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Abstrakt

Napadeni olSe lepkavé (Alnus glutinosa) patogenem P. x alni je soucasny problém, ktery
zapti¢iniuje ubytek olSovych porostii a narusuje bfehové ekosystémy. K sifeni ,fytoftorového
onemocnéni“ dochdzi vodou, hostitel je infikovan skrze kofenovy systém a patogen napadd vodiva
pletiva. V dtsledku onemocnéni strom postupné ptichazi o kofenovy systém, objevuji se mokvajici
léze na kmeni, dochdzi k defoliaci a nevyhnutelné i smrti jedince. Jedinym fe$enim vzniklé situace
jsou preventivni opatteni zabranujici dal$imu $iteni a opatrnd likvidace napadenych olSovych
porostii.

Cilem této prace je nahlédnout do vztahu olSe a P. x a/ni v kontextu fyziologickych zmén
reflektovanych v listovi napadeného jedince. Za pouziti neinvazivnich metod byly méfeny funkéni
znaky listovi, fluorescence chlorofylu a optické vlastnosti olse lepkavé vystavené pisobeni P. x a/ni
(inokulace do pudy ¢i potvrzeny vyskyt patogenu v pfirodnich podminkach).

Vysledky komorovych experimentii naznacuji, Ze primérné hodnoty méfenych parametra
se v pocatecnich fazich infekce signifikantné neméni, ovSem dochazi k rozsifeni rozptylt hodnot u
napadenych jedinct. Testovali jsme, zda do projevu infekce ve funkénich znacich a fluorescen¢nich
parametrech listovi zasdhne faktor genetického ptivodu olSe (Ceska a norska provenience), zvySené
koncentrace CO: nebo sterility péstebniho substratu. Vysledky byly nejednoznacné, spise
naznacuji, Ze geneticky ptivod ol$e ani zvySena koncentrace CO2 se v reakci na inokulaci P. x a/ni
neprojevi. Terénni Setfeni v povodi feky Litavky s prokdzanym vyskytem patogend komplexu 7.
alni ptineslo zjisténi, Ze s intenzitou napadeni stromu roste $ife rozptylti méfenych fyziologickych
parametrt listovi. Jako nejvice slibné ze vSech parametrt pro detekci symptomatickych stromd se
zdaji byt AnthM, ABS/RC, DIo/RC, LMA a reflektance v oblasti absorp¢nich pasi chlorofylu.
Vysledky této prace mohou byt vyuzity pro dal$i vyzkum zaméteny na dalkovy prizkum Zemé

s cilem monitoringu a managmentu fytoftorového onemocnéni olse lepkavé.

Kli¢ova slova

Phytophtora x alni, olSe lepkava (Alnus glutinosa), fluorescenéni parametry, relativni obsah

pigmentt, reflektance, transmitance, b¥ehové porosty, komorovy experiment, ddlkovy prizkum.



Abstract

A current problem is the infestation of the black alder (Alnus glutinosa) by the pathogen P. x alnj,
which causes the loss of alder stands and disrupts riparian ecosystems. The spread of the
‘phytophthora disease' occurs through water, the host is infected through the root system and the
pathogen attacks the conductive tissues. As a result of the disease, the tree gradually loses its root
system, lesions appear on the trunk, defoliation occurs and the individual inevitably dies. The only
solution to the situation is preventive measures to prevent further spread by careful removal of
infected alder trees.

The aim of this paper is to discuss the relationship between black alder and P. x a/niin the
context of the physiological changes that occur in the foliage of the infested individual. Leaf
functional traits, chlorophyll fluorescence and optical properties of black alder exposed to P. x alni
(inoculation into soil or confirmed occurrence of the pathogen in natural conditions) were
measured using non-invasive methods.

The results of the chamber experiments suggest that the mean values of the measured
parameters do not change significantly in the initial stages of infection, but there is a widening of
the variance of the values in infected individuals. We tested whether the genetic origin of the alder
(Czech and Norwegian provenance), elevated atmospheric CO:2 concentration or sterility of the
growing substrate interfered with the expression of infection in functional traits of leaf and
fluorescence parameters. The results were equivocal, rather suggesting that neither the genetic
origin of alder nor the elevated CO: concentration would be reflected in the response to P. x alni
inoculation. A field investigation in the Litavka river basin with evidence of occurance of the P. a/ni
complex yielded the finding that the range of variance of measured foliar physiological parameters
increased with the intensity of tree infestation. AnthM, ABS/RC, DIo/RC, LMA and reflectance in
the chlorophyll absorption bands appear to be the most promising of all parameters for detecting
symptomatic trees. The results of this work can be used for further remote sensing research aimed

at monitoring and management of phytophthora disease in blackalder.

Key words

Phytophtora x alni, black alder (A/nus glutinosa), fluorescent parameters, relative pigment

content, reflectance, transmitance, riparian forest, chamber experiment, remote sensing.
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Seznam pouzitych zkratek

ABS/RC fluorescenc¢ni parametr (podrobné vysvétleno v tabulce 1)

ANOVA analysis of variance; analyza variance

AnthM relativni obsah anthokyant

asymptom faktor absence symptomi fytoftorového onemocnéni (terén 2023)

BCA biocontrol agents; biokontrolni agens

DIo/RC fluorescenc¢ni parametr (podrobné vysvétleno v tabulce 1)

ETo/RC fluorescenc¢ni parametr (podrobné vysvétleno v tabulce 1)

F700 fluorescence chlorofylu v 700 nm vlnové délky

F735 fluorescence chlorofylu v 735 nm vlnové délky

FLD CZU Fakulta lesnd a dievatskd, Ceska zemé&d&lsks univerzita

FlvM relativni obsah flavonoida

Fm/Fo fluorescenc¢ni parametr (podrobné vysvétleno v tabulce 1)

ChiIM relativni obsah chlorofylt

KEBR PfF UK Katedra experimentdlni biologie rostlin, Ptirodovédecka fakulta, Univerzita
Karlova

LMA leaf mass area; specificka listova hmotnost

Mo fluorescenc¢ni parametr (podrobné vysvétleno v tabulce 1)

MPM-100 pfistroj multi pigmentr metr, model 100

N fluorescencni parametr (podrobné vysvétleno v tabulce 1)

NFI dusik-flavonolovy index

NIR near infrared; blizkd infracervend oblast elektromagnetického zafeni

ns non-significant; nesignifikantni

OJIP kiivka fluorescence chloroflylu

P. x alni druh Phytophtora x alni

P. alni komplex druhti Phytophtora alni

PCA poly-component analysis; analyza hlavnich komponent

PGPR plant growth-promoting rhizobacteria; rhizobakteria podporujici riist rostlin

PhiDo fluorescenc¢ni parametr (podrobné vysvétleno v tabulce 1)

PhiPav fluorescenc¢ni parametr (podrobné vysvétleno v tabulce 1)

phyto faktor p¥itomnosti P. x alni (experiment 2022)

Piass fluorescenc¢ni parametr (podrobné vysvétleno v tabulce 1)

prov faktor provenience olse lepkavé (experiment 2022, hladiny ¢eska x norska)

PSI spole¢nost Photon Systems Instruments

Psio fluorescenc¢ni parametr (podrobné vysvétleno v tabulce 1)

PSII photosystem II; fotosystém dva

RH relative humidity; relativni vlhkost vzduchu

ROS reactive oxygen species; reaktivni formy kysliku

Ss fluorescenc¢ni parametr (podrobné vysvétleno v tabulce 1)

steril faktor sterility substratu (experiment 2023, hladiny ano x ne)

SWIR shortwave infrared; kratkovlnnad infracervend oblast elektromagnetického zateni

symptom faktor ptitomnosti symptomi fytoftorového onemocnéni (terén 2023)

TRo/RC fluorescenc¢ni parametr (podrobné vysvétleno v tabulce 1)

VIS visible spectrum; viditelna oblast elektromagnetického zafeni

WC water content; obsah vody



1 Uvod do tématu

Phytophtora jako ekologicky problém. Stromy rodu olSe (Alnus sp.) jsou klicovymi dfevinami
biehovych porosti. Jejich opad zdsobuje vodni ekosystém zivinami, svymi koteny zpeviiuji brehy
a poskytuji Zivotni prostor mnoha Zzivodichtim vdzanym na vodni plochy. Populace olsi ale
v poslednich 30 letech kolisaji a jejich zastoupeni v ekosystému klesd. Na viné je tzv. ,fytoftorové
onemocnéni, které se §ifi vodnimi toky a zpisobuje nekrézy kofent, mokvajici 1éze na kmeni,
defoliaci a v kone¢né fazi smrt napadenych ol$i. Pivodcem onemocnéni je komplex druht
Phytophtora alni, coz jsou rostlinné patogeny ze skupiny Oomycetes, napadajici stromy rodu

Alnus sp.

Vs

Phytophtora sp. je houbdm podobny organismus. Vytvé¥i mycelia, kterymi prostupuje vodiva
pletiva a zptisobuje jejich nekrdzy. Infekce zac¢ina pod zemi, kde patogen vstupuje do rostliny skrze
kotenovy systém a postupné ji pripravuje o moznost Cerpani vody, minerali a zivin z ptdy.

V konec¢né fazi infekce strom vycerpa vSechny své zasoby, ztraci listi a umira.

Nejhorsi faze epidemie je za ndmi. Nakaza stromil patogenem rodu Phyrophtora neni v Evropé
nic nového. Jiz od 80. let minulého stoleti probiha v bfehovych porostech olsi ptirozena selekce a
lze ocekavat, ze piezivsi stromy budou vi¢i nakaze odolnéjsi (Bjelke et al., 2016; Stochlovi et al.,
2016). Pro nas vyzkum jsme si zvolili jako modelovy ptiklad olsi lepkavou (Alnus glutinosa) a jejiho
patogena Phytophtora x alni, ktery je hybridnim druhem zjiz zminéného komplexu druhi
Phytophtora alni. Kolegové z Katedry genetiky a fyziologie lesa (CZU) poskytli pro spoleény
komorovy experiment nejenom inokulum tohoto patogenu, ale také dvé rozdilné genetické linie
olsi, ¢imz pfinesli do projektu dimenzi hleddni potencidlné rezistentnéjsich variant ol$i. Konkrétné
se jednalo o provenienci ¢eskou a norskou. Zajimalo nds, zda genticky piivod stromi ovlivni jejich

reakci na infekci patogenem P. x alni.

Klimatickd zména mtZe dit véci do pohybu. Dal$im, a naprosto stéZejnim, faktorem ve vztahu
strom—patogen muize byt pravé probihajici zména klimatu. S nartstajicim tlakem lidské populace
na Zemi dochazi k zdsadnim zméndm v globalnim méftitku, které budou mit komplexni dopady na
biosféru. Jednim konkrétnim faktorem je pozvolné navysovani koncentrace oxidu uhli¢itého
v atmosféfe, a prdvé na to jsme se v naSem experimentu rozhodli zaméfit. Zajimalo nas, zda
navysena hladina vzdusného CO2 (830 ppm) ovlivni schopnost olsi odoldvat napadeni patogenem

P. x alni.

Vyuzit{ metod ddlkového priizkumu. Hlavnim zaméfenim této prace byla otdzka moznosti detekce
infekce olse lepkavé patogenem P. x alni pomoci funkénich znaki listovi, fluorescence chlorofylu
a optickych vlastnosti listovi. Jednd se o mneinvazivni metody s potencidlnim vyuzitim
v monitoringu nakazy v p¥irodnim prosttedi. Prvni dvé faze praci byly komorové experimenty
sledujici vyvoj fyziologickych parametri listovi ols$i pii napadeni P. x a/ni a za doprovodu faktoru
genetického ptvodu, koncentrace CO: ¢i sterility péstebniho substratu. Treti fize spocivala
v terénnim meéteni stejnych parametrii na symptomatickych a asymptomatickych jedincich olsi

lepkavych, rostoucich v lokalité s potvrzenych vyskytem komplexu 7. alni.
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1.1 Cile prace

Hlavnimi cili této prace je urcit, zda:

1. se napadeni ol$e lepkavé kofenovym patogenem Phytophtora x alni projevi zménou
fyziologickych vlastnosti listu d¥ive, nez se projevi typické symptomy 1ézi na kofenovém
krcku ¢i bazi kmene.

2. jsou zvolené fyziologické parametry listovi vhodné pro rozeznani ¢asného napadeni olse

lepkavé kofenovym patogenem Phytophtora x alni.

Vedlejsi cil této prace je otestovat, jaky vliv maji na napadeni ol$e lepkavé kofenovym
patogenem Phytophtora x alni dva dopliujici faktory, které by mohly do této symbidzy zasdhnout
— totiz geneticky piivod olSe a zvysend koncentrace atmosférického COs.

1.2 Hypotézy
V této praci jsem si nadefinovala nékolik vstupnich hypotéz, jejichz platnost jsem chtéla

experimentdlné ovéfit.

Hi: Infekce P. x alni se projevuje ve funkénich znacich listovi, fluorescenci chlorofylu

a optickych vlastnostech listu olSe lepkavé.

Ho: Existuje rozdil v reakci ¢eské a norské provenience olse lepkavé na infekci P. x alni, ktery

se projevi ve funkénich znacich listovi a fluorescenci chlorofylu.

Hs: Zvysend koncentrace CO2 ovliviiuje funkéni znaky listovi a fluorescenci chlorofylu v

zavislosti na rozvoji infekce P. x a/niv olsi lepkavé.

Ha4: Sterilita péstebniho substratu ma vliv na funkéni znaky listovi, fluorescenci chlorofylu

a optické vlastnosti listu ol$e lepkavé ve vztahu k infekci P. x alni.

Hs: Na zdkladé funkénich znaki listovi, fluorescence chlorofylu a optickych vlastnostech listu
olSe lepkavé lze odlisit symptomatické a asymptomatické jedince napadené patogenem z

komplexu P. alnive volné ptirodé.
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2 Literdarni ivod

2.1 Chtadnuti olsi zptisobené komplexem Phytophtora alni

Rod Alnus sp. je v Evropé pivodnim druhem dfeviny. Tyto stromy jsou ptizpiisobeny
k odolavani podminek dlouhodobé podmaceného prosttedi a typicky se vyskytuji v bazinnych
porostech, btehovém porostu a v zdplavovych oblastech dolnich tokd fek. VSechny druhy A/nus
sp. vstupuji do kofenové symbidzy s dusik fixujicimi bakteriemi druhu Frankia alni ze skupiny
aktinomycetes. Tento mutualisticky vztah vytvaii na kofenech olsi klasické hlizky. V minulosti
byly olSe v kontextu nemoci a $kiidcti povazovany za relativné neproblematické dfeviny. To se vSak
zmeénilo v roce 1995, kdy (Brasier et al., 1995) upozornil na hnilobu kofent a kmenovych krek,
ktera decim olSe lepkavé (A/nus glutinosa) podél fi¢nich bfehii na jihu Britanie. V nasledujicich
letech byla choroba se stejnymi ptiznaky zaznamenana na dalsich druzich olsi, a to napii¢ celou
Evropou (Bjelke et al., 2016; Cern}'f et al.,2015.; Sarandi-Kovacs et al., 2015) (obrazek 1).

