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Abstrakt

Sazna nemoc kury (sooty bark disease) zptisobena fytopatogenni houbou Cryptostroma corticale
je jednou z aktualnich hrozeb pro populaci javoru klenu v Evropé. Od prvniho nalezu v Praze
vroce 2005 bylo zaznamendno né¢kolik desitek jedinct uhynulych Vv disledku nakazy timto
patogenem, ale lze piedpokladat vys$si miru ndkazy pietrvavajici v latentni nesymptomatické
fazi. Hlavnim cilem prace bylo kvantifikovat latentni vyskyt C. corticale v Praze na zaklad¢
brzké detekce V pletivech stromti bez vngjSich symptomu, identifikovat ekologické naroky
tohoto patogenu a stresové faktory podminujici rozvoj infekce. Dal§im cilem bylo na zakladé
ziskanych dat predikovat rizika pro prazskou populaci javoru klenu a vytipovat dal$i ohrozené
lokality v Praze. Sekundarné bylo v praci hodnoceno i spektrum hub kolonizujicich xylém javoru
klenu. Vzorky pletiv odebrané pomoci Presslerova nebozezu byly podrobeny: a) izolaci
kultivovatelnych hub na sladinovy agar a b) detekci DNA C. corticale na zakladé nested PCR
s druhové specifickymi primery. Latentni nakaza byla detekovana ve 28 vyvrtech. Z 27
pozitivnich piipadt detekce pomoci nested PCR se specifickymi primery bylo 10 podpofeno
I izolaci C. corticale na agar. Pouze v jednom piipad¢ nebyla pozitivni izolace C. corticale na
agar potvrzena pomoci nested PCR. Pfitomnost patogenu byla zaznamenana na vSech lokalitach
s pfedchozim vyskytem SBD adale na tfech novych lokalitach v Praze. Infekce byla
signifikantné Castéji pozorovana u stromd, u kterych bylo zjisténo zabarveni pletiv, a které rostly
na okraji porostu na lokalitach s vyssimi koncentracemi imisi v ovzdusi. Z celkovych 112 vyvrti
bylo ziskano 94 izolatl nalezicich do 50 rGznych taxont hub z 15 tada. Spektrum izolata
zahrnovalo mimo C. corticale dalsi patogenni ¢i endofytni druhy. VétSina izolat byla vazana na
zbarvené zony v pletivech, ve kterych mohou byt pfitomny jako puvodci tohoto defektu ¢i
sekundarni kolonizatofi. Zbarveni pletiv ¢i hniloby byly pfitomny v 72 % vsech vyvrti a spolu

S prosychanim koruny a poranénim kiiry pattily mezi nejcastéjsi poskozeni stromd.

Kli¢ova slova: Cryptostroma corticale, Acer pseudoplatanus, brzka detekce, nested PCR,

specifické primery



Abstract

Sooty bark disease (SBD) caused by pathogen Cryptostroma corticale is one of the current risks
to the population of sycamores in Europe. A few dozen individuals were fallen death due to
sooty bark disease from the first record in Prague in 2005. However a higher rate of infection in
a latent non-symptomatic stage can be assumed. The main goal of the thesis was to quantify the
extent of infection C. corticale in Prague on the basis of early detection in tissues of
symptomless trees and identify its environmental requirements and stress factors conditioning
the progression of the disease. Another goal was to predict the risk for Prague's population of
sycamore based on obtained data and identify other vulnerable sites in Prague. A secondary aim
was to assess the spectrum of fungi inhabiting xylem of sycamore. Tissue samples collected with
an increment borer were subjected to: a) isolation of cultivable fungi on malt agar and b)
detection of the DNA C. corticale based on nested PCR with species-specific primers. Latent
infection was detected in 28 of the cores. Of 27 positive detections with primer specific nested
PCR 10 were supported by isolation of C. corticale on agar plates. Only in one case positive
isolation of C. corticale on agar plate was not confirmed by nested PCR. Occurrence of C.
Cortical was recorded in all of parks with a known incidence of the disease and also in 3 new
sites in Prague. The infection has occurred significantly more frequently in trees with tissue
discoloration growing at the edge of vegetation in localities with higher concentration of
pollutants in the air. Out of 112 cores 94 isolates belonging to 50 different taxa of 15 orders were
obtained. The spectrum of cultivated fungi included, among target pathogen C. corticale, other
pathogenic or endophytic species. The occurrence of fungi was bound to cores with discoloured
tissues in which they can be present as secondary colonizers or causal agents of this defect.
Discoloration or decay appeared in 72% of all the cores and was the most frequent tree damage

recorded together with crown dieback and bark cracks.

Keywords: Cryptostroma corticale, Acer pseudoplatanus, early detection, nested PCR, specific

primers



1 Motivace a cile

Javor klen je u nés pfirozené¢ rostouci dievinou V lesich a vyznamnou parkovou dievinou.
V poslednich letech byl zaznamendn zhorSeny zdravotni stav této dfeviny, ato zejména
v méstském prostredi. V roce 2005 se v Praze objevila nova hrozba pro tento druh v podobé
Sooty bark disease (SBD), onemocnéni zpusobeném oportunnim patogenem Cryptostroma
corticale (Xylariales, Pezizomycotina). Toto onemocnéni je znamé pusobenim vln vymirani
javori klenu postihujicich stovky jedinci v souvislosti se stresem z extrémné horkych a suchych
mesich béhem léta. Pod vlivem predstavy 0 oteplovani klimatu azvySeném vyskytu
klimatickych extrému patii toto onemocnéni mezi potencidlni hrozby profitujici z klimatickych

zmén. Aktualné toto onemocnéni vykazuje Sifeni ze zdpadni Evropy do vychodnich a severnich

vvvvv
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trendy. Za prvé postup Sifeni je pomaly a vyskyt je pouze lokalniho charakteru. Zatimco ve
Velké Britanii se patogen uspésné rozsitil, jeho postup do dalSich ¢asti Evropy byl velmi
pozvolny ato piesto, Zze patogen produkuje velké mnozstvi konidii, které se snadno §iii na
dlouhé vzdalenosti a pieduréuji jej k epidemickému Sifeni. Za druhé projev onemocnéni na dané
lokalité je striktné zavisly na vnéjSich podminkach a k odumirani jedincti dochazi pouze po
vystaveni stresu. Za tieti vyskyty vymirani javort klenu jsou vazany na méstské populace javoru
klenu. Na zakladé pozorovani ve Velké Britanii a Francii houba bud’ mimo meésta neni pfitomna,
nebo zde roste na odumielych pletivech jako saprotrof anebo parazituje na siln¢ oslabenych
jedincich. Letalni ptisobeni na zdravé jedince vSak mimo mésta nebylo pozorovano.

stoleti, tedy v dobé¢, kdy nebyly k dispozici molekularné-genetické metody. Teprve nedavno byla
na zaklad¢ kultur z napadenych stroml v Praze provedena prvni molekularné fylogeneticka
studie druhu C. corticale, kterd vedla knovym poznatkim o taxonomii tohoto druhu.
Onemocnéni je nyni v Praze ziejmé ve fazi Sifeni. PouZitim metod brzké detekce zaloZenych jak
na tradicni metod¢ izolace, tak na moderni detekci pomoci druhové specifickych primert,
muzeme detekovat C. corticale nejen Vvnemocnych stromech, ale také ve zdravych
nesymptomatickych jedincich, ve kterych je houba ptfitomna Vv latentni fazi. Znalost rozsiteni C.
corticale v endofytni fazi nam muze poskytnout lepsi predstavu 0 ekologii tohoto patogenu.

V Ceské republice bylo doposud toto onemocnéni zaznamenano pouze na &tyfech lokalitach
v Praze v poctu n¢kolika desitek napadenych jedincii. Je u nas toto onemocnéni skutec¢né tak

vzacné nebo se jednd jen 0 pomyslnou Spicku ledovce ahouba je uz rozsifena V prazskych
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klenech jako latentni patogen? Vime, ze prechod C. corticale do patogenni faze je vazan na
oslabeni hostitele stresem z nedostatku vody, ale mohou existovat néjaké faktory podminujici
samotnou infekci hostitele? Na tyto a dalsi otazky se snazi nalézt odpovéd’ tato diplomova prace,

jejiz cile lze shrnout v péti bodech:

e Na zakladé metod brzké detekce zmapovat rozsifeni C. corticale ve vybranych parcich

v Praze

e zhodnotit vyznam patogenu C. corticale pro prazskou populaci javoru klenu

e vyhodnotit vliv faktori prostedi a zdravotniho stavu hostitele na infekci C. corticale

e predikovat dalsi lokality se zvySenym rizikem nakazy timto patogenem

e zhodnotit diverzitu a vyznam dalSich hub piitomnych v pletivech javoru klenu jako

endofyté



2 Literarni uvod

2.1 Cryptostroma corticale

2.1.1 Pivod a soucasny vyskyt

C. corticale je povazovana za puvodni vV Severni Americe. Poprvé byla popsana jako saprotrof
na javorovém dievé Vv kanadském Londonu pod jménem Coniosporium corticale (Ellis a
Everhart, 1889). Tato houba byla b&Zné¢ nalézana V javorovych monokulturich zejména pii
opracovavani dfeva javoru cukrového (Acer saccharum). Zaznamy 0 vyskytu tohoto druhu jsou
znamy ze statt Wisconsin, Michigan ajizni Ontario, kromé javoru byl tidajné¢ nalezen i na
zastupcich Carya sp. a Tilia sp. Patogenni pisobeni vuéi javorim ¢i jinym dievinam zde nebylo
zaznamenano (Gibbs, 1997).

Prvni vyskyt v Evropé byl zaznamenan Vv roce 1945 ve Wansteadském parku v Londyné, Velké
Britanii. Dle prvniho nalezu na starém odumiclém javoru klenu (Acer pseudoplatanus) byl
povazovan za saprotrofa, dalsi nalezy vSak potvrdily siln¢ patogenni ptisobeni vuci javoru Klenu.
Gregory aWaller (1951) podrobili tento druh morfologické a etiologické studii, popsali
symptomy onemocnéni, které zptisobuje na javoru klenu, a nazvali jej Sooty bark disease (SBD).
Na zakladé porovnani stromat S herbafovymi polozkami potvrdili totoznost houby s americkym
druhem Coniosporium corticale, ktery zahy ptetfadili do nového rodu Cryptostroma s jedinym
druhem Cryptostroma corticale (Gregory a Waller, 1951).

Prvni hromadné thyny klent postihujici stovky jedinct byly pozorovany v padesatych letech ve
Wansteadském parku a posléze v dalSich ¢astech Londyna. Gregory a Waller (1951) uvedli
kazdoroc¢ni ztraty az 20% z celkové populace javoru klenu. V nasledujicich letech se vSak zdala
byti nakaza na ustupu, objevilo se jen par vyskyti v Oxfordu, Somersetu, Norfolku a Hampshiru.
Ovsem V letech 1976 a 1977 doslo k vypuknuti hromadného vymirani javori klent v okoli
Londyna a na jihovychodé Anglie, které se v mensi mife opakovalo v letech 1989-1990.

Mimo Velkou Britanii je vyskyt SBD V soucasnosti znam z dalSich osmi statt stfedni a jizni
Evropy (Tab. 1). Hromadné thyny javoru klenu a méné Casto i javoru babyky (A. campestre)
a javoru jasanolistého (A. negundo) byly pozorovany také v Pafizi a jejim okoli od roku 1950
(Cazaubon, 2012). Vyrazny narust onemocnéni V souvislosti s obdobim sucha a vysokych letnich
teplot byl zaznamenan Vv letech 1950, 1991-1992 a 2005. Mira nakazy C. corticale zde byla dle
anglickych védct diskutabilni, protoze Francouzi ur¢ili jako teleomorfu druh Eutypa maura, coz

je bézny saprotrof na odumielych vétvich javort, a mohlo tak dojit k nadhodnoceni miry vyskytu
10



(Gibbs, 1997). V nedavné dobé byla houba zaznamenana V mést¢ Castres V Pyrenejich
(Cazaubon, 2012), coz je spolu s blize nespecifikovanym nalezem C. corticale na Acer sp.
Za centrum vyskytu poslednich dvou dekdd miizeme povazovat stiedni Evropu. Zejména
Némecko, kde se nemoc poprvé objevila v roce 2005 v mésté Karslruhe nedaleko francouzskych
hranic. Hromadné uhyny javoru klenu byly pozorovany v Lipsku, v Drazd’anech a v Kolin¢ nad
Rynem, kde muselo byt v roce 2010 odstranéno z porostu na 500 jedinct v dusledku onemocnéni
SBD (Metzler, 2006; Robeck, 2007). V mensi mife bylo onemocnéni zaznamenano v Rakousku
v okoli Vidn& (Cech, 2004) a ve Svycarsku v kantonu Ticino (Meier et al., 2008). Recentng byl
ve Svycarsku pozorovan vyskyt SBD také v Zenevé (Cochard et al., 2015)

Nejsevernéjsi znamou lokalitou tohoto patogenu je Nizozemi, kde byla nalezena stromata
C. corticale na palivovém dfivi z javoru klenu vyprodukovaného v severnim Holandsku. (EPPO
Reporting Service, 2014). Recentné¢ byla C. corticale zaznamenana v Bulharsku na nékolika
javorech mlécich v parcich azahradach residen¢nich ¢tvrti Druzhba a Mladost v Sofii
(Bencheva, 2014). V Ceské republice bylo onemocnéni poprvé zaznamenano V roce 2005. Mezi
lety 2005 a 2013 bylo nalezeno nékolik desitek javoru kleni odumielych v disledku onemocnéni
SBD, a to na ¢tyfech lokalitach v Praze (Koukol et al., 2014).

