentraci inokula
v dusledku jeho splavovani z vySe polozenych lokalit povodi. Vyznamné je také vétsi
poskozeni porostu v usecich s pomalejsim proudénim vody, coz pravdépodobné souvisi
svyS§i uspéSnosti kolonizace zoosporami patogenu. Podle vyzkumd, incidence
onemocnéni roste s klesajici vzdalenosti stromu od vodniho toku, se zvySujici se Sitkou
toku, vyss8i teplotou vody, obsahem jilu na bfezich a pomalej§im pratokem vody
(THOIRAIN et al. 2007).

Nadmoiska vvska

Patogen Phytophthora alni se v Ceské republice vyskytuje od planarniho do
montanniho stupné. Nejvétsi skody jsou v olSovych biehovych porostech identifikovany
mezi 250 a 450 m n. m. V Cechach byl zjistén maximalni vyskovy udaj vyskytu patogenu
—cca 820 m n. m. na nejdelsim pfitoku Otavy, tj. na Vodnianské Blanici. Mezi oblasti
s nejvyssi vysi predikovanych potencidlnich skod lze zaradit jihoCeské panevni oblasti,
Jindfichohradeckou kotlinu, Stropnickou pahorkatinu a Sirsi okoli tokt, jez je odvodiiuji
a jejich pfitokl, udolni oblasti Hornosazavské pahorkatiny a také ClenitéjSi oblasti
zapadnich a stfednich Cech (oblasti vétSich tokii — Mze, Uslava, Uhlava, Radbuza).
Nejnizsi miru poskozeni je mozné predpokladat na lokalitach s vys§si nadmotskou vyskou,
chladné polohy (Sumava, Novohradské hory, Cesky les, nejvyssi polohy Brd, Plzefiska
pahorkatina, Kiivoklatsko, Cesky kras) a rovn&z v suchych oblastech (Prazska plosina,
Plzeriskd kotlina, vyss$i polohy Tepelské vrchoviny, BeneSovska pahorkatina,
Ceskomoravska vysoGina). Lze piedpokladat, e potencialni dlouhodobé skody
zpusobené patogenem budou nejvétsi v panevnich typech krajiny, plossich castech
pahorkatin a vrchovin s vétsi Cetnosti drobnych tokli a s vy§s§im procentualnim podilem
ol§i v brehovych porostech. To by znamenalo, Zze nejnizsi Skody budou omezeny
na oblasti Prazské tabule a na nekteré vyssi €i Clenité casti vrchovin a hlavné pohofi.
To je zapficinéné Sirokou ekologickou valenci patogenu Phytophthora alni kopirujici
niku svych hlavnich hostiteld, ztizenou prostupnosti krajiny pro patogen a odliSnou
invazibilitou odlignych krajinnych typa (CERNY et al. 2016¢).

V ramci komplexu druhli Phytophthora alni 1ze obecné fici, ze druh Phytophthora
xalni je bézny na dolnich SirSich tocich v niz§ich nadmoiskych vyskach a jeho aredl je
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souvisly. Druh Phytophthora uniformis proniknul na uzemi CR jiz dfive, a proto je jeho
roz$iteni ostravkovité a jeho vyskyt hlavné na drobnych tocich ve stiednich a vyssich
polohach. Populace tohoto druhu se pravdépodobné zmensuje nasledkem kompetice
druhu predchoziho (STEPANKOVA et al. 2013).

Do dalsich let 1ze ocekavat, ze se patogen Phytophthora alni bude nadale Sifit
v krajin& povodi Vltavy, bude pronikat do mén& dostupnych ¢asti CR — tj. vys§i a vice
heterogenni oblasti a nasledkem vy§siho zastoupeni olsi v bfehovych porostech tam
zapfidini vy$si skody (CERNY et al. 2016¢, 2016d).

Pozitivni vliv na distribuci patogenu maji faktory lesnich vegetaCnich stupna
(LVS). Rozsah poskozeni olsije vy§siv l.av2. LVSaod 5. LVS vySe, nejnizsi ve 3. a
4. LVS (CERNY et al. 2016d).

Dalsi faktory

Patogen se maze §ifit ve viech biotopech, kde roste jeho hostitel. V CR byl patogen
izolovan z bfehovych porostd, zlesnich vysadeb, z parkl, zlesnich Skolek a z okoli
v blizkosti lesni skladek (BJELKE et al. 2016; JUNG, BLASCHKE 2004).

Vyskyt Phytophthora alni v lesni porostech Ceské republiky je priikazné pozitivné
zavisly na pfitomnosti, Sifce, délce a vyznamnosti vodniho toku, na vyméfe porostu,
na véku porostu, podilu olsi a zasob€. Vyssi mira napadeni na vyznamnych vodnich
tocich (VVT) mize pravdépodobné souviset s délkou toku, plochou jeho povodi
a proudénim toku a také s tim, ze se VVT nalézaji zpravidla ve vice osidlenych oblastech
s vy§§i mirou antropogenni zatéze. Ve srovnani s drobnymi vodnimi toky (DVT)
jsou VVT ponékud vice ve stfedu zajmu, a proto muaze byt poskozeni porostu odhaleno
diive a opatfeni (kaceni ¢i odstranéni dfevin) se mohou provadét ve vyssi
a Casné frekvenci (CERNY et al. 2016a).

Vyznamna je i pozice vysadby, tzn. pozice krc¢ki viuci hladiné vody (SCHUMACHER
et al. 2006). Nezaplavované porosty vysazené vyse na biezich, byly podstatné méné
napadeny. Drtiva vétSina infikovanych olsi v bfehovych porostech byla zjisténa
do vzdalenosti 1 m od biehu (GIBBS et al. 1999) a v CR v t&sné blizkosti od vodniho toku
do cca 4 (-10) m (CERNY et al. 2016¢).

Velka hrozba nastava, pokud se Phytophthora alni zavleCe do lesnich Skolek.
Bohuzel tam se patogen vyskytuje nejCastéji, protoze Skolky pouzivaji k zavlaze
povrchovou vodu (SCHUMACHER et al. 2006). Ze skolek se mize patogen introdukovat
ina velmi vzdalend mista prostfednictvim obchodovani se Skolkafskym materialem.
V Bavorsku byly promotené Skolky, které prekupovaly sazenice od velkych komercnich
Skolek a pouzivaly zavlahu pochazejici zieky, ktera byla kontaminovana
Phytophthora alni. Je ptekvapivé, ze na prvni pohled nebyly shledany zadné symptomy
napadeni natéchto olSich, ale projevily se az po néaké dobé po vysazeni
na trvala stanovisté. Naopak ve Skolkach, kde ze semen vypéstovaly své vlastni sazenice,
patogen Phytophthora alni nebyl pozorovan (JUNG, BLASCHKE 2004). Sifeni spolu
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se $kolkafskym materidlem je prokazano i u nas — ve skolkach v CR se vyskytoval druh
Phytophthora xalni i Phytophthora uniformis (CERNY et al. 2015b). Byly zde testovany
lesni Skolky a i rybniky. Zjistilo se, ze dvé ze tfindcti pozorovanych Skolek
jsou promofené patogenem a také tficet dva rybniku, které se jevily jako zdroj nakazy
(CERNY et al. 2015b).

2.6 Laboratorni metody

2.6.1 Izolace patogenu rodu Phytophthora

Prvnim krokem pii monitoringu patogenu je jeho spolehlivé prokazani — izolace
z poskozenych pletiv (CERNY et al. 2010). V&tsina druht rodu Phytophthora se povazuje
za primarni patogeny infikujici ziva nebo Cerstvé napadena pletiva svého hostitele.
Pokud jsou odebrana pletiva Cerstva €1 nedavno infikovana, izolace z pletiv je relativné
jednoduchd a uspésna metoda v porovnani s druhou metodou, kde je izolace patogenu
ze vzorkt pudy viceméné obtizna. Aby bylo mozné patogen Phytophthora Uspésné
izolovat ze vzorku pudy, je dilezité odebirat vzorky ze spravného mista opakované
a vhodné s nimi zachazet a optimalné skladovat (DRENTH, SENDALL 2001).

2.6.1.1 Izolace z kury

Prvni viditelné exudaty se objevuji obvykle koncem jara, ale na zacatku vegetacni
doby muze hostitel potlacit aktivitu patogenu diky jeho obrannym mechanismim,
a proto je vhodné s odbérem vzorkii pockat na dobu, kdy je patogen nejvice aktivni,
tj. Cervenec az listopad. Patogen je mozné detekovat pouze z okraje aktivné rostouci léze,
pokud jsou viditelné Cerstvé exudaty a pod nimi aktivni nekrozy, které obsahuji mycelium
7ivého patogenu (CERNY et al. 2010). Vzorek musi obsahovat hranici mezi zdravymi
a napadenymi vodivymi pletivy. Jakmile je odebrany vzorek pletiva povrchoveé
sterilizovan, mél by byt pfenesen pfimo na vhodné selektivni médium
(DRENTH, SENDALL 2001).

V ptipadé 1ézich na kmenech a krécich, MRAZKOVA et al. (2011, 2013) odstranili
vnéjsi karu zapikalni casti aktivnich 1ézi. Vzorky pletiv (vCetné kambia), veliké
cca 100 - 200 cm? byly odebrany pomoci dlata a poté umistény do sterilnich
polyethylenovych sacka. Nadale byly vzorky peclivé omyty a ocistény pod tekouci vodou
z vodovodu a nafezany na segmenty (3 x 3-5x 5 mm nebo 5 x 5 x 5 mm velké), které byly
opakované promyty destilovanou vodou a povrchové sterilizovany 95% ethanolem.
Tyto segmenty byly znovu promyty v destilované vod€, vysuSeny a umistény
na selektivni agarové médium PARPNH V8-juice.

2.6.1.2 Izolace z pudy
V piipad€ izolace patogenu z pudy, by mély byt odebirany vzorky z vlhké pady

v blizkosti zdravych kofend, alespoi 5 c¢cm pod povrchem puady. Povrch puady
je Casto vystaveny vysokym teplotam a tim ztraci druhy rodu Phytophthora
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svou zivotaschopnost, proto se vzorky nejlépe odebiraji béhem vlhka nebo bezprostredné
po ném, coz typicky zvySuje pravdépodobnost aktivity patogenu rodu Phytophthora.
Vzorky by se mély zpracovat béhem nékolika dni po jejich odebrani, ale Ize je skladovat
a uchovavat i nékolik mésicti (DRENTH, SENDALL 2001).

Pokud chceme patogen rodu Phytophthora izolovat z pudy, pouzivaji se tzv.
,,baiting metody, béhem nichz mizeme pouzit rizné ,,navnady“, napf. plody, semena,
sazenice/semenacky, délozni listky, listy, listové disky/prouzky, okvétni listky a dalsi.
Jsou znamy tfi ,,baiting™ techniky:

1)  Vlozeni pidy nebo infikovaného pletiva do otvoru vytvoreného na n¢jakém druhu
velkého plodu — ovoci (jablko, hruska, vodni meloun).

2)  Sazeni semen, sazenic/semenackl nebo zakofenénych fizkli do pudy s naslednym
castym nadbyte¢nym zalévanim — tim se uméle vyvola infekce.

3) Plovouci ,,navnady“ ruznych typa (napf. listy) ponofenych do smeési vody a
odebrané pudy (DRENTH, SENDALL 2001).