Zpocatku neznamad ol$ovad hniloba byla pozdéji identifikovdana jako patogen s nazvem
Phytophtora alni sensu lato, ktery obsahoval tfi poddruhy (Brasier et al., 2004). Az pozdéjsi vyzkum
ukdzal, Ze se ve skutecnosti jedna o tfi samostatné druhy, které nyni nesou nazev P. uniformis, P.
x multiformis a P. x alni (Husson et al., 2015). Dohromady jsou oznacovany jako ,komplex druht
P. alni“. Soucasny konsenzus véti, ze druhy P uniformis (pivodem nejspi§ z Aljasky) a P.
x multiformis (davny hybrid neznamého ptvodu) se zkiizily vjedné z péstitelskych skolek

v Evropé a daly vznik novému hybridnimu druhu P. x a/ni (Brasier et al., 2004; Husson et al., 2015).

o

Obrdzek 1: Prehled vyskytu komplexu P. alni

Siteni fytoftorového onemoc-

néni ol$i do dne$nich rozméra
zapfi¢inila  nedostate¢nd  kontrola
$kolkového materidlu, z néjz byly
infikované sazenice distribuovany po
celé Evropé (Evans and Oszako, 2007).
Prepoklada se, ze mezi lety 1990 a 2010
bylo infikovanymi sazenicemi osizeno
' S F az 22 miliénu hektart (Bjelke et al,
N 2016; Jung et al., 2018). Jakmile je

fytoftorové onemocnéni jednou v

No known occurrence
| Occurrence reported

I substantia damages reported * toky a infikuje nova tzemi (Bjelke et al.,

lokalité p¥itomno, $ifi se ddle vodnimi

2016). Teoreticky tak k zamoteni velké
oblasti sta¢i jeden nakazeny jedinec a vhodné podminky pro rozvoj patogena. V piirodnich

podminkach jsou zoospory patogena rodu Phytophora ptendseny vodou na dlouhé vzdalenosti a
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infikuji biehové porosty olsi. Stromy se typicky nachdzi v blizkém kontaktu s vodnim télesem,
zoospory se tedy snadno dostanou ke kmenové bazi, kde vstupuji do téla rostliny skrze velké

lenticely, nebo ke kofentim, kde vyuziji nesuberinizované adventivni kofeny (Jung et al., 2018).

Ptiznaky napadeni patogeny komplexu P. alni jsou v koruné pomérné nespecifické.
Makroskopické projevy na koruné zahrnuji postupnou defoliaci az odumirdni ¢asti koruny,
produkci mensich listd vyskytujicich se v ndhodnych klastrech a pfipadné nadprodukci plodi
(obrazek 2A). Toto v8e je doprovazeno nekrézami kofenti, kotenového kr¢ku a kmene. S postupem
patogenniho mycelia vySe uvniti kmene se na borce objevuji 1éze, z nichz vytékaji ¢erné ¢i rezavé

zabarvené exudaty (obrazek 2B). Pokud bychom odstranili svrchni vrstvy borky, nalezli bychom

rezavé zabarvené dievo, sladce pachnouci (obrazek 2C) (Cerny et al., 2021).

Obrdzek 2: A) OlSovy porost v obci Lochovice v povodi feky
Litavka s prokdzanym vyskytem patogena komplexu Phytophtora
alni. Na snimku vlevo jsou stromy vykazujicl pfiznaky infekce —
defoliaci. B) Nekrotické léze na kmeni jedince olse lepkavé (Alnus
glutinosa) zptisobené patogenem z rodu Phytophtora. C) Cervené
zabarvené a sladce pdchnouci drevo indikujici napadeni

patogenem rodu Phytophtora. Foto V. Oramovd

Situace v CR byla dikladné prozkoumana
v roce 2013, kdy Cerny et al. (2013) provedli rozs&hlé
dotaznikové Setfeni mezi zaméstnanci Lesy CR.
Ohodnotili celkem asi polovinu vSech pifedpo-

kladanych olSovych porostii na uzemi republiky. Hodnotili fadu faktorti, mezi nimi pfedev$im
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pocet a zastoupeni symptomatickych jedincd, tj. stromi s nekrézami na bazi kment, kotenech
a/nebo s otevienymi lézemi na borce. Vysledky hovofi o pfitomnosti fytoftorového onemocnéni na
52 % vSech zkoumanych lokalit — tedy minimdlné na Y4 vSech olSovych porostd u nds. Zasadnim
faktorem byla pfitomnost vodniho toku, protoZe ta znamenala napadeni v 76 % pripadt. Na zékladé
tohoto Setfeni lze pfedpokladat, Ze se v ndsledujicich letech ndkaza prosttednictvim vodnich toki
rozsifila ddle a dnes by mohla byt pfitomna na vét$iné dolnich tokd fek.

Fytoftorovym onemocnénim ol$i jsou vSak zasazeny i okolni staty. V Rakousku byl
pozorovan rozdil v rozlozeni druhi z komplexu P. a/ni zplisobujicich fytoftorové onemocnéni. P. x
alni, kterou se zabyvam v této praci, infikuje stromy v nizinadch, zatimco ve vys$sich nadmoiskych
vyskach ji zastupuje P. uniformis (Corcobado et al., 2023). Shodny trend byl zaznamenan i ve
Svédsku, oviem ve vztahu k zemépisné $ifce (Redondo et al., 2015). Na Slovensku je nejéastéjsim
ptivodcem fytoftorového onemocnéni olsi . pluvivora (Tkaczyk et al., 2023a) a z Polska je hlaseny
vyskyt hned nékolika druhtG rodu Phytophtora zpisobujicich fytoftorové onemocnéni olsi
(Tkaczyk et al., 2023b). Vyskyt onemocnéni olsi zptisobeného patogeny rodu Phytophtora je
hlaseno od Skandinavie a pobalti (Klavina et al., 2024; Matsiakh and Menkis, 2023) az po Pyrenejsky
poloostrov (Bregant et al., 2023; Rial-Martinez et al., 2023). Pokud bychom se podivali mimo
evropsky kontinent, nalezneme zpravy o onemocnéni ol$i zplisobené kofenovym patogenem

s typickymi pifiznaky pro rod Phytophtora prakticky napfi¢ celym svétem (Mullett et al., 2023)

Ptirodni selekce je ale vSudypfitomna a je nasnadé, Ze se zakonité musela projevit i na
vztahu P. x alnia ole lepkava. Na tizemi Ceské republiky se timto zabyvala prace (Stochlov4 et al.,
2016), ve které autofi vybrali 90 riiznych genotypi olsi lepkavych odebranych nap#i¢ celym
tizemim CR, ve snaze nalézt jedince k nédkaze P. x alni odolné, ¢i tiplné imunni. Vysledky hovoii o
zna¢nych rozdilech ve velikostech kmenovych 1ézi, ptedev$im ve vztahu ke zvolenému izoldtu P. x
alni, ale také se do toho promitl ptivod jedince v kontextu nadmotské vysky — stromy z nizsich
v.n.m. vykazuji vy$si odolnost vii¢i napadeni. Jako imunni se vSak neukazal zadny. Toto nastitiuje
mozny vyzkum v oblasti $lechtitelstvi rezistentnich variant, které by pomohly obnovit

zdecimované biehové porosty olsi.

2.2 Patogen Phytophtora— taxonomické zafazeni, zivotni cyklus, mechanismus
infekce

Rod Phytophtora jsou houbam podobné organismy ze skupiny Peronosporales

rostlin. Mezi nejznaméjsi ptiklady patti bezpochyby Phytophtora infestans napadajici brambory,

rve

ktera zap¥icinila Velky irsky hladomor v 19. stoleti.
Nazev rodu Phytophtora vychazi z teckych slov @utév (phytdén), "rostlina” a @Bop&

(phthora), "zni¢eni"; dohromady tedy "nilitel rostlin". Phytophtora sp. je primarni rostlinny

patogen, vétsinou nekrotrofni ¢i hemibiotrofni, s ob¢asnymi vyjimkami v podobé saprofytnich a
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oportunistickych nekrotrofnich strategii (shrnuti podle Jung et al., 2018). Napadaji tisice druhii
dfevin, polodfevin a bylin po celém svété, véetné vyznamnych hospodafskych plodin. Zakladni
rozdéleni vech patogent rodu Phytophtoravychdziz toho, kde probiha hlavni ¢ast jejich zivotniho
cyklu. Padni druhy zptsobuji ztraty jemnych kofinkt, které postupné prertstaji v nekrdzy
kotenového systému a kréku. Vzduchem prendsené druhy napadaji listy, vyhonky a plody, kde

zapFic¢inuji hniloby. Spole¢nym znakem vsech patogent rodu Phytophtora jsou mokvajici léze na

kmeni v pokrocilé fazi infekce (shrnuti podle Jung et al., 2018).

Zptsob infekce je pro v8echny ptidni druhy rodu Phytophtora velmi podobny. V ptdé se
vyskytujici dormantni stadia (oospory) pfi vhodnych environmentalnich podminkach kli¢i a
vytvati sporangia. Ta uvoliluji pohyblivé biflagelatni zoospory (obrazek 3A), které se pohybuji
pidni vodou. K hostitelské rostliné jsou piitahovany chemotakticky, vnimdnim gradientu
organickych kyselin uvoliovanych zelonga¢ni zény kofenid. Jakmile zoospory dosdhnou
rhizosféry, penetruji rhizodermis kofene a zacinaji se pfetvéfet v rostouci mycelium (obrazek 3B).
Hyfy jsou vzdy vétvené a bez sept. Zda patogen postupuje pouze mezibunéénym prostorem, nebo
penetruje plazmatickou membranu, je druhové specifické. Z hostitelské rostliny Phytophtora sp.
odcerpavd zna¢né mnozstvi zivin, coz vede ke gradudlnimu upadku vitality az smrti rostliny.
V pribéhu celé infekce mycelia produkuji dal$i sporangia, kterd vypoustéji do prostiedi dalsi
zoospory, které se dale $iti a infikuji dal$i kotfeny. Nepietrzitd produkce mobilnich infek¢nich

7 owrv

partikuli md za ndsledek velmi rychlé Siteni ndkazy v ramci stanovisté. Tento obecny popis

meéritko neuvedeno.

Chepsergon et al., 2020 navrhuji nasledujici model infekce rostliny patogenem Phytophtora
sp. (obrazek 4). Mnohojaderné sporangium uvolni pohyblivé zoospory. V blizkosti hostitele se

zoospory méni v cysty, jez nasledné kli¢i a tisknou se k povrchu kotene. K priniku do pletiv slouzi

tzv. apresorium, coz se pozménénd hyfa. Uvnitf pletiv se v mezibunéénych prostorach rozristaji
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infekéni hyfy, které misty vytvati haustoria a patogen tak pronika do intrabuné¢ného prostoru.
Nedochdzi vSak k penetraci plazmatické membrany, Phytophtora sp. vidy zistdva pouze

v apoplastu.

Sporangium Obrdzek 4: Hypoteticky model infekce

°D rostliny patogenem rodu Phytophtora.
ooa /"" ___—“‘ - pesenem 1 yeor”
Sporangiofor dozrdvd ve sporangium a

uvoltiuji se zoospory. V blizkosti ros-

Sporangiophore Zoospores tliny zoospory encystuji. Cysta bobtnd a
klici. Pro prilnuti k hostitelské rostliné
vytvdri adhezivni hyfy, k proniknuti do

oCyst pletiv slouzi  apresorium. V mezi-
bunécnych prostorech proristaji infek-

Appressorium g Germinating cyst

¢éni hyfy. Do prostoru buiiky pronikd

haustorium (H), jeZ invaginuje endo-

plazmatickou membrdnu hostitele (EM),

ovsem setrvdvd v apoplastu. Prevzato a

upraveno z Chepsergon et al., 2020.

Komplex druht P. alnije
hostitelsky specificky a napada
pouze stromy rodu Alnus sp.
(Brasier and Kirk, 2001; Jung et
al., 2018). To ov§em neznamend,
Ze jsou olSe napadiny pouze
P. alni. Naopak je potvrzeno
napadeni olSovych porostii riznymi druhy patogenti z rodu Phytophtora, naptiklad P. pluvivora
(Corcobado et al., 2023). Zajimavosti je zména dominantniho druhu zkomplexu P alni
v napadenych ol$ich v zavislosti na nadmotské vysce. P. x alni je vice prevalentni v nizkych

Vv

nadmoftskych vyskach, ve vyssich oblastech ji zastoupi P. uniformis(Corcobado et al., 2023). Stejny
trend se projevi i ve vztahu k zemépisné $itce — tedy Ze v severnéji polozenych oblastech se P. x alni
vyskytuje s nizsi prevalenci nez P. uniformis (Redondo et al., 2015). Je tedy zfejmé, ze P. x alni
bude citlivéjsi na chladné klimatické podminky, coz by v kontextu s pravé probihajici klimatickou

¥

zménou mohlo hrét roli v dal$im $ifeni phytophrotového onemocnéni do novych regiont.

Je toho pouze malo zndmo o tom, kde a jak 2. a/niuvnitf rostliny pfezivd. Prace Nave et al.,
2021 se zaméfila na histologické pozorovani kofent olSe lepkavé inokulované P. x alni a P.
uniformis. Autoti objevili pfitomnost riznych vyvojovych stadii patogena. Co je velmi zajimavé je,
Ze i v asymtomatickcyh jedincich ole lepkavé se nachdzela pokrocila stadia vyvoje patogena:
oogonium P. x alni soosporami intrabunééné (obrazek 5A), mycelium a dal$i oogoium
interbunécné v kortexu(obrazek 5C). S nartistajici ptiznakovosti inokulovanych jedinci se zvySoval
pocet nalezenych oognii a také se ménila jejich pozice — byly ¢astéji nalézany intrabunécéné a také

blize ¢i uvniti centralniho valce kofene (obrazekC). Pfitomnost zivé Phytophtory v kofenech jiz
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usmrcenych rostlin potvrzuje fakt, Ze komplex P. alni jsou hemobiotrofni patogeni. Rostlinu
napadaji jako biotrofové, svym ptisbenim se vsak stdvaji vice parazitickymi, az napadeného jednce

usmrti.

AL A\ 4 y A X 2 Rk L RTBY
Obrdzek alni. Snimk A-C pochdzi

z asymptomatickych jedincu, snimky J-K pochdzi ze silné zasaZenych rostlin, snimek L pochdzi z rostliny mrtvé. A)

podélny rez, cernd sipka oznacuje intrabunécné oogonium s oosporou, kortex; usecka pro méritko 20 ym. B) pricny fez,
Cernd sipka oznacuje interbunécné oogonium; iusecka pro méritko 50 ym. C) podélny rez, Cerné sipky oznacuji
Intrabunécnd oogonia, Cervené sipky oznacuji intrabunécné patogenni mycelium; iisecka pro métitko 20 ym. J) podéiny
rez, cernd sipka oznacuje oogonium s oosporou uvnitt' centrdlniho vdlce; usecka pro métitko 500 um. K) podélny rez,
dernd sipka oznacuje intrabunécné oogonium s oosporou; usecka pro méritko 20 um. L) podélny fez, cernd sipka oznacuje
oogonium s antheridiem v ristové tkdni; usecka pro méfitko 50 um. Barveno toluidinovou modti, podrobnosti o

svételném poli nejsou uvddény. Prevzato a upraveno z Nave et al., 2021.