Tab. 1: Piehled historie nalezi a rozsifeni SBD v Evropé

1. nalez Zemé Lokality Hostitelské difeviny Zdroj
1945  Velka Britanie Londyn, Oxford, Somerset, A. pseudoplatanus Gregory a Waller 1950,
Norfolk, Hampshire Gibbs 1997
1950 Francie PaiiZ a okoli, France-Comté, A. pseudoplatanus, A. Cazaubon 2012
Pays de la Loire negundo, A. campestre,
A. platanoides
1952  Italie Acer sp. Wilkins 1952
2003  Svycarsko Ticino, Zenevské jezero A. pseudoplatanus Maier et al.. 2008
Cochard et al. 2015
2004 Rakousko Viden A. pseudoplatanus Cech 2004
2005 Némecko Karslruhe, Lipsko, A. pseudoplatanus Metzler 2006, Robeck
Drazd’any, Kolin nad 2012
Rynem
2005 Ceska Praha A. pseudoplatanus, Koukol et al. 2014
republika A. platanoides
2013 Nizozemsko Severni Holandsko A. pseudoplatanus Eppo/Oepp 2014
2014 Bulharsko Sofie A. platanoides Bencheva 2014

11



2.1.2 Morfologie a taxonomie

Pro C. corticale je typicka tvorba rozlitych stromat, ktera jsou zprvu zanofena pod ktirou (Obr.

1). Mezi vrstvami kary vznika dutina ohrani¢ena bazalnim a svrchnim stromatem (floor stroma

- 3 ~——— aroof  stroma)  propojenym

stromatickymi sloupky. Na

bazalnim stromatu vyristad vrstva

i, vzptimenych nevétvenych
konidiofora.  Konidiofory jsou

Col
tvofené 3 az 5 bunkami, bazalni

g buiiky jsou tmavé, distalni jsou

g g hyalinni. Konidie vznikaji

4

AN ——_—— tmavnou azaobluji se. Jsou
}R 1 drobné 0 rozmérech 4-6,5 x 3,5-4

fialidicky v fetizcich, nejprve jsou

hyalinni a zhranatélé, postupné
Phl

Obr. 1: Prifez stromatem C. corticale. R, svrchni stroma pm, lehké asuché coz jim

(roof stroma); Cap, kapilicium; Col, sloupek vyztuzujici umozituje snadné uvolnéni ze
dutinu; SP, spory; Ph, fialidy; F, bazalni stroma (floor o 5
stroma); Phl, floém. Zvétseno 40x. Pfevzato a upraveno dle ~ Stromatu aSifeni vétrem. Ve

Gregory a Waller (1951). zralosti se svrchni stroma odlupuje

spolu s kiirou a odhaluje masu spor pfipominajici nanosy sazi (odtud pojmenovani Sooty bark
disease = sazna nemoc kury). Postupné uvoliiovani spor po dobu nékolika tydnli umoziuje
pritomnost kapilicia tvofeného systémem lepivych nevétvenych vlaken vyrlstajici z bazalniho
stromatu v poétu az 100 000 na cm? (Gregory a Waller, 1951).

Taxonomické zatazeni C. corticale bylo dlouho nejasné, protoze nikdy nebyla pozorovana
tvorba teleomorfy. Ellis aEverhart (1889) piedpokladali piislusnost mezi Amerosporae
(Dematiaceae, Moniliales), uméle vytvofenou skupinu zahrnujici tmavé zbarvené anamorfni
askomycety s jednobundénymi konidiemi. Cetné nalezy stromat na mrtvém dievé vedly
K nazoru, ze se jedna 0 anamorfni saprotrofni stadium nékterého oportunniho patogenu. C. Thom
povazoval C. corticale za moznou anamorfu rodu Nummularia (dnes Biscogniauxia) na zaklade¢
morfologické podobnosti stromat (Gregory a Waller, 1951)

Dalsi studie tohoto druhu se taxonomickym zafazenim nezabyvaly, a tak byla houba fazena mezi
anamorfni Pezizomycotina (Index Fungorum), Ascomycota (MycoBank) ¢i Ascomycetes,

Incertae sedis (USDA Fungal Database). Teprve recentni fylogenetickd studie zalozena na
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sekvencich ¢ty gent (ITS rDNA, aktin, RNA polymeraza II podjednotky B2, a p-tubulin)
ukazala ptislusnost C. corticale do ¢eledi Xylariaceae (fad Xylariales) do rodu Biscogniauxia.
Jako nejblize piibuzné druhy se ukazaly byt B. bartholomei a Graphostroma platystoma.
Anamorfy, jez jsou znamé u téchto nejptibuznéjsich druha (Virginella-like u B. bartholomei
a Nodulisporium u G. platystoma), jsou morfologicky odlisné od C. corticale, jedinym
spole¢nym morfologickym znakem je tvorba stromat. Naproti tomu v ekologickych narocich
existuje podoba C. corticale s patogennimi zastupci rodu Biscogniauxia. Spole¢nymi znaky je
naptiklad hostitelskd specifita jednotlivych druhti, slaby parazitismus podminény oslabenim
hostitele, schopnost prezivat jako endofyt ve zdravych pletivech a saprotrofné se zivit na

odumfelych pletivech (Koukol et al., 2014).

2.1.3 Zivotni cyklus a symptomy onemocnéni

Cryptostroma corticale se §ifi pomoci drobnych konidii (Obr. 2D) které se tvoii ve velkém
mnozstvi a umoznuji efektivni $ifeni na velké vzdalenosti. Do hostitele vnika skrze poranéni
klry, napt. ofezané ¢i ulomené vétve v koruné, poskozeni borky okusem ¢i mrazové trhliny. Po
infekci proriistd vodivymi pletivy hostitele a mlize zlstat dlouho Vv latenci bez vnéjSich ptiznakd.
Ptechod do patogenni faze je vazan na oslabeni hostitele stresem zejména nezvykle suchymi
a horkymi mésici béhem Iéta (Gregory a Waller, 1951; Lonsdale a Gibbs, 1996).

Pfechod do patogenni faze se obvykle projevi na podzim prosychanim vétvi VvV koruné
a usychanim listl. Prosychéni neni druhové specifickym symptomem, miZze vznikat piimo
v disledku sucha, zastinéni ¢i plisobenim jinych patogenti. V ptipadé SBD dochézi v disledku
kolonizace pletiv houbou k ukladani difaznich latek davajici pletivu typicky nazelenalé hnédé az
zluté zbarveni (Obr. 2B). Toto zabarveni prostupuje dlouhé tseky kmene ¢i vétvi obvykle
Vv blizkosti jadra. V mistech, kde barevna zona dosahne az k okraji kmene, dochazi k tvorbé
korovych nekroz. Nekrézy se tvofi na odumfielych vétvich ¢i na kmeni, jsou typicky vertikalné
protahlého tvaru a mohou méfit od desitek centimetrii az po dva metry. V prvotni fazi se pod
kirou vytvaii dutina, ktera se projevi z vné¢jsSiho pohledu puchyiovitou strukturou kiry. Ve
zralosti se svrchni vrstva kiry odlupuje a odhaluje masu konidii (Obr. 2C). Podle tloustky kury
se bud tvofi stromata jednolitd nebo ostrivkovita, morfologie ale ziistava nezménéna (Gregory a
Waller, 1951).

V konecném stadiu strom odumfe, témét vesSkera klra je odloupdna apo uvolnéni konidii

zUstava obnazené bazalni stroma se zbytky stromatickych sloupkd (Obr. 2A). Nekrotizovana
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Obr. 2: Symptomy SBD a C. corticale. A) Nekrotizovana vétev, odlupujici se svrchni kira odhaluje stromata
C. corticale. B) Pruifez kmene se skvrnitosti zptisobenou C. corticale (foto: K. Cerny). C) Cerstva léze pod
kiirou (foto: K. Cerny).

D) Konidie C. corticale, zvétseno 100x. E) Kultura C. corticale na 2°SL, staii 7 dni F) stafi 14 dni.

kara je kolonizovana fadou bezobratlych zivocichd, kteti ji vyuzivaji jako ukryt ¢i jako zdroj
potravy, jejich vyskyt je vSak sekundarni a neptispivaji k Sifeni onemocnéni (Jones, 1993). Jako
mozny vektor pienosu byla zvazovana veverka popelava (Sciurus carolinensis), jez je
Vv britskych parcich pfemnozena a posSkozuje dieviny okusem. Samotny okus stromil hraje roli
jako zdroj vstupnich bran pro infekci. Mimo to veverky okusuji stromata C. corticale a pienasi

tak konidie na svych zubech, drdpech a Vv trdvicim traktu, ¢imz mohou pfispivat k Sifeni

onemocnéni V ramci lokality (Abbott a Rayner, 1977).
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2.1.4 Stresové faktory podminujici vyskyt SDB

Pivodné byly za spoustéci faktor povazovany vysoké teploty V letnich mésicich, protoze
hromadné thyny javori nasledovaly po nezvykle horkych létech. Dle studie Young (1978) se
akutni projevy SBD objevily v letech s nejméné dvéma mésici S pruimérnym teplotnim maximem
nad 23°C. Rovnéz experimentalni pokusy S javory uméle infikovanymi C. corticale prokazaly
rychlejsi kolonizaci pletiv pti 25°C nez pii 15°C (Dickenson a Wheeler, 1981). Nicméné
porovnani zaznamu vyskytu C. corticale ve Velké Britanii s klimatickymi daty ukazalo, ze ne
vSechna nadmérné tepla 1éta byla doprovazena tthyny javorii. Rozhodujicim faktorem se ukéazalo
byt mnozstvi srazek v daném roce (Gibbs, 1997). Obdobné byl v Praze pozorovan zvySeny
vyskyt SBD v roce 2005 patrné Vv disledku nadstandardné horkych a suchych mésict v roce
2003. Podobné vysoké teploty, ale bez snizenych srazkovych uhrnd, byly pfitom naméteny i
Vv letech 1992 a 1994 kdy vyskyt SBD nebyl zaznamenan (Koukol et al., 2014).

V Praze bylo paradoxné zaznamenano nejvice piipadi SBD Vv parku Stromovka, ktery lezi
v aluvialni oblasti feky Vltavy a celoro¢né disponuje vysokou hladinou podzemni vody. Témét
celd plocha parku byla dokonce po nékolik tydnii zaplavend béhem povodni v roce 2002.
Odumirani kotfenti Vv disledku anoxie azvySeny vyskyt kofenovych hnilob vedly k redukci
kotenového systému, jez se projevila v nedostatecném zasobeni nadzemnich ¢ésti stromu vodou
podobné jako pii nedostatku vlahy a mohla tak podnitit rozvoj SBD (Koukol et al., 2014).
Souvislost vyskyt SBD s vysokymi srazkami uvadi i Bencheva (2014) v Sofii, kde projeviim
SBD piedchazela léta extrémné sucha nasledovana léty nezvykle bohatymi na srazky.

vyskyt ve méstech (Gibbs, 1997). Zejména prvni nalezy onemocnéni na jednotlivych lokalitach
a nahlé rozsahla odumirani v dasledku SBD jsou zaznamendvana ve velkych méstech. Piikladem
muze byt vyskyt SBD v Patizi, kde v roce 2005 muselo byt odstranéno z porostu na 600 jedinct
javoru klenu (coz ¢ini ptiblizné 1% z patizské populace javoru klenu), pfi¢emz v blizkych
smiSenych lesich na severu aseverovychodé Francie nebyl zaznamenan jediny piipad SBD

(Douzon, 2007).