Jemné kofenové vlaseni se substratem je odd€leno od vzorkd pady, umisténo
do plastovych boxti a zaplaveno destilovanou vodou do vysky 1-2 c¢cm nad hladinu
vzorku. Na hladinu vody jsou umistény mladé, zdravé a omyté listy rododendronu.
Cely ,,baiting™ je proveden pii pokojové teploté cca 20 °C po dobu jednoho tydne.
Pro zabranéni rastu bakterii, je mozné vodu vymeénit za Cerstvou. Po uplynulém Case
se nekrotické listy oCisti, ususi a rozfezaji se na Casti — segmenty, které se premisti
na PARPNH V8 juice agarové médium (MRAZKOVA et al. 2013).

Podobnou techniku pouzil JUNG et al. (2002). Jednolitrové vzorky pudy jsou
preneseny do laboratore, peclivé jsou promichany a 200 ml dil¢i vzorky jsou zality
destilovanou vodou. Na hladinu vody jsou jednotliveé vlozeny 2—5 dnt staré listy Quercus
robur (JUNG et al. 2000a, 1999, 1996) nebo vétvicky druhu Chamaecyparis lawsoniana
(HANSEN, DELATOUR 1999). Vzorky se nechaji po dobu 2—7 dna pii 18-20 °C. Po tuto
dobu jsou viditelné barevné zmény na téchto listovych navnadach. Nasledné jsou
navnady vysuSeny, nakrajeny na malé kousky a pfemistény na selektivni PARPNH V8§
agar.

Druhy Phytophthora spp. lze také izolovat z nekrotického jemného kotfenového
vlaseni dubil pfimym nanesenim na PARPNH agarové médium (JUNG et al. 1996).

2.6.2 Kultivace patogenu rodu Phytophthora

Oomycety nejsou pravé houby, a proto jsou pro jejich izolaci zapotiebi specialni
techniky. VétSina druht rodu Phytophthora roste in vitro pomérn€ pomalu ve srovnani
s nékterymi saprofyty a bakteriemi. Kromé toho je tfeba omezit rast bakterii, které naopak
mohou potlacit rast patogent Phytophthora jejich pifimou konkurenci. Nasledkem toho
jsou vyvinuty techniky pfipravy selektivnich médii. Za tcelem potlaceni ristu bakterii
se do selektivnich médii pridavaji antibiotika. Je dobré volit média, kterd jsou
z nutricniho hlediska méné vyzivna, aby se snizila rychlost ristu ostatnich kontaminantt
a aby se mohly kolonie patogenu Phytophthora neruSené rozrastat. Nejcastéji
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pouzivanym zakladnim médiem pro izolaci z napadeného pletiva, je kukufiény agar.

Antibiotika, ufinna proti bakteriim jsou napft.

ampicilin, penicilin, rifampicin

a vankomycin. Mezi vhodna antibiotika s antifungéalni aktivitou patfi napf. nystatin
(levngjsi a dostupnéjsi) a pimaricin, ale i mnoho dalSich — viz Tab. 1 (DRENTH, SENDALL

2001).

Tab. 1:

rodu Phytophthora (upraveno podle DRENTH, SENDALL et al. 2001).

Prehled chemikalii pouzivanych pii piipraveé selektivnich médii pro izolaci patogenii

Gramnegativni bakterie (v
mensi mite)

destilované vody. Filtrovat —
sterilizovat.

Chemikalie Aktivita Cilovy organismus Pfiprava Mnoizstvi
[ng/ml]
Ampicillin Antibakteridlni | Grampozitivni bakterie Rozpustit 1 g v 10 ml 250-500
destilované vody. Filtrovat —
sterilizovat.
Benomyl Antifungalni | Vétsina hub kromé Pridat pred kldvovanim do 10-25
Zygomycetes a Oomycetes média.
Hymexazol Antifungalni | Vétsina Pythium spp. Rozpustit 500 mg v 10 ml 25-50
destilované vody. Filtrovat —
sterilizovat.
Nystatin Antifungalni | Vétsina hub kromé Rozpustit 500 mg v 5 ml 10-100
Peronosporales destilované vody. Filtrovat —
sterilizovat.
Penicillin G Antibakteridlni | Grampozitivni bakterie; Rozpustit 500 mg v 10 ml 50-100
Gramnegativni koky; destilované vody. Filtrovat —
Grampozitivni bacilli sterilizovat.
Pentachloronitrobenzen Antifungalni | Uzké antimykotické spektrum | Pridat pied klavovanim do 10-100
(PCNB) média.
Pimaricin Antifungalni | Vétsina hub kromé Pythiaceae | Smichat 250 g v 10 ml 2-100 (5-
destilované vody. 10)
Nesterilizovat filtraci.
Polymixin B Antibakteridlni | Gramnegativni bakterie Rozpustit 500 mg v 10 ml 20-50
destilované vody. Filtrovat —
sterilizovat.
Rifampicin Antibakteridlni | Grampozitivni bakterie; Rozpustit 100 mg v 10 ml 10
Gramnegativni bakterie (v ethanolu (95 %). Filtrovat —
mensi mite) sterilizovat.
Vancomycin Antibakteridlni | Grampozitivni bakterie; Rozpustit 1 g v 10 ml 100-200

Optimalni ristové podminky vétsiny druhl rodu Phytophthora se pohybuji okolo
15-25 °C, a proto by méla kultivace probihat v tomto rozmezi. V dusledku zrychleného
rastu nékterych bakterii, je lepsi kultivovat patogen pfi nizSich teplotach. Petriho misky
obsahujici kultury se uchovavaji ve tme, kde propagule druht Phytophthora pomalu klici.
Kolonie mohou byt viditelné az po 2—20 dnech (DRENTH, SENDALL 2001). Hyfové Spicky
Cistych kultur se udrzuji predevs§im na V8, MEA nebo CA agarovém médiu bez antibiotik
pii 15-25 °C ve tmé& (REDONDO et al. 2015; MRAZKOVA et al. 2013; JUNG et al. 2002;
DRENTH, SENDALL 2001). Kultury by se mély pfenaset na nové agarové médium kazdé
2—-4 tydny, aby se zachovala jejich vitalita (DRENTH, SENDALL 2001).
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2.6.3 Geneticka analyza ziskanych izolatu

Pro detekci jednotlivych druhi a poddruhti patogent rodu Phytophthora jsou
pouzivany metody molekularni genetiky Polymerase Chain Reaction (PCR).
Polymerazova retézova reakce PCR je metoda slouzici k amplifikaci vybraného useku
DNA. Poskytuje rychlé zmnozeni segmentu DNA v bezbunécném systému in vitro, pti
niz se vyuziva termostabilni DNA polymerazy. K celé reakci je zapotiebi nékolika latek
— tetézec DNA (DNA-matrice ziskana denaturaci), kratké oligonukleotidy (primery
syntezujici se umeéle), deoxyribonukleotidy (dNTP) a enzym, DNA polymeraza.
V reakéni smési se nachéazeji primery — kratké oligonukleotidové sekvence (obvykle
okolo 20 bazi), komplementarni s urCenou sekvenci na DNA, ktery je poté kopirovan.
Dvacet nukleotidu tvori zcela unikatni sekvenci na to, aby se v genomu vyskytovala
unikatné. Dal§imi slozkami jsou volné nukleotidy a ionty potiebné k tispéSnému prubéhu
polymerace (BARLETT, STIRLING 2003).

PCR je snadna a rychlé replikace tiseku DNA. K zah4jeni fetézové reakce dojde
ohfivanim a ochlazovanim sekvence DNA spolecné s polymerazou a Ctyf bazi do smeési.
Useky, které se musi amplifikovat, musi byt oznateny primery oznadujici konec
a zaCatek sekvence DNA (BARTOS 2007). PCR umoziiuje provést analyzu DNA i
z malého mnozstvi vzorku (JONES 2003).

Na zakladé¢ metody PCR vzniklo jeji rozSifeni — kvantitativni polymerazova
fetézova reakce v realném case. PCR (,,real-time”) je dulezity nastroj pro diagnostiku a
studium fytopatogennich hub (SCHENA et al. 2004). Tato metoda umoziuje amplifikaci
i zkoumani jejiho vysledku v jedné zkumavce za pomoci svételného signalu z fluorofort
a je jedineCna vtom, ze lze sledovat aktualni pribéh syntézy vkazdém cyklu,
nikoliv az v zavére¢né fazi celého PCR procesu a také dovoluje kvantifikaci vlozené
matrice, a ne pouze kvalitativni vyhodnoceni vzorku (BARTOS 2007).
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3. Metodika
3.1 Vyzkumna oblast

Vyzkum probéhl na jiz zalozenych (od roku 2019) 20 plochach ve stfednich
Cechach (oblast Ceského masivu — CHKO Cesky Kras, CHKO Kiivoklatsko a severni
Plzerisko, CHKO Brdy) podél vodnich tokii v povodi Vltavy a pfitokii Berounky
(Litavka, Lodénice, Klabava, Uslava) — (Obr. 5). Vsechny vyzkumné plochy byly
zalozené v ramci 5 vySkovych gradienti (200-300 m n.m., 301-400 m n. m., 401-500 m
n. m., 501-600 m n. m., 601-700 m n. m.) — (Tab. 2). Jednotlivé plochy predstavovaly
usek pobfezni vegetace o délce 100 m podél vodniho toku a §ifce max. 6 m od vodniho
toku. Podil zastoupeni olSe lepkavé v porostu dosahoval minimalné 50 %. Na kazdé
lokalité byly hodnoceni vSichni jedinci olSe s primérem kmenu ve vycetni vysce (1,3 m)
nad 10 cm (Tab. 3). Pafezy nebyly hodnoceny.

Tab. 2: Rozd¢leni jednotlivych ploch podle gradientu nadmoiské vysky

Gradient nadmorské vysky Pocet a nazev ploch v gradientu
200-300 m n. m. 6 (LOD, OVC, SED, HOS, ZBIR, LIB)
301-400 m n. m. 4 JAV, KOR, LOCH, JIN)
401-500 m n. m. 3 (PRIV, TREM, HLUB)
501-600 m n. m. 4 (PRIB, BOH, SKOR, PIL 3)
601-700 m n. m. 3 (PIL 1, PIL 3, BRAD)

.Kladno

.Praha

ovc

HOS
Cesky kras

Obr. 5: Mapa s lokalitami Vyzkumnyéh ploch v rdmci povodi Vlitavy
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Tab. 3: Piehled zdkladnich charakteristik vyzkumnych ploch (detailni popisy kazdé plochy jsou uvedeny
v kap. 8 Prilohy)

Nizev plochy N’zizev Nadlrrtof‘skzi Soutadnice Poée't h‘odlzocen)?ch
* | vodniho toku vySka jedincu OL

Lod¢ni .
Lodénice Bzf:fnz 273 mn. m. Ii:ﬁiosﬁs 30

Lod¢ni .
Ovéin Bzf:fnz 270 mn. m. iﬁiiﬁ%@s 26

Lod¢ni .
Sedlec Bzf:fn;‘; 237 mn. m. I; ﬁ'. ?Zﬁg 24
Hostim ;Ziiiﬂiz 253 mn. m. I; ﬁ’?ggéf 33
Zb;:)‘(t)ils{ki Berounka 291 mn. m. N;?fjigfs 30
Javornice Berounka 375 mn. m. § ;295979:5?5 31
KO;:EZLC ky Berounka 395 mn. m. I\éﬁiiiogglss 45
Privétice Berounka 414 m n. m. I; ijgg;g; 30
Tremos$na Berounka 424 mn. m. ENl ;‘92532 5 46
Libomysl Bﬁiﬁ; 258 mn. m. I; f?ﬁ;ﬁ;‘ 31
Lochovice BI;irt(?ZEEa 316 mn. m. I; ;‘Zgj;if: 22