Napadeni stromu patogenem rodu Phytophtoralze bezpe¢né urcit podle pf¥itomnosti 1ézi na
kmeni a kotenovém krc¢ku. Toto je ovSem jiz pokrocila faze infekce, kdy doslo k nekrézam vodivych
pletiv. Patogen ze svého hostitele jiz od prvniho okamziku ¢erpa ziviny a s postupnym rozvojem
infekce postupuje od jemnych kotinki pfes hlavni kofeny az do kmene. Jakmile bychom se pouhym
okem podivali na kofenovy systém napadeného jedince, uvidime rozsahlé nekrézy (obrazek 24). Na
mikroskopickych fezech lze pozorovat pfitomnost hyf v prostoru bunék floému i xylému,
poskozeni cév, nekrdzy kortexu a poskozeni parenchymu (Vieites-Blanco et al., 2023). Jakmile
patogen rodu Phytophtora pronikne do vodivych pletiv, napadend rostlina reaguje produkci tylézy
— tedy proristani parenchymatickych bunék do cév xylému, dtsledku ¢ehoz lze ocekdvat snizeni
hydraulické vodivosti (Vieites-Blanco et al., 2023). Toto otestoval Clemenz et al., 2008 a dosel
k zavéru, ze Phytophtora sp. neomezuje hydrauliku vodivych pletiv, protoze u¢innost vyuziti vody
listem se nezménila a nesnizil se ani vodni potencidl listd. Nicméné skute¢nost, ze priduchy byly
v této situaci zaviené, vysvétluje zni¢enim floému patogenem, v disledku ¢ehoz byl narusen

Mrve e

transport asimilatt z listt do kofend. Akumulace $krobu v listech zapfic¢inila uzavieni priducht a
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snizeni rychlosti fotosyntézy a rtstu. S tvrzenim o zméné floémového toku v disledku napadeni
patogenem rodu Phytophtora Caste¢né souhlasi Fleischmann et al., 2004, ktery ve své praci
reportuje vyrazny pokles obsahu dusiku v listech, a zaroven jeho vyrazné zvyseni v kofenech.
Ovsem hladiny obsahu vapniku a hotf¢iku v listovi ztistaly nezménény. Dalsi dalezité zjisténi, které
tato prace ptinesla, byl nartst obsahu pigmentt xantofylového cyklu v listech, coz svéd¢i o zvysené
produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) pfi infekci.

Pravé tyto diskuze o alteraci s hospodatenim s vodou a Zivinami v rostliné hostici patogena
z rodu Phytophtora nas privedly na myslenku, zda je mozné zachytit zmény ve fyziologickych
vlastnostech listu v rané fazi infekce. Vizi do budoucna by bylo vyuziti metod dalkového prizkumu

k identifikaci napadenych jedincd, jejich eliminaci a omezeni $iteni ndkazy v prostiedi.

2.3 Funk¢ni znaky listovi v kontextu napadeni patogenem rodu Phytophtora
Pojmem ,funkéni znak® 1ze oznacit jakékoli morfologické, fyziologické a fenologické znaky,
které maji vliv na vykonnostni vlastnosti jedince a potazmo i na vyslednou fitness (Violle et al.,
2007). V této praci se zabyvame rtiznymi vlastnostmi list( a jejich schopnosti vypovidat o celkovém
stavu rostliny v souvislosti s napadenim kofenti patogenem Phytophtora x alni. Pod slovnim
spojenim ,funkéni znaky listovi“ zde rozumime obsah fotosyntetickych a ochrannych pigmentd,
specifickou listovou plochu a obsah vody v listu — tedy vlastnosti, které jsou kvantitativné

definovatelné a odrazeji skute¢né poméry uvnitf listu jakozto samostatného organu rostlin.

Koncept projekce stresu z kofenového systému do funk¢nich znaki listovi neni v rostlinnych
védach nic nového. Jiz dfive zmiflované priace (Clemenz et al., 2008; Fleischmann et al., 2004)
studovaly zmény ve fyziologii listovi zptisobené fytoftorovym onemocnénim. Z novéjsich praci se
timto vztahem zabyva napiiklad (Corcobado et al., 2022), jez provedl rozsahlou metabolomickou
analyzu, nebo (Machacova et al., 2024), ktera ptinasi nejnovéjsi poznatky o zméndch v transpiraci

v kontextu napadeni patogenem rodu Phytophtora.

2.3.1 Zmény obsahu fotosyntetickych a ochrannych pigmentt v listovi pfi napadeni

patogenem rodu Phytophtora

Obsah pigmenti v listech se obecné povazuje za jeden ze zasadnich znakt vypovidajicich o
fyziologickém stavu rostliny. Obsah chlorofylu slouzi jako proxy pro odhad fotosyntetické kapacity
listu, a zmény v jeho koncentraci mohou odrazet nejriznéj$i ptsobeni stresort ¢i deficience
(zejména Mg a N). Karotenoidy slouzi jako pomocné a ochranné pigmenty, zejména karotenoidy
xantofylového cyklu se podili na disipaci svételné energie na teplo v piipadé, Ze rostlina nema
kapacitu tuto energii vyuzit fotochemicky. Nefotosyntetické pigmenty, také nazyvané ochranné,
ze své podstaty plni doprovodnou funkci a naptiklad brani rostlinu pted poskozenim ROS. Jedna se
o flavonoidy a jejich podskupinu antokyany. Obsah ochrannych pigmentt nebo pomér karotenoid
ku chlorofylu se pouziva jako proxy pro stanoveni miry stresu, kterému je rostlina vystavena. Pravé
zvy$end koncentrace pigmentii xanthofylového cyklu byla potvrzena v piipadé napadeni buku
lesniho (Fagus sylvatica) druhem Phytophtora citricila a Phytophtora cambivora (Fleischmann et

al., 2004), tudiz je na misté zajimat se o podobné projevy i v piipade P. x a/ni a olSe. Dalsi praci
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metabolitd listovi ptfi napadeni stromu Castanea sativa patogenem Phytophthora cinnamomi.

Zaroven tvrdi, Zze zména byla markantnéjsi v listech, ne v kofenech.

Obsah pigmentt byvd standardné stanovovan biochemicky, ptipadné neptimo z poméru
fluorescence chlorofylu v rtznych emisnich vlnovych délkach (Lichtenthaler, 2021). Obsah
chlorofylu lze stanovit i pomoci kapesnich pfistroji fungujicich na principu propustnosti listu pro
Cervené zateni (absorbované chlorofylem) a infracervené zafeni (chlorofylem neabsorbované)
(Parry et al., 2014). Jde o rychlejsi metodu nez biochemické stanoveni a nékteré ptistroje jsou
konstruované i pro méfeni fluorescence a pomoci specifickych indext je mozné detekovat i
flavonoly a antokyany (Goulas et al., 2004). Pro stanovovani relativniho obsahu pigmentt v listech
napadenych a nenapadenych ol$i jsme zvolili pfistroj MPM-100, ktery na zdkladé odstinéni
chlorofylové fluorescence ochrannymi pigmenty lokalizovanymi zejména v epidermis urci
relativni obsah flavonold a anthokyant (Cerovic et al., 2008), a z propustnosti listu pro ¢ervené

zateni stanovi relativni obsah chlorofylt.

Na ptikladu napadeni dubu Quercus ilex subsp. Ballota patogenem Phytophthora
cinnamomi bylo z hyperspektralni odrazivosti listovi mozno vysledovat zmény v obsahu
anthokyand, chlorofylid, obsahu vody a dal$ich parametr (Hornero et al., 2021). V kontextu této
prace je ale nejzajimavéjsi fakt, ze zmény ve funkénich parametrech listovi byly touto metodou

detekovatelné u jesté asymptomatickych jedinci.

2.3.2 Zmeéna obsahu vody v listovi a specifické listové hmotnosti pti napadeni

patogenem rodu Phytophtora

Jak jiz bylo zminéno vySe, patogeny rodu Phytophtora v hostitelské rostliné zpusobuji
nekrézy kotent, ¢imz omezuji kapacitu pfijmu vody a zivin z prostfedi, a napadaji vodiva pletiva,
¢imz zasahuji do toku miznich tekutin. Pokud jsou omezeny moznosti kofend olsi pfijimat vodu,
dochadzi ke snizeni listové plochy, suché listové hmotnosti a ristu. Celkové naruseni poméru kofene
ku prytu vede ke snizeni vodniho potencialu listu az vodnimu deficitu, sniZeni vodivosti priduchi
a poklesu transpira¢niho toku (Tschaplinski and Blake, 1985). Je tedy nasnadé, Ze podobné projevy

o¢ekavame i na jedincich olsi infikovanych patogenem rodu Phytophtora.

Experimentdlni price (Clemenz et al., 2008), uskute¢néna v pfirozenych klimatickych
podminkach, doklada, ze olSe podléhajici nakaze P. x a/ni budou mit mensi piirastky, nizsi ptijem
CO2a méné negativni vodni potencidl listovi, ale vyssi obsah $krobu v listech a silné oscilujici
hodnoty transpira¢niho toku. Vykyvy v transpiraci reportuje i (Durkovi¢ et al., 2021), ktery proved]
podobny experiment na topolech, nebo (Machacova et al., 2024), ktera navic pfinasi rozmér zvysené
koncentrace atmosférického CO2, ktery oscilace transpira¢niho toku jesté umoctiuje. Tvrzeni o
snizené stomatdlni vodivosti potvrzuje v kontextu fytoftorového onemocnéni (Corcobado et al.,
2022). Na druhou stranu, (Durkovi¢ et al., 2021) sice zménu ve vodivosti priduchii nezaznamenal,

ale naznacuje snizeni uc¢innosti primarni faze fotosyntézy a efektivity vyuziti vody.

Nejsou mi zndmy prace, které by v souvislosti s fytoftorovym onemocnénim fyzicky méftily

zmény v obsahu vody v listovi (WC, z anglického ,water content®) nebo specifické listové
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zkoumala (akorat pfevracenou hodnotu LMA), ale skrze hyperspektralnich obrazova data. Jejich
vysledky jsou velice slibné a naznacuji trend poklesu hodnot obou parametri s postupujici
intenzitou napadeni fytoftorovym onemocnénim. To zavdava dobry davod, pro¢ pravé tyto dva
fyziologické parametry zafadit do naseho méteni. Oba dva jsou obecné uzndvanymi ukazateli
vodniho stresu (Poorter et al., 2009) a mohou ndm poskytnout informace o vodnim statusu

napadené rostliny, pfenesené vypovidajicim o mite nekr6z kofenového systému.

2.4 Fluorescence chlorofylu v kontextu napadeni patogenem rodu Phytophtora
Obsah chlorofylt nep#imo urcuje fotosynteticky potencial vegetace a jedna se tedy o dtlezity
ukazatel produktivity jedince, potazmo i celého ekosystému. Kazd4d molekula chlorofylu obsahuje
jadro tvofené jednim atomem hoféiku a ¢tyfmi atomy dusiky — je to tedy pomérné ,draha“
molekula, v niz se vaze nezanedbatelné mnozstvi zivin. Celkovad vykonnost fotosyntetického
aparatu mize byt urcena na zakladé poméru excita¢niho zafeni a zpétné vyzarené fluorescence ve
vlnovych délkach F735 a F700 nm (Bussotti et al., 2020; Strasser et al., 2000). Fluorescence
chlorofylu je §iroce uzivany zputsob urceni fyziologického stavu rostliny, jelikoz se do néj promita
mnoho vnéj$ich i vnitinich faktori, véetné stresu zpiisobeného napadeni patogeny. Casto
vyuzivanym pfistupem pro detekci abiotického i biotického stresu je méfeni rychlé kinetiky
fluorescence chlorofylu (tzv. OJIP test, (Strasser et al., 2000) na temnotné aklimovanych listech jak

v terénnich studiich (Bussotti et al., 2020) tak kontrolovanych experimentech (Corcobado et al.,
2022).

V kontextu fytoftorové infekce jsou fluorescen¢ni parametry c¢asto pouzivanym parametrem
hodnoceni vitality napadenych stromt (Corcobado et al., 2022; Durkovi¢ et al., 2021; Macha¢ova
et al., 2024; Pfanz et al., 2015). Prace provedené na buku lesnim (Corcobado et al., 2022) ¢i topolu
osice (Durkovi¢ et al., 2021) shodné potvrzuji pokles fluorescen¢nich parametrt v brzkych fazich
infekce zplisobené rtiznymi patogeny z rodu Phytophtora. Tyto vysledky jasné znaci negativni vliv
patogenu na vykonnost fotochemického aparatu listovi. Na ptikladu olSe lepkavé a P. x alni je
zajimavy rapidni pokles fluorescence kortexového chlorenchymu, ktera zdhy po inokulaci klesla

téméf na nulu (Pfanz et al., 2015).

Nejnovéjsi prace na poli vztahu mezi infekci patogenem rodu Phytophtora a jejimi projevy
v listovi pfindsi nasledujici zjisténi: mira primdrni fotosyntézy mirné klesa jiz 4 tydny po podkorni
inokulaci semenace olSe lepkavé patogenem P. x alnj, a tento efekt je je§té umocnén pii podminkach
zvy$ené koncentrace vzdusného CO2 (Machécova et al., 2024). Tento vysledek zavdava podnét pro
dal$i zkoumani fyziologickych hodnot listovi v reakci na kombinaci infekce patogenem a zvySené

koncentrace vzdu$ného COa.

2.5 Optické vlastnosti listu v kontextu napadeni patogenem rodu Phytophtora
Zakladnim optickym parametrem pouzivanym v laboratorni ¢i terénni spektroskopii je
reflektance neboli odrazivost. Jedna se o podil z celkového zafeni, ktery se od vzorku odrazi. V
ramci této prace pracujeme i s parametrem spektrdlni propustnosti (transmitance), ktera je podilem
zafeni, které vzorkem projde. Spektrdlni slozeni zafeni dopadajiciho na vzorek je velmi pfesné

definovano. Vétsina piistrojii méficich reflektanci, spektroradiometrti, se pouziva se svételnymi
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zdroji, které emituji zafeni o vlnové délce 300 — 2500 nm, coz zhruba odpovidd rozmezi vlnovych
délek slunec¢niho zafeni dopadajiciho na povrch Zemé a zdroveil je v tomto spektrdlnim rozsahu
ptistroj schopen radiaci méfit. Na drovni listu ndm optické vlastnosti poskytuji mnoho informaci o
bunécéné struktufe, obsahu vody a pfedevsim o obsahu pigmentt a dal$ich biochemickych latek.
Kazda z téchto kategorii md specifické spektrdlni chovdni, a pravé to se propise do vysledné

spektralni k¥ivky. Napfiklad chlorofyly absorbuji zafeni ve viditelnych vlnovych délkach, coz se

méfeni listovi, je na$im zdmérem vysledovat projevy napadeni patogenem P. x a/ni ze spektralnich

vlastnosti listovi.
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Obrdzek 6: Hlavni charakteristiky spektrdlni kiivky odrazivosti zdravé vegetace: absorpcni minima zpiisobend
pritomnosti chlorofylu (chlorofyl a: 430 nm a 660 nm, chlorofyl b: 450 nm a 650 nm), absorpcni pasma vody (1 400 nm,
1 900 nm a 2 700 nm), vysokd odrazivost. Prevzato z Albrechtovd et al., 2017.

Existuje mnoho praci zabyvajicich se pouzitim spektrdlnich vlastnosti listovi pro detekci
rostlinnych stresorti, ale ja zde vyberu pfiklady pouze takovych, které se p¥imo poji
k fytoftorovému onemocnéni. Pouziti optickych parametrt listovi se ukazalo byt uspé$nym
indikdtorem napadeni rostliny patogeny rodu Phytophtora na dtevinich (Abdulridha et al., 2016;
Corcobado et al., 2022; Croeser et al., 2022; Guerra-Herndndez et al., 2021; Hornero et al., 2021).
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Pouziti spektroradiometrie k rozliSeni rostlin napadenych patogenem rodu Phytophtora od
zdravych potvrdil Abdulridha et al., 2016. Dokonce bylo z odrazivosti mozné vysledovat vyvoj
postupujici infekce. Navic také nastinil moznost pouziti této metody k rozliseni ptisobeni riznych
stresorti na rostlinu. Pfesné na to navdzal (Gold et al., 2020), jez pouZzil parametr spektralni
odrazivosti listovi pro odliSeni napadeni patogenem rodu Phytophtora a jinym patogenem. Jejich
méfeni ukazuji vykyvy hodnot jiz 2-4 dny pfed projevenim prvnich makroskopickych pfiznakd.
Celkové se jim podafilo rozliSovat mezi dvéma patogeny s pfesnosti >90 %. Jako stézejni usek
spektra, kam se aktudlni fyziologicky stav rostliny promitl nejvice, se ukazalo byt odrazené ¢ervené
kratkovinné razeni. OvSem v tomto experimentu se jednalo o P. infestans na bramborach, tudiz

vysledky musime brat v kontextu d¥evin dosti s rezervou.