2.1.5 Management péce 0 napadené dieviny

Casové oddéleni infekce hostitele a prechodu do patogenni faze znemoziuje likvidaci nakazy
Vjejim zarodku. Prvnimi viditelnymi symptomy je prosychdni koruny a tvorba nekréz na
vétvich. Vzhledem k tomu, Ze nekrézy vétSinou nevznikaji v misté vstupu, ale az po kolonizaci

vodivych pletiv, nelze infekci =zastavit odstranénim postizenych casti. Nicméné ofez
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nekrotizovanych vétvi a odstranéni napadenych jedinct z porostu je zddouci kvili zamezeni
Sifeni infekce. Pfi manipulaci S nekrotizovanym materidlem se uvolituje velké mnozstvi spor,
aproto je vhodné dodrzovat bezpecnostni opatieni. Zejména je dllezité provadét oiez ve
vegetatnim klidu za vlhkého chladného pocasi anekrotizovany materidl bezprostfedné
likvidovat, nejlépe spalit. Pro zamezeni pfenosu infekce na dalsi stromy je vhodné pouzivané
ptistroje pravidelné¢ dezinfikovat 70% etanolem (Cazaubon, 2012). RovnéZ pii zpracovavani ¢i
skladovani nekrotizovaného dieva je vhodné zajistit vysSi vzdusnou vlhkost kvili zamezeni
uvoliiovani spor. Inhalace velkého mnozstvi spor maze u lidi zpiisobovat alergické reakce, proto
je vhodné béhem prace pouzivat rousku (Robeck, 2007). Tato alergicka reakce se nazyva Bark
strippers lung, protoze byla popsana u pracovniki pily a tovarny prazce v Michiganu, ktefi se
nadychali spor pfi opracovdvani nekrotizované kiry z kmenl.. Pfiznaky onemocnéni jsou
podobné jako pifi nachlazeni: kaSel, tinava, horeCka, zimnice ¢i bolesti hlavy. Pfi pobytu na
Cerstvém vzduchu symptomy odezni béhem nékolika tydnt ¢i mésict ( Tewksbury et al., 1968;
Robeck, 2007).

Na lokalitich s vyskytem SBD je vhodné provadét pravidelny monitoring a pribézné
odstrafiovat jedince se symptomy onemocnéni. Vykacené stromy je idealni nahradit jinymi
druhy. Pii vysazovani javoru klenu na nové lokality je vhodné dbat na stanovistni pozadavky
dreviny, zejména zajistit propustnou padu, dostatek vlahy a polostin ( Douzon, 2007; Cazaubon,
2012).

2.2 Puvodci zbarveni v pletivech javoru klenu

Jednim ze symptomi je SBD je zelenohnédé az zlutavé zbarveni pletiv, které prostupuje
dlouhymi useky kmene obvykle v blizkosti jadra. Toto zbarveni ptedchazi tvorbé korovych
nekroz, které vznikaji v misté, kde se skvrna pfibliZi aZ okraji kmene. Po odumieni stromu se
zbarveni vytraci a pletiva dostavaji svétle Sedy odstin (Gregory a Waller, 1951).

Samotnou pfitomnost zbarveni ovSem nemtizeme pokladat za dikaz infekce C. corticale. Javor
klen je relativné néachylny ke vzniku zbarveni pletiv a mize k nému dochazet z rtznych
biotickych i abiotickych pfti¢in. Nejcastéji je zbarveni piitomno ve stfedni ¢asti kmene, ale ve
vétsin¢ pripadli zasahuje také do baze kmene arozpind se i smérem do koruny. Na prifezu
kmenem ma pak zbarveni nejvEétsi primér u baze a smérem do koruny se postupné zmensuje. Co
do tvaru muze byt kulovité, paprscité (Obr. 3) ¢i oblakovité. V piipadé mnohonasobné ¢i
postupné kolonizace patogenem muze vznikat kompartmentované zbarveni (Kadunc, 2007).

Zbarveni mé nejcastéji nazelenalé, Sedé, hnédé ¢i oranzové odstiny a je zpusobeno fenolickymi
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latkami naakumulovanymi vV misté poranéni nebo infekce houbovymi ¢i bakterialnimi patogeny
(Gregory, 1982; Kadunc, 2007; Kowalski a Materniak, 2007). V misté aktivni interakce mezi
patogenem a hostitelem se vytvari reak¢éni zona. Na piikladu javoru klenu infikovaného C.
corticale byla tato reak¢ni zona popsana jako zelena linka o Sifce 0,5 — 2 mm odd€lujici zdrava
pletiva od infikovanych (Pearce, 2000); stejna reakéni zéna se utvofila iu javord klent
infikovanych patogeny Kretzschmaria deusta a Ganoderma adspersum (Pearce et al.1997).
Zbarveni se miize tvofit lokalné v misté poranéni kiiry, v mrazovych listach ¢i v podobé klint
tmavého dfeva pod korovymi nekrézami zpusobenymi napi. Necria coccinea. Ohrani¢ené
skvrny ve tvaru pismene T mohou ziistat po zahojeni drobnych nekréz zptisobenych Fusarium
solani (Kowalski a Materniak, 2007). Rovnéz Langer et al. (2013) uvadi Fusarium sp. jako
puvodce Sedohnédych ¢i Sedozelenych skvrn v pletivech javoru klenu. Dale jsou Vv této studii
popsany piipady zbarveni pletiv zastupci Phytophthora sp., Neonectria sp. a Verticillium dahlie.
Zbarveni pletiv doprovazejici hnilobu zptisobuji u javoru klenu dievokazné houby jako naptiklad
Ganoderma adspersum, Kretzchmaria deusta ¢i Chondrostereum purpureum (Pearce et al.,
1997).

Obr. 3: Zbarveni zpusobené kolonizaci neuréenym patogenem na priiezu vétvi javoru klenu.
Dle studii zabyvajicich se péstovanim javoru klenu roste pravdépodobnost pfitomnosti zbarveni
pletiv s vékem stromu, primérem kmene a rozlohou koruny. Patrna je souvislost mezi zbarvenim
a piitomnosti odumfelych vétvi v koruné a mrazovych trhlin (Hein et al.,, 2008). Rovnéz
profezavani vétvi mize zpusobit zbarveni pletiv, ato zejména ofez silnéjSich vétvi u starSich
stromt. Aby nedochazelo k znehodnoceni dfeva, je vhodné profezavat mladé stromy s hustou

korunou a odstrafiovat vétve 0 prifezu maximalné 5-6 cm (Danescu et al., 2015).Z hlediska
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vySce hrudniku), u nichz je minimalni pravdépodobnost zbarveni (Kadunc, 2007).

2.3 Metody brzké detekce fytopatogennich hub z pletiv hostitele

Pojmem brzka detekce rozumime identifikaci patogenu V latentni fazi bez ptitomnosti vné&jSich
symptomia (Narayanasamy, 2011). Odhaleni patogenu jiz Vv latentni fazi umoznuje efektivné
eliminovat projevy onemocnéni aredukovat dalsi Sifeni patogenu odstranénim infikovanych
rostlin ¢i jejich casti (Narayanasamy, 2011; Capote et al., 2012). Velky vyznam ma brzka
detekce dievokaznych hub Vv dfevinach, jez snizuji trzni cenu dfeva, azejména V méstské
prostiedi ovliviluji tzv. provozni bezpecnost stromtl. V lesnictvi a arboristice je pouzivana cela
fada metod odhaleni hniloby, jejich piivodci, a zejména rozsahu poskozeni. V arboristické praxi
se bézn¢ pouzivaji k detekci jednoduché nastroje (napt. impulzni kladivo, Pressleriiv nebozez) ¢i
sofistikované pfistroje zalozené¢ na fyzickych amechanickych odliSnostech zdravého
arozlozeného dfeva. Mezi nejbéznéji pouzivané patii akusticky tomograf modelujici hnilobu
v kmeni na zdkladé€ rychlosti Sifeni akustické signalu a penetrometr, ktery zaznamenava zménu
Vv kvalité¢ dfeva na zakladé odporu, ktery klade vici tenkému vrtaku (Kolatik, 2006). Jiné
ptistroje vyzivaji ultrazvukovych vln, magnetické rezonance, rentgenu ¢i radarového signalu
(Larsson et al. 2004). Nevyhodou téchto metod je Casova a finan¢ni narocnost testt, vysledky
navic mohou byt ovlivnény idalSimi faktory (napf. vodni nasycenosti pletiv). Dal$im
nedostatkem je nemoznost urcit pivodce hniloby auvadi se i neschopnost detekovat hnilobu
v ranych fazich infekce (Clausen, 1997). Tradi¢nim pouzivanym postupem pro detekci patogenti
v pletivech je izolace z pletiv hostitele do kultury. Nevyhodou této metody je opét relativni
¢asova narocnost (doba od zpracovani vzorki po determinaci patogenu muiiZe trvat vV ramci dni aZ
tydnll), nutnd znalost taxonomie, vysoké riziko kontaminace, nemoznost kvantifikovat miru
nakazy, a ptedevsim neschopnost rtstu in vitro u nékterych druht hub (Capote et al. 2012).
Citlivéjsi arychlejsi jsou imunologické metody detekujici v pletivech protilatky vice €1 méné
specifické pro konkrétni patogeny ¢i skupiny patogent. Vyhodou téchto metod je i moznost
kvantifikace ndkazy. K detekci fytopatogennich hub byla nejcastéji pouzita metoda ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) zalozena na imunoenzymatické reakci a jeji modifikace
(Clausen, 1997). V soucasné dobé jsou nejvice pouzivany moderni molekularni metody brzké
detekce fytopatogenti, které mohou byt vyuzity jak k samotné detekci, tak ik identifikaci
patogenu a kvantifikaci miry nakazy v pletivech hostitele. Tyto metody jsou rychlejsi (obvykle

mén¢ nez 24 hodin), pfesngjsi a citlivéjsi neZ metody izolacni. NevyZzaduji taxonomické vzdélani
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aumoznuji detekovat i nekultivovatelné patogeny. K brzké detekci fytopatogennich hub
Vv pletivech pletiv jsou nejcastéji pouzivané pfistupy zalozené na PCR se specifickymi primery
(Capote et al., 2012)

Zakladni metodou je konvencni PCR se specifickymi primery, které nasedaji na konkrétni tisek
v genomu cilového organismu, jez mtize byt specificky na urovni rodu, druhu ¢i dokonce kmenu.
Produkt reakce je nasledné vizualizovan na elektroforéznim gelu. Ve fytopatologické praxi se ale
Castéji pouzivaji odvozené metody, které maji veEtsi citlivost, pfipadné umoznuji kvantifikaci
mnozstvi DNA v templatu.

Zvyseni citlivosti lze dosahnou pomoci nested PCR, ktera je sloZzena ze dvou po sobé
provedenych PCR reakci. Pti prvni reakci jsou pouzity univerzalni houbové primery a produkt
této reakce slouzi jako templat pro druhou PCR se specifickymi primery. Nevyhodou této
metody je vétsi Casova narocnost a vyssi riziko vzajemné kontaminace vzorkl pii opakovaném
pipetovani (Narayanasamy, 2011). Rychlejsi variantou této metody je co-PCR (koopera¢ni PCR)
kdy jsou externi i interni primery pfidany do jedné reakce. Nevyhodou této varianty muze byt
vEtsi citlivost na inhibicni latky (Necas, 2006).

Pro detekci vice patogenti najednou Ize pouzit multiplex PCR, pii které v jedné reakci probiha
amplifikace n¢kolika riznymi primery specifickymi pro rizné patogeny. Nevyhodou této metody
je relativné naroc¢na optimalizace PRC, ktera musi zarucit, ze primery spolu nebudou navzajem
interagovat a amplikony budou podobné délky, aby nedochazelo k piednostni amplifikaci
kratSich useki (Capote, 2012).

V soucasnosti je ve fytopatologii nejéastéji pouzivana real-time PCR neboli kvantitativni PCR.
Pfi této metodé dochazi nejen k detekci, ale rovnéz i ke kvantifikaci mnozstvi DNA patogenu
Vv pletivech hostitele. Navic pfi ni odpada vizualizace produktl na elektroforéznim gelu pfi niZ je
nutno manipulovat s ethidium bromidem, jez ma mutagenni ucinky (Schena, 2013). Princip
metody spociva ve fluorescenc¢nim znafeni DNA (barvivem ¢i sondou), jehoZ intenzita je
zaznamenana V kazdém cyklu PCR. Vzhledem k exponencidlnimu prabéhu amplifikace lze

zpétné€ odvodit mnozstvi DNA v templatu (Capote, 2012)
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3 Metodika

3.1 Lokality a dieviny

Cilovymi lokalitami (Obr. 4) byly parky celoprazského vyznamu (diive nazyvané parky
1. kategorie) zahrnujici Stromovku, komplex zahrad vrchu Petfina, zahradu Kinskych, Letenské
sady, park na vrchu Vitkové aoboru Hvézda. Sprava parkii nalezi Odboru méstské zelené
a odpadového hospodarstvi Magistratu hlavniho meésta Prahy. V roce 2013 bylo zazadano
0 povoleni k odbéru vzorki, jez nam bylo nasledn¢ vystaveno.