Litavk: 8233
Jince Belrtjz nEa 339 mn. m. 1419; §927 3 9475 23
HluboSsky Litavka 445 m o m. N 49.752715 7
potok Berounka E 14.01959

Li .
Piibram Belrt(?ZEEa 507 mn. m. NE4? 36;3225 67
Bohutin Bﬁiﬁ; 524 mn. m. g 1?., 96675050255 62
Skoricky Klabava 534 mon m N 49.66560 1
potok Berounka T E 13.71197 o

Pod Pilsk Li .
oirar | Lok o | YO0 |
Pilsky potok Bﬁiﬁ; 683 mn. m. I; fz:gggg 20

Pilsky k Litavk: . 3

"Bohutima | erowka | M0 | g 13 o 1
Bradava Bgrs(ﬁia 630 m . m. I\éﬁ%;(gs 45
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3.2 Monitoring terénu

Terénni vyzkum zahrnoval monitoring oblasti Stiednich Cech podél vodnich tok

v letech 2019, 2020, 2021. Na lokalitach byly v ramci porostu zhodnoceny nasledujici
parametry:

Nadmoftska vyska [m n.m.]
Sitka vodniho toku [m]
Podil olse lepkavé [%]
Pokryvnost [%]

V prvnim roce terénniho vyzkumu zde byly vybrany stromy olSe lepkavé (olSe Seda

se na lokalitach nevyskytovala), u kterych byly stanoveny dendrometrické parametry
—vyska [m] a primér kmenu ve vyCetni vySce [cm]. Také byla pozorovana vzdalenost
kmenu od vodniho toku [m] (Tab. 4), pfitomnost dalSich patogenti (napt. [nonotus
radiatus) a jeden z hlavnich ukazateli fyziologické vitality jedince — troven defoliace
[%] — (Ptiloha 23 - Obr. II). Pro jeho hodnoceni byla vyuzita metodika podle ICP Forests
(EICHHORN et al. 2016). Dal§im pozorovanym faktorem byl vyskyt symptomi napadeni
typickych pro druh Phytophthora. xalni, které byly hodnoceny jako stupné napadeni
[0 — 4] (Tab. 5). Pro hodnoceni bylo pouzito materidlové vybaveni dostupné na FLD
(vyskomér Nikon, lesnicka prumeérka s presnosti na cm, GPS lokator, dalekohled).

Tab. 4: Kategorie vzdalenosti kmene olse lepkavé od vodniho toku

Vzdalenost od vodniho toku
Kategorie Vzdalenost
1 Ve vodé az 0,5 m
2 1-2m
3 3-4m
4 5-6 m

Tab. 5: Hodnoceni symptomu napadeni plisni ol§ovou na stupnici [0—4]

Stupen napadeni | Popis

0 zdravy, bez ptfiznakli napadeni

! ojedinéle vyskyt exudatd a nekrotickych 1ézi, v koruné bez
vyrazngjsich ptiznakt

5 sttedni  vyskyt exudat, rozsahlejsi léze, mozny vyskyt
chlorotizace olisténi, pfip. prosychani

3 silné napadeni, pfiznaky vyskytu Phytophthora alni, propadlé
rozsahlé 1éze, silny vytok exudatd na vétsi plose

4 Odumirajici nebo mrtvy strom v duasledku napadeni

Phytophthora alni — potvrzeno dle symptomu a izolaci patogenu
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3.3 Odbér vzorkii 7 pletiv kmenu olsi

Vzorky kiiry Phytophthora alni byly odebrany na zakladé modifikované metodiky
dle CERNEHO et al. (2010), ktery doporuduje odbér v &ervenci az listopadu v obdobi
nejvetsi aktivity patogenu v napadené dreviné. Z kazdé plochy byly vybrany olSe
v zavislosti na urovni napadeni, ze kterych byly odebrany vzorky kury a napadeného
pletiva. Na bazi kmenu, kde se vyskytovaly exudaty na borce byl proveden samotny odbér
pomoci dlata, kterym byla nejprve odstranéna svrchni ¢ast kury. V misté, kde byla
viditelna hranice mezi napadenymi a zdravymi vodivymi pletivy byly odebrany horni
rastové okraje nekrozy. Vzorky pletiv byly vlozeny do plastovych lahvi s destilovanou
vodou, ktera slouzi ke splachnuti ptebyte¢nych fenolickych latek a dalSich sloucenin
sekundarniho metabolismu olsi. Destilovana voda byla ménéna 3krat az 4krat denné
z divodu sniZeni rostoucich populaci bakterii ve vodé (JUNG, BLASCHKE 2004).

3.3.1 Izolace a kultivace patogenu

Odebrané vzorky kury byly po 2-3 dnech skladovani v laboratofi byly vzorky kury
opatrné vysuSeny papirovymi utérkami a pomoci skalpelu byla odstranéna vrchni ¢ast
kiry. Z riznych hloubek peridermu byly nafezany segmenty o velikosti cca 0,5 x 0,3 x
0,3 cm, u kterych byla pribézné€ odstranéna piebyte¢na voda. Odebrané kousky pletiv
byly nasledné umistény na Petriho misky se selektivnim PARPNH agarem (pfiprava dle
metodiky: JUNG et al. 2017; JUNG, BLASCHKE 2004; JUNG et al. 1996; (Tab. 6)). Petriho
misky s agarem byly inkubovany v termostatu pii laboratorni teploté cca 20 °C ve tmé€ po
dobu cca 7 dni, az do narustu mycelia. Segmenty pletiv byly kazdy den kontrolovany na
ptritomnost oomycet dle tvorby bilych hyfovych vlaken, které byly pfeneseny na V8
agarové meédium (piiprava dle metodiky: REDONDO et al. 2015; SCHMITTHENNER, BHAT
1994; (Tab. 6)). Identifikace patogenu byla provedena na zakladé morfologickych
charakteristik porovnanim s literaturou (JUNG et al. 1996; ERWIN, RIBEIRO 1996) a
v ramci spoluprace s externim pracovi§tém Phytophthora Research Centre v Brng.
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Obr. 6: Mycelium Phytophthora xalni vyrustajici ze vzorkli napadeného pletiva na selektivnim agarovém
médiu po 5 dnech kultivace (foto: J. Sindelatova)

Tab. 6: Pouzitd agarova média pii izolaci Phytophthora Xalni

V8 agar (V8A)
agar 16 g
CaCOs 2g
V38 juice 100 ml
destilovana voda 900 ml

V8-PARPNH agarové médium

neprojasnény V8A

pimaricin 10 pg ml!
ampicillin 200 pg ml!
rifampicin 10 pg ml!
pentachloronitrobenzene (PCNB) 25 pug ml!
nystatin 50 pg ml!
hymexazol 50 pg ml!

Antibiotika byla rozpusténa v roztoku 10 ml absolutniho ethanolu a 10 ml destilované
vodé a pridana do V8 agaru poté, co teplota agarového média klesla na 45 °C.
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3.4 Odbér vzorkit 7 piidy pro izolaci patogenu

Na kazdé lokalité byly vybrany 3 olSe bez pfiznaka napadeni a 3 olSe vykazujici
symptomy napadeni (nikoliv odumirani) patogenem Phytophthora alni. Odbér vzorku
by mél byt proveden pod okrajem koruny stromu, protoze tam je rast kofenti intenzivné;jsi
nez v bezprostredni blizkosti kmenu (DRENTH, SENDALL 2001). Metodika byla upravena
dle JUNG et al. (1996). Ve vzdalenosti 50-150 cm od baze kmene stromu a cca 5 cm pod
povrchem pudy bylo odebrano 3-5 pudnich monolitd. Poté byla vytvofena ze vSech
ptdnich monolitt smés (1-3 1), ktera byla umisténa do plastovych uzaviratelnych sacku.
Vzorky, které nebyly zpracovany béhem nékolika dnt po odebrani nebo v pripad€, ze
jejich nasledna izolace nebyla mozna, byly skladovany pfi teploté 10-20 °C po dobu az
3—4 tydnd. V pfipad€, ze vzorky pudy behem skladovani vyschly, byly pied izolaci znovu
navlh¢eny po dobu 1-7 dnd.

3.4.1 Izolace a kultivace patogenu

V piipad¢ izolace patogenu z pudy byla pouzita tzv. , baiting metoda. Puda byla
dikladné promichana a poté z ni bylo odebrano cca 200 ml mnozstvi pidniho vzorku.
Tento vzorek byl vlozen do plastového boxu a pida byla nejprve navlhéena pfes noc.
Dalsi den byla pada zalita destilovanou vodou tak, aby vzdalenost mezi hladinou vody
a povrchem pudy byla cca 3—4 cm. Necistoty plovouci na hladiné byly odstranény pomoci
sita a papirovych ubrouskt. Po par hodinach sedimentace ptdnich castic byly vlozeny
na hladinu vody mladé hydrofobni listy riznych dievin (Quercus robur, Quercus suber,
Quercus ilex, Fagus sylvatica, Aesculus hippocastanum), které slouzi jako navnady
pro plovouci zoospory uvoliujici se z pudy.

Obr. 7: Mladé listy slouzici k zachyceni plovoucich zoospor pudnich oomycet, tzv. leaf-baiting metoda
(foto: J. Sindelarova)
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Inkubace probihala po dobu 2—7 dnt pii laboratornich teplotach okolo 20 °C. Po par
dnech se na listovych navnadach objevily tmavé, Cerné, nekrotické skvrny (Obr. 7), které
byly nafezdny na jednotlivé segmenty o rozmeérech cca 2-3 mm, byla odstranéna
prebytecna voda pomoci papirovych utérek a jednotlivé kousky byly umistény na
selektivni PARPNH agar (Tab. 6) a inkubovany ve tmé pii 20 °C (Obr. 8). Po narastu
mycelia byly okrajové ¢asti mycelia pfeoCkovany na V8 agar.

Obr. 8 Mycelium Phytophthora plurivora vyrustajici z listovych nekroz na selektivnim médiu (foto: J.
Sindelafova)

3.5 Identifikace druhit rodu Phytophthora

Identifikace jednotlivych druhti a poddruhi patogent rodu Phytophthora byla
provedena pomoci metod molekularni genetiky (,,real-time* PCR). K extrakci DNA byly
pouzity Cisté kultury izolath rodu Phytophthora kultivované cca 7 dni na V8A médiu ve
tmé&. Vzorek mycelia byl odebran sterilni pipetovaci Spickou a dale zhomogenizovan
pomoci keramické kulicky a sklenéné drti na oscilacnim mlynu. K extrakci DNA byl
pouzity Monarch® Genomic DNA Purification Kit (New England Biolabs), a postup
byl proveden dle protokolu uvedeného vyrobcem.