Zisadnim piinosem spektroradiometrické metody je neinvazivnost méteni. Optické
vlastnosti listovi se daji méfit na drovni jednotlivych listd, koruny ¢i celého ekosystému. Za pouziti
metod ddlkového priizkumu Zemé studoval projevy napadeni komplexem P. a/ni na olSovych
porostech Guerra-Herndndez et al., 2021. V této prdci se zaméfili na defoliaci a urcili ¢tyfi stadia
infekce: stromy asymptomatické, stromy defoliované pod 50 %, stromy defoliované nad 50 % a
stromy mrtvé. Z bezpilotnich letadel snimali odrazivost porostu a nasledné urcili stuperl napadeni
s 67% piesnosti. Z laboratornich experimenti provadénych na olsilepkavé a P. x a/nizadny neméfil
optické vlastnosti rostlin. Nase prace proto stavi na znalostech ziskanych z jinych ptikladd vztahu
dfevina-Phytophtora. Slibné vysledky pfedvidd napfiklad Corcobado et al., 2022, kde méfili
spektrdlni fyziologické indexy (vypoc¢itané na zdkladé hodnot reflektance v urcitych vinovych
délkach), a ty se prokazaly byt dobrymi ukazateli olSového onemocnéni semendac¢ti buku lesniho
(Fagus sylvatica; infikovano P. pluvivora nebo P. x cambivora). Nejvétsi rozdil v porovnani
s kontrolnimi rostlinami byl patrny jiz dva tydny po inokulaci ve vSech parametrech. Naprosto
stupné napadeni stromi patogenem rodu Phytophtora, véetné identifikace asymptomatickych

jedinci.
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3 Materidly a metody

Ustfednim motivem celé prace je pre-symptomatickd detekce napadeni olie lepkavé, Alnus
glutinosa (dale oznacované jako ,olse“) patogenem Phytophtora x alni. Vyzkum se odehraval ve

dvou samostatnych systémech.

Prvni ¢ast prace probéhla v kontrolovanych podminkdch ristovych komor s juvenilnim
materialem ol na piidé CZU. V ramci této spoluprace jsem zastupovala Laboratoi ekofyziologie
rostlin, KEBR, PfF UK a provadéla jsem ekofyziologicka méteni na rostlinach. Kolegové z Katedry
genetiky a fyziologie lesa, FLD CZU poskytli pouZivané prostory, rostlinny material a aktivné se
Ucastnili ekofyziologickych méfeni. Price spatogennim inokulem byla vrezii Ing. Markéty
Machacové z Katedry ochrany lesa a entomologie, FLD CZU, které také dohliZela na pribéh celého

experimentu.

Druhd, samostatnd ¢ast praci probéhla jako terénni vyzkum povodi feky Litavky. V této
oblasti byla potvrzena piitomnost P. x al/ni, ale ne vSechny taméjsi olSe vykazuji symptomy
napadeni. Provedla jsem tedy sérii ekofyziologickych méfeni, jakozto metodu neinvazivniho

hodnoceni pfitomnosti nakazy.

3.1 Hlavni komorovy experiment 2022

Hlavni experiment probihal od bfezna do zafi 2022 na ptidé Fakulty lesnické a dfevatské,
CZU. Jednalo se o péstebni experiment sazenic druhu Alnus glutinosa v kontrolovanych
podminkach ristovych komor znacky PSI. Cilem bylo porovnat reakce ¢eské a norské linie olSe na

infekci patogenem Phytophota x alnive dvou rezimech koncentrace COz.

Celkem bylo pouzito 192 jedincti olSe, z nichZ polovina pochédzela z ceské genetické linie
(Semenéisky zdvod v Tynisti nad Orlici; semenny porost u Moravského Sternberku) — takzvana
provenience Ceska, a druha polovina z linie pochdzejici z Norska (Norwegian Forest Seed; semenny
sad Hamar) — tedy provenience norska. Semen byla povrchové sterilizovana ve flow-boxu (SAVO
5 %, 2 min). Kli¢eni probihalo v riistovych komorich v Petriho miskdch na filtra¢nim papiru.
Pikyrovani nésledovalo po 13 dnech od vysevu. Semenace byly péstovany oddélené v sazebnich
kvétinacich kénického tvaru (Sifka na bazi 8 cm, $itka nahote 11,4 cm, objem 2 1), které byly
rozdéleny do 45litrovych boxt (56 x 39 x 28 cm) po 12 kusech, jenz byly umistény do komor po
¢tytech boxech. V kazdém boxu bylo 6 zastupct provenience Ceské a 6 zastupcti od provenience
norské. Celkem byly obsazeny 4 komory s nasledujicim rezimem: fotoperioda 12h/12h, teplota 20°C
ve dne a 15°C v noci, relativni vlhkost vzduchu 80 %, zafeni s 10% podilem modrého svétla, 8 %
¢erveného svétla a 2 % dlouhovlnného ¢erveného zafeni. Dvé z komor byly nastaveny na hodnotu
ptiblizné odpovidajici soucasné koncentraci CO2: 415 ppm, druhé dvé na zvyseny obsah COz2:
830 ppm (obrazek 7 a 8). Pouzity byl propafovany substrat pro vysev a mnozeni znacky Forestina
PROFIK, obsahujici svétlou raselinu, tmavou raselinu, perlit. Dvakrit v priibéhu experimentu doslo

k ptihnojeni hnojivem Osmocote. Zdlivka probihala podle potteby.
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Obrdzek 7: Schéma
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provenience olse lepkavé. Zelené

experimentu

Jedinci

kolecka: jedinci Ceské provenience
olse lepkavé. PIné vybarveny box:
box s pritomnosti patogena P. x alni.
Srafovany box: box bez piitomnosti
patogena P. xalni. RiuZovy rdmec:
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atmostérického  CO: 415 ppm.

Fialovy rdmec: ristovd komora

s koncentraci atmostérického CO:2

830 ppm.

Po 3 mésicich od vysevu byla polovina rostlin inokulovana patogenem P. x alni. (izolat

MM123, odebran z dieva infikovaného stromu na fece Litavka, lokalita P¥ibram, 2020). Infek¢ni

inokuldt byl péstovan v loupanych jéhlich na agaru po dobu 5 tydni (obrazek 10). Kontrolni

polovina rostlin obdrzela ¢isté inokulum bez patogenu. Vlastni inokulace P. x alni probéhla 20.

¢ervna vlozenim inokuldtu piimo ke kofentim s naslednym zaplavenim. Kontrolni jedinci dostali

inokulum bez patogenu. Toto mélo simulovat pfirozenou formu infekce pfes kofenovy systém. Po

uplynuti 8 tydni, tedy 15. srpna, byla provedena jedna podptirnd inokulace. Pro ujisténi, ze se

patogen uchytil, byly provedeny dvé reizolace. VSechny ukony tykajici se manipulace s inokulem

a reizolaty byly v rezii Ing. Markéty Machdcové z Katedry ochrany lesa a entomologie, ktera se

praci s patogeny z komplexu druh@t Phytophtora alni vénuje v ramci svého doktorského studia.

Obrdzek 8: Rand fize experimentu: sazenice v kvétindcich s tubou, na jejiz misto bude pozdéji aplikovdno inokulum.

Forografie: Ing. Markéta Machdcova.
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V ramci své diplomové prace jsem ja, jakozto ¢len Laboratofe Ekofyziologie rostlin, KEBR,
PiF UK, provedla ekofyziologickd méfeni na ol$ich za pouziti neinvazivnich metod pro hodnoceni
jejich fyziologického stavu. Rozhodli jsme se pro méfeni tii parametrti: rychlé kinetiky fluorescence
chlorofylu za pouziti ptistroje FluorPen, relativniho obsahu pigmentti pomoci piistroje MPM-100
a reflektance listu ve viditelném a blizkém infracerveném spektru métené spektroradiometrem
ASD FieldSpec 4 Wide-Res s kontaktni sondou leaf clip.

Prvni set méfeni probéhl pfed inokulaci za ducelem posouzeni homogenity
experimentdlniho materidlu v rizné osetfenych skupindch. Nasledna méfeni probihala s frekvenci
cca 7 dni po dobu dvou meésici, tieti mésic se 14denni frekvenci. V pribéhu experimentu bylo
¢tyfikrat simulovano zaplaveni z diivodu absence viditelnych ptiznakt infekce. Kazdé zaplaveni
sahalo do vysky cca 15 cm a trvalo tfi dny. Spole¢né se ¢tvrtym zaplavim byla provedeni i druhd,
podpiirna inokulace.

Experiment musel byt po 3 mésicich z kapacitnich divoda ukoncen. Jelikoz se v pritbéhu
na rostlinach neprojevily Zddné jednozna¢né symptomy infekce, Ing. Markéta Machdac¢ova provedla
rozbor kofenového systému za ticelem izolace patogena p¥imo z pletiv. Domnivame se, ze P. x alni

byla v nesterilnim substratu vykompetovéna jinymi mikroby a vyslednd mira infekce rostlin tak

byla nizka. Za ucelem potvrzeni této hypotézy jsme provedli druhy, dopliujici experiment.

Obrdzek 9: Inokulum P. x alni vypéstované v elrenmeyerové barice (vlevo) a zavedeno do pidy ke korenim olse
lepkavé (vpravo).
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3.2 Dopliujici komorovy experiment 2023
Podptrny experiment probihal od dubna do za#i 2023, opét na pidé Fakulty lesnické a
dtevaiské, CZU. Jeho cilem bylo porovnat intenzitu infekce patogenem Phytophtora x alnina olgi

lepkavé v podminkach sterilniho a nesterilniho substratu.

Osazeno bylo celkem osm 451 boxii (56 x 39 x 28 cm), z nichz ¢tyti obsahovaly nezménény
propafovany substrit pro vysev a mnoZeni znalky Forestina PROFIK, a ¢ty#i tentyz substrat
sterilizovany klavovanim v 51 sklenicich. V zdjmu simulace ptirozenéj$ich podminek byly rostliny
v boxu péstovany neoddélené, vjednom substritu (obrazek 11 a 12). Pro analyzu optickych
vlastnosti bylo vybrdno celkem 40 rostlin (tedy 5 jedinct na box). VSechny olse byly provenience
Ceské. Experiment probihal pouze v jedné rtstové komote s nasledujicim nastaveni: fotoperioda
12h/12h, teplota 20°C ve dne a 15°C v noci, relativni vlhkost vzduchu 80 % (pozdéji sniZeno na 65
%), zateni s 10% podilem modrého svétla, 8 % cerveného svétla a 2 % dlouhovlnného ¢erveného

zafeni, koncentrace CO2 415 ppm.

[

Obrdzek 10: Proces inokulace substrdtu patogenem P. x alni. Postup a priprava podle Ing. Markéty Machidcove.
A) Ingredience pro pripravu inokuldtu — zeleninovy dzus, jahly a vermikulit. B) Napéstované inokulum. C) Proplichnut{
inokula destilovanou vodou. D) Odstranéni prebytecné vody. E) Vyjmuti prazdnych ampuli ze substrdtu; sipkou oznacen
otvor pro vloZeni inokula. F) Inokulum v pidé (Cervené krouzky).

Tti mésice staré semendce byly inokulovany timtéz inokulem Phytophtora x alni a stejnou

metodou jako v pfedchozim experimentu z roku 2022 (obrazek 10).
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I zde jsme jako parametry pro sledovani fyziologického stavu rostlin zvolili rychlou
kinetiku fluorescence chlorofylu (FluorPen), relativni obsahu pigment& (MPM-100) a spektralni
vlastnosti listu ve viditelném a blizkém infracerveném spektru (ASD FieldSpec 4 Wide-Res). Na
rozdil od pfedchoziho experimentu jsme pro méteni spekter pouzili integra¢ni sféru ASD RTS-

3ZC, ktera umoziuje zméfit reflektanci i transmitanci listu (obrazek 14).

—

Obrdzek 11: Sazenice olse lepkavé v riistové komore (vievo) a prvni jedinci vykazujici pfiznaky ndkazy patogenem
P. x alni (vpravo).
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ukoncen 3 mésice po prvni inokulaci. Nasledné byla hodnocena mira nekrézy kofenového systému.

Obrdzek 13: Odbér (vlevo) a priprava (vpravo) vzorkt lézi korenového krcku sazenice olse lepkavé napadené P. x alni
pro reizolaci patogena.

Obrdzek 14: Méreni optickych viastnosti listovi olSe lepkaveé za pouZiti integracni sféry.
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3.3 Terénni Setfeni 2023

V cervenci roku 2023 probéhl prvni terénni vyjezd, jehoz cilem bylo vytipovat jedince na
lokalitach s vyskytem nakazy patogenem P. x alni na dospélych jedincich ol$e lepkavé. Spole¢né
s Ing. Markétou Machac¢ovou, Mgr. Zuzanou Lhotakovou, Ph.D. a prof. Janou Albrechtovou, Ph.D.
jsme vybraly 5 stanovist v povodi feky Litavky (obrazek 20), kterd obsahovala symptomatické i
asymptomatické olSe. Na hornim toku Litavky byla potvrzena pfitomnost P. x alnijiz d¥ive, v roce
2020 zde byly odebrany izolaty pro dalsi experimenty. V historii byly na Litavce provedeny
proseky porostu, pravé z divodu rozsahle infekce ol$i. Nami zvolené lokality pokryvaji vétsi ¢ast

toku.

Obrdzek 15: Jedinec olse lepkavé napadeny patogenem z komplexu Phytophtora alni (vlevo, oznacen sipkou). Vpravo nahore

léze na kmeni, oznacend krouzkem. Vpravo dole Iéze na korenovém krcku, oznaceny krouzky.
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Pti vybéru jedincti, které zatadime do vyzkumu, jsme se ¥idily pravidlem, Ze strom ve
vzdélenosti vét$i nez 6 m od vody lze povazovat za nenakazeny (Ing. Machacova, ustni sdéleni). U
kazdého jedince jsme také urcovaly defoliaci v procentech. Zasadnim kritériem vsak byly
symptomy onemocnéni. Vytvofily jsme kategorii stromi ,,symptomatickych®, které nesly zndmky
nekrézy kréku nebo na nich byly piitomné léze (obrazek 15 a 16). Stromy bez téchto
jednoznaénych piiznaki, bez ohledu na miru defoliace (obrazek 17), byly zatazeny do kategorie

~asymptomatické®.

et

Obrizek 16: Ole lepkavd Hapadeﬂ patogeﬂemz komplexu P]Jytoora alni. L

éze na kmeni byly opracovdny dlitem za
ucelem posouzeni rozsahu poskozeni pletiv. Vievo pohled na kmen ilustrujici postup infekce od korenového krcku vyse po
kmeni. Vpravo nahore detail nejvyssi léze s pocinajici nekrozou pletiv. Vpravo dole detail nejnizsi léze s rozsdhlou nekrozou

pletiv.

Nasim cilem bylo v kazdé lokalité vybrat a oznacit jedince pro méteni optickych vlastnosti
listi, které probéhlo v srpnu 2023. Diraz byl kladen na identifikaci alespoinl jednoho spolehlivé
symptomatického jedince na kazdé lokalité. Celkem jsme vybraly 20 stromi, z nichz 8 bylo
symptomatickych (obrazek 17 a 19).
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Obrdzek 17: Jedinci olsi lepkavych v povodi reky
Litavka s potvrzenou  pritomnosti  patogena
z komplexu Phytophtora alni. A) strom asym-
ptomaticky. B) Strom symptomaticky vykazujic
pokrocilou defoliaci. C) strom symptomaticky, dosa-
hujici témér 100% defoliace.