Dale byly vzorky odebirany na lokalitach, kde jiz byl vyskyt patogenu zaznamenan, tj. vV parcich
Parukarka a Folimanka. Vybrané lokality jsou vhodné z hlediska zastoupeni javoru klenu a velké
diverzity stanoviStnich podminek. Cilovou dfevinou byl javor klen, ktery je hlavnim hostitelem

C. corticale. Ptipady vyskytu SBD na jinych druzich javoru jsou spiSe vyjimeéné.

[241]
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Obr. 4: Mapa Prahy s cilovymi lokalitami. 1) Obora Hvézda, 2) Petfinské sady, 3) Letenské sady, 4)
Stromovka, 5) Vitkov, 6) Parukarka, 7) Folimanka

3.2 Terénni odbéry

Terénni odbéry byly provadény od biezna 2013 do listopadu 2014. Na kazdé lokalité¢ bylo
odebrano 15 — 25 vzorki podle rozlohy a zastoupeni javoru klenu. Pfi vybéru stromt bylo dbano
na obsahnuti vSech typt stanovist’ a zahrnuti jedinct s riznymi stupni poskozeni. U kazdého

stromu byl zaznamenan obvod kmene ve vySce odbéru, odhadnut stupen proschnuti koruny (Tab
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2), popsan zdravotni stav a poSkozeni stromu (dle Uhlifova a Kapitola (2004)), primér koruny

a jeji deformace (napft. v dusledku zastinéni, profezu vétvi).

Tab 2: Stupnice miry prosychani dle Gregorova et al. (2006).

Stupen poskozeni Charakteristika % prosychani
(0)] strom zdravy 0
1 mirn¢ poskozeny >0-25
2 sttedné poSkozeny >25-50
3 silné poskozeny >50-75
4 odumirajici >75
(5) suchy 100

Pro odbéry vzorki z vnittku kmene byl zvolen Pressleriiv nebozez, coz je specializovany duty
vrtak vyuzivany zejména v dendrochronologii K uréeni stafi stromu, méfeni pfirdstu stromu
a datovani obdobi rastu stromu (Grissino-Mayer, 2003). V arboristické praxi se pouziva pro
stanoveni rozsahu infekce dfeva ¢i K méfeni zbytkové stény dutin (Kolafik, 2006). Odbéry se
provadi standardné ve vySce 120 cm a dosahuji idedln€ do stfedu kmene. V ptipadé podezieni na
pfitomnost hniloby ¢i dutiny, kde hrozi uviznuti vrtaku, je vhodné béhem vrtani kontrolovat
kvalitu dieva, napi. pribéznym odebiranim vyvrtu. Vysledkem odbérii je valecek dreva
0 praméru 0,5 cm. Vyhodou oproti neinvazivnim metodam detekce hnilob je zejména moznost
dodatecné¢ identifikace piivodce defektii a finan¢ni nendrocnost.

Vzorky pletiv byly odebirdny Presslerovym nebozezem MORA-PV400 (Haglof, Svédsko).
Vyvrty 0 délce 15 az 25 cm byly na misté vizualné hodnoceny na ptitomnost defektti (zbarveni
pletiv, hniloba, praskliny ¢i dutiny v kmeni) auschovany do papirovych sackt. Pressleriv
nebozez avné&jsi pletiva v okoli vrtu byla pfed ipo odbéru povrchové sterilizovana 96%
etanolem z rozprasovace.

Na lokalit¢ byla zaznamenana také jeji charakteristika (zpevnéni a sklon plochy, zapojeni

porostu, piitomnost stresovych faktortit).

3.3 lzolace a kultivace hub

V laboratoti byly v nesterilnim prostiedi z vyvrtd vyfiznuty 0,5 cm segmenty, dva z oblasti

jadrového dieva (A) a dva z okrajové ¢asti kmene (D). V ptipadé vyvrta s barevnou zoénou byly

ziskany duplicitni segmenty ze stfedu barevné zony, z aktivni pfechodové zony a z okrajové ¢asti

kmene (Obr. 5). Ve flowboxu byly segmenty povrchové sterilizovany postupné v 96 % etanolu a

v 0,5 % roztoku chlornanu sodného (SAVO), vzdy po dobu 50 sekund, a nasledné oplachnuty
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Vv destilované vod¢, osuSeny na filtraénim papiru a umistény na Petriho misky se 2° sladinovym
agarem (2° SL) piipravenym ze sladinového vytazku (Sladovna Bruntal, CR) ptidavaného na
hustotu 2° Balinga a 22 g agaru na litr destilované vody s ptidavkem antibiotika Streptomycin
(cca 3 mg/l). Vzorky byly kultivovany pii pokojové teploté, jednotlivé izolaty byly prabézné
odebirany do Cistych kultur na 2°SL.

1)

2)

D BC A

Obr. 5: Schéma odebrani segmenti z vyvrti. 1) vyvrt bez defektl: a — pletiva ze stiedu kmene, B —
pletiva z okrajové Casti kmene. 2) vyvrt se zbarvenymi pletivy: a - zbarvena pletiva jadrového dieva ve
sttedu kmene, BC — pfechodova zéna, D — nezbarvena pletiva v okrajové ¢asti kmene. Z kazdé Casti byly
odebrany 2 segmenty o velikosti 0,5 cm.

3.4 ldentifikace kultur

Izolaty byly na zéklad¢ fenotypickych znaki kolonii rozfazeny do morfotypu. Sporulujici izolaty
byly uréeny na zakladé¢ morfologickych znakii dle relevantni taxonomické literatury. Sterilni
izolaty byly uréeny na zaklad€ porovnani sekvenci ITS rDNA (pfipadné i 28S rDNA) s databazi
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Vétsina izolatd byla uschovana minimalné

v

V jednom exemplafi na Sikmeném agaru pro ptipadnou potiebu piesnéjsi identifikace.

3.4.1 Extrakce a sekvenace DNA

DNA byla extrahovéana z Cerstvych kultur na 2°SL pomoci kitu ZR Fungal/Bacterial DNA Kit
(Zymo Research, Kalifornie, USA) za dodrzeni doporuc¢ované¢ho postupu vyrobce S vyjimkou
posledniho kroku, kdy byla DNA vymyta 28 ul elu¢niho pufru ohfatého na 65°C.
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Vybrané tseky DNA byly amplifikovany v termocykléru Eppendorf Mastercycler (Eppendorf,
Némecko). Pro urcovani druhti byla amplifikovana oblast ITS rDNA zahrnujici ITS1 - 5,8S -
ITS2 pomoci part primera ITS1F a NL4 nebo ITS1F a ITS4 (Tab. 3). Reakce probihala ve smési
0 objemu 20 pl (10 ul destilované vody, 0,5 ul forward a 0,5 ul reverse primeru o koncentraci 10
pmol/l, 1 ul templatové DNA). Polymeraza, reakéni pufr a nukleotidy byly soucasti mastermixu
5 PRIME MasterMix (5Prime, Némecko), ktery byl do reakéni smési dodan v objemu 8 pl.
Sekvence ITS je v GenBank hojné¢ zastoupena avyuzivana pro determinaci fady druhd,
taxonomie nékterych skupin hub je ale zaloZena na jinych markerech. Proto musela byt napf. pro

zastupce fadu Pleosporales amplifikovana oblast 28S rDNA pomoci primert NL1 a NL4.

Tab. 3: Sekvence primeri pouZitych pro amplifikaci ITS1 - 5,85 - ITS2 a 28S rDNA.

Nazev Sekvence (5’- 3") Zdroj

ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTA White et al. (1990)
NL1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAA O’Donnell (1993)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATG White et al. (1990)
NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG O’Donnell (1993)

Uspé&snost reakce byla ovéiena vizualizaci produktu PCR elektroforézou na 1% agardzovém gelu
v TAE pufru. Produkty PCR byly pfecistény purifikaénim kitem GeneAid (Geneaid Biotech
Ltd., Taiwan) apfipraveny na sekvenaci V Laboratofi sekvenace DNA PiF UK v Praze.
Sekvence byly upraveny v programu Geneious (Biomatters, Auckland, Novy Zéland)
a porovnany se sekvencemi v databazi GenBank pomoci algoritmu Blast (Altschul, 1990)

3.5 lzolace DNA z vyvrti

Kazdy vyvrt byl v laboratofi zbrousen po celé své délce raspli a ziskané piliny byly uchovany
v mikrozkumavkach Eppendorf pfi teploté -20°C. K extrakci DNA byl pouzit ZR Plant/Seed
DNA Kit (Zymo Research, Kalifornie, USA) za dodrzeni doporu¢eného postupu od vyrobce
s mirnym navySenim objemu Lysis Solution (760 pl) vzhledem k nizkému vodnimu potencialu

pilin. DNA byla vymyta 30 ul elu¢niho pufru ohfatého na 65°C.

3.6 Detekce C. corticale pomoci specifickych primeri

Primery specifické pro druh C. corticale byly navrzeny v programu PrimerBLAST na zéakladé

sekvenci useku ITS rDNA a fragmentd gent kodujicich aktin, RNA polymeraza II podjednotky
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B2 (RPB2) ap-tubulinu (TUB), ziskanych z pfedchozi studie (Koukol et al., 2014). P¢t
nejvhodnéjsich part (Tab. 4) bylo zkonstruovano (Sigma-Aldrich, Némecko).

Tab. 4: Sekvence péti paru specifickych primeria navrzenych na zakladé tfi riznych markera (ITS,
TUB, RPB2).

gen a prislu$ny par primeru sekvence (5"- 3") teplota nasedani

ITS rDNA
cclTS1f TCTGAGTATAACACAAAAATAAG 5500
cclTS1r TACAGTAACGTAAATTCCCA
cclTS2f AGGTTGTGCTGTCCGGTG 60°C
cclTS2r CAGTAGATTCAGAGTTTGGGGG

TUB
ccTUBLf GGGAACAAGAGCTTTCCTAA 550C
ccTUBLr AATGCGTAAGTGCTATCCTC
ccTuB2f GAGGATAGCACTTACGCATT 550C
ccTUB2r GTCATGTAAACACAGCATCG

RPB2
ccRPB2f CGAACTAGCTGTGAAGCCCA 60°C
ccRPB2r TCTCTTCCTACGGGGGTGTT

Pro optimalizaci PCR se specifickymi primery byla pouzita reakéni smés 0 objemu 15 pl (7,5 pl
destilované vody, 6 pl mastermixu 5Prime, 0,875 ul forward a 0,875 pl reverse primeru
0 koncentraci 10 pmol/l, 0,75 ul templatové DNA). Programy v termocykléru Eppendorf
Mastercycler byly nastaveny pro kazdou reakci dle programu pro dany gen, na zakladé kterého
byl primerovy par navrZen.

V prvni fazi byla optimalizovana teplota nasedani na 10°C gradientu teplot Vv okoli teploty
doporu¢ené od vyrobce. Déle se testovala zéavislost na koncentraci templatové DNA
a specifi¢nost primerti. Specifita byla testovana na templatové DNA z Cistych kultur C. corticale
aji blizce ptibuznych druhit Biscogniauxia simplicior a Graphostroma platystoma. Jako
nevhodny byl vyhodnocen primerovy par ccTUBIf a ccTUBLr, ktery produkoval velmi slabé
prouzky.

PCR se specifickymi primery na DNA z vyvrti byla optimalizovana pro rizné koncentrace
templatové DNA. Jako pozitivni kontroly byly pouzity vyvrty, z nichz byla C. corticale Gspésné
izolovana na agar, a DNA extrahovana z Cisté kultury C. corticale (CCF 5115). Jak se ukazalo,
koncentrace DNA C. corticale jsou v DNA extraktu z vyvrta piili§ nizké, navic je ve smesné

DNA pfitomno zfejmé pfiliS mnoho inhibi¢nich latek, které brani nasednuti primert
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(Narayanasamy, 2011). Protoze nepomohlo ani silné zfedéni templatové DNA, pfistoupilo se k
vyuziti nested PCR, jez je bézn¢ vyuzivana pro siln¢ znecisténé environmentalni vzorky (Jacquit
et al., 2000; Zang et al., 2012). Vzhledem ktomu, Ze se V Optimalizaci dobfe osvédcily
specifické primery z tseku ITS, byl tento tsek vybran i pro nested PCR. V prvni fazi nested PCR
se naamplifikovala cela oblast ITS pomoci primerd ITS1F a ITS4. Vysledny produkt byla smés
DNA ruznych hub opros§téna od inhibi¢nich latek a DNA javoru. Tato DNA se natedila
v poméru 1:500 s destilovanou vodou apouzila jako templat pro druhou PCR reakci se
specifickymi primery (reak¢éni smés 15 7,5 pl destilované vody, 6 ul mastermixu 5Prime, 0,875
ul forward a 0,875 pul reverse primeru 0 koncentraci 10 pmol/l, 0,75 pl templatové DNA). Pro
snizeni rizika vzniku falesné pozitivnich vysledki v disledku nespecifického nasednuti primert
byly vyuZivany ob& dvojice primerd zaloZzenych na ITS sekvenci ve dvou simultanné
probihajicich reakcich. Jako pozitivni byl povazovan vzorek s pozitivnimi shodami Vv obou
reakcich. V ptipadé pouze jedné pozitivni reakce byla u daného vzorku PCR opakovana (Obr. 6).
Pro ovéfeni specifity reakce bylo nékolik vyslednych produktd druhé reakce osekvenovano

a porovnano se sekvenci C. corticale v databazi GenBank.