Dale byla provedena PCR reakce s pouzitim OneTaq® Hot Start Quick-Load®
2X Master Mix (New England Biolabs). Postup pfi ptipravé PCR reakce byl upraveny
dle protokolu uvedeného vyrobcem reakéni smési. Jako primery byly pouzity univerzalni
primery ITS1/4 a ITS4/6. Pti neuspésné amplifikaci DNA nékterych izolati s pouzitim
primert ITS regionu byly pouzity dalsi primery specifické pro skupinu Oomycota:
TUBUF2/TUBURI a OomCox1-levlo/OomCox1-levup. Celkovy objem reakéni smési
byl 25 ul (viz Tab. 7) a pribéh amplifikace probihal podle nasledujiciho teplotniho
schématu:
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Program PCR reakce s pouzitim ITS4/6 primert:

1)  pocatecni denaturace 94 °C, 30 sec

2)  denaturace 94 °C, 30 sec

3)  pfisednuti primeru 56 °C, 30 sec 30 x cyklus
4)  polymerace DNA 68 °C, 1 min

5)  konec¢na elongace 68 °C, 5 min

Tab. 7 Vypocet reakéni PCR smési (upraveno dle navodu)

Reagent Mnozstvi
Master Mix 12,5 ul
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
Deionizovana voda 10 ul
Templatova DNA 1,5 ul
Celkovy objem 25 ul

Dalsim krokem byla analyza produkti PCR pomoci elektroforézy v agar6zovém
gelu. K déleni fragmentd DNA byl pouzity horizontalné ulozZeny gel ptipraveny ze smeési
55 ml 1x TAE pufru a 0,7 g agardzy. Dale bylo pfidano kontrastni barvivo GellRed o
objemu 1 pl. Takto pfipraveny gel byl nalit do tzn. vlozné vany ke ztuhnuti, kam byl
pridan hieben pro vytvoreni jamek k pipetovani PCR produktu. Po ztuhnuti byl vlozna
vana umisténa do vétsi vany predem naplnéné roztokem, ktery se sklada z 35 ml 10x TBE
a 315 ml destilované vody. Do pfipravenych jamek byla poté napipetovano 5 ul PCR
produktu pod hladinu pufru a jako velikostni standardy byly pouzity vzdy 5 ul 100 bp
DNA Ladder na koncich fad. Nasledné byla vana pfipojena ke zdroji elektrického napéti
(100 V) na dobu 30 minut. Na zakladé pohybu molekul DNA v elektrickém poli
je odvozena schopnost jednotlivych primerd amplifikovat templatovou DNA,
jelikoz fragmenty o stejné délce postupuji stejné rychle a vytvoti prouzek.

Vizualizace gelu byla proveden pod UV zafenim a podle ziskanych vysledku
(viditelné prouzky) byly vybirany vzorky, u kterych doslo k uspésné amplifikaci usekut
DNA v ramci PCR reakce. Tyto PCR produkty byly dale odeslany k sekvenovani u firmy
Eurofins Genomics. Ziskané sekvence byly vyhodnoceny ve spolupraci s Phytophthora
Research Centre v Brné. Findlni determinace byla provedena porovnanim sekvence
nukleotidt s vefejnou databazi NCBI a také s databazi Phytophthora Research Centre.
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3.6 Statistické zpracovani dat

Data byla zpracovana v programu Microsoft Excel a v programu R balik dplyr
(WICKHAM et al. 2023). Pro tvorbu grafii byl pouzit balik ggplot2 (WICKHAM 2016).
Korelace mezi defoliaci a stupném napadeni byla hodnocena pomoci Pearsonova
korelacniho koeficientu. Rozdil ve stupni napadeni a defoliaci mezi jednotlivymi byl
zjistovan pomoci Parového t-testu.

Pro analyzu vztahu mezi ordinalni z&vislou proménnou y (stupeil napadeni: 0 az 4)
a nezavislymi proménnymi (defoliace, nadmotska vyska, §itka vodniho toku, vzdalenost
od vodniho toku, podil ol8i, pokryvnost olsi, primér kmene, vyska porostu) byla pouzita
ordinalni logisticka regrese, balik ordinal (CHRISTENSEN 2022). Rovnice tohoto modelu
je:

logit[P(Y <= j)] = B0 + BIXI + B2X2 + ... + fpkp

kde:

e logit[P(Y <= 37)]: logit transformace pravdépodobnosti, ze pozorovana
hodnota kategorického ordinalniho vystupu (zde oznacené jako Y) je mensi nebo
rovna nejvyssi kategorii 7.

e (07j: Intercept pro kategorii j, ktery udava uroven log-odds pro tuto kategorii,
kdyz jsou vSechny nezavislé proménné nulové.

e BIX1 + B2X2 + ... + PBp*Xp: Vysvétlyje, jak kazda z p nezavislych
proménnych X1 az Xp ovliviiuje pravdépodobnost pozorovaného vystupu, kdyz
jsou ostatni proménné konstantni. Kazdy koeficient 31 az Bp ukazuje, jaka je
zména v log-odds pozorovaného vystupu pro kazdou jednotkovou zménu v
pfislusné nezéavislé proménné.

Meteorologicka data za obdobi 2019-2021, ktera byla vyuzita v rdmci posouzeni
vlivu po¢asi na zdravotni stav stromd, byla ziskana z vetejné dostupné databaze CHMU,
a graficky zpracovana v kapitole 4.3 Vysledky (CHMU, 2023).
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4. Vysledky
4.1 Terénni priizkum

V ramci diplomové prace celkem bylo zhodnoceno celkem 711 stromu olse lepkavé
béhem let 2019 az 2021. V prvnim roce bylo zalozeno 19 ploch s celkovym poctem 680
stromu, v dalsim roce bylo zalozena 20. plocha. Z celkového poctu 20 ploch byly stromy
s ptiznaky napadeni Phytophthora alni zaznamenany na 15 lokalitach. Na 9 z 15 lokalit
byla uspésné izolovana Phytophthora xalni.

Zastoupeni pfiznakovych stromt na vyzkumnych plochach se pohybovalo na
vétsiné ploch od 12 % do 54 % (Graf 1). Ve vysSich nadmoiskych vyskach (lokality
SKOR, PIL3, BRAD, PIL1, PIL2) se vyskytovaly zdravé porosty olSe lepkavé bez
pfiznaka napadeni. U nékolika stroma, které vykazovaly slabé piiznaky napadeni, odbéry
vzorkt pfitomnost zkoumanych patogent neprokazaly.

Nejvetsi podil [%] pfiznakovych stroma byl zjistén na lokalitach Pfibram (PRIB -
53,7 %) a Javornice (JAV - 484 %) (Graf 1, Prilohy — Tabulka I). Vysledky ukazaly
rozSiteni druhu Phytophthora xalni na obou lokalitach a vyskyt druhu Phytophthora
uniformis na lokalité Pribram. Na obou téchto lokalitach bylo béhem tfi let hodnoceni
zaznamenano zhorSeni zdravotniho stavu porosta. Piestoze byly zjistény nové napadené
stromy, nedoslo zde k odumfeni zadnych z jiz napadenych jedinct olse.
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Graf 1: Zastoupeni stromu s ptiznaky napadeni Phytophthora alni na jednotlivych lokalitach podle
nadmoiské vysky (v r. 2021)
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4.2 Izolace a determinace patogenii rodu Phytophthora

U symptomatickych jedinct olSe lepkavé na 15 z 20 lokalit byly z korovych 1ézi
odebrany vzorky kury a podkornich pletiv kizolaci patogenu v ramci komplexu
Phytophthora alni. Celkové byly odebrany vzorky z vice nez 30 stromua v obdobi od zafi
do prosince v letech 2020 a 2021. V nékterych piipadech netuspesné izolace byly odbéry
opakovany a metoda izolace upravovany dle potieby.

Vysledky genetické analyzy ziskanych izolatt ukazaly rozsiteni Phytophthora xalni
(Obr. 10) v povodi Vltavy na 9 z 20 vyzkumnych ploch zejména v nizsich polohach na
toku Litavka, Lodénice a dalsi (Obr. 9). Druh Phytophthora uniformis byl zaznamenan
jen jednou na lokalité¢ Pribram (PRIB) na toku Litavka, kde byl izolovan ze stejného
stromu spolu s Phytophthora xalni v ramci odbéru z jedné nekrotické 1éze (Tab. 8).

Z kazdé z 20 vyzkumnych ploch byly odebrany 3 smésné vzorky ptidy na jafe a na
podzim roku 2020. Celkem bylo zpracovano cca 120 vzorki pudy tzv. ,leaf-baiting"
metodou. Patogeny rodu Phytophthora byly izolovany celkem ze 4 ploch (OVC, SED,
HOS, JAV) nachazejicich se na 2 tocich — Lodénice a Javornice. Nejvice zastoupenym
druhem byl druh Phytophthora plurivora (Obr. 10), Phytophthora lacustris a v men§im
poctu Phytophthora gallica Déale v mensi mife vzorkl bylo izolovano Phytopythium
litorale a dal$i druhy rodu Pythium a Phytopythium. Tyto druhy byly zjistény na celkem
9 lokalitach (Tab. 8).

.Kladno

.Praha

ovC

10S
Cesky kras

Obr. 9: Vyzkumné plochy s pozitivni izolaci Phytophthora xalni (ozna¢eno hvézdickou)
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Tab. 8: Vysledky izolace ze vzorki kiry a pudy na vyzkumnych plochach

Izolace — puda
Plocha Izolace — kura

Phytophthora sp. Ostatni oomycety
1 LOD Pythium sp.
P. plurivora, )
2 ove P. lacus[;ris, P. gallica Fythium sp.
P. plurivora, P. Pythium sp.,
3 SED _ _ . .
lacustris, P. gallica Phytopythium litorale

P. xalni _ Pythium sp.,

4 HOS P. plurivora i i
Phytopythium litorale
5 ZBIR
6 JAV P. xalni P. plurivora Pythium 5P
Phytopythium sp.

7 KOR P. xalni Pythium sp.
8 PRIV Pythium sp.
9 TREM P. xalni
10 LIB P. xalni
11 LOCH P. xalni Pythium sp.
12 JIN P. xalni
13 HLUB

P. xalni, )
14 PRIB P. uniformis Pythium sp.
15 BOH P. xalni
16 SKOR
17 PIL 1
18 PIL 2
19 PIL 3
20 BRAD

Obr. 10: Kultura Phytophthora xalni (nalevo) a Phytophthora plurivora (napravo) po 7 dnech kultivace na
V8 agarovém médiu ve tm¢ (foto: M. Machacova)
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4.3 Vyvoj zdravotniho stavu porostii v letech 2019-2021

Hodnoceni zdravotniho stavu porostl, které probihalo vzdy v prabéhu zafi v letech
2019 az 2021 a ukazalo, ze porosty oslabené vlivem nékolik let trvajiciho sucha
(s kulminaci v letech 2018-2020) vykazuji zhorSujici se trend. Srazkové i1 teplotné
priznivéjsi rok 2021 (Graf 2, 3, 4, 5) vedl k CasteCné regeneraci porosti a stabilizaci
vyvoje napadeni, piestoze 1 nadale byly zji§t ovany nove napadené stromy.

K porovnani rozdilu ve stupni napadeni a arovni defoliace mezi jednotlivymi roky
byl pouzity parovy t-test. Test byl proveden k porovnani dvou proménnych, tzv. vzdy
dvou let mezi sebou.

Stupen napadeni olSi patogenem

Pfi porovnani primérného stupné€ napadeni patogenem v jednotlivych letech byl
zjistén statisticky vyznamny rozdil. Hodnota praimérného stupné napadeni od roku 2019
se postupné zvySovala, jelikoz ptibyvalo napadenych jedinct olSe a zaroven se zhorSoval
jejich zdravotni stav. NejvyS§si rozdil byl zaznamenan mezi roky 2019 a 2021 (t=2.771,
p =0,005), kdy primérna hodnota stupné napadeni byla v roce 2019 nizsi nez v roce 2021
(Tab. 9).