Druhy terénni vyjezd se uskutec¢nil v na
konci srpna 2023. Ve spole¢nosti Mgr. Zuzany
Lhotdkové, Ph.D. jsem navstivila vSechny vyse
zmitované lokality a spole¢né jsme provedly
méfeni ekofyziologickych vlastnosti na pfedem
oznacenych ol$ich. Z praktickych dtvodt jsme
pro terénni méfeni zvolily ptistroje FluorPen
(obrazek 18) a MPM-100, které detekuji
fluorescenci chlorofylu a relativni obsah pig-
mentd. Tyto parametry jsme méfily 5krat na
jedné vétvi na strom, celkem tedy mame 100

vzork.
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Na odebranych vzorcich jsme posléze v laboratoti zméftily reflektanci a transmitanci pomoci

kontaktni sondy. Dodate¢né jsme urcily i obsah vody listi a specifickou listovou hmotnost.

Obrdzek 18: Méreni fluorescencnich parametri s ndslednym odbérem vzorkii na odebranych vétvich olse lepkavé
v povodi feky Litavka.
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Obrdzek 19: Priklady vétvi odebranych ze stromii oznacenych jako symptomatické (na obrdzcich vpravo)
a asymptomatické (na obrdzcich vlevo) ve vztahu k napadeni patogenem z komplexu Phytophtora alni.

3.3.1 Charakteristika zkoumanych lokalit
Lokalita Bohutin

Po proudu Litavky nejvyse polozena lokalita se nachdzi u chatové osady v obci Velka Pec,
Bohutin, v 525 m n.m (obrézek 21A). Na levém bifehu ficky vede nau¢na stezka Lesopark Litavka a
tok je zde ktizovan brodem. Biehovy porost je zapojeny, s pfevahou olse lepkavé. Je to pravé tato
lokalita, odkud pochazi prvni ispé$na izolace Phytophtora x alniz ptedchozich let. Podatilo se nam
nalézt pfimo konkrétni strom, ktery je prokazatelné infikovan a zatadily jsme ho do naseho souboru
dat. Celkem jsme zde oznacily 4 jedince — dva hodnocené jako symptomatické, dva jako

asymptomatické.

Lokalita P#ibram

Po proudu druhd lokalita se nachdzi na konci nau¢né stezky Litavka na okraji mésta
Ptibram, ve vysce 510 m n. m., pfiblizné 1 km od pfedchozi (obrazek 21B). Vybrané stromy rostou
na levém bfehu Litavky, mezi hlavnim tokem a bo¢nim ramenem (patrné starym ndhonem na
mlyn). Tyto podminky vytvaii silné podmacené stanovisté, které lze povazovat za ukdzkové
prosttedi pro $ifeni patogena P. x alni. Zde jsme vybraly dva silné symptomatické jedince a dva

asymptomatické.

Lokalita Jince
Zhruba 23 km dale po proudu se nachazi tfeti lokalita zdjmu, usek feky Litavky pobliz
objektu zvaného Lopatdrna, v obci Jince, ve vysSce 335 m n. m (obrazek 21C). Zde je feka ptistupna

pouze z pravého bfehu, na druhém strané se nachdzi husté porostly svah. Odtud pochdzi dalsi
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pozitivni izolace P. x alni z pletiv dospélého stromu. Tento strom jsme samoziejmé zatadily do

vybéru a k nému dal$i jeden symptomaticky a dva asymptomatické.

Lokalita Lochovice

O 3 km déle, v nadmoiské vysce 310 m se v obci Lochovice do Litavky vléva Podluzsky
potok (obrazek 21D). Zde jsme si dovolily vykrocit z hlavniho toku do malého bo¢niho ramene.
Tam se nachdzi uzky pruh pobfezniho porostu, obklopeného loukou z obou stran. I zde byla
v minulosti uspé$na izolace patogena z pomérné silné napadené olse. Tento jedinec byl vsak jediny

symptomaticky v této oblasti, proto dalsi tfi méfeni pochdzi z jedinch asymptomatickych.

Lokalita Libomysl

Posledni lokalita se nachdzi pouhé 4 km dale po proudu, ve vysce 280 m n. m. a zasahuje do
obydlené zény obce Libomysl (obrazek 21E). Pravé zde byly v minulosti markantni protezy
v bfehovém porostu z divodu odumirdni stromd. Jedna ze zbyvajicich ol$i byla silné
symptomatickd (témét odumfeld), dalsi t¥i stromy se nachazely dale od vody a vyhodnotily jsme je

jako asymptomatické.
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Obrizek 20: Reka Litavka (Cervené) s vyznacenymi lokalitami métent a odbérti vzorkii listovi olse lepkavé.
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Obrdzek 21: Lokality v povodi rfeky Litavka
s vyznacenymi pozicemi jedincu olsi lepkavych,
na kterych probéhlo ekofyziologické méreni
viastnosti listovi. A) Bohutin, B) Pribram, C,
Jince, D) Lochovice, E) Libomysl.



3.4 Metodika méfeni ekofyziologickych parametrt

Prestoze se tato prace sklada ze tfi vyzkumnych celkt, metodika odbéru vzorki a méfeni
byla viceméné jednotnd. Hlavnim jednoticim prvkem je vybér prvniho plné vyvinutého listu
z apikdlniho vyhonu semenace ¢i odebrané vétvé. Tak bylo zajisténo, ze vzdy sledujeme aktudlni
fyziologicky stav rostliny. Na listé byla provedena méteni fluorescence chlorofylu, relativniho
obsahu pigmentd a reflektance (v pfipadé prvniho experimentu 2022) nebo reflektance

s transmitanci (v pfipadé experimentu a vyjezdu 2023), nasledovalo vazeni a suseni vzorku.

Ddraz byl kladen na to, aby co nejvice méteni probihalo na listech stale spojenych s rostlinou.
V prvnim laboratornim experimentu takto probéhla vSechna méteni. Ve druhém laboratornim
experimentu byla prvni zméfena fluorescence chlorofylu a relativni obsah pigmentt, az nasledné
byly listy od rostliny oddéleny pro méfeni transmitance v integra¢ni sféte. Pti terénnim vyjezdu
jsme z vybraného stromu odebrali jednu oslunénou vétev ve vysce zhruba 4-7 metrt za pouziti
teleskopickych ntizek Fiskars se specidlnim ndstavcem vlastni vyroby. Na vétvi bylo vybrdno 5 plné
vyvinutych listdi, které rovhomérné pokryvaji rozsah oslunénosti v rdmci pfislugné vétvé. Na listech
stale spojenych s vétvi probéhlo méfeni fluorescence chlorofylu a relativniho obsahu pigmentd.

Tytéz listy byly nasledné oznaceny a odebrany pro pozdéjsi méfeni kontaktni sondou.

Zavérec¢nou fazi zpracovani odebranych vzorki bylo jejich vazeni za ¢erstva, méfeni plochy

listu, suSeni a kone¢né viZeni.

Vsechny postupy, diléi dkony a pouzité pfistroje, se kterymi jsem ja osobné piisla do

kontaktu, popisuji v nasledujicich kapitolach.

3.4.1 Meéfeni relativniho obsahu fotosyntetickych a ochrannych pigmentt

Méteni relativniho obsahu fotosyntetickych a ochrannych pigmenti v pletivech probihala
za pouziti ptistroje Multi Pigment Meter (MPM-100, Opti-Sciences, Hudson, NH, USA), ktery
k tomuto pf¥imo urceny. Pfistroj je pfenosny a md velice jednoduchou obsluhu — staéi list sevtit do
zabudovaného kolicku a béhem par vtefin vidime na obrazovce hodnoty chlorofylového,

antokyanovového, flavonoidového a dusikatého indexu.

Princip méfeni stoji na poméru transmitance a fluorescence v urcitych vlnovych délkach.
Chlorofylovy index (ChlM) je po¢itdn jako pomér transmitance listu v 850 a 720 nm vInové délky.
Antokyanovy index (AnthM) je dekadickym logaritmem intenzity fluorescence pti excitaci paprsky
o vlnovém délce 660 a 525 nm. Totéz plati pro flavonoidovy index (FlvM), ovSem pii excitaci
paprsky 660 a 375 nm vlnové délky. Dodate¢nym parametrem je tzv. ,nitrogen-flavonol index"
(NFI), ktery je vypocitan jako pomér zjisténych obsaht chlorofylu a flavonoidi (“Multi Pigment
Meter,” 2020).

3.4.2 Meéfteni rychlé kinetiky fluorescence chlorofylu
K méfeni fluorescence primarni fotosyntézy jsme pouzili ptistroj FluorPen (PAR-FluorPen

FP 110/D) a zatemniovaci kolicky. Tento ptistroj umoznuje méfit rozdilni fotosyntetické parametry,
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my jsme se vSak zaméfili jsme se tzv. OJIP parametry, které vypovidaji o indukéni kinetice

chlorofylové fluorescence.

Na vybrany list byl pfipevnén koli¢ek se zavfenym stinitkem. Takto byl list ponechan 15-
20 minut, coz v zatemnéné oblasti navodilo adaptaci fotosyntetického aparitu na temnostni
podminky — neboli utlumeni fotosyntézy fotochemickych procesti. Na buné¢né urovni to znamena,
ze reakcni centra PSII jsou pfipravena na pfijem energie a molekuly specifického paru chlorofylu a
na oddéleni elektrond. Po opatrném ptilozeni ptistroje a otevfeni stinitka byl spustén zablesk
modrého zifeni o vinové délce 470 nm a intenzité 3 000 ymol.m=2.s!. Toto je tzv. satura¢ni pulz —
tedy zafeni, které zpusobi plné nasyceni reakc¢nich center PSII a emisi pfebyte¢né energie v podobé
fluorescen¢niho zafeni o vlnové délce 665 — 750 nm. Detektor pfistroje toto zafeni zachyti a na
zékladé jeho intenzity vypocitd maximalni fluorescenci chlorofylu naseho vzorku (PSI, 2021).
Nartst fluorescence se na OJIP ktivce projevi ¢tyfmi nezaménitelnymi lokalnimi maximy, které

nam poskytuji informaci o priitbéhu fotochemické reakce v listu (obrazek 22).

5 P-0%s Obrdzek 22: Standardni indukcéni
krivka fluorescence chlorofylu OJIP
s hlavnimi kroky a dobou jejich
4 1 30 ms vzniku (prevzato z Ingle et al., 2017).
5
L 3
8
& Vystupem byly dva sety
("]
“ng 2 méfeni: soubor shodnotami
= K~0.3ms fluorescence po mili-
1 5~ M) 5 1 7d~
Py T sekundach (OJIP) pro kazdy
méfeny list a soubor jiz
0 ; ; : ; ; vypocitanych fluorescen-
10 10% 104 10° 10?7 107 10° 10' 10® 10 e T
Time (s) ¢nich parametrt. Pti analyze

dat byly OJIP kfivky pouzity
k identifikaci a eliminaci chybovych méfeni. Z velkého mnozstvi ziskanych fluorescen¢nich
parametrti byly pro dal$i analyzy vybrany pouze takové, které nejlépe odrazeji fyziologicky stav

rostlin v kazdém experimentu (tabulka 1).

Fluorescen¢ni Zdakladni definice

parametr

Fn-Fo | Pomér mezi max. a min. fluorescenci temnotné adaptovaného listu. Vyjadiuje

amplitudu pfechodného vzestupu chlorofylové fluorescence.

Mo | Piiblizna hodnota pocate¢niho sklonu pro ktivku relativni proménné

fluorescence.

Area | Maximalni plocha mezi k¥ivkou fluorescence a maximalni naméfenou

fluorescenci.

HACH Area | V manualu uvedena pouze jako ,pro pouziti vyrobce®
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Ss | Normalizovana ,,Area“ pro jeden obrat plastochinonu.

N | Pocet obrati plastoquinonu mezi PSII a cytochoromem bef. Vyjadtuje pocet

redukci potfebnych k dosazeni max. fluorescence.

Psio | U¢innost, s jakou excitovany elektron dojde dale neZ na plastochinon.

Phi Do | Kvantovy vytézek disipace energie.

Phi Pav | Cas dosaZeni maximalni fluorescence

Pi ass | Vykonnostni index zachovani energie fotontt do momentu redukce akceptoru.

ABS/RC | Tok fotont absorbovanych fotosyntetickymi pigmenty v pfepoc¢tu na pocet

reakénich center.

TRo/RC | Energeticky tok, ktery je zachovan jako volna energie pro primarni

fotochemické reakci v ¢ase 0, pfepocéteno na pocet reakénich center.

ETo/RC | Elektronovy transport vedouci k fixaci CO2 v ¢ase 0, pfepocteno na pocet

reak¢nich center.

DIo/RC | Tok disipované excita¢ni energie v ¢ase nula v pfepoctu na pocet reak¢nich

center.

Tabulka 1: Seznam vybranych fluorescencnich parametri se zdkladnimi definicemi jejich vyznamu. Prevzato z a

upraveno podle (Bussotti et al., 2020; Strasser et al., 2000; Tropiano, 2021)

3.4.3 Meéfeni spektralnich vlastnosti listovi

Méteni spektralnich vlastnosti listti probihalo dvéma riznymi zpisoby. Vzdy byl pouzit
spektrometr znacky ASD FieldSpec 4 Wide-Res, ovSem s pfipojenim rozdilnych nastavca.
V prvnim laboratornim experimentu v roce 2022 jsem spolecné s kolegy z Fakulty lesnické a
dfevatské meéftila reflektanci listd za pouziti kontaktni sondy s nastavcem ,leaf clip“. Kontaktni
sonda byla pouzita z divodu efektivnéjsiho méteni vysokého poctu hodnocenych rostlin a také
proto, Ze nastavec “leaf clip” umoziiuje méfeni pfimo na rostliné bez oddéleni listu. Ve druhém
laboratornim experimentu v roce 2023 jsem za pomoci kolegl z Laboratoie ekofyziologie rostlin
méfila reflektanci a transmitanci listd s pouzitim integra¢ni sféry ASD RTS-3ZC (Malvern
Panalytical, USA).

Pti vybéru listd urcenych k méfeni byl, stejné jako v pfedchozich pt¥ipadech, dodrzen
jednotny postup. Méfeni bylo provedeno na prvnim plné vyvinutém listu od apikdlniho vyhonu
semendce. V piipadé terénniho vyjezdu jsme méftili pét plné vyvinutych listti, které pokryly rozptyl

oslunénosti v ramci odebrané vétvé. Vzdy se jednalo o jedno méfeni na list.

Pti pouziti kontaktni sondy probéhlo méteni na rostlindch vynatych z komor, ale na listu
stdle spojeném s rostlinou. P¥i méteni integrac¢ni sférou v laboratoti musel byt list z rostliny
oddélen, ale stalo se tak jesté v komote. Na tomto listu bylo jesté pfed oddélenim od rostliny
provedeno méteni fluorescence chlorofylu (FluorPen) a obsahu pigmentd (MPM-100). Vzorky
odebrané pti terénnim vyjezdu byly v integra¢ni sféfe zméteny az po navratu do laboratofe. Do té

doby byly uchovany v oznacenych pytlicich v chladicim boxe.

Ptistoj ASD FieldSpec 4 Wide-Res detekuje zafeni v rozmezi vlnovych délek 350 —
2500 nm, ¢imz pokryva viditelné (VIS), blizké ¢ervené (NIR) i kratkovlnné infracervené (SWIR)
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spektrum. Na opticky kabel vychazejici z pfistroje mohou byt napojeny rtizné nastavce. Pro ucely
této prace byla zvolena kontaktni sonda pro meéfeni reflektance vzorku, pozdéji nahrazena

vvrs s

integracni sférou métici reflektanci a transmitanci.