Obr. 6: Priklad vyhodnoceni vysledki nested PCR na agarozovém gelu. A, B — dvé paralelné
probihaji reakce stejného setu vzorkd s riznymi primery. Pozitivni shoda v obou reakcich vysla pouze u
jednoho vzorku (oranzova Sipka). U vzorku S pozitivnim vysledkem pouze V reakci A, byly obé reakce
opakovany (zelena $ipka).

3.7 Vyhodnoceni dat

Rozdily v mife proschnuti stromti na jednotlivych lokalitach byly hodnoceny Kruskal-
Wallisovym testem. Pro testovani zdvislosti mezi proménnymi S binomickym rozdélenim byl
pouzit chi-kvadrat test nezavislosti. Pro vSechny zaznamenané faktory byl spocten Spearmaniv
poradovy koeficient determinace za vzniku korela¢ni matice. Statistické testovani a konstrukce
boxplotti byly provedeny v programu R 2.15.0.

Sloupcové a vysecové grafy byly zkonstruovany v programu Microsoft Exel 2010.
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4 Vysledky

4.1 Terénni odbéry

Celkem bylo od biezna 2013 do listopadu 2014 odebrano 136 vyvrtd. Z toho prvnich 15 vyvrti
na uzemi Stromovky slouzilo pro optimalizaci metodiky kultivace hub z vyvrtii na agar. DalSich
9 vyvrti bylo testovano pouze metodou kultivace hub na agar. Celkem tak byla infekce C.
corticale detekovana obéma metodami pouze u 112 vyvrti (viz piloha 1).

Pocet odbéri na lokalit¢ (Tab. 6.) byl zavisly zejména na poctu jedinci cilové dieviny
kde je javor klen pouze doplikovou dievinou V relativné stalém prosttedi S omezenym
pusobenim stresovych faktord. Naopak s nejvyssi hustotou byly odebirany vzorky V parcich
Vitkov aFolimanka, kde je vysSsi zastoupeni javoru klenu V porostu avétsi rtznorodost

stanovist.
4.2 Vnéjsi symptomy poskozeni dievin

4.2.1 Proschnuti koruny

Mira prosChnuti koruny se u Vvrtanych stromt pohybovala na Skale od 5 do 90 % z celkového
poctu vétvi. Mezi jednotlivymi lokalitami nebyl zaznamenéan signifikantni rozdil v miie
proschnuti sledovanych stromt (Kruskal Wallis test, p-hodnota = 0.6434). Lehce nadprimérné

proschnuti vykazovaly stromy v parcich Vitkov a Stromovka (Obr. 7).

Mira proschnuti koruny na lokaktich

g0

80

progchnut! korury (%)
40

Obr. 7: Mira proschnuti koruny javori kleni pro jednotlivé lokality.
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Celkem 56 % procent vsech vrtanych stromt vykazovalo mirné poskozeni. Ve vétsing pripadi se
jednalo o proschnuti tenkych vétvi v disledku zastinéni. U 36 % stromt bylo stfedné
poskozenych s proschnutim siln¢jSich vétvi a v mensi mife 1 S proschnutim termindlu. Silné
poskozeni se symptomy odumieni terminalu a proschnutim silnych vétvi vykazovalo jen 7 %
stromt. Odumirajici strom S proschnutim nad 75 % byl zaznamenan jen v jednom ptipadé (Obr.

8).

Stupen proschnuti koruny u sledovanych
stromu

mirné poskozeny
stfedné poskozeny
silné poskozeny

odumirajici

Obr. 8: Mira proschnuti koruny javori klenu. Souhrnné pies vSechny lokality (vlevo). Ptiklad
stromu se silnym poskozenim koruny proschnutim (vpravo).

4.2.2 Zbarveni v pletivech

Ptitomnost zbarveni v pletivech byla zaznamenana v 74 % ze vSech vyvrti. V ramci jednotlivych
lokalit se procentudlni zastoupeni odbérti se zbarvenim ¢i hnilobou ve vyvrtu pohyboval od
nejniz§iho vyskytu v Obofe Hvézda (37,5 %) az po nejvyssi na Vitkové (82%) (Obr. 9).
Signifikantni rozdil v ¢etnosti vyvrtl se zbarvenim nebyl prokazan (Chi-kvadrat test: 8.6652, df
= 6, p-hodnota = 0.1933). Rozsah zbarveni pletiv se pohyboval v rozmezi od né€kolika mm po
nékolik desitek cm. Ve vétsiné piipadu se zabarveni vyskytovalo Vv blizkosti jadra. Spektrum
zaznamenanych defektl v pletivech bylo velice Siroké. NejcastéjSim defektem bylo zbarveni
pletiv nabyvajici od svétle hnédych a zelenych odstinti po tmaveé hnédou az cernou barvu. Zdrava
a zbarvena pletiva byla ve vétSing pripadi oddélena reakéni zonou ve formé zelené linky. Jen 7
% vzork se zbarvenim vykazovalo irozklad hnilobou. V malém poctu byly zaznamenany

praskliny ¢i dutiny v kmeni ¢i useky suchych pletiv.
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Cetnost zbarveni ve vyvrtech
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Obr. 9: Zastoupeni vzorku se zbarvenim pletiv. Souhrn pro jednotlivé lokality a pro vsechny odbéry
(vlevo).
Piiklad zbarveni ve vyvrtu (vpravo)

4.2.3 PoSkozeni kiiry stromi

Poskozeni kliry na kmeni bylo pozorovano u 49 % stromil. U vétSiny stromi bylo zaznamenéno
vice typt poskozeni najednou (Tab. 5). Jako poskozeny byl vyhodnocen strom § alespon jednim
druhem poskozeni kiiry. NejCastéji se jednalo 0 mrazové trhliny ¢i mrazové liSty nebo
0 mechanicka poskozeni vznikla pti pravidelné udrzbé parkd ¢i pusobenim vandali (Obr. 10).
V men$i mife bylo pozorovano poSkozeni slunecni spalou a pfitomnost dutin zplisobenych
Spatnym hojenim po ofezu silnych vétvi ¢i vedlejSich kment. PoSkozeni kiry ZivocisSného
puvodu nebylo pozorovano. Vzacné bylo zaznamenano pusobeni datla. Na kmeni a v koruné
byly zaznamenany $patn¢ zhojené rany po ofezu silnych vétvi (Obr. 10D), v nékterych piipadech
infikované difevokaznymi houbami ¢i kolonizované hmyzem. V korun¢ stromt byl nejéastéjsim
ptipadem ofez ¢i zlamani vétvi, v mensi mife pfitomnost prasklin.

Tab. 5: Cetnosti jednotlivych druhii po§kozeni kmene a koruny spojenych s porusenim Kiry

Druh poskozeni Pocet piripadu
Profez v koruné 53
Mrazové praskliny 32
Mechanické poskozeni 12
Mrazové listy 10
Dutiny 7
Slunecni spala 2
Jiné 17
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Obr. 10: Priklady poSkozeni kiry kmene javoru klenu. A) Mrazova prasklina, ¢aste¢né zavalena
kalusem, sekundarni invaze organismuil. B) Mrazova lista. C) Zhojena rytba nozem. D) Dutina vznikla po
$patné zhojeném ofezu vedlejsi vétve.

4.3 Diverzita kultivovatelnych hub v pletivech

Celkem 121 vyvrta bylo zpracovavano na 268 agarovych pudach obsahujicich vzdy po dvou

vysecich z vyvrtl. Celkem se podafilo izolovat do Cisté kultury 94 izolat. VétSina izolatt (79

%) byla ziskana z vyvrti se zbarvenymi pletivy (Obr. 11). Mezi témito izolaty byly rovnomérné

zastoupeny izolaty ziskané piimo ze zbarvenych pletiv, z pfechodové zony a z nezbarveného

dfeva u okraje kmene. Oproti tomu u izolath z vyvrti bez zbarvenych pletiv byla signifikantné

odlisna distribuce v ramci vyvrtu (Chi-kvadrat test: 4.3348, df = 1, p-value = 0.03734). Vyrazné
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bylo navyseni poCtu izolatt z okrajové ¢asti kmene, které dosahovalo 74 % zatimco u izolatd
z vyvrti se zbarvenim dosahovalo pouze 27 % (Obr. 11).

Z 94 izolati se 56 podafilo ur€it do druhu, zbytek byl ur¢en do rodu ¢i do fadu (sedm izolata
Pleosporales).

Spektrum izolovanych hub bylo velmi Siroké. Ziskanych 94 izolatt nalezelo do 50 taxont z 15
radu (Priloha 1). Mezi izolaty ptevladali zastupci Ascomycota (84 %) nad Basidiomycota (16
%). Nejcetnéjsi zastoupeni bylo v fadech Xylariales, Pleosporales, Hypocreales, Agaricales
a Eurotiales (Obr. 12). Opakované byly izolovany druhy Cryptostroma corticale (14 x),
Schizophyllum comunne (4 x), dale zastupci rodt Fusarium (6 x), Cadophora (4 x) afadu
Pleosporales (7 x). Ve tfech izolatech byl ziskan izolat Penicillium pancosmium. V poctu dvou
izolath byly ziskany druhy Acrostalagmus luteoalbus, Apiospora montagnei, Arthrinium
arundinis, Biatriospora sp., Cadophora melinii, Chondrostereum purpureum, Cladosporium
cladosporoides, Corynespora sp., Diaporthe eres, Eurotium sp., Kretzschmaria deusta

a Phialemonium sp. VétSina taxont (33 izolatt) byla izolovana unikatné.

Vazba vykultivovanych Zatoupeni fad dle Cetnosti izolatt
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Obr. 11: Porovnani poctu izolatu z jednotlivych ¢asti vyvrtu (A, BC, D) u vzorki se zbarvenim pletiv
a bez zbarveni (vlevo).
Obr. 12: Zastoupeni iada dle ¢etnosti izolata (vpravo).
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4.4 Nové nalezy C. corticale

Vnéjsi symptomy onemocnéni SBD v podobé korovych nekréz byly nalezeny na dvou lokalitach
ve Stromovce ana Vitkové (Tab. 6). Ze dvou Cerstvych stromat se podafilo izolovat jeho
pivodce do Kultury, star$i stromata byla uschovana jako herbafové polozky. Ptislusnost k C.
corticale nasledn¢ potvrdilo srovnani ITS rDNA.

Metodou izolace hub z vyvrtd na agar se podafilo ziskat 11 izolata C. corticale. Ve vSech
ptipadech byla C. corticale vazana na vyvrty se zbarvenim pletiv, ve tfech vyvrtech byla pletiva
rovnéz postizena hnilobou. Izolaty byly ziskany jak ze zbarvené casti vyvrtu, tak z prechodové
zOny a ze zdravych pletiv z okrajové ¢asti kmene.

Metodou nested PCR se specifickymi primery byla C. corticale detekovana ve 27 vyvrtech. Z
toho 22 pochazelo z vyvrti se zbarvenim ¢i hnilobou.

Vsechny vyvrty, ze kterych byla C. corticale izolovana, mély i pozitivni nalez pomoci
specifickych primertt — s vyjimkou jednoho vzorku, kde byla C. corticale detekovana pouze
izolaci. Jako infikované byly vyhodnoceny vzorky jak s pozitivni detekci specifickymi primery,
tak izolaci na agar. Ze 112 stromut byla tedy infekce C. corticale zaznamenana celkem ve 28

ptipadech.
Tab. 6: Vyskyt C. corticale na sledovanych lokalitach

Lokality (rozloha) pocet vzorki pozorované SBD izolace C. corticale na agar nested PCR

Folimanka (25 ha) 16 0 0 2
Letenské sady (52 ha) 13 0 3 3
Obora Hvézda (86 ha) 16 0 0 0
Parukarka (20 ha) 5 0 0 2
Petfin (43 ha) 19 0 1 2
Stromovka (85 ha) 26 2 1 6
Vitkov (31 ha) 17 2 6 12

Celkem 112 4 11 27

4.4.1 Zavislost vyskytu C. corticale na vnéjsich faktorech

U stromt s detekovanou infekei C. corticale au stromt bez infekce byl porovnavan rozdil
Vv charakteristikach zdravotniho stavu stromt a nékterych faktorl prostiedi. Vzajemné vztahy
vSech faktorli jsou zobrazeny V korela¢ni matici (Tab. 7). Jak je zni patrné, vztahy mezi
proménnymi jsou velmi slabé, respektive zadné. U infekce C. corticale byla zjisténa
signifikantni vazba na zbarveni v pletivech. Z faktort prostiedi na ni mélo vliv znecisténi

ovzdusi oxidy dusiku a zapojeni v porostu.
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infekce C. corticale
poskozeni kary
zaplaveni
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zpevnéni pudy
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Tab. 7: Korela¢ni matice zobrazujici Spearmantv
dvojicemi proménnych. Cervené oznaCeni oznaCuje signifikantni vztah na hladiné alfa 0,05 mezi

proménnymi na hlading alfa.