Defoliace stromu

Mezi roky 2019 a 2020 byl zjistén staticky vyznamny rozdil defoliace (t = 9.312,
p < 0.001), pramérna hodnota defoliace se mezi lety 2019 a 2020 vyznamn¢ zvySila.
V téchto letech pretrvaval trend nekolika velmi suchych ro¢nikt jdoucich po sobé (Graf
2, 3) a zvySena defoliace byla pozorovana i u zdravych stromt bez ptiznakt. Rok 2021
byl srazkove priznivéjsi, coz se pozitivné projevilo na zdravotnim stavu vsech porostu.
Prestoze nenapadené stromy vykazovaly niz§i miru defoliace, vlivem celkové se
zhorsujiciho zdravotniho stravu napadenych olsi, tak byla celkové pruméma defoliace
vroce 2021 vySSi v porovnani srokem 2020. Mezi témito dvéma roky byl zji§tén
statisticky vyznamny rozdil, ktery byl niz§i v porovnani s pfedchozimi dvéma lety (t =
4273, p < 0.001) (Tab. 9).

V porovnani sroky 2019 a 2020 byl rok 2021 teplotné i srazkové podstatné
priznivéjsi, prestoze zejména hodnoty primémych srazek vjarnich mésicich
nedosahovaly hodnot dlouhodobého normalu (1991-2020). V obdobi od kvétna do srpna
2021 vsak byly srazky nadprimeérné, coz bylo u zkoumanych porosti hodnoceno celkové
nizs§i mirou defoliace. Nicméné€ u napadenych jedinct bylo i nadale pozorovano fidnuti a
prosychani v koruné a v né€kterych pfipadech chlorotizace. U silné napadenych jedinct
(stupeni napadeni 3 a 4) byla pozorovana kmenova vymladnost jako reakce na zvyseny
uhrn srazek, prestoze kosterni vétve a vetsi ¢ast koruny uz byly u té€chto stroma odumfelé
(Graf 4,5).
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Tab. 9: Vysledky parového t-testu pfi porovnani pruimérného stupn¢ napadeni a prumérné defoliace mezi
jednotlivymi roky

t-value | df p-value | 95% confidence | mean difference
interval

Stupen napadeni

2020 a 2019 2.065 679 0,039 0.063 —0.001 0.032
2021 a 2020 2.068 710 0.038 0.038 — 0.001 0.019
2021 a 2019 2.771 679 0.005 0.087—0.015 0.051
Defoliace

2020 a 2019 9312 679 <0.001 2.902 —1.891 2.397
2021 a 2020 4.273 710 <0.001 1.177 —0.657 1.216
2021 a 2019 9.241 679 <0.001 4368 —2.837 3.602

*Pozndmka: 1V roce 2019 bylo hodnoceno 19 ploch (680 stromii), v roce 2020 a 2021 bylo hodnoceno jiz
20 ploch (711 stromii) — tomu odpovidaji i stupné volnosti v pouZité analyze (df) pFi porovnani jednotlivych
let mezi sebou.

Mési¢ni uhrn srazek [mm] za rok 2019, 2020, 2021 v Praze
a Stredoceském kraji
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Graf 2: M¢&si¢ni uhrn srazek [mm] za rok 2019, 2020, 2021 v Praze a StiedoCeském kraji (zdroj: verejné
dostupna databaze CHMU)

*Pozndmka: Uvedend data jsou vztaZena k vyzkumnym plochdm spadajicim do Stredoceského kraje
(Prilohy ¢. 1-5, 10-20)
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Mési¢ni uhrn srazek [mm] za rok 2019, 2020, 2021 v
Plzeriském kraji
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Graf 3: M¢si¢ni uhrn srazek [mm] za rok 2019, 2020, 2021 v Plzetiském kraji (zdroj: vetejné dostupna
databaze CHMU)

*Pozndmka: Uvedend data jsou vztaZena k vyzkumnym plocham ,,JAV", ,,KOR*, ,,PRIV*", ,,TREM“
(Prilohy ¢. 6, 7, 8, 9)

Vyvoj teplot [°C] za rok 2019, 2020, 2021 v Praze a
StredocCeském kraji
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Graf 4: Vyvoj teplot [°C] za rok 2019, 2020, 2021 v Praze a Stiedoc¢eském kraji (zdroj: vefejné dostupna
databaze CHMU)
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Vyvoj teplot [°C] za rok 2019, 2020, 2021 v Plzenském kraji
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Graf 5: Vyvoj teplot [°C] za rok 2019, 2020, 2021 v Plzetiském kraji (zdroj: vefejné¢ dostupna databaze
CHMU)

4.4 Vliv faktorii prostiedi na stuperi napadeni

Vztah mezi defoliaci stromu a stupném napadeni olSi

Z Grafu 6 je vidét, ze u kategorie stupné napadeni [0-3] se vyskytovaly stromy
s urovni defoliaci 0 az 100 %. Zejména u zdravych stromu bez pfiznak(i napadeni byla
diverzita v defoliace velmi vysoka, jelikoz celkovy pocet téchto stromt byl 585
z celkovych 711 hodnocenych jedinci a vyskytovaly se zde i stromy pfestarlé nebo
poskozené abiotickymi vlivy. Béhem 3 let hodnoceni je patrny narust jedinct
v kategoriich napadeni [3] a [4], kde je uz patrna vyssi hodnota defoliace.
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Graf 6: Zastoupeni napadenych jedinct olSe lepkavé a porovnani v letech 2019, 2020, 2021 (box-and-
whisker diagram)
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Korelace mezi defoliaci a stupném napadeni byla provedena pomoci Pearsonova
korelacniho koeficientu. Korelace byla ve vSech 3 letech statisticky vyznamna. Jiz
v prvnim roce hodnoceni (2019) analyza potvrdila stfedné silny pozitivni vztah mezi
obéma proménnymi (df(678) = 0.506, p < 0.001). Bylo potvrzeno, ze stromy s vyS$§im
stupném napadeni maji zarove 1 vy$si miru defoliace, a to 1 presto, ze v tomto roce nebyl
zaznamenan jesté tak vysoky pocet odumirajicich ¢i jiz mrtvych jedinct s vysokou mirou
defoliace. V letech 2020 a 2021 bylo hodnoceno jiz celkem 20 ploch a 711 jedinct (byla
zalozeno jedna dalSi vyzkumna plocha), a analyza ukazala témét shodné vysledky pro
oba dva roky (df(709)=0.532, p <0.001). V téchto letech se zvysil pocet jedinct s vys$§im
stupném napadeni a zaroven vysokou defoliaci.

Faktory prostredi ovliviiujici napadeni ol$i patogenem

Nejvyznamnéjsi faktor ovliviiujici iroven napadeni olsi byla vzdalenost kmene od
vodniho toku, kde byl zaznamenan nejvyraznéjsi stoupajici trend. Z Grafu 7 vyplyva, ze
béhem 3 let narostl poCet symptomatickych jedinci se stupném napadeni [1-4] ve
vzdalenosti do 0,5 m od vodniho toku (kategorie 1), zatimco stromy rostouci v nejvetsi
vzdalenosti (5-6 m) nebyly napadené vibec.

Graf 8 ukazuje podil napadenych jedinci v jednotlivych vyskovych gradientech,
kde byl patrny vy$si narast vyssich stupna napadeni v nadmorské vysce 200-500 m n. m.
v prabéhu 3 let.
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Graf 7: Podil jedincii s jednotlivymi stupni napadeni [0-4] podle kategorie vzdalenosti od vodniho toku a
porovnani v letech 2019, 2020, 2021 (kategorie vzdalenosti — viz kap. 3.9, Tab. 4)
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Graf 8: Podil jedincu s jednotlivymi stupni napadeni [0-4] v péti gradientech nadmoftské vysky a porovnani
v letech 2019, 2020, 2021

Model ordinalni logistické resrese pro zjisténi vlivu faktoru na stupen napadeni

Ke zjisténi vlivu faktord na stupenn napadeni byla pouzita ordinalni logisticka
regrese, pomoci které byla zpracovana data zroku 2021. V ramci analyzy dat bylo
porovnano né€kolik modelti pomoci metody ANOVA (Likelihood ratio tests) v programu
R.

Vysledek porovnani modeli:

Likelihood ratio tests: anova( mO, ml, m2)

formula:
m0 Nap 2021 ~ 1
m2 Nap 2021 ~ nadm vyska + prumer + sirka toku + vzdalenost +
podil olsi + pokryvnost olsi
ml Nap 2021 ~ nadm vyska + prumer + sirka toku + vzdalenost +
podil olsi + pokryvnost olsi + vyska

no.par AIC 1logLik LR.stat df Pr (>Chisq)
mO 4 1001.39 -496.70
m2 10 928.15 -454.07 85.2446 6 2.938e-16 ***
ml 11 929.43 -453.71 0.7202 1 0.3961

Signif. codes:

Q Y***r (0.001 ‘**’ 0.01 '*’ 0.05 ‘.7 0.1 ¥ " 1

Nejvhodnéj§im modelem je model m2, ktery obsahuje nasledujici proménné:
nadmotskou vysku, primér kmene, Sitku toku, vzdalenost od vodniho toku, podil olsi a
pokryvnost ol§i. Tento model ma nejnizsi hodnotu AIC a pomérné vysokou hodnotu
likelihood ratio testu. Model m1, ktery obsahuje stejné proménné jako model m2 a navic
promeénnou ,,vyska“, neni signifikantné lepsi nez model m2. Z vysledkt naseho vyzkumu
také vyplyva, ze vySka stromu neni pro S§ifeni choroby vyznamna a zpohledu
dendrometrickych veli¢in je dilezitym faktorem primeér kmene. To naznacuje, ze model
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m2 je nejvhodnéj§im modelem pro vysvétleni variability zavislé proménné (stupeil
napadeni) s pouzitim téchto proménnych.

Vlastni model popisuje vztah mezi nezavislymi proménnymi (nadmotska vyska,
prumér kmene, Sitka toku, vzdalenost od vodniho toku, podil ol$i a pokryvnost olsi) a
zavislou proménnou (stupen napadeni). Podrobnéjsi analyza koeficientd pro kazdou
nezavislou proménnou ukazuje, jaky vliv mé kazdd z proménnych na pravdépodobnost
vyskytu daného stupné napadeni. Hodnoty koeficientl popisyji, jaky vliv ma zména
jednotlivé proménné na pravdépodobnost zmény kategorie stupné napadeni o jednu
urovern.

formula:
napadeni ~ nadm vyska + prumer + sirka toku + vzdalenost +
podil olsi + pokryvnost olsi

link threshold nobs logLik AIC niter max.grad cond.H
logit flexible 711 =-454.07 928.15 8(0) 2.15e-10 2.0e+07

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z])
nadm vyska -0.001996 0.001275 -1.565 0.117516
prumer 0.025431 0.008356 3.044 0.002338 *=*
sirka toku 0.090372 0.064538 1.400 0.161430
vzdalenost -0.503741 0.147467 -3.416 0.000636 ***
podil olsi 0.023241 0.009448 2.460 0.013894 ~*
pokryvnost olsi 0.019459 0.006044 3.220 0.001283 *~*

Signif. codes:
0 Y***/ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*' 0.05 *.” 0.1 Y ' 1

Threshold coefficients:
Estimate Std. Error z value

011 4.1338 0.8807 4.694
112 4.8372 0.8887 5.443
2|3 5.3542 0.8953 5.980
314 6.3933 0.9163 6.977

Z vysledk modelu je patrné, ze vzdalenost od vodniho toku ma nejsilné€jsi vliv
na pravdépodobnost napadeni (f=-0,503, p=0,0006). To znamena, ze se zvySujici se
vzdalenosti klesa pravdépodobnost vyskytu vyssiho stupné€ napadeni. Primér kmene ma
také vliv na pravdépodobnost napadeni (=0,025, p=0,002), coz znamena, ze s vetSim
prumérem stromu roste pravdépodobnost vyskytu vyssich stupiiti napadeni. Podobné také
pokryvnost olsi (3=0,019) a podil ol$i (=0,023) maji pozitivni vliv na pravdépodobnost
vyS$siho stupné napadeni.