Pted zahdjenim kazdého setu méfeni je doporuceno spektrometr nejprve zahtit po dobu
ptiblizné 30 minut. Takto bylo vzdy ucinéno. Nasledné byl napojen pfislusny nastavec a piistroj
byl ptipojen k pocitaci. Vlastni méfeni se skldda z nékolika krok: optimalizace, zdznam odrazivosti
bilé reference a sbér spektralnich dat vzorku. Optimalizace ptizptisobuje senzitivitu detektorti na
dané svételné podminky a provadi se pouze jednou, pokud svételné podminky prostiedi ztstavaji
stejné po celou dobu méfeni. Bild reference je méfeni reflektance bilého kalibra¢niho panelu a
provadi se opakované, v intervalu zhruba 15 minut. Sbér spektralnich dat se lisi podle pouzitého

nastavce.

Kontaktni sonda + leaf clip: Optimalizace probihd oto¢enim leaf-clip ndstavce na bilou stranu
svorky. Stejnym zplisobem se méfi i bila reference. Pro vlastni méfeni vzorku musi byt svorka
obricena na ¢ernou stranu, ktera se stava pozadim méfeného listu. Aby bylo minimalizovano rusivé
zafeni a méfeni byla co nejpfesnéjsi, v pravidelnych intervalech po 15 méfeni byla zmétena bila

reference.

Integra¢ni sféra: Integra¢ni sféra ASD RTS-3ZC je dutd koule z vysoce odrazivého materidlu
v celém spektralnim rozsahu 350-2500 nm v robustnim téle s nékolika vstupnimi porty, do kterych
je mozno podle tucelu méfeni pripojit svétleny zdroj, bily referenc¢ni panel nebo vzorek (obrazek

23). Zdroj zateni s wolframovou zarovkou poskytuje kolimované zateni (rovnobézné paprsky) o

Obrdzek 23: Vpravo — integracni sféra v nastaveni pro méreni propustnosti listu. [G] zdroj zdrfent, [S] spektroradiometr,
[OK] opticky kabel, [SP] svételnd past, [F] port pro opticky kabel. Vievo - schématické zndzornéni sféry shora v
nastaveni pro méreni odrazivosti. [A-E] vstupni porty sféry, |G/ zdroj zdrfent, [F] horni port pro opticky kabel ke
spektroradiometru. Foto I. Cervend, schéma poskytnuto skolitelkou.
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spektralnim slozeni podobném zafeni slune¢nimu. Pfed méfenim je téz tfeba provést optimalizaci
na dané svételné podminky, a to v konfiguraci, kdy vSechny porty sféry jsou umistény bilé panely
¢i zaslepky. P¥i méfeni odrazivosti je vzorek v pozici naproti zdroji zafeni, zafeni od néj odrazené
je integrovano ptes polokouli sféry a snimdno optickym kabelem. Za list je pfipevnéna svételna past,
ktera absorbuje zafeni listem prochdzejici. Pfi méfeni propustnosti je nutné zménit pozici zdroje
svétla tak, aby zafeni prochazelo pres tunel a vzorek do integra¢ni sféry. Pro kazdé nastaveni sféry
(méfeni odrazivosti i propustnosti) je tieba provést méfeni bilé reference (do portli se umisti bilé
referen¢ni panely podobné jako pfi optimalizaci). Snimdni bilé reference je provadéno vzdy pro 2-

3 po sobé métené vzorky listi.

3.4.4 Meéfeni obsahu vody

Po tspésném zmeéteni vSech optickych a fluorescen¢nich parametrt byly odebrané listy
zvazeny a oznaceny. Nasledné byly usuSeny v susarné alesporl 48 hodin pfi 60°C do konstantni
hmotnosti a opét zvazeny. Dosazenim hodnot (v gramech) do nasledujiciho vzorce jsem ziskala

obsah vody, kterou dany list v momenté méfeni obsahoval:
1 — (sucha hmotnost/Cerstva hmtnost)

Takto byly zpracovdny vSechny odebrané vzorky z terénniho vyjezdu 2023 a vétSina
méfenych listl z doplniujiciho laboratorniho experimentu 2023. V prtbéhu hlavniho laboratorniho
experimentu byly také nékteré listy podrobeny prvni ¢asti tohoto procesu, oviem suché hmotnosti

nebyly z ¢asovych divodl zpracovany.

3.45 Meéfeni specifické listové hmotnosti (LMA)
Morfologicky index Leaf Mass per Area (zkracené LMA; v ¢eském piekladu specificka
listovd hmotnost) se vypoc¢ita na zdkladé poméru suché hmotnosti (v gramech) a plochy listu (v

metrech ¢tvere¢nich).

Plocha listu byla méfena za ¢erstva, obvykle po prvnim vézeni. Byla k tomu pouzita mobilni
aplikace LeafByte (Zoe & Abigail Getman-Pickering, USA, vezre 1.3.0, Oct 9, 2019,), ptimo urcena
k méfeni plochy listd, kdy list je vyfotografovan na bilém pozadi mezi ¢tyfmi kontrastnimi body o
znamé vzdalenosti. Plocha listu je oddélena od pozadi na zdkladé prahovani a dle vzdédlenosti

kalibra¢nich bodi aplikace vypocte plochu objektu.

3.5 Analyza dat
Analyza vSech sesbiranych dat probihala v aplikaci RStudio za pouziti programu R 4.3.3.

Nejprve byla na tfech datovych souborech (relativni obsahy pigmentt, fluorescencni
parametry, optické vlastnosti listovi) provedena analyza hlavnich komponent (PCA) pro zjisténi,
zda vzorce ve variabilité dat koresponduji s nékterymi vybranymi faktory experimentdlniho
oSetfeni (inokulace P. alni, geneticky ptivod olse, koncentrace CO, sterilita substratu ¢i viditelné
symptomy na stromech z terénu). Na zakladé PCA byly také vybrany fluorescen¢ni parametry pro

dalsi hodnoceni a to takové, které piispivaly k hlavnim komponentdm variability.
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Daéle byly porovnavany rozdily ve funkénich, fluorescen¢nich a optickych vlastnostech
listovi podle faktori v experimentech. Pro testovani normality rozlozeni hodnot jsem pouzila
Shapiro test. Normalné rozloZend data byla ddle analyzovana parametrickymi testy: ANOVA nebo
Studenttv t-test. Data, kterd neméla normalni rozlozeni, byla analyzovana neparametrickymi testy:
Wilcoxontv test ¢i Kruskaltiv-Wallistiv test. Hladina vyznamnosti « byla pro vSechna méteni
stanovena na 0,05.

Pro vyhodnoceni efektu vice fixnich a ndhodnych faktort a jejich interakci (inokulace P.
alni, geneticky ptivod olSe, koncentrace CO2, ¢as) byl pouzit model ASReml, coz je linedrni model
operujici na principu ,resticted maximum likelihood®, ktery zaroveil umoziiuje modelovat data
pochazejici z tzv. mixed-efect designu — tedy nahodné i fixni faktory zaroven. Hladina vyznamnosti

« byla i zde stanovena na 0,05.

Pfi zpracovani dat byly pouzity nasledujici knihovny: asreml, data.table, dplyr, dunn.test,

factoextra, FactoMineR, ggfortify,ggplot2, RColorBrewer.

Pti analyze dat z terénniho vyjezdu 2023 jsem pracovala s primérnymi hodnotami na strom.
Dataset se sklddal ze dvou kategorickych vysvétlujicich proménnych. Tou prvni je mira napadeni
stromu ve dvou drovnich: asymptomaticky a symptomaticky jedinec. Tou druhou je lokalita na fece
Litavka, kde se strom nachdzel — Bohutin, Pfibram, Jince, Lochovice, Libomysl; tedy pét urovni,
fazeno ve sméru po proudu. Tyto dvé vysvétlujici proménné musely byt analyzovidny vzdy
samostatné, jelikoz pro analyzu interakce jsme neméli dostatek vzorkt (malo stromi na lokalitu).
Pocet responzivnich kontinualnich proménnych byl na zdkladé analyzy hlavnich komponent

zredukovan vybrané fluorescen¢ni parametry, které mély vyrazny vliv na rozlozeni hodnot (graf
13, 14, 15).
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4 Vysledky

V této casti prace vécné hodnotim data a nastifiuji vysledky, jez vyplynuly z jejich grafického
a analytického zpracovani. Podrobné rozebirdm oba laboratorni experimenty a jedno terénni
pozorovani, vzdy v ohledu na pouzitou metodu sbéru dat (tedy piistroj MPM — pigmenty, FluorPen
— fluorescen¢éni parametry, ASD FieldSpec - optické vlastnosti a biofyzikdlni méteni). Na
doporuceni kolegti z CZU byla méteni z komorovych experimentt hodnocena pomoci lineranich

mixovanych modeld v programu ASReml.

4.1 Hlavni komorovy experiment 2022

Hlavni komorovy experiment se konal v roce 2022 na 192 jedincich olse lepkavé (Alnus
glutinosa), jez byli péstovani v riistovych komorach PSI. Pfedmétem zkoumadni byly tfi hlavni
faktory: inokulace substratu kofenovym patogenem Phytophtora x alni, provenience olsi (Ceska ¢i
norskd) a koncentrace CO2 v atmosféte (415 ppm a 830 ppm). Fyziologicky stav rostlin byl sledovan
z listovi za pomoci méfeni relativniho obsahu pigmentt, fluorescen¢nich parametrii a optickych
vlastnosti (reflektance). Z ¢asovych dtvodi v této praci neuvadim vysledky optickych méfeni, ale

budou soucasti dalsich publikaci.

Primdrnim cilem price bylo identifikovat fyziologické parametry listovi, do nichz se
promitne nakaza patogenem P. x a/ni. Sekunddrné jsme se zajimali o zptisob, jak do vztahu strom-

patogen zasahne faktor provenience a koncentrace CO2 v ovzdusi.

Po ukonceni experimentu Ing. Markéta Machacova provedla reizolace P. x alniz kotenti olsi
a vysledky ukazuji, Ze Gspésnost infekce byla 62,5 % (36 z 96 inokulovanych sazenic mélo negativni
reizolace). Makroskopické symptomy nakazy (léze, chlordza, defoliace) se vSak neprojevily na
zddném z inokulovanych jedinct. Az po rozebrani kofenového balu byly patrné nekrézy

kotenového systému u nékterych infikovanych jedinct (obrazek 24, 25 a 26).

Obrdzek 244: Korenovy bal a krdek kmene dvou jedinci olse lepkavé (Alnus glutinosa) s pozitivni reizolaci P. x alni.

Sipka ukazuje na lézi korenového krcku. Fotografie: Ing. Markéta Machacova.
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Obrdzek 255: Korenovy bal dvou jedinci olse lepkavé (Alnus glutinosa). Jedinec vievo pochdzi ze skupiny inokulované
patogenem P. x alni, ovsem reizolace patogena zde byla negativni. Jedinec vpravo je z kontrolni skupiny, bez kontaktu
s patogenem. Fotografie: Ing. Markéta Machdcova.

Obrdzek 266: Porovndni norské (na obrdzku vzdy vlevo) a Ceské (na obrdzku vzdy
vpravo) provenience olSe lepkavé (Alnus glutinosa). A) Jedinci péstovani
v podminkdch zvysené koncentraci vzdusného CO: (830 ppm) a za pfitomnosti
korenového patogenu Phytophtora x alni. B) Jedinci péstovani v podminkdch
zvysené koncentraci vzdusného CO:z (830 ppm), kontrolni skupina bez pritomnosti
korenového patogenu P. x alni. C) Jedinci péstovani v podminkdch normdini
koncentraci vzdusného CO: (415 ppm) a za pritomnosti korenového patogenu
P. x alni. D) Jedinci péstovani v podminkdch normdini koncentraci vzdusného CO:

(415 ppm), kontrolni skupina bez pritomnosti kofenového patogenu P. x alni.
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4.1.1 Relativni obsah fotosyntetickych a ochrannych pigmentt

Za pouziti ptistroje MPM byl méfen obsah ¢tyf parametrii listovych pigmenti: relativni
obsah chlorofyld (ChlM), anthokyant (AnthM), flavonoidd (FIvM) a dusik-flavonolovy index
(NFI).

Prvotni analyza hlavnich komponent pro jednotlivé faktory nastinila pomérné slibné
vysledky, co se tyce rozdild v obsahu pigmentd v listech mezi jedinci pfed a po inokulaci
patogenem. Jasny rozdil se projevil v listech vSech ol$i jesté pied inokulaci patogenem oproti
inokulovanym i kontrolnim jedinciim. V pozdéjsi fazi experimentu, tedy po inokulaci P. x alnj, jiz
rozdil mezi kontrolou a patogenem oSetfenymi rostlinami neni tak zjevny (graf 1). I pfes disledny
vybér listd ve stejné vyvojové fizi neni mozné vyloucit vliv ontogeneze na obsahy pigmentd.
Caste¢ny prekryv shlukt vykazuji i hodnoty pigmentii v kontextu provenience, pfesto je zde patrny
rozdil, ktery ukazuje na obsah anthokyant a chlorofyld jako hlavni ukazatele podmiriujici trend k
rozdilim mezi proveniencemi (graf 2). V piipadé faktoru koncentrace CO: se shluky bodi
odpovidajici obsahu pigmentt v listovi u obou oSetfeni témét piekryva (graf 3). Pro tiplnost jsem
do analyzy hlavnich komponent zafadila i datum méfeni jako faktor, protoze tento graf ndm
umoziluje sledovat celkovy vyvoj vSech hodnocenych rostlin v ¢ase a potazmo v interpretacich
zohlednit faktor rtistu a dospivani semendc (graf 4). Pozice shlukd bod odpovidajicich méfeni v

jednotlivych datech naznac¢uji zejména akumulaci flavonoidd, ptipadné chlorofylu.
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Relativni obsah pigment(l (CZU 2022)
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Graf'1: Analyza hlavnich komponent pro parametry relativniho obsahu pigmentii v listovi olse lepkavé (Alnus glutinosa)
ve vztahu k pritomnosti korenového patogena Phytophtora x alni (vSechny rostliny pred inokulaci: modre; rostliny

s kontrolnim inokulem bez patogena: zelené; rostliny s inokulem obsahujicim P. x alni: Cervené).

Relativni obsah pigment(l (CZU 2022)
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Graf' 2: Analyza hlavnich komponent pro parametry relativniho obsahu pigmenti v listovi ole lepkavé (Alnus glutinosa)

ve vztahu k provenienci jedinci (Ceskd provenience: Cervené; norskd provenience: modre).
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Relativni obsah pigment(l (CZU 2022)
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Graf 3: Analyza hlavnich komponent pro parametry relativniho obsahu pigmentii v listovi olse lepkavé (Alnus glutinosa)

ve vztahu ke koncentraci CO2 v atmostére ristové komory (400 ppm: cervené; 800 ppm: modre).

Relativni obsah pigmentd (CZU 2022)
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Graf 4: Analyza hlavnich komponent pro parametry relativniho obsahu pigmenti v listovi ole lepkavé (Alnus glutinosa)
ve vztahu k datumu mérenis (14. dervna — pred inokulaci: dervené; 30. cervna: zelené; 15. Cervence: modre; 25. srpna:
fialové).
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Nasledna analyza jednotlivych parametri se zabyvala jejich vyvojem v ¢ase ve vztahu vzdy
k jednomu faktoru. Osetteni patogenem P. x a/ni ptineslo celkem jeden signifikantni rozdil, a to
v parametru AnthM v datu méfeni 15. ¢ervence (tedy ¢tvrty tyden po inokulaci; p-hodnota 0.038;
soubor grafii 1C). Z dat je patrny naznak trendu nartstu primérného obsahu ChIM a FIvM v case
(soubor grafti 1A a 1B) a naopak pokles NFI (soubor grafii 1D).
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Soubor grafii 1: Porovndni stredovych tendenci parametri relativniho obsahu pigmentii v listech olse lepkavé (Alnus
glutinosa) ve vztahu k pritomnosti korenového patogena Phytophtora x alni (vsechny rostliny pred inokulaci: sedé;
rostliny s kontrolnim inokulem bez patogena: modre; rostliny s inokulem obsahujicim P. x alni: cervené). Inokulace byla
provedena 20. Cervna. Kazdy graf zobrazuje boxplot daného parametru v den, kdy bylo provedeno méreni. Pokud byl

rozdil v osetreni signifikantni (< 0,05, t-test), p-hodnota je uvedena nad ptislusnou dvojici.