4.4.1.1 Graficka znazornéni faktoru korelujici vyskyt infekce C. corticale
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Zavislost vyskytu C. corticale na vngjsich faktorech byla rovnéz vyjadiena graficky jako rozdil

hodnot mezi infikovanymi a neinfikovanymi stromy. Signifikance zavislosti byla testovana chi-

kvadrat statistikou (Tab. 8). Zavislost tii faktori korelovanych s vyskytem C. corticale je

znazornéna na Obr. 14 — 15.

Tab. 8: Piehled vysledki chi kvadrat testu nezavislosti pro faktory korelujici vyskyt C. corticale.
X? = hodnota testové statistiky chi-kvadrat, Df = po&et stupiitl volnosti, Signifikance testu = *- p<0,05;

** p<0,01.

Typ faktoru

Zbarveni pletiv

Zapojeni v porostu

Stupen znecisténi NOx

X2

4.9188
5.8819
18.9671

32

Df p-hodnota
1 0.02657
1 0.0153
2 7.609e-05

signifikance testu

*

*

**



Zasvislost vyskytu C. corticale na
mife zapojeni stromu v porostu
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Obr. 13: Rozdil v mife zapojeni stromi Vv porostu u infikovanych a neinfikovanych stromi.
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Obr. 15: Rozdil v po¢tu odbérii se zbarvenim pletiv u infikovanych a neinfikovanych stromi.
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~Obr. 14: Rozdil v primérné koncentraci oxidi dusiku na lokalité u infikovanych a neinfikovanych
stromii.
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5 Diskuze

5.1 Brzka detekce C. corticale

Metody brzké detekce patogenti vV endofytni fazi zivotniho cyklu jsou ve fytopatologii Casto
s ispéchem pouzivané. Jak izolace patogenu z pletiv na agar, tak specificka detekce zaloZena na
PCR jsou povazovany za relevantni metody (napf. Guglielmo et al., 2007; Luchi et al., 2006;
Nicolotti et al., 2009). Pon¢kud kontroverzni je odebirani pletiv Presslerovym nebozezem.
Existuje mnoho praci diskutujicich negativni efekt odebirani dievnich vyvrti z kmene na
zdravotni stav stromu (Grissino-Mayer, 2003; Wunder et al., 2013). Jak shrnuje Grissino-Mayer
(2003), vrtani ma razny vliv na riznych druzich dfevin a v rizném obdobi. VSeobecné jej 1épe
snasi jehlicnany nez listnaté stromy. U listnatych stromt se ¢asto v okoli vyvrtu objevi zbarveni
pletiv. Nejvétsim rizikem je infekce dfevokaznymi houbami, ke které miize dojit kontaminaci pti
samotném odbéru ¢i posléze skrz ranu po odbéru. Dle nedavné experimentalni studie na smrku
ztepilém (Picea abies) vSak nebyla mira nakazy difevokaznymi houbami u vrtanych stromt vyssi
nez u nevrtanych (Wunder et al., 2013). Nekteti autofi uvadéji pozitivni redukci poskozeni pfi
pouzivani voskovych zatek (Lenz a Oswald, 1971), celkové¢ ale neni pozitivni efekt zatkovani
signifikantni a v nékterych pfipadech mtize byt dokonce negativni (Grissino-Mayer, 2003).
Ackoli jsou potencialni rizika odbéri zndmé, metoda je stadle bézn€ vyuzivana
v dendrochronologii a existuje itfada recentnich fytopatologickych studii vyuzivajicich dfevni
vyvrty ke studiu endofytnich ¢i dievokaznych hub (Arhipova et al., 2012; Nicolotti et al., 2009).
Jedna se sice 0 metodu invazivni, ale stale je to jediny zplsob jak ziskat pletiva z xylému kmene
zivych stromu. K izolaci C. corticale z kmend javoru klenu tuto metodu uspésné pouzil Robeck
(2007). Vzhledem k tomu, ze k infekci C. corticale dochazi pravdépodobné ve vyssich ¢astech
koruny, odkud se $ifi do spodnich ¢asti kmene, je logické hledat ji pravé v kmeni, kde jeji
pfitomnost znamend pokrocilou ndkazu. Alternativni zplisob detekce patogenu v xylému vétvi je
nevhodny, protoZze neni diivod se domnivat, Ze houba Vv endofytni fazi kolonizuje vSechny vétve
stromu, a mohlo by tak dojit k fale$n¢ negativnim vysledktim detekce.

Ke sniZzeni negativniho vlivu vrtani Presslerovym nebozezem byly odbéry provadény ve
vegetacni sezong, kdy je strom schopen ranu rychleji uzavtit (Grissino-Mayer, 2003); pletiva
stromu a nebozez byly pied odbérem i po odbéru sterilizovany 96 % etanolem. Ackoli Grissino-
Mayer (2003) povazuje vliv sterilizace na pravdépodobnost vzniku hniloby za nevyznamny, bylo

K ni ptistoupeno minimalné z divodu zamezeni vzajemné kontaminace mezi odebranymi vyvrty.
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Rany po odbérech nebyly nijak ucpavany. Jak se ukazalo pii monitoringu stromt vrtanych na
jafe 2013, stromy byly schopné ranu ¢astecné zhojit béhem jednoho roku (Obr. 16).

Vyvrty byly uschovdny V papirovych
sdCcich abcéhem nékolika hodin
zpracovany V laboratofi. Na rozdil od
podobnych studii (Arhipova et al.,
2012; Oses et al., 2008) vyvrty nebyly
na mist¢ sterilizovany, piipadné
povrchové kontaminace vyvrtd byly
odstranény az sterilizaci segmentd pied
umisténim na agar.

Kultivace hub  z dfevnich vyvrta

ziskanych ze stojicich stromil se ve

, — fytopatologii pouziva zejména k detekci

e .-r‘ 3 : dfevokaznych hub. Dostupné studie se
ApES Y P

-

Obr. 16: Casteéné zhojena réna jeden rok po odbéru 1181 zejména Vv postupu sterilizace
Presslerovym nebozezem. vyvrtd, oproti kterym byl postup
pouzity V této praci (50 s 96% etanol, 50 s 10% SAVO) zna¢n¢ agresivni. Nejcastéji byla pouzita
sterilizace ponofenim do 70 % etanolu S naslednym ozehnutim nad kahanem (Arhipova et al.,
2011; Oses et al., 2008; Vasiliauskas a Stenlid 1998). Robeck (2007) dokonce uvedl sterilizaci
96% etanol po dobu jen 10 vtefin. Odlisné techniky vychazi piedev$im z podstaty studie.
Vasiliauskas a Stenlid (1998) a Robeck (2007) kultivovali patogeny ze siln¢ kolonizovaného
dreva, ve kterém pfevladalo mycelium cilového druhu, tudiz byl vliv kontaminace zanedbatelny.
Oses et al. (2008) pouzili v prvni fazi kultivace selektivni médium pro Basidiomycota, ¢imz
eliminovali b&ézné kontaminanty nalezici do Ascomycota (jako napt. Penicillium ¢i Aspergillus),
nicméné omezili tak i nekontaminujici Ascomycota.

Samotna kultivace byva provadéna na sladinovém agaru (Robeck, 2007; Oses et al., 2008) ¢i
Hagemov¢ agaru (Vasiliauskas a Stenlid, 1998; Arhipova et al., 2011) pii teploté od 19°C do
25°C. Vzhledem krustovym narokim C. corticale v kultufe popsanych Vv praci Alcock
a Wheeler (1983) byla pouzita metoda kultivace na 2 °SL agaru pii pokojové teploté.

Detekce pomoci specifickych primert je Casto vyuzivanou metodou, kterou lze aplikovat na
smésné vzorky DNA ritizného pivodu. V DNA extrahované z xylému jsou specifické primery

pouzivany zejména k detekci dfevokaznych hub. Jako templat pro PCR se specifickymi primery
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se pouziva bud’ pfimo zfedény smésny extrakt DNA z pletiv (Guglielmo et al., 2007) nebo
produkt PCR s univerzalnimi houbovymi primery Vv ptipadé nested PCR (Parfit et al., 2010; Zang
et al., 2012). Na zakladé optimalizace PCR byla k detekci C. corticale vyuzita nested PCR, ¢imz
byly ziskany informace otom, zda je v pletivech pfitomna DNA sledovaného druhu houby.
Alternativné by mohla byt pouzita metoda real-time PCR (Higuchi et al., 1993) jez poskytuje
pracovisti Katedry botaniky PfF UK neni zavedena. Navic ucelem detekce specifickymi primery
bylo zaznamenat vyskyt aktualn¢ se Sifici nakazy nikoli miru ndkazy v jednotlivych vyvrtech.

Na zékladé metod brzké detekce patogenti ze dieva se podafilo nalézt 28 stromtl infikovanych
C. corticale. Pouze u ¢ty ztéchto stroml byly pozorovany vnéj$i symptomy patogenniho
pasobeni C. corticale v podobé korovych nekroz. Metodou izolace kultivovatelnych hub
z dfevnich vyvrti na agar se podafilo zaznamenat pouze 11 izolata C. corticale, ¢imz nedosahuje
ani polovi¢ni uspéSnosti detekce pomoci specifickych primerd. Vys$si ucinnost detekce
fytopatogennich hub specifickymi primery nez pii vyuziti tradi¢ni izolace na agar je bézna
(Luchi et al., 2006; Sikdar et al., 2014). Napi. Zang et al. (2012) uvadi v nesymptomatickych
pletivech jabloni miru detekce patogenu Valsa mali var. mali 20,6 % metodou izolace oproti 64,7
% dosazenych nested PCR se specifickymi primery.

Vsechny izolaty C. corticale z vyvrti byly potvrzeny i detekci pomoci specifickych primert
krom¢ jednoho vyvrtu odebraného Vv Letenskych sadech. Z tohoto vyvrtu byla C. coticale
izolovand pouze zpfechodové zony, zatimco z jadrového dfeva byl ziskdn izolat
Granulobasidium vellerum a z nezbarveného dieva z okraje kmene Peniophora sp. Tento ptipad
svéd¢i otom, ze ani detekce specifickymi primery neni stoprocentné G¢inna. Nicolotti et al.
(2009) uvadi dokonce jen 66% uspéSnost detekce difevokaznych hub z dievnich vyvrtd
odebranych Vv okoli plodnic danych patogenli. Ve zbylych vzorcich detekovali autofi jiné
patogenni druhy nebo vlibec zadné. Za moZnou pticinu navrhli ostriivkovitou lokalizaci hub ve
dievé zpusobujici rizné slozeni hub v kazdém vzorku. Vzhledem Kk tomu, Zze v daném vyvrtu
byla C. corticale ptitomna spolu S ostatnimi kolonizatory, mohla byt koncentrace jeji DNA nizsi
nez ostatnich hub. Primery pro amplifikaci Gseku ITS v prvni reakci nested PCR tak mohly
nasednout prednostné na DNA jiné houby. Ve vysledném produktu, navic pétisetndsobné
zfedéném, pak byla DNA C. coticale v piili§ malém mnozstvi znemoznujicim efektivni
nasednuti specifickych primert. Pfitomnost hned tfi potencialné patogennich hub v jednom
vyvrtu je nezvykld a v tomto pifipadé byla pravdépodobné zpisobena zhorsenym zdravotnim

stavem hostitele, zejména ptitomnosti dutiny na bazi kmene a v koruné.
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5.1.1 Nové lokality

Metodou brzké detekce byla C. corticale nalezena na tfech novych lokalitach v Praze (Letenské
sady, Petiin, Vitkov) oproti vysledkiim Koukol et al. (2014). Na lokalitach se znamym vyskytem
SBD byla také houba detekovana ovSem ve vyrazné niz§im poctu nez mezi lety 2005 — 2013
(Tab 9). Tento jev je patrné zpusoben tim, ze jedinci se symptomy SBD jiz byli odstranéni
Z porostu a na lokalité tak zbyli zdravi jedinci a ti, u kterych jest¢ nedoslo k projevu symptomil
SBD. Pro C.corticale je takovato fluktuace ve vyskytu charakteristicka: na jednotlivych
lokalitach ve Velké Britanii byla Casto ndkaza pozorovana ve zvysSené miie pouze po extrémnée
suchych a horkych létech a v meziobdobi s mirnych klimatem se zdala byt na tstupu (Gibbs,
1997).