Nadmortska vyska ma negativni vliv na napadeni, coz znamena, Ze s rostouci
nadmoftskou vyskou klesa napadeni porostu. V tomto pfipadeé vSak regresni koeficient
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nebyl statisticky signifikantni (f=-0,001, p=0,117). Podobné i Sitka toku (=0,090,
p=0.16) nema signifikantni vliv na pravdépodobnost napadeni. V tomto piipade je vSak
pozorovan trend pozitivniho vlivu, coz znamend, ze s rostouci Sitkou toku roste
pravdépodobnost napadeni.

Ve vystupu modelu se odhadované prahové koeficienty (,,Threshold coefficients*)
zvySuji z 4,1338 pro prechod mezi kategoriemi stupné napadeni [0] a [1] na 4,8372 pro
ptechod mezi kategoriemi [1] a [2], na 5,3542 pro pfechod mezi kategoriemi [2] a [3]
ana 6,3933 pro prechod mezi kategoriemi [3] a [4]. To naznacuje, ze skryta proménna
ma vétsi vliv na pohyb z jedné kategorie do druhé, kdyz se zvysuje.
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5. Diskuze

Patogen Phytophthora alni v Cesku poskozuje biehové porosty, jeho invazi je
nejvice zatizeno povodi Vltavy (CERNY et al. 2010), proto cilem vyzkumu bylo zhodnotit
zdravotni stav olSovych porostii na vybranych tocich v ramci povodi Vltavy, vyhodnotit
faktory prostiedi, izolovat a identifikovat jednotlivé druhy rodu Phytophthora.

Hodnoceni vyskytu a Sifeni fytoftorového onemocnéni olse lepkavé bylo zalozeno
na vizualnim posouzeni symptomd poskozeni v povodi Vltavy ve Stfednich Cechéch.
Z celkového poctu 20 ploch byly symptomy napadeni nalezeny na 15 plochach.
Genetickymi analyzami ziskanych izolath bylo zjisténo, Ze agresivni patogen
Phytophthora xalni se vyskytuje ve 45 % zkoumanych olSovych porostech (9 ploch).
Pouze na jedné zkoumané lokalité byl izolovan druh Phytophthora uniformis spolu
s Phytophthora xalni. Je pravdépodobné, ze toto zjisténi souvisi s mirou patogenity mezi
druhy. Populace druhu Phytophthora uniformis se spiSe soustfed’uje na drobngjsi toky ve
stfednich a vysSich polohach a zmensuje se v disledku kompetice druhu Phytophthora
xalni (100S et al. 2006, BRASIER et al. 2004). Vytlacit Phytophthora uniformis a
dlouhodobé se udrzet v teplejsich oblastech Phytophthora xalni dovede nejspise také diky
vyS$si produkei zoospor v teplej§im vodnim prostfedi (REDONDO et al. 2015; CHANDELIER
et al. 2006).

Patogen Phytophthora xalni je mozné bézné izolovat ze vzorka podkornich pletiv,
pidnich vzorkl (rhizosféra s jemnymi kofeny) i z kontaminované vody (TRZEWIK et al.
2021; CERNY et al. 2011; JUNG, BLASCHKE 2004). Nejvétsi usp&snost izolace je u vzorkl
podkornich pletiv, kde patogen preziva nejdéle (JUNG, BLASCHKE 2004). Béhem naSeho
vyzkumu byl izolovan druh Phytophthora xalni pouze ze vzorku kiry, nikoliv z pudnich
vzorkt. To mize byt zpisobeno tim, Zze vzorky byly odebrany v blizkosti olSi, které
vykazovaly viditelné symptomy napadeni patogenem. Je mozné predpokladat, ze aktivita
patogenu mohla byt v pudnim prostiedi jiz nizka. Rod Phytophthora obvykle dokaze
zpusobit infekci v kofenovém systému stromu uz mnoho let pred smrti stromu nebo pred
urCenim piitomnosti choroby. To znamena, ze k odumirani kofent a kofenovych kréka
dochazi mnohem dfive nez k odumirani korun stromti (VINCENT 1991; TSAO 1990).

Na poskozeni biehovych a lesnich porostd ol§i v CR se nejspi§ nepodili jen
Phytophthora alni, ale pravdépodobné i dalsi druhy rodu Phytophthora, které byly u nas
v CR na olsich identifikovany — napf. Phytophthora gonapodyides, Phytophthora
plurivora nebo Phytophthora multivora (CERNY et al. 2010). Stejné jako Phytophthora
alni, tak i napt. Phytophthora plurivora mize Casto napadat jemné kotfenové vlaseni
a zpusobovat hniloby kofenti, kofenovych krcka, rakoviny na kmenech a tim pfispét
k chiadnuti ol$i. V prabéhu naseho zkoumani, pudni vzorky odhalily pfitomnost béznych
druhtt Phytophthora plurivora, Phytophthora lacustris a Phytophthora gallica, které se
mohou rovnéz podilet na odumirani olSovych porosti (JUNG et al. 1996; BRASIER et al.
1993). V ramci naseho vyzkumu byly tyto druhy izolovany z lokalit na fece Lodénice a
Javornice s pomalu tekoucimi toky, kde stanovisté odpovida typu jasanovo-olSovy luzni
les. Vyznam t&chto patogent je v ramci celé Ceské republiky v porostech ve srovnani
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s druhem Phytophthora alni vice méné zanedbatelny (CERNY et al. 2015b). Béhem
naSeho experimentu byly na téchto tocich ve vét§i mife izolovany také dalsi druhy
skupiny Oomycetes (Pythium sp., Phytopythium sp.), které také preferuji podméacena
stanovi$té se smesi listnatych dievin a mohou ¢aste¢né prispivat k poskozeni kofenovych
systému (TKACZYK 2020; HO 2018). Nicméné jedna se o druhy velmi roz§ifené i ve
zdravych porostech, jak bylo zjisténo izolaci z lokality ,, Privétice™ (PRIV), kde se nachazi
zdravé stromy bez priznakid napadeni.

V ramci experimentu nebyl zjis§tén vyskyt druhu Phytophthora xmultiformis.
Absence tohoto druhu lze vysvétlit polohou Ceského fi¢niho systému, zejména izolaci
od moznych zdroju inokula Phytophthora xmultiformis (napt. od Némecka na zapade).
Dalsim davodem absence Phytophthora xmultiformis v CR muze byt omezeny import
ol§ového sadebniho materialu ze zemi zapadni Evropy (STEPANKOVA et al. 2013).

V ramci tiiletého hodnoceni olSovych porostii/zkoumanych ploch bylo pozorovano
zhorseni zdravotniho stavu, které se projevilo vys§im primérnym stupném napadeni a
vyssi primérnou defoliaci. Porovnani roku 2019 a 2021 ukazalo statisticky vyznamny
rozdil v obou hodnocenych parametrech. Z celkového poctu 711 hodnocenych stromi
bylo 82 % hodnoceno stupném napadeni 0, tedy zdravé stromy bez pfiznaka napadeni,
avSak symptomatické stromy se vyskytovaly na 15 z 20 lokalit. Tyto stromy vykazovaly
zhorSyjici se stav, coz vedlo k vys§imu stupni napadeni. Nové napadené stromy vsSak
zaznamenany nebyly, nebo jen minimaln€ u jiz silné napadenych porostt (,,PRIB*). Tyto
vysledky jsou v souladu s vysledky monitoringu v ramci CR (MZe 2021). Lze tedy
konstatovat, ze pravdépodobné dochazi k urcité stabilizaci porostu, jelikoz nedochazi k
dalSimu hromadnému S§ifeni a odumirani ol§i. OlSe ma& velmi dobrou regeneracni
schopnost a rychle reaguje na zmény prostredi. To bylo pozorovano ve srazkové
ptizniveéjs§im roce 2021 v podobé silné kmenové vymladnosti pfedev§im na napadenych
jedinci. Nicméné patogen v napadenych porostech preziva a jiz napadené stromy
postupné chfadnou, pribéh vsak neni tak dramaticky jako pred vice nez 10 lety, kdy
probihal prvni rozsahly monitoring napadeni timto patogenem v CR (CERNY et al. 2008).

Distribuce patogenu je vazana na celou fadu environmentalnich faktortt (ROMPORTL
et al. 2016; CERNY et al. 2015a, 2015¢). Vliv na distribuci patogenu mize mit nadmoiska
vyska. Je mozné predpokladat, ze olSe v niz§ich nadmotskych vyskach obecné vykazuji
vice piiznaky napadeni patogenem, jehoz zoospory se §ifi po proudu dold, a proto bude
infekéni tlak a $kody zpasobené na nize polozenych usecich a §irsich tocich vyssi (CERNY
et al. 2010; THORAIN et al. 2007; GIBBS et al. 1999). Dalsi pfi¢inou muze byt plocha
povodi jako potencialni zdrojova oblast infekéniho inokula. Také lze usuzovat, ze
v usecich s malym proudénim vody (typické pro nize polozené toky) budou Skody
vyznamnéjdi (CERNY et al. 2016b). Zaroveii jsou nize polozené lokality teplejsi,
&imz lze pedpokladat pozitivni vliv teplot na preZiti patogenu (CERNY, STRNADOVA
2012), i na rozsah poskozeni (AGUAYO at al. 2014). CERNY et al. (2016d) udavaji,
7e nejvétsi $kody v biehovych porostech v CR jsou mezi 250-450 m n. m.
V ramci naSeho experimentu byly nejvétsi podily piiznakovych stromua zjistény
v nadmortskych vyskach do cca 500 m n. m. Lokalita ,PRIB“ (507 m n. m.),
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ktera vykazovala nejvétsi podil pfiznakovych stromi se nachazela v osidlenych oblastech
s vy$§i mirou antropogenni zatéze, coz se muze projevit ve vysSsi intenzit€é onemocnéni
(CERNY et al. 2016d). Z nagich vysledkd vyplyva, Ze s rostouci nadmotskou vyskou klesa
napadeni porostu, tento vliv vSak nebyl statisticky prikazny. Podobny trend uvadi i
CERNY et al. (2016d). Vyznamnou roli mdize hrat i acidita vody. Nejvyssi produkce
zoosporangii patogenu byla zjiS§téna pii pH 6,5 (SCHUMACHER et al. 2006). Niz§i pH
(5,5 a nizsi), které je typické pro vodni toky zalesnénych horskych ¢€i panevnich poloh,
muize vytvaiet pro patogen nevhodné prostiedi (CERNY et al. 2016d).