Mnohem zajimavéjsi vysledky pfineslo testovani rozdili mezi hladinami pigmentovych
parametri pro faktor provenience. Ceskd provenience méla signifikantné vy$§i hodnoty flavonoidt
a anthokyant (soubor graft 2B a 2C), zatimco norska provenience vykazuje vyssi obsah chlorofyla
a hodnot NFI (soubor grafii 2A a 2D). Stejné jako v ptredchozim piipadé, z dat vyplyva ndznak
trendu ndrtistu obsahu ChIM a FIvM v ¢ase (soubor grafti 2A a 2B) a naopak pokles NFI (soubor
graft 2D).
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A) Vyvoj ChiM v ase B) Vyvoj FIvM v ¢ase
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Soubor grafii 2: Porovndni sttedovych tendenci parametrii relativniho obsahu pigmenti v listech olse lepkavé (Alnus
glutinosa) ve vztahu k jejich provenienci (provenience Ceskd: hnédé; provenience norskd: zelené). Kazdy graf zobrazuje
boxplot daného parametru v den, kdy bylo provedeno méreni. Pokud byl rozdil v provenienci signifikantni (< 0,05), p-

hodnota je uvedena nad prislusnou dvojict.

Hodnoceni vlivu koncentrace atmosférického COz2 v prostfedi ristovych komor na obsah
listovych pigmentt nepfineslo mnoho pozitivnich vysledki. Celkem se projevil signifikantni rozdil
u dvou parametrti ve t¥ech ¢asovych bodech: obsah FIvM byl priitkazné vyssi u rostlin péstovanych
pfizvySené koncentraci CO: pfed inokulaci a 4 tydny po inokulaci (soubor grafii 3B). Obsah AnthM
byl téz vyssi u rostlin péstovanych pii zvysené koncentraci CO: pfed inokulaci a 9 tydni po
inokulaci (soubor grafti 3C). Z dat je patrny trend nartstu obsahu FIvM v ¢ase (soubor grafti 3B).
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Soubor grafii 3: Porovndni sttedovych tendenci parametrii relativniho obsahu pigmentii v listech olse lepkavé (Alnus
glutinosa) ve vztahu k koncentraci vzdusného CO: v prostfedi ristovych komor (koncentrace 400 ppm: fialové;
koncentrace 800 ppm: modre). KaZdy graf zobrazuje boxplot daného parametru v den, kdy bylo provedeno méreni. Pokud
byl rozdil v koncentraci CO: signifikantni (< 0,05), p-hodnota je uvedena nad prislusnou dvojici.

Dalsi analyza za pouziti linedrniho mixovaného modelu ASReml potvrdila vysoce prikazny
efekt provenience, nikoliv vSak zdsadni rozdily mezi oSetfenim patogenem P. x alni, a to ani
v kombinaci s dal$imi faktory. Dle o¢ekdvani, faktor koncentrace atmosférického CO: v prostiedi
komor nepftines] téméf zadny efekt na obsah pigmenti v listovi olsi lepkavych. Signifikance efektu

jednotlivych faktort a jejich interakci jsou obsazeny v tabulce 2.

06_14 phyto prov COo2 phyto:prov | phyto:CO2 | prov:CO2 |phyto:prov:C0O2
ChM 0.017 ns ns

FlvM ns ns ns

AnthM 0.001 ns ns

NFI ns ns ns

06_30 phyto prov CcOo2 phyto:prov | phyto:CO2 | prov:CO2 |phyto:prov:C0O2
ChM 0.024 0.000 0.045 ns ns ns ns

FlvM ns 0.000 ns ns ns ns ns
AnthM 0.008 0.000 ns ns ns ns ns

NFI ns 0.000 ns ns ns ns ns

07_15 phyto prov CO2 phyto:prov | phyto:CO2 | prov:CO2 |phyto:prov:CO2
ChM ns 0.000 ns ns ns ns ns

FlvM ns 0.001 ns ns ns ns ns
AnthM 0.007 0.000 ns ns ns ns ns

NFI ns 0.000 ns ns ns ns ns

08_25 phyto prov CO2 phyto:prov | phyto:CO2 | prov:CO2 |phyto:prov:CO2
ChiM ns 0.009 ns ns ns ns ns

FlvM 0.036 0.000 ns ns ns 0.016 ns
AnthM ns ns ns ns ns ns ns

NFI 0.030 0.000 ns ns ns ns ns

Tabulka 2: Signifikantni p-hodnoty modelu ASReml pro parametry relativniho obsahu pigmenti v listech olse lepkavé
(Alnus glutinosa) ve vztahu k faktorim ,phyto“— pfitomnst P. x alni v substrdtu (ano / ne), ,,prov" — provenience (Ceskd
/ norskd), ,CO2“— koncentrace vzdusného CO: (400 /800 ppm) a vsem jejich interakcim. Tabulka je rozdélena na useky
pode data méfeni. Nesignifikantni vysledky (p-hodnota > 0,05) jsou oznaceny zkratkou ,ns"
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4.1.2 Fluorescen¢ni parametry

Ptistroj FluorPen vypocitd velké mnozstvi fluorescen¢nich parametri pti kazdém méfeni.
Z praktickych dtavodt jsem na zakladé analyzy hlavnich komponent vybrala takové parametry,
které maji nejvétsi potencial byt fyziologickymi ukazateli vztahu, ktery nas v této praci zajimal
pfedevsim. V grafu 5 pro faktor pfitomnosti P. x a/nijsem ze shlukt parametrt, jejichz vektory maji
stejny smér, vybrala vzdy jeden zastupny parametr (graf 6). Tyto vybrané parametry byly nadaile
analyzovany. Z analyzy hlavnich komponent pro vSechny fluorescen¢ni parametry nevyplynuly

vyrazné rozdily mezi rostlinami pfed inokulaci, kontrolou a inokulovanymi rostlinami.

Fluorescence chlorofylu (CZU 2022)
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Graf 5: Kompletni analyza hlavnich komponent vsech fluorescencnich parametrd pro listovi olse lepkavé (Alnus
glutinosa) ve vztahu k pritomnosti korenového patogena Phytophtora x alni (vSechny rostliny pred inokulaci: modre;

rostliny s kontrolnim inokulem bez patogena: zelené; rostliny s inokulem obsahujicim P. x alni: Cervené).

Analyza hlavnich komponent na ztizeném vybéru fluorescen¢nich parametri pro faktor
ptitomnosti P. x alniilustruje téméf neexistujici rozdil mezi stromy kontrolnimi a inokulovanymi
z pohledu fluorescen¢nich parametri (graf 6). Pouze hodnoty métené pfed inokulaci vykazuji nizsi
rozptyl v porovnani s métenimi po inokulaci. Absence jasného shlukovani plati pro faktory
provenience (graf 7) a koncentrace atmosférického CO2 (graf 8). Rozmisténi pozorovani pro hladiny
obou faktort jsou témét shodné a z vétsi casti se prekryvaji. Na zdkladé téchto zjisténi nelze
ocekdvat mnoho pritkaznych vysledkd, co se tyce pouziti fluorescencnich parametrii k detekci
napadenti ol$i P. x alni. Zajimavy vysledek nastinil graf analyzy hlavnich komponent pro vSechny
rostliny, zobrazujici posun jejich fluorescen¢nich parametrii v ¢ase (graf 9). Na tom je viditelny
vyrazny posun hodnot v posledni den méfteni, tedy 25. srpna, oproti véem pfedchozim méfenim

(pfed i po inokulaci), kterd se viceméné piekryvaji.
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Fluorescence chlorofylu (CZU 2022)
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Graf 6: Analyza hlavnich komponent vybranych fluorescencnich parametrii pro listovi olse lepkavé (Alnus glutinosa) ve
vztahu k piitomnosti korenového patogena Phytophtora x alni (vsechny rostliny pred inokulaci: modre; rostliny

s kontrolnim inokulem bez patogena: zelené; rostliny s inokulem obsahujicim P. x alni: Cervené).

Fluorescence chlorofylu (CZU 2022)
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Graf' 7: Analyza hlavnich komponent vybranych fluorescencnich parametrii pro listovi olse lepkavé (Alnus glutinosa) ve

vztahu k provenienci (provenience ceskd: cervené; provenience norskd: modre).
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Fluorescence chlorofylu (CZU 2022)
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Graf'8: Analyza hlavnich komponent vybranych fluorescencnich parametrii pro listovi olse lepkavé (Alnus glutinosa) ve

vztahu ke koncentraci atmosférického CO:z v prostredi riistovych komor (400 ppm CO:z: cervené; 800 ppm CO:z: modre).

Fluorescence chlorofylu (CZU 2022)
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Graf'9: Analyza hlavnich komponent vybranych fluorescencnich parametrii pro listovi olse lepkavé (Alnus glutinosa) ve
vztahu k datumu méreni (16. cervna — pred inokulaci: cervené; 4. cervence: ZIuté; 15. Cervence: zelené; 27. Cervence:

modre; 25. srpna: fialove).

Kazdy vybrany fluorescen¢ni parametr byl dile podrobnéji testovan na rozdil mezi

hladinami pro kazdy faktor v kazdém datu méfeni.
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Hodnoceni faktoru ptitomnosti P. x alni nepfineslo zddny signifikantni rozdil mezi
hladinami zddného fluorescenéniho parametru (soubor grafi 4). V nékterych parametrech byl
patrny jisty trend nartstu nebo poklesu hodnot v ¢ase (napt. soubor graft 4D, 4E, 4], 4K), nikdy se
vSak ode sebe nelisilo osetfeni patogenem a kontroly.

A) Vyvoj Fm_Fo v &ase B) Vyvoj Mo v &ase

Phytophtora . Phytophtora
2 BS o o B an
Eso- . BS oo = ES rontrola
M ES prea o8 ﬁ 9 ES prea
45- * .
.
06" * *
40-

.

05 16 070 0715 o7'o7 8 25 06 16 070 0715 0727 08 25
Datum méfeni Datum méfeni
C) Vyvoj Area v Gase D) Vyvoj HACH_Area v ase
B .
4e+07- 358407~
B
3407~ Phytophtora % 3.0e+077 Phytophtora
g = 5 B om
< - B3 kontrola ] BS kontrola
e
B pred I B pred
2e+07- —_ 25407~
H .
[} . .
ﬁ + * 208407~
Te+07 -
08 16 o704 u7l1s 07107 0825 o616 o704 0715 0707 082
Datum méfeni Datum méfeni
E) Vyvoj Ss v Case F) Vyvoj Phi_Do v ase
085- 0.30- I
. * -
.
060-
.
0.25-
Phytophtora Phytophtora
075- o
2 = 8 | . . ES ani
B3 wonvola £ i ES kontrola
.
ES pren 3 . . ES prea
070-  f— .
0.20-
06_16 07_04 07_15 07_27 08_25 06_16 07_04 07_15 07_27 08_25
Datum mé&reni Datum mé&reni
G) Vyvoj Phi_Pav v case H) Vyvoj Pi_Abs v ¢ase

Pi_Abs

980 . .
5
.
970~
4-
960~ Phytophtora Phytophtora
> .
gl B anmi B anmi
z ° . ES rontrola B3 kontrola
950~ B3 prea By B3 prea
940-
o

930

06_16 07_04 07_15 07_27 08_25 06_16 07_04 07_15 07_27 08_25
Datum méfeni Datum méfeni

53



1) Vyvoj ABS_RC v éase J) Vyvoj TRo_RC v Case
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Soubor grafii 4: Porovndni stredovych tendenci fluorescencnich parametrii pro listy olse lepkavé (Alnus glutinosa) ve
vztahu k piitomnosti korenového patogena Phytophtora x alni (vSechny rostliny pred inokulaci: sedé; rostliny
s kontrolnim inokulem bez patogena: modre; rostliny s inokulem obsahujicim P. x alni: cervené). Inokulace byla
provedena 20. Cervna. Kazdy graf zobrazuje boxplot daného parametru v den, kdy bylo provedeno méreni. Pokud byl

rozdil v osetreni signifikantni (< 0,05), p-hodnota je uvedena nad prislusnou dvojici (zde nic).

Oproti tomu faktor provenience vykazuje fadu signifikantnich rozdild u mnoha
fluorescencnich parametri, ¢asto hned v nékolika datech méteni (soubor grafii 5). Mezi nejlepsi
ukazatele rozdilu mezi ¢eskou a norskou provenienci patfi parametry Pi_Abs, Mo, SSa HACH_Area
(soubor grafti 5H, 5B, 5E, 5D). Pifedev$im Pi_Abs ukazuje pomérné konstantni navysovani rozdilu
mezi proveniencemi v case. Fyziologické interpretace vySe zminénych parametrd jsou popsany
v diskuzi. Kromé signifikantnich rozdiléi, témé# vSechny vybrané fluorescen¢ni parametry ukazuji
jisty trend vyvoje v Case — negativni i pozitivni.
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C) Vyvoj Area v Case
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K) Vyvoj ETo_RC v ¢ase
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Soubor grafii 5: Porovndni stfedovych tendenci
fAuorescencnich parametri pro listy olSe lepkavé (Alnus
glutinosa) ve vztahu k provenienci (provenience Ceskd:
hnédé; provenience norskd: zelené). Inokulace byla
provedena 20. fervna. Kazdy graf zobrazuje boxplot daného
parametru v den, kdy bylo provedeno méreni. Pokud byl
rozdil v provenienci signifikantni (< 0,05), p-hodnota je

uvedena nad ptislusnou dvojici.

Faktor koncentrace oxidu uhli¢itého v prostfedi ristové komory vykazuje pouze sporadické
signifikantni rozdily v pfisluSnych parametrech a datech méfeni (soubor grafti 6). Pouze parametr
ETo_RC vykazuje konzistentné vyssi hodnoty pro rostliny péstované p#i 400 ppm oproti 800 ppm
CO2 (soubor grafii 6K). VétSina parametri naznacuje trend vyvoje v poslednich dvou az tfech
méfenich, kde shodné dochdzi k velkému posunu oproti pfedchozim hodnotam (ov$em bez ohledu

na piipadny rozdil ve faktoru koncentrace COz).
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G) Vyvoj Phi_Pav v case H) Vyvoj Pi_Abs v case

980~ wrk * *
.

0.001 0.035

¢ CO2 cCO2

onat Ay

930

Pi_Abs

06_16 07_04 07_15 07_27 08 25 06_16 07_04 07_15 0727 08_25
Datum méfeni Datum méfeni

1) Vyvoj ABS_RC v ase J) Vyvoj TRo_RC v Ease

o o ccoz o 159 . ¢ Co2

o * B oo B am0

2 | + B £ 1l * BE sw0
- e |

06_16 07_04 07_15 07_27 08_25 06_16 0704 07_15 07_27 08_25
Datum méfeni Datum méfeni

K) Vyvoj ETo_RC v ¢ase

Soubor grafii 6: Porovndni stfedovych tendencl

0s + ++ * ﬁ fAuorescencnich parametrd pro listy olse lepkavé (Alnus
' . ** ecoz  glutinosa) ve vztahu ke koncentraci atmosférického CO:2
| . : ™ v prostredf ristovych komor (400 ppm CO:z: fialove; 800
ppm CO2: modre). Inokulace byla provedena 20. cervna.
KaZdy graf zobrazuje boxplot daného parametru v den, kdy
bylo provedeno méreni. Pokud byl rozdil v koncentracich

0516 o' y mﬁi ol 00’26 signifikantni (< 0,05), p-hodnota je uvedena nad prislusnou
Fummeren dvojict.