Tab 9: Porovnani novych naleza C. corticale s nalezy mezi lety 2005 - 2013 (Koukol et al. 2014)

SBD 2005 - 2013 Nové nalezy SBD
Jedinci se n infikovanpch

Lokality symptomy Brzka detekce n celkem
Folimanka 15-20 0 2 0,12
Letenské sady - 0 4 0,30
Obora Hvézda - 0 0 0
Parukaika 2 0 2 0,4
Petfin 0 0 2 0,15
Stromovka > 20 2 6 0,25
Vitkov 0 2 12 0,70

Celkem > 37 4 28 0,25

5.1.2 Rizika SBD v Praze

Prozatimni mira vyskytu SBD Vv Praze je nizkd Vv porovnani S ostatnimi zndmymi lokalitami
v Evropé (Gibbs, 1997; Robeck, 2007). Od prvniho nalezu vroce 2005, kdy byla vina
onemocnéni pravdépodobné zplsobena nadprimérnymi teplotami spolu S podprimérnymi
srazkami Vv 1ét€ 2003, se vysoké odchylky teplot a uhrnd srazek od dlouhodobého priméru na
uzemi Prahy jiz neopakovaly. V poslednich ¢tyfech letech byl dokonce zaznamenan
nadprimérny uhrn srazek (CHMU). V parku Stromovka mélo ziejmé vliv i oslabeni stromi
redukci kofenového systému Vv disledku dlouhodobého zaplaveni pudy v roce 2002 (Koukol et
al., 2014). Pii zaplaveni je inhibovan rlst kofenti a kofenovy systém je vice nachylny ke
kotfenovym hnilobam. Vysledkem je sniZzeny pomér biomasy kofenid k nadzemnim castem
stromu, ktery nasledné¢ muze vést k niz$i toleranci sucha (Kozlowski, 1997). Zaplaveni se

Vv parku Stromovka znovu opakovalo na prelomu kvétna a ¢ervna roku 2013, ale zvySena mira
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vyskytu SBD na lokalité zatim nebyla pozorovana. Vyskyt SBD Vv roce nasledujicim po obdobi
vyssich srazkovych tthrni byl zaznamenan i v Bulharsku, nicméné ptic¢inou bylo pravdépodobné
predeslé obdobi s extrémné nizkymi srazkami a nadprumérné vysokymi teplotami (Bencheva,
2014).

Maly pocet pozorovanych symptomi SBD Vv Praze muize byt zptisoben absenci stresovych
podminek, které by aktivovaly piechod C. corticale do patogenni faze. Zaroven byla na Sesti ze
sedmi pozorovanych lokalit detekovana piitomnost C. corticale v latentni fazi v po¢tu minimalné
dvou vyskyt. Tyto infikované stromy mohou slouzit jako dlouhodoby rezervoar onemocnéni,
ktery na lokalit¢ umozni rozsifeni infekce Vv ptipadé oslabeni stresovymi podminkami. Podobné
Bevercombe a Rayner (1984) pozorovali snizeny vyskyt symptomt SBD V letech nasledujicich
po rozsahlém odumirani klent v disledku SBD v letech 1975 a 1976.

5.1.3 Faktory podmiiujici infekci C. corticale

5.1.3.1 Proschnuti koruny

Dle Gregory a Waller (1951) je jednim z prvnich ptiznaku patogenniho ptisobeni C. corticale na
hostitele prosychéani vétvi. Miizeme vSak na zdklad€ proschnuti koruny piedpokladat ptitomnost
tohoto patogenu? Z vysledkd je patrné, Ze nikoli; mezi infekci C. corticale a proschnutim koruny
neexistuje signifikantni zévislost. Proschnuti je sice povazovanO za symptom zhorSeného
zdravotniho stavu dievin, ale je vysoce nespecifickym znakem. K prosychani mize dochazet
I pfimo Vv dasledku sucha, nedostate¢né vyzivy, znecisténi pudy ¢i redukci kofenového systému
v dusledku napadeni hnilobou ¢i odumieni kofenti pti dlouhodobém zatopeni vodou (Kozlowski,
1997). U javoru klenu je znamé i prosychani v dusledku silného okusu kiry veverkou popelavou
(Mountford, 2006). Symptomy prosychani provazeji Casto onemocnéni spojena S tvorbou
korovych nekroz, které na javoru klenu pusobi napt. Dichomera saubinetii (Bevercombe a
Rayner 1980), Nectria coccinea, Diplodina acerina (Gregory, 1982) ¢i Phytophthora acerina
(Ginetti et al. 2014).

5.1.3.2 Zbarveni pletiv

Dalsim symptomem infekce C. corticale je pfitomnost zbarveni V pletivech. Metodami brzké
detekce z pletiv se podafilo prokazat pritomnost houby pievazné ve zbarvenych pletivech
nicméné i1 V nezbarvenych. Tento vysledek souhlasi se studiemi Gibbs (1997) a Robeck (2007)
uvadejicimi pozitivni izolace C. corticale ze zcela nesymptomatickych stromt. Nepfitomnost

zbarveni u stromu S pozitivni detekci C. corticale 1ze vysvétlit dvéma zpisoby; bud’ jesté
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nedoslo k reakci pletiv na infekci patogenem, nebo se nebozezem podatilo zbarveni minout.
Mimo to Gibbs (1997) popisuje dodate¢né zbarveni nesymtomatickych pletiv infikovanych C.
corticale az po jejich postupném vyschnuti, které ov§em nebylo V této praci testovano.

Na druhou stranu pozitivni detekce C. corticale ze zbarvenych pletiv neidentifikuje tuto houbu
jako pfimého a jediného piivodce daného zbarveni, jelikoz se jednalo 0 rizné typy zbarveni
aspolu s C. corticale byli izolovani i dalsi potencialni pivodci téchto zbarveni (viz kapitola
4.1.3).

5.1.3.3 PosSkozeni kiiry

Jako casty druh poskozeni bylo zaznamenano poruseni kiiry stromt. Takové poskozeni zvySuje
pravdépodobnost ndkazy patogenem a zaroven lokaln¢ snizuje obranyschopnost pletiv. Zaroven
je znama pozitivni korelace poSkozeni kiry S pfitomnosti zbarveni v pletivech (Danescu et al.,
2015), ktera byla zaznamenana ina sledovanych lokalitaich (Tab. 7: ). Zavislost vyskytu C.
corticale na pfitomnosti poskozeni kury se vSak nepodafilo prokazat. Jak uvedli Gregory

a Waller (1951) k nakaze C. corticale dochazi nejspi$ ve vyssich ¢astech koruny.

5.1.3.4 Faktory prostiedi

Mozné ovlivityjici faktory prostiedi byly vybrany na zéklad¢ stanovistnich néroka javoru klenu.
Zamérn¢ byly vynechany faktory primérnych teplot a thrnt srazek, které sice ovliviiuji vyskyt
SBD (Gibs, 1997) ale v ramci vybranych lokalit se vyznamné neli$i. V méstském prostiedi maji
vétsi vyznam mikroklimatologické jevy, které jsou ovlivnény mirou zastavby, €lenitosti terénu
a imisnim znecisténim. Praha patifi k m&stim, u nichz byl pozorovan mikroklimatologicky jev
tepelného ostrova mésta (urban heat island), tedy zvySeni primémé teploty V centru mésta
oproti okrajovym castem. Tento jev je zpisoben zejména méstskou zastavbou, ktera zadrzuje
teplo aznemoznuje hospodafeni svodou; dale pfispivaji antropogenni zdroje tepla aimise
z automobilové dopravy (Brazdil a Budikova, 1999). Poloha tepelného ostrova v Praze se kryje
s oblasti se zvySenou koncentraci imisi z dopravy (Obr. 17) a dal§imi charakteristikami prostiedi
jako napf. celkovou bonitou klimatu. Gregorova (2006) uvadi u javoru klenu zhorSeni
zdravotniho stavu v méstském prostiedi V souvislosti se zvySenou koncentraci oxidi dusiku.
Rovnéz vyskyt C. corticale byl pozitivné korelovany s mirou znecisténi NOy. Vzhledem ke zde
nastinéné korelaci vlivu imisi a mikroklimatickych jevii v Praze je vhodné&jsi pozorovany trend
chépat jako zavislost na synergickém efektu méstského stresu.

Horsi zdravotni stav stroml vV méstské zeleni je pfi€itdn nestabilité klimatu, znecisténi ovzdusi
imisemi a prachovymi ¢asticemi a zpevnéni pudy. Ve méstech je typicky zvySené riziko infekce
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houbovymi patogeny, které mize byt zpiisobeno cetnymi poranénimi vzniklymi v disledku
antropogenniho pusobeni (Tello, 2000). Korelace mezi vyskytem C. corticale a pfitomnosti
poranéni kury nicméné nebyla signifikantni. Mimo zne¢isténi méla signifikantni, ale velmi slaby
vliv pouze mira zapojeni V porostu. Jako ohrozené byly vyhodnoceny stromy rostouci na okraji
porostu ¢i solitérné, ptipadné ve stromotadich, tedy opét typ habitatu typicky pro méstskou
zelen. Za moznou pfi¢inu lze odhadnout vétsi expozici stromu stresovym faktorim. Javoru klen
preferuje spiSe polostinna stanovisté, uvolnéni z porostu snasi Spatn¢ zejména starsi jedinci
(Gregorova, 2006).

A) Modelova mapa koncentraci oxida dusiku B) Model tepelného ostrova Prahy

Obr. 17: A) Modelova mapa primérnych ro¢nik koncentraci oxidi dusiku. Tmavé zelena barva
znadi nejniz§i koncetrace (0 - 20 pupg/m®), &ervend nejvy$si (150 pg/m®). Prevzato z
www.geoportalpraha.cz. B) Model tepelného ostrova mésta. Zdroj: www.ekolist.cz

Vyznamnym faktorem ovliviiujicim zdravotni stav javoru Klenu je dostupnost vody. Javor klen
vyzaduje vlhky apropustny substrat, Spatné ale snasi stagnujici vodu. Mezi sledovanymi
lokalitami byly dva parky (Stromovka a Folimanka) zaplaveny v roce 2002, coz mohlo mit
dopad na vinu SBD v roce 2005 (Koukol et. al., 2014). Zvyseni sou¢asného vyskytu C. corticale
na téchto lokalitach nebylo zaznamenano (zfejmé proto, ze stromy poskozené pfi této povodni
byly jiz z porostu odstranény). Stromovka byla dale zaplavena na jafe roku 2013 a vzhledem
k poloze v aluvialnim tdoli feky Vltavy je zde také trvale zvySena hladina spodni vody, nicméné
soucasny vyskyt C. corticale zde neni vyssi nez na ostatnich lokalitach. Bencheva (2014) sice
uvadi vyskyt SBD po roce s extrémné vysokymi srazkami, ale ten nésledoval po tfech letech
S vysokymi teplotami a velmi nizkymi thrny srazek, které pravdépodobné byly pfi¢inou vyskytu

SBD.
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Na zaklad¢ téchto vysledkl Ize povazovat za vice ohrozené javory kleny rostouci na lokalitach
v centru Prahy (napf. Riegrovy ¢i Havlickovy sady). Nejvice ohrozené pak budou stromy
rostouci na okraji porostu nebo ve stromotadi. Mensi riziko Ize piedpokladat u stromt rostoucich
ve velkych parcich ¢i lesich v okrajovych ¢astech mésta.

Korelace vyskytu C. corticale se znec€isténim ovzdusi @ malou pokryvnosti porostu by mohla byt
jednim z vysvétleni trendu pfednostniho pozorovani vyskytu SBD ve méstech (Douzon, 2007).
Tento trend ma na tzemi Ceské republiky jiz dvé vyjimky. Prvni je nalez ve Veltruském parku,
kde byl nalezen vyvraceny javor mlé¢ se symptomy hniloby zptsobené vaclavkou (Armillaria)
a rovnéz se symptomy SBD v podobé stromat (Karel Cerny 2014, pers. comm.). Symptomy SBD
byly pozorovany I na nékolika dalSich javorech na lokalité. Druhym piipadem je nalez vysadby
javora kleni odumfelé v disledku SBD V remizku nedaleko Saratic, Slavkov u Brna (Karel
Cerny 2014, pers. comm.). Tyto dva nalezy jsou od sebe vzdalené 260 km a svéd&i 0 tom, Ze
onemocnéni SBD je v Ceské republice ziejmé vice rozsitené a doposud bylo piehlizeno.
Podobnou situaci popsali Bevercombe a Rayner (1984), ktefi na zakladé genetické variability
jednotlivych izolatt zhodnotili pravdépodobnou invazi C. corticale dlouho pfed prvnim nalezem
vV roce 1945. Piehlizeni symptoma SBD piisuzovali podobnosti korovych nekr6z s nanosy sazi,
které v té dobé Casto zplisobovaly z¢ernani kiry stroml. Houba také muize byt mimo meésta
rozsifend V endofytni fazi bez vnéjSich ptiznaklti. Mimoprazské nalezy mohou byt zptuisobeny
lokalnimi stresovymi podminkami, které podnitily pfechod C. corticale do patogenni faze nebo
se zde mohla vyskytnout v roli saprotrofa ¢i sekundarniho patogenu na odumfelych stromech.
Podobné byl v okoli Londyna pozorovan vyskyt C. corticale pouze na odumielych ¢i oslabenych
stromech, zatimco ve méstech vykazoval silné¢ patogenni plsobeni i vici zdravym stromim

(Gibbs, 1997).