Mirmny pozitivni vliv na podil a stupefi napadeni ol§i lze nalézt ve vztahu
k pfitomnosti a Sifce vodniho toku. Z nasich vysledki vyplyva, ze vice napadeny byly
olSové porosty nachazejici se v blizkosti SirSiho vodniho toku, ale tento vztah nebyl
statisticky vyznamny. Také pozice kofenovych krckt viuci hladiné vody se zda byt velmi
zasadni v poSkozeni porosti olSi. VétSina napadenych olsi v biehovych porostech se
nachazi v blizkosti vodnich tokti do vzdalenosti 1 m od biehu (THORAIN et al. 2007,
GIBBS et al. 1999). To mize znamenat, ze drtiva vétSina vysadeb olSi je potencionalné
vystavend napadeni patogenem Sificiho se spontanné pfirozenou cestou vodnimi toky
(GIBBS et al. 1999). V ramci naSeho experimentu byla zji§téna podobna situace — silné
napadené, ¢i jiz mrtvé stromy (stupenl napadeni 3, 4) se vyskytovaly v té€sné blizkosti (0—
2 m) nebo zcela vyjimecné do 4 m od vodniho toku. Na stupeii napadeni mé statisticky
signifikantni vliv vzdalenost kmene od vodniho toku, to znamena, ze s vys$si vzdalenosti
klesa pravdépodobnost napadeni Phytophthora xalni. Z toho lze tedy vyvodit, ze druh
Phytophthora alni je typicky a nejvyznamné&j§i patogen biehovych porosti (CERNY et al.
2010).

Dalsi roli mize hrat i vék porosta. Pro vysadby olsi v oblastech, kde dominuje tento
zpusob §ifeni patogenu, pievazuje nizky vek infikovanych porostti. Naptiklad v Bavorsku
jsou nejcastéji infikovany porosty do 20 let (JUNG, BLASCHKE 2004).
V CR tato skuteénost vSak potvrzena nebyla. Vramci naseho vyzkumu, kdy byly
hodnoceny priméry kmene stromt, lze odhadnout i veék hodnocenych olSi.
U nejvice napadenych stroma se primér kmene pohyboval okolo 30-50 cm (vék cca 30—
60 let) a nejnizsi stupen napadeni byl zaznamenan u ol§i s primérem 20-40 cm. V této
fadé byl prokazan pozitivni vliv véku olsi, resp. praméru kmene na stuperi napadeni. Také
pokryvnost a podil ol§i maji pozitivni vliv na rozsah napadeni. VSechny tfi faktory
(pramér kmene — v€k stromu, podil a pokryvnost olsi) hraji zasadni roli pfi napadeni
patogenem, a to se shoduje s vysledky CERNEHO et al. (2016d).

Vlivem zmény klimatu lze pfedpokladat mozny narGst Skod na biehovych
porostech. Patogen je schopen zpusobit vyssi Skody v teplejSich obdobich, a proto
oteplovani velmi pravd&podobné& vede k rozvoji choroby (CERNY, STRNADOVA 2012). V
disledku zmény klimatu jsou pozorovany v prub€hu roku vyssi teploty a nizsi ahrny
srazek. Dle meteorologickych dat CHMU lze fici, Ze na nami zkoumaném uzemi (Stéedni
Cechy, Plzeiisko) byly béhem rokd 2019 a 2020 zaznamenany vyssi teploty a niz§i tthrny
srazek, jak bylo vzhledem k oteplovani ofekavano. Nasledujici rok 2021 byl srazkoveé
nadprimérny, a to se pozitivné projevilo v ramci hodnoceni zdravotniho stavu olsi.
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Vyznam druhu Phytophthora alni v biehovych porostech netkvi pouze v pfimém
napadeni olsi, ale také vtom, Ze svym pusobenim otvira cestu k napadeni hmyzem
¢i infekei dalsimi houbovymi patogeny. Na lokalitach postizenych timto patogenem bylo
zaznamenano lokalni pfemnozeni pilofitek rodu Xiphydria (SRUTKA et al. 2007).
V souvislosti s oslabenim ol§i onemocnénim zpusobené patogenem Phytophthora alni
je tfeba zminit 1 parazitické dfevni houby — Inonotus radiatus (Sowerby) P. Karst,
Schizophyllum commune F¥r., Fomitopsis pinicola (Sowerby) P. Karst. a dalsi.
V disledku infekce rezavcem lesknavym jsou Casté zlomy kment v pafezovych Castech
(CERNY 1989), coz odpovida i pozorovani naseho vyzkumu, kdy byl zaznamenan vyskyt
plodnic tohoto patogenu na napadenych lokalitach u starSich stromi a pareza.
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6. Zavér

Vysledkem predlozené prace bylo zhodnoceni zdravotniho stavu olSovych porosta
na dvaceti lokalitach ve Sttednich Cechach v povodi Vltavy se zaméfenim na piitomnost
druhtt rodu Phytophthora, zejména na druh Phytophthora xalni, ktery zpusobuje
v poslednich letech vyznamné skody v porostech olsi.

V letech 2019, 2020, 2021 probéhl prazkum vyskytu fytoftorového onemocnéni
ol3i v biehovych a lesnich porostech CR. Bylo zji§téno, Ze choroba, zplisobena nejéastéji
druhem Phytophthora xalni, se nachazi ve 45 % zkoumanych porostech na Uzemi
Stiednich Cech a severniho Plzefiska. Pfitomnost a vyznam choroby jsou vazany na
vzdalenost kmene od vodniho toku, primér kmene, podil a pokryvnost olsi. Dale byl
pozorovan trend ve vyskytu druhu Phytophthora alni v souvislosti s nadmoiskou vyskou,
ale vliv nebyl statisticky priukazny. Nejvy$si podil napadeni byl zjistén v nizSich
nadmotskych vyskach u stroma s vét§im primérem (= vyssi vek), a v tésné blizkosti
vodniho toku.

V souCasné dobé pocet novych invaznich druhli rodu Phytophthora ve svéte
exponencialné roste. Vyznam klimatickych faktort na Sifeni téchto patogent je zasadni
(ERWIN, RIBEIRO 1996). Soucasné oteplovani klimatu podporuje Sifeni a osidleni novych
arealti invazivnimi patogeny. Absence koevolu¢nich mechanismti mezi hostitelskymi
druhy dfevin a nové zavedenymi patogeny rodu Phytophthora predstavuje vaznou hrozbu
pro ptivodni hostitelské druhy dievin na vétsiné kontinenti. Velka hrozba muze nastat
v piipad€, kdy se v lesnich $kolkach spolecné setkaji rizné druhy rodu Phytophthora
a to s sebou nese riziko nahodného vytvoreni mezidruhovych hybrid s nezndmou mirou
patogenity a rozsahem hostitelskych druhd, jak tomu bylo napftiklad v pfipad€ druhu
Phytophthora xalni (BRASIER et al. 2004). Klicem k omezeni §ifeni patogenu jsou vhodné
nékteré opatfeni. Dilezita je produkce a vysadba zdravého kontrolovaného materialu
z ovetenych zdroju. V lesnich Skolkach je tfeba efektivné zménit péstebni postupy,
ovefovat zdroj zavlazovaci vody, pouzivat fungicidy a tim docilit k produkei zdravych
olSovych sazenic. V lesnich porostech by mély probirky a t€zebni prace probihat nejdiive
ve zdravych a poté v napadenych porostech nebo idealné by mélo byt hospodatreni
v napadenych a zdravych porostech zcela oddéleno. Tézba v porostech postizenych
patogenem by meéla probihat zejména v zimnim obdobi, kdy je patogen nejméné aktivni.
Vytézeny material je tfeba skladkovat mimo okoli vodnich zdroju, vodoteci a drenazi
amimo zdravé porosty ve vzdalenosti minimalné 300-500 m. V pfipad€, ze patogen
v porostech zdomécni, je jeho eliminace prakticky nemozna. Pokud jsou porosty
napadeny v men§im rozsahu, lze uvazovat o jejich Gplném smyceni a je vhodné
dlouhodobé udrzovat co nejnizsi podil olse.
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Priloha 1: Vyzkumna plocha ¢. 1 Lodénice — Janska (,,LOD*)

Nazev vodniho toku / pfitoku

Lodénice - Berounka

Souradnice

49.990645

E 14.15513

PLO (pfirodni lesni oblast)

8 - Kfivoklatsko a Cesky kras

Katastralni uzemi

Lodénice u Berouna

Nadmorska vyska [m n. m.] 273
Sife vodniho toku [m] 3
Vzdalenost od vodniho toku [m] 2-3
Priimérna vyska porostu [m] 20 - 24
Pocet hodnocenych jedincl 30
Podil olsi [%] 90
Pokryvnost [%] 20
Podil ptiznakovych strom{ [%] 16,7

Priloha 2: Vyzkumna plocha €. 2 Ovéin (,,OVC*)

Nazev vodniho toku / pfitoku

Lodénice - Berounka

Souradnice

N 49.980765

E 14.14473

PLO (pfirodni lesni oblast)

8 - Kfivoklatsko a Cesky kras

Katastralni uzemi

Svaty Jan pod Skalou

Nadmorska vySka [m n. m.] 270
Sife vodniho toku [m] 4
Vzdalenost od vodniho toku [m] 1-2
Priimérna vyska porostu [m] 24
Pocet hodnocenych jedincl 26
Podil olSi [%] 80
Pokryvnost [%] 50
Podil ptiznakovych stromi [%] 19,2
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Priloha 3: Vyzkumna plocha ¢. 3 Sedlec (,,SED*)

Nazev vodniho toku / pfitoku

Lodénice - Berounka

Souradnice

49.97518

E 14.13216

PLO (pfirodni lesni oblast)

8 - Kfivoklatsko a Cesky kras

Katastralni dzemi

Svaty Jan pod Skalou

Nadmorska vyska [m n. m.] 237
Sife vodniho toku [m] 3
Vzdalenost od vodniho toku [m] 1-2
Priimérna vyska porostu [m] 25
Pocet hodnocenych jedincl 24
Podil olSi [%] 50
Pokryvnost [%] 60
Podil ptiznakovych stroma [%] 20,8

Priloha 4: Vyzkumna plocha ¢. 4 Hostim (,,HOS*)

Nazev vodniho toku / pritoku

Lodénice - Berounka

Souradnice

N 49.96518

E 14.12961

PLO (pfirodni lesni oblast)

8 - Kfivoklatsko a Cesky kras

Katastralni uzemi

Hostim u Berouna

Nadmorska vyska [m n. m.] 253
Sife vodniho toku [m] 3,5
Vzdalenost od vodniho toku [m] 0-6
Prlimérna vyska porostu [m] 28 - 30
Pocet hodnocenych jedinct 33
Podil olSi [%] 60
Pokryvnost [%] 60
Podil pfiznakovych stromU [%] 12,1
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Priloha 5: Vyzkumna plocha €. S Zbirozsky potok (,,ZBIR*)

Nazev vodniho toku / pfitoku Berounka
v N 49.942755
Souradnice
E 13.7431

PLO (pfirodni lesni oblast)

8 - Kfivoklatsko a Cesky kras

Katastralni uzemi

Ostrovec u TereSova

Nadmorskd vySka [m n. m.] 291
Site vodniho toku [m] 3
Vzdalenost od vodniho toku [m] 2-3
Priimérna vyska porostu [m] 20
Pocet hodnocenych jedinct 30
Podil olsi [%] 75
Pokryvnost [%)] 60
Podil ptiznakovych strom( [%)] 0

Priloha 6: Vyzkumna plocha €. 6 Javornice (,JAV*)

Nazev vodniho toku / pritoku Berounka
. N 49.99393
Souradnice
E 13.571545

PLO (pfirodni lesni oblast)

8 - Kfivoklatsko a Cesky kras

Katastralni dzemi KoZlany
Nadmofrska vyska [m n. m.] 375
Sife vodniho toku [m] 1,5
Vzdalenost od vodniho toku [m] 0-0,5
Prlimérna vyska porostu [m] 20- 25
Pocet hodnocenych jedinct 31
Podil olSi [%] 95
Pokryvnost [%] 90
Podil pfiznakovych strom( [%] 48,4
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Priloha 7: Vyzkumna plocha ¢. 7 Korecnicky potok (,, KOR*)

Nazev vodniho toku / pfitoku Berounka

. g 49.820445
Souradnice

E 13.57685

PLO (pfirodni lesni oblast) 8 - Kiivoklatsko a Cesky kras
Katastralni uzemi Stupno
Nadmorskd vyska [m n. m.] 395
Site vodniho toku [m] 1,5
Vzdalenost od vodniho toku [m] 0 (ve vodé)
Primérna vyska porostu [m] 20- 25
Pocet hodnocenych jedincl 45
Podil olsi [%] 90
Pokryvnost [%] 90
Podil pfiznakovych strom( [%] 24,4

Priloha 8: Vyzkumna plocha ¢. 8 Radnicky potok (Privétice) (,,PRIV*)

Nazev vodniho toku / pfitoku Berounka

Souradnice 49.84162
E 13.60822

PLO (pfirodni lesni oblast) 7 - Brdska vrchovina

Katastralni Uzemi Privétice

Nadmorska vyska [m n. m.] 414

Sife vodniho toku [m] 3

Vzdalenost od vodniho toku [m] 0 (ve vodeé)

Priimérnd vyska porostu [m] 20 - 25

Pocet hodnocenych jedinc( 30

Podil olSi [%] 70

Pokryvnost [%] 70

Podil ptiznakovych strom{ [%] 0
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Priloha 9: Vyzkumna plocha ¢. 9 TremoSna (,, TREM*)

Nazev vodniho toku / pritoku Berounka
. N 49.8428
Souradnice
E 13.221495

PLO (pfirodni lesni oblast)

6 - Zapadoceska pahorkatina

Katastralni uzemi

Vseruby u Plzné

Nadmorska vyska [m n. m.] 424
Sife vodniho toku [m] 1
Vzdalenost od vodniho toku [m] 0 (ve vode)
Priimérna vyska porostu [m] 20
Pocet hodnocenych jedinct 46
Podil olSi [%] 85
Pokryvnost [%] 80
Podil priznakovych stroma [%] 23,9

Priloha 10: Vyzkumna plocha ¢. 10 Libomysl (,,LIB*)

Nazev vodniho toku / pfitoku

Litavka - Berounka

Souradnice 49.87294
E 13.99623

PLO (pfirodni lesni oblast) 8 - Kfivoklatsko a Cesky kras

Katastralni dzemi Libomys|

Nadmorska vysSka [m n. m.] 258

Sife vodniho toku [m] 9

Vzdalenost od vodniho toku [m] 1-6

Priimérna vyska porostu [m] 15-18

Pocet hodnocenych jedincl 31

Podil olSi [%] 90

Pokryvnost [%] 40

Podil ptiznakovych strom0 [%] 25,8
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Priloha 11: Vyzkumna plocha ¢. 11 Podluzsky potok (Lochovice) (,, LOCH*)

Nazev vodniho toku / pritoku

Litavka - Berounka

Souradnice 49.843285
E 13.975435

PLO (ptirodni lesni oblast) 8 - K¥ivoklatsko a Cesky kras

Katastrdlni dzemi Lochovice

Nadmorska vyska [m n. m.] 316

Site vodniho toku [m] 1

Vzdalenost od vodniho toku [m] 1-2

Primérnd vyska porostu [m] 20- 25

Pocet hodnocenych jedincl 22

Podil olsi [%] 60

Pokryvnost [%] 50

Podil pfiznakovych strom( [%] 22,7

Priloha 12: Vyzkumna plocha ¢. 12 Jince (,, JIN*)

Nazev vodniho toku / pritoku

Litavka - Berounka

. N 49.823345

Souradnice
E 13.97397

PLO (pfirodni lesni oblast) 7 - Brdska vrchovina
Katastralni uzemi Rejkovice
Nadmofrskd vySka [m n. m.] 339
Si¥e vodniho toku [m] 6
Vzdalenost od vodniho toku [m] 1-2
Priimérna vyska porostu [m] 20- 25
Pocet hodnocenych jedincl 23
Podil olsi [%] 50
Pokryvnost [%] 20
Podil pfiznakovych strom( [%] 26,1
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Priloha 13: Vyzkumna plocha ¢. 13 Hlubossky potok (,, HLUB*)

Nazev vodniho toku / pfitoku Litavka - Berounka

v g 49.752715
Souradnice

E 14.01959

PLO (pfirodni lesni oblast) 7 - Brdska vrchovina
Katastralni uzemi Hlubo3
Nadmorska vySka [m n. m.] 445
Sife vodniho toku [m] 1
Vzdalenost od vodniho toku [m] 0-2
Priimérna vyska porostu [m] 15-20
Pocet hodnocenych jedincl 72
Podil olsi [%] 60
Pokryvnost [%] 30
Podil pfiznakovych strom( [%] 1,4

Priloha 14: Vyzkumna plocha €. 14 Pribram u stadionu (,,PRIB*)

Nazev vodniho toku / pfitoku Litavka - Berounka

. N 49.678095
Souradnice

E 13.9758

PLO (pfirodni lesni oblast) 10 - Stredoceska pahorkatina
Katastralni dzemi Lazec
Nadmorskd vySka [m n. m.] 507
Site vodniho toku [m] 1,5
Vzdalenost od vodniho toku [m] 0,5-2
Priimérna vyska porostu [m] 20 - 25
Pocet hodnocenych jedinct 67
Podil olsi [%] 85
Pokryvnost [%)] 90
Podil ptiznakovych strom( [%)] 53,7
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Priloha 15: Vyzkumna plocha ¢. 15 Bohutin (,,BOH*)

Nazev vodniho toku / pritoku Litavka - Berounka
. N 49.67005

Souradnice

E 13.965525
PLO (ptirodni lesni oblast) 10 - Stredoceska pahorkatina
Katastralni uzemi Lazec
Nadmorska vyska [m n. m.] 524
Sife vodniho toku [m] 4
Vzdalenost od vodniho toku [m] 05-1
Priimérna vyska porostu [m] 18- 20
Pocet hodnocenych jedincl 62
Podil olSi [%] 90
Pokryvnost [%] 95
Podil ptiznakovych strom [%] 17,7

Priloha 16: Vyzkumna plocha ¢. 16 Skoricky potok pod Kolvinem (,,SKOR*)

Nazev vodniho toku / pfitoku Klabava - Berounka

Souradnice 49.66560
E 13.71197

PLO (pfirodni lesni oblast) 7 - Brdska vrchovina

Katastrdlni uzemi Skofice v Brdech

Nadmorska vyska [m n. m.] 534

Site vodniho toku [m] 1,5

Vzdalenost od vodniho toku [m] 0-3

Priimérna vyska porostu [m] 30

Pocet hodnocenych jedinct 33

Podil olSi [%] 50

Pokryvnost [%)] 20

Podil ptiznakovych strom( [%)] 0

77



Priloha 17: Vyzkumna plocha ¢. 17 Pod Pilskou nadrzi, Pilsky potok (,,PIL1%)

Nazev vodniho toku / pritoku Litavka - Berounka

Souradnice 49.67528
E 13.91266

PLO (pfirodni lesni oblast) 7 - Brdska vrchovina

Katastralni Uzemi Obecnice v Brdech

Nadmofrska vyska [m n. m.] 644

Sife vodniho toku [m] 1

Vzdalenost od vodniho toku [m] 0-6

Prlimérna vyska porostu [m] 18 - 20

Pocet hodnocenych jedinct 24

Podil olSi [%] 55

Pokryvnost [%] 50

Podil ptiznakovych stromU [%] 4,2

Priloha 18: Vyzkumna plocha ¢. 18 Mokrina nad Pilskou nadrzi, Pilsky potok
(,,PIL2%)

Nazev vodniho toku / pritoku Litavka - Berounka

Souradnice N 49.67588
E 13.89558

PLO (pfirodni lesni oblast) 7 - Brdska vrchovina

KatastrdIni uzemi Obecnice v Brdech

Nadmofrskd vyska [m n. m.] 683

Site vodniho toku [m] mokF¥ina

Vzdalenost od vodniho toku [m] 0-6

Primérna vyska porostu [m] 18- 22

Pocet hodnocenych jedinct 20

Podil olsi [%] 60

Pokryvnost [%] 75

Podil pfiznakovych stromu [%] 0

78



Priloha 19: Vyzkumna plocha ¢. 19 Pilsky potok u Bohutina (,,PIL3*)

Nazev vodniho toku / pritoku

Litavka - Berounka

. N 49.66423

Souradnice
E 13.92668

PLO (ptirodni lesni oblast) 7 - Brdska vrchovina
Katastralni dzemi Bohutin
Nadmorska vyska [m n. m.] 595
Sife vodniho toku [m] 1
Vzdalenost od vodniho toku [m] 0-0,5
Priimérna vyska porostu [m] 15
Pocet hodnocenych jedinct 17
Podil olsi [%] 20
Pokryvnost [%] 25
Podil priznakovych stroma [%] 0

Priloha 20: Vyzkumna plocha €. 20 Bradava (,,BRAD*)

Nazev vodniho toku / pritoku

Uslava - Berounka

v 49.614085

Souradnice
E 13.73789

PLO (pfirodni lesni oblast) 6 - Zapadoceska pahorkatina
Katastrdlni uzemi Misov
Nadmofrskd vyska [m n. m.] 630
Site vodniho toku [m] 0,5
Vzdalenost od vodniho toku [m] 0-4
Primérnd vyska porostu [m] 10- 20
Pocet hodnocenych jedincl 45
Podil olSi [%] 85
Pokryvnost [%] 60
Podil priznakovych stroma [%] 4,4
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Priloha 21:

Tab. I: Pocet hodnocenych stromii a ptiznakovych stromi na jednotlivych plochach

. pocet pocet [%] podil
Plocha ,riadmorska hodnocenych | ptfiznakovych |pfiznakovych
vyska [m n.m.] . . .
stromu stromu stromu z X
LOD 273 30 5 16,7
ovC 270 26 5 19,2
SED 237 24 5 20,8
HOS 253 33 4 12,1
ZBIR 291 30 0 0,0
JAV 375 31 15 48,4
KOR 395 45 11 244
PRIV 414 30 0 0,0
TREM 424 46 11 23,9
LIB 258 31 8 25,8
LOCH 316 22 5 22,7
JIN 339 23 6 26,1
HLUB 445 72 1 1,4
PRIB 507 67 36 53,7
BOH 524 62 11 17,7
SKOR 534 33 0 0,0
PIL 1 644 24 1 42
PIL 2 683 20 0 0,0
PIL 3 595 17 0 0,0
BRAD 630 45 2 4.4
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Priloha 22:

Obr. I Kofeny olSe lepkave s hlizkami (foto: J.
Sindelafova
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Priloha 23:

Obr. II: Ukdzka hodnoceni defoliace na olsi lepkavé: 1) zdravy strom — 10 %, 2) chlorotizace — 45 %, 3)
silné prosychani kosternich vétvi — 75 %, 4) odumiely strom — 100 % (foto: J. Sindelatova, M. Machagova)
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