5.2 Kultivace hub z vyvrti

Metodou kultivace hub z vyvrt na agar bylo ziskano 94 izolatt, coz Cini pti celkovém poctu 536
vzork®l vytéznost pouze 17,5 %. Cast zbylych vzorki (22 %) byla kontaminovana zastupci rodu
Penicillium ¢i kvasinkami. U 60,5 % vzorkl, zejména u téch odebranych v horkych letnich
mesicich, nebyl viibec Zadny mycelidlni riist zaznamenan. Pfesto v porovnani s dal§imi studiemi,
které se zabyvaly kultivaci endofytii ze dfeva, neni nizky pocet izolati vyjimecny. Dle studie
Kowalski a Kehr (1992) je xylém nejméné bohaty na endofyty v porovnani S ostatnimi ¢astmi
dievin. Xylém javoru klenu zatadili mezi vibec nejchudsi druhy spolu se zastupci Betula,

Fraxinus a Alnus. Vynosnost izolati ze vzorkll xylému z bazalni ¢asti vétvi javoru klenu
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dosahovala jen 8%. Velmi podobnou metodiku kultivace hub z dfevnich vyvrtdl ovSem
aplikovanou na detekci endofytli z exotickych druhti dfevin (Prumnopitys andina, Podocarpus
saligna, Drimys winteri, Nothofagus obliqua) pouzil Oses et al. (2008) s vytéznosti pouze 5 %.
Oproti tomu Arhipova et al. (2011) uvedli vysoké vynosy kultivaci z dievnich vyvrta z olse Sedé
(Alnus incana). Z celkovych 658 vyvrtd se jim povedlo ziskat izolaty z 556 (84 %) vyvrta
zatimco V této studii byly izolaty ziskany jen z 50 % vyvrtd. OvSem z hlediska diverzity taxont
bylo u olSe Sedé ziskano jen 0,21 taxonil na vyvrt, zatimco u javoru klenu 0,53 taxoni na vyvrt,
coz opét svédéi o relativni chudosti endofytniho spektra xylému téchto druhd uvadéné v praci
Kowalski a Kehr (1992).

Spektrum taxond izolovanych Vv této studii bylo velmi rozmanité (50 taxoni z 15 tada). Pouze
Sest taxonu bylo izolovéno vice nez 3 X, dalSich 12 taxond bylo ziskdno ve dvou izolatech a
zbylych 32 taxonl pouze v jednom izolatu. Trendy ve spoleéném vyskytu druht pohromadé ¢i
taxony typické pro danou lokalitu nebyly pozorovany. Podobné vysledky uvadi ptehledovy
¢lanek endofytnich studii (Sieber, 2007), ktery popisuje ve slozeni xylotrofnich endofyti nékolik
castych typickych druhli doplnénych druhy méné castymi. Rozdilné sloZeni endofytl uvadi nejen
mezi hostitelskymi druhy, ale i mezi jedinci. V ramci jednoho stromu pak zavisi slozeni endofytt
I na typu pletiv (listy, ktira, dievo) a na jejich stafi.

Diverzita a abundance endofytll v xylému je vSeobecné nizsi nez Vv kife, vyhonech ¢i listech.
Jejich zivotni strategie zahrnuje dlouhé obdobi latence, v kterém houba nevykazuje kolonizaci
hostitele. Jejich schopnost ristu je omezena vysokym obsahem vody Vv pletivech. Pokus ale
obsah vody poklesne, vlivem stresu, poranéni ¢i odumfieni hostitele, odchazi k aktivaci
kolonizace pletiv. Endofyté v xylému mohou mit zivotni strategii lignikolnich saprotrofii ¢i
fakultativnich patogent (Stone et al., 2004).

Celkové u listnatych dfevin véetné javoru klenu pievladaji endofyté fadu Diaporthales, mezi
endofyty v xylému jsou pak nejcast&jsi zastupci fadi Xylariales, Diaporthales, Hypocreales
doprovazené nékolika druhy z pododdé€leni Agaricomycotina (Sieber, 2007). Izolaty z vyvrta
javoru klenu ziskanych Vv této studii ndlezely nejCastéji do fadu Xylariales. Dale byly casti
zastupci fadu Pleosporales, Hypocreales a Agaricales (Obr. 11).

Mezi izolaty byly hojné zastoupeny potencialni patogeny (napt. Fusarium sp., Hypoxylon sp.,
Diaporthe eres, Valsa sp.), které se bézné vyskytuji jako endofyté v pletivech svych hostitelt
(Parfitt et al., 2010). Vn¢&jsi symptomy patogenniho ptsobeni Vv podobé plodnic ¢i stromat
vyrustajicich na kmenech byly pozorovany mimo C. corticale pouze u dvou izolati

Kretzschmaria deusta a Schizophyllum commune.
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Ze vsech izolatd bylo 79 % vazéno na zbarvena pletiva. Takto vyznamny rozdil nebyl v dalSich
studiich zaznamenan. Naptiklad u olse Sedé byla abundance a diverzita izolati ziskanych ze
zbarveného aze zdravého dfeva velmi podobna (Arhipova et al., 2011). Rada taxont
izolovanych ze zbarvenych pletiv je znama i jako ptivodci toho symptomu. Mimo C. corticale
jsou to napt. néktefi zastupci rodd Cadophora, Hypoxylon, Fusarium, Neonectria ¢i
Aureobasidium (Cummings a Bergstrom, 2014; Humar a Vek, 2008; Kasson a Livingston, 2009;
Shortle a Cowling, 1978). Zejména Cadophora sp. a Cadophora melinii byly ¢asto izolovany
z piechodové zony V pletivech, kde je pfedpokladan aktivni interakce mezi houbou a hostitelem
(Pearce, 2012). V souvislosti se zbarvenim pletiv je Cadophora znama také napiiklad z xylému
btizy bélokoré (Betula pentula) ¢i olse sedé (Arhipova et al., 2011; Cummings a Bergstrom,
2014). Shortle a Cowling (1978) zaznamenali Cadophora melinii a Phialophora bubakii ve
zbarvenych pletivech ambroné (Liquidambar sp.) aliliovniku tulipanokvétého (Liliodendron
tulipifera) — dle jejich zavéra vSak nemaji schopnost zbarveni indukovat, ale jedna se
0 kolonizatory pletiv zbarvenych jinymi houbami. Podobnou ekologii popsali i u druh rodu
Fusarium, které mohou kolonizovat jak zbarvena tak nezbarvena pletiva. Oproti tomu Kowalski
a Materniak (2007) uvedli Fusarium solani ptimo jako puvodce zbarveni pletiv javoru klenu.
Druhy rodu Fusarium jsou také znamé jako patogeny ¢i endofyty z riznych dievin (Sieber,
2007). Jejich zastoupeni mezi nejCastéji izolovanymi druhy z dfevnich vyvrtd je tedy
nepiekvapivé, ale jejich role v ptipadé propuknuti SBD je obtizné hodnotitelna.

Dale byly izolovany taxony znamé jako ptivodci hniloby dieva javoru klenu, napiiklad Merulius
tremellosus Chondrostereum purpureum, Kretzschmaria deusta a Schizophyllum commune
(Pearce, 2000; Reid, 1985; Terho et al., 2007).

VétSina hub byla ziskana v poctu jednoho az dvou izolati. Mezi témito vzacnymi houbami byly
druhy znamé jak z javoru Klenu (Prothecium pyriforme, Diaporthe eres) tak z jinych dfevin
(Oxyporus betulinus) ¢i uplné jinych substrati véetné ¢loveéka (Pseudallescheria minutispora)
(Gilgado et al., 2005; Voglmayr a Jaklitsch, 2008). Zcela unikatni byl nalez nového druhu rodu
Eurotium (Hubka, nepublikovano) a izolat identicky s kmenem Biatriospora sp. CCF 437, ktery
byl doposud znam pouze z jednoho izolatu ziskaného z floému jilmu vazu (UImus laevis) a série
analyz u néj prokéazala vyznamné protihoubové aktivity (Stodulkova et al., 2014).

Jak vime z fady endofytnich a mykorhiznich studii , hodnoceni spektra vykultivovanych hub
zpletiv je oSemetné, protoze je jednak silné ovlivnéno metodikou kultivace aza druhé
neodpovida skutecnému slozeni hub uvniti zivych pletiv (Parfitt et al., 2010; Sieber, 2007).

Dtivodem je zejména odlisna rychlost kultivace a rozdilnd schopnost rtistu jednotlivych druhi na
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daném mediu. Izolované houby se navic mohou morfologicky odliSovat od izolatd z jinych
substrati @ mnohdy jsou obtizné urcitelné i S pouZzitim molekularnich metod. Logickym krokem
pii studiu sloZzeni hub Vv xylému je vyuziti modernich molekuldrnich metod zaloZenych na

technologii masivniho paralelniho sekvenovani.
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6 Zavér

e Na zakladé metod brzké detekce byla potvrzena infekce patogenem Cryptostroma
corticale u c¢tvrtiny sledovanych stromt. Kromé c¢tyi piipadu se jednalo o infekci
V latentni fazi bez vnéjSich ptiznakl. Ze sedmi sledovanych lokalit byl patogen nalezen
na Sesti, mezi nimiz byly itfi lokality Sdoposud neznamym vyskytem tohoto
onemocnéni. Béhem studia bylo ziskano jedenact izolatd C. corticale v ¢isté kultuie
a osm herbatrovych polozek stromat vyuzitelnych pro dalsi studium toho druhu.

e V Praze ma patogen aktudln¢ status rozSitené¢ho patogenu. Prestoze vyskyt vnéjsich
symptomil onemocnéni oproti minulym rokiim poklesl, latentni nakaza byla pifitomna u
ctvrtiny sledovanych stromt a predstavuje riziko V piipadé oslabeni obranyschopnosti
pletiv vlivem stresovych faktorti. Soucasné je v nejvétsim ohrozeni populace javoru klenu
na Vitkove, kde dosahuje podil napadenych dievin az 70%, a Vv nedalekém parku
Parukatka (40%).

e Voprvotni fazi nakazy nelze predikovat pfitomnost patogenu ve stromu, ato ani na
zéklad€ miry proschnuti koruny ¢i pfitomnosti potencialnich vstupnich bran pro infekci
v podobé poranéni kary. Uplné prvnim symptomem je ziejmé zbarveni pletiv, které
ovSem neni dostate¢né specifickym znakem pro identifikaci tohoto patogenu. Sledované
faktory prostiedi maji na infekci stromt C. corticale zanedbatelny vliv. Signifikantni
korelace byla zaznamenana jen se znecisténim ovzdusi oxidy dusiku a uvolnénim stromil
Z porostu.

e Za ohrozené milZeme povazovat stromy rostouci na lokalitich se silnym zne€iSténim
imisemi, které v Praze koreluje s mikroklimatickym jevem tepelného ostrova mésta, tedy
oblasti s vy$si prumérnou teplotou vzduchu. Z prazskych parkt tak piichazeji v uvahu
zejména Riegrovy ¢i Havlickovy sady. Nejvice ohrozené pak budou stromy rostouci na
okraji porostu nebo ve stromotadi.

e Navzdory malé vytéznosti kultivaéni metody bylo spektrum hub kultivovatelnych z pletiv
javoru klenu velmi pestré. VétSina hub byla vazana na zbarveni v pletivech. Mimo
potencialni plvodce tohoto zbarveni byly pfitomné houby znamé jako endofyty,

saprotrofové i patogeny.
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8 Prilohy

Priloha 1: Seznam taxont izolovanych z dfevnich vyvrti.
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Priloha 2: Charakteristiky jednotlivych odbérti
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Cislo detekovana poskozeni zaplaveno

lokalita svah
vyvrtu Cryptostroma borky 2012
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Cislo detekovana poskozeni zaplaveno nepravidelnost profezv uvolnéni zbarveni obvod proschnuti zpevnéni

lokalita svah NOXx
vyvrtu  Cryptostroma borky 2012 koruny koruné zporostu pletiv kmene (%) pady

Folimanka 111 0 0 1 1 0 1 1 0 127 15 0 35
Petfin 112 0 0 1 1 0 1 182 15 0 35
Petfin 113 0 0 0 0 0 1 0 1 156 30 1 35
Petfin 114 X 1 0 1 1 0 1 1 92 45 1 25
Petfin 115 X 0 0 1 0 1 1 0 128 30 1 25
Petfin 116 0 1 0 1 1 1 1 1 125 20 0 25
Petfin 117 0 0 0 1 1 1 1 1 50 0 25
Folimanka 118 0 1 0 1 0 1 0 1 153 40 0 35
Folimanka 119 X 1 0 1 1 1 1 1 75 15 0 35
Folimanka 120 0 1 1 1 0 0 0 0 123 30 0 35
Folimanka 121 0 1 1 1 0 0 1 1 71 15 0 35
Folimanka 122 1 0 1 0 0 1 0 1 123 60 0 35
Folimanka 123 0 1 1 1 1 1 1 0 92 20 0 35
Folimanka 124 0 0 1 1 1 1 1 0 153 45 0 35
Folimanka 125 0 1 1 1 1 1 1 0 157 20 0 35
Folimanka 126 0 1 1 1 0 1 1 1 85 25 0 35
Parukarka 127 0 0 1 1 1 0 1 0 88 15 0 35
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