Modelovani fluorescen¢nich parametrii za pouziti linearnfho mixovaného modelu ASReml
pfineslo zajimavé vysledky, zejména z pohledu interakci mezi faktory (tabulka 3). Signifikance
vlivu jednotlivych faktord na hodnoty fluorescen¢nich parametrG dopadla pomérné podle
ocekavani: faktor pfitomnosti patogena P. x alni se projevi pouze ve dvou parametrech (Fm_Fo a
Phi_Do), faktor provenience ve vsSech sledovanych paremetrech a faktor koncentrace
atmosférického CO: ve ¢tytech parametrech (Fm_Fo, Mo, Phi_Do a Eto_RC). Interakce inokulace
a provenience méla prikazny vliv na tfi fluorescen¢ni parametry v poslednich fazich experimentu
(Phi_Pav, Fm_Fo a Phi_Do). Interakce inokulace a CO2 se neprokdzala vyznamna nikde. Interakce
mezi provenienci a CO: byla priikaznd naopak v pocatec¢nich fazich experimentu. A konecné
interakce vSech tfi faktorti se ukazala byt v modelu signifikantni pro Fm_Fo a Mo na pocatku

experimentu a pro Eto_RC na konci experimentu.
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06_16 phyto prov CO2 phyto:prov | phyto:CO2 | prov:CO2 |phyto:prov:CO2
Fm_Fo ns ns ns
Mo 0.008 ns ns
Ss 0.021 ns ns
Phi_Do ns ns ns
Phi_Pav ns ns ns
Pi_Abs ns ns ns
ABS_RC ns ns ns
TRo_RC 0.012 ns ns
ETo_RC ns 0.012 ns

07_04 phyto prov C02 phyto:prov | phyto:CO2 | prov:CO2 |phyto:prov:CO2
Fm_Fo ns 0.040 ns ns ns ns 0.036
Mo ns 0.000 0.036 ns ns ns 0.045
Ss ns 0.005 ns ns ns ns ns
Phi_Do ns ns ns ns ns ns ns
Phi_Pav ns ns ns ns ns 0.044 ns
Pi_Abs ns 0.001 ns ns ns ns ns
ABS_RC ns 0.002 ns ns ns ns ns
TRo_RC ns 0.003 ns ns ns ns ns
ETo_RC ns ns ns ns ns ns ns

07_15 phyto prov CO2 phyto:prov | phyto:CO2 | prov:CO2 |phyto:prov:CO2
Fm_Fo ns ns 0.002 ns ns ns ns
Mo ns ns ns ns ns ns ns
Ss ns 0.015 ns ns ns ns ns
Phi_Do ns ns 0.004 ns ns ns ns
Phi_Pav ns ns ns ns ns 0.022 ns
Pi_Abs ns 0.001 ns ns ns ns ns
ABS_RC ns ns ns ns ns ns ns
TRo_RC ns ns ns ns ns ns ns
ETo_RC ns ns ns ns ns 0.024 ns

07_27 phyto prov CO2 phyto:prov | phyto:CO2 | prov:CO2 |phyto:prov:CO2
Fm_Fo 0.031 0.007 ns ns ns ns ns
Mo ns 0.001 ns ns ns ns ns
Ss ns 0.008 ns ns ns ns ns
Phi_Do 0.026 0.014 ns ns ns ns ns
Phi_Pav ns ns ns 0.037 ns ns ns
Pi_Abs ns 0.000 ns ns ns ns ns
ABS_RC ns 0.008 ns ns ns ns ns
TRo_RC ns 0.012 ns ns ns ns ns
ETo_RC ns 0.000 ns ns ns ns 0.008

08_25 phyto prov C02 phyto:prov | phyto:CO2 | prov:CO2 |phyto:prov:CO2
Fm_Fo ns ns ns 0.039 ns ns ns
Mo ns ns ns ns ns ns ns
Ss ns ns ns ns ns ns ns
Phi_Do ns ns ns 0.026 ns ns ns
Phi_Pav ns ns ns ns ns ns ns
Pi_Abs ns 0.002 ns ns ns ns ns
ABS_RC ns ns ns ns ns ns ns
TRo_RC ns ns ns ns ns ns ns
ETo_RC ns 0.018 ns ns ns ns 0.039

Tabulka 3: Signifikantni p-hodnoty modelu ASReml pro fluorescencni parametry listovi olSe lepkavé (Alnus glutinosa) ve
vztahu k faktorim ,phyto* — pfitomnst P. x alni v substrdtu (ano / ne), ,,prov* — provenience (Ceskd / norskd), ,,CO2“ —
koncentrace vzdusného CO:z (400/800 ppm) a vsech jejich kombinacim. Tabulka je rozdélena na useky pode data méreni.
Nesignifikantni vysledky (p-hodnota > 0,05) jsou oznaceny zkratkou ,,ns*.
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4.2 Doplilujici komorovy experiment 2022

Druhy laboratorni experiment se konal v roce 2022, obsahoval 40 semenaci olSe lepkavé
(Alnus glutinosa) a jeho cilem bylo zjistit, zda se ve sterilnim substratu silnéji rozvine infekce
kofenovym patogenem Phytophtora x alni. Premisa byla, Ze sterilizace substratu limituje kompetici
pudnich mikroorganismt na minimum a patogen P. x a/ni bude intenzivnéji kolonizovat zasazené
olse. Cilem experimentu bylo zjistit, zda se tento p¥edpoklddany efekt projevi v listovi olsi a bude
zjistitelny za pouziti alespon jedné analytické metody: méfeni relativniho obsahu pigmenti,
fluorescen¢nich parametrii, optickych vlastnosti (reflektance a transmitance) a biofyzikalnich
parametrid LMA a WC.

Ziskana data tuto hypotézu pfesvédcivé nepotvrdila, pouze nékteré fluorescen¢ni a

biofyzikdlni parametry to ve svych linedarnich modelech naznacuji (tabulka 5 a 6). V mnoha

Vv /s

parametrech se projevil rozdil v rozptylu hodnot: vyssi rozptyl pro olSe péstované ve sterilnim

cvvs

substratu ¢i nizsi rozptyl pro olSe rostouci v nesterilnim substratu. Pfedev$im analyzy hlavnich

komponent naznacuji Sirsi

rozptyly souborti métenych

narGst mycelia po 10 dnech, odbér 14.7.2023

e

parametrt listovi u olsi
rostoucich ve  sterilnim
substratu (graf 10, 11 a
soubor graft 9).

Obrdzek 277: Ndrist mycelia
ze vzorki pidy pred inokulact
patogenem P. x lani. Nesterilni
substrdt vlevo dole a vzorek
pochdzejici néj vlevo nahore.
Sterilni substrdt vpravo dole

s prislusnou kulturou vpravo

nahore. Fotografie i materidl
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Obrdzek 288: A) Prvni jedinec olse lepkavé vykazujici priznaky fytoftorového onemocnéni (chlordza). Pozdéji byla u

téhoZ jedince objevena léze korenového krcku (C). B) Jedinec olse lepkavé po vyjmuti ze substrdtu, také vykazujici
priznaky napadeni patogenem P. x alni. I néj byla patrn nekroza korenového krcku (D). Obé rostliny pochdzeji ze

substrdtu, jeZ byl pred inokulaci P. x alni sterilizovdn. Fotografie poskytla Ing. Markéta Machdcovad.

4.2.1 Relativni obsah fotosyntetickych a ochrannych pigmentt
Meéfeni relativnitho obsahu pigmentt v listech za pouziti piistroje MPM-100 pfineslo

ponékud nejasné vysledky. Zadny z méfenych parametrti (relativni obsah chlorofylii, flavonoida,
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anthokyant a dusik-flavonolovy index) nevykazuje signifikantni rozdil mezi rostlinami ve sterilnim

a nesterilnim substratu (soubor graft 7). Ptesto je v datech viditelny jisty rozdil, a to v rozptylech.

Pfedev$im analyza hlavnich komponent ukazala, Ze olSe rostouci ve sterilnim substratu maji vétsi

rozptyl obsahu pigmentt v listech (graf 10).
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Graf'10: Analyza hlavnich komponent pro parametry relativniho obsahu pigmentu v listovi olse lepkavé (Alnus glutinosa)

ve vztahu ke sterilité péstebniho substrdtu (sterilni cervené, nesterilni modre), ktery vsak obsahoval kofenového patogena

Phytophtora x alni. Zahrnuje data méreni pfed i po inokulaci patogenem.
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C) Vyvoj AnthM v éase D) Vyvoj NFl v éase
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Soubor grafii 7: Porovndni sttedovych tendenci parametrii relativniho obsahu pigmenti v listech olse lepkavé (Alnus
glutinosa) ve vztahu ke sterilité substrdtu (sterilni Cervené, nesterilni modre), jez byl 23. 6. 2023 inokulovdn korenovym

patogenem Phytophtora x alni. Kazdy graf zobrazuje hodnoty daného parametru ve dnech, kdy bylo provedeno mérent.

Dalsi analyza za pouziti modelu ASReml pfinesla signifikantni vysledek pouze pro faktor ,datum*®
(viz tabulka 4), ktery odkazuje na ¢tyti data odbéru vzorkt. Tento vysledek lze interpretovat jako
fakt, Ze hodnoty pigmentt v listech se budou za pfitomnosti patogenu ménit v ¢ase, ne vsak ve

vztahu ke sterilité piidy, a tedy hypoteticky rozdil v intenzité napadeni patogenem P. x alni se

v obsahu listovych pigmentti neprojevi.

steril datum |steril:datum
ChiM ns 0.000 ns
FlvM ns 0.000 ns
AnthM ns 0.044 ns
NFI ns ns ns

Tabulka 4: P-hodnoty modelu ASReml pro parametry relativniho obsahu pigmentii v listech olSe lepkavé (Alnus
glutinosa) ve vztahu k faktoru sterility substrdtu (sterilni x nesterilni), datumu méreni (4 opakovdni) a jejich kombinaci.
VSechny rostliny byly v priibéhu inokulované kofenovym patogenem Phytophtora x alni. Nesignifikantni vysledky (p-

hodnota > 0,05) jsou oznaceny zkratkou ,ns"

4.2.2 Fluorescen¢ni parametry

Z pivodniho kompletniho souboru fluorescen¢nich parametri méfenych piistrojem
FluorPen byly na zdkladé analyzy hlavnich komponent vybrany pouze takové, u kterych lze
predpokladat, ze nejlépe odrazi faktor sterility substratu (graf 11 a 12). Ostatni parametry byly

povazovany za redundantni a nebyly dale analyzovény.

62



Fluorescengni indexy (CZU 2023)

DIm2 (27%)

Dim1 (49.8%)

Graf 11: Analyza hlavnich komponent vsech fluorescencnich parametrd mérenych na listech olsi lepkavych (Alnus
glutinosa) péstovanych v substrdtu obsahujicim korenového patogena Phytophtora x alni. Polovina stromii byla péstovdna

v substrdtu, ktery pred inokulacf prosel sterilizaci. Dataset obsahuje vSechna méreni, tedy pred i po inokulaci.

Fluorescengni indexy (CZU 2023)
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Graf' 12: Analyza hlavnich komponent vybranych fluorescencnich parametrii pro listovi olse lepkavé (Alnus glutinosa)
ve vztahu ke sterilité péstebniho substrdtu (sterilni cervené, nesterilni modre), ktery vsak obsahoval kofenového patogena

Phytophtora x alni. Dataset obsahuje vsechna méreni, tedy pred i po inokulaci.

Rozdily mezi hodnotami jednotlivych parametra rostlin ve sterilnim a nesterilnim substratu
byly déle porovnavany vzdy oddélené pro jednotliva data méfeni. K hodnoceni rozdilu byl pouzit
t-test a vysledné p-hodnoty < 0,05 jsou zaznamenany v piislusnych boxplotech (soubor grafii 8).

Signifikantni rozdil mezi roslinami ve sterilnim a nesterilnim substratu se projevil v hodnotach
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parametru ABS_RC ptesné 6 tydnt po inokulaci (datum 08_04) a DIo_RC v témze ¢asovém bodé
(soubor grafti 8G a 8]). Rozdily v rozptylech hodnot jednotlivych parametrii naznacuji v nékterych
piipadech trend vyssiho rozptylu u rostlin ze sterilniho substratu (nap#. Fm_Fo, Phi_Do, Abs_RC,
Tro_RC), vysledky vsak nejsou jednoznac¢né.
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Vyvoj Dlo_RC v éase
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Soubor grafii 8: Porovndni stfedovych tendenci fluorescencnich parametrii listii olse lepkavé (Alnus glutinosa) ve vztahu
ke sterilité substrdtu (sterilni Cervené, nesterilni modre), jez byl 23. 6. 2023 inokulovdn korenovym patogenem
Phytophtora x alni. KaZdy graf zobrazuje boxplot daného parametru v den, kdy bylo provedeno méreni. Pokud byl rozdil

ve faktoru sterility substrdtu signifikantni (< 0,05), p-hodnota je uvedena nad prislusnou dvojict.

Vybrané fluorescencni parametry byly déle zpracovany modelem ASReml, ktery odhalil
signifikantni vliv faktoru sterility ptidy i data méfeni, ne vSak v kombinaci (tabulka 5). Parametry,
jenz reaguji na rozdil ve sterilité ptidy, nevykazuji rozdil v ¢ase a totéz plati obracené. Paklize je
signifikantni faktor ,datum®, znamend to, Ze v daném parametu je mozno sledovat ontogeneticky
vyvoj rostliny. V p¥ipadé signifikance faktoru ,steril” 1ze v pfislusném parametru vysledovat rozdil
v reakci ol na sterilitu piidy. Zadny z analyzovanych fluorescen¢nich parametrii jednoznaéné

nepotvrzuje hypotézu o vlivu sterility substratu na rozvoj infekce P. x a/ni na sazenicich olSe

lepkavé.

steril datum |[steril.datum
Fm_Fo 0.014 ns ns Tabulka 5: P-hodnoty modelu ASReml pro fluorescencni
N - ns 0.000 ns parametry listovi olSe lepkavé (Alnus glutinosa) ve vztahu k
Psi_o 0.021 ns ns faktoru sterility substrdtu (sterilni x nesterilni), datumu méreni
Phi_Do 0.039 ns ns (4 opakovdni) a jejich kombinaci. Vsechny rostliny byly v
Pi_Abs ns 0.006 ns priibéhu inokulované korfenovym patogenem Phytophtora x
ABS_RC ns 0.000 ns alni. Nesignifikantni vysledky (p-hodnota > 0,05) jsou oznaceny
TRo_RC ns 0.000 ns zkratkou ,ns*
ETo_RC ns 0.000 ns
Dlo_RC 0.066 0.025 ns

4.2.3 Optické vlastnosti

Pro méfeni optickych vlastnosti listovi ol$e lepkavé byla pouzita integracni sféra, ktera
umoznuje méfeni odrazivosti (reflektance) i propustnosti (transmitance) listu. Analyza hlavnich
komponent na reflektance a transmitance v rozsahu 400-2300 nm ukazuje vyrazny rozdil mezi
otickymi vlastnostmi ol$i péstovanych ve sterilnim a nesterilnim substratu, a to pfed i po inokulaci
patogenem P. x alni (soubor grafii 9). V transmitanci je patrny nartst rozptylu hodnot s postupujici

infekci patogenem u rostlin pochdazejici ze sterilniho substratu.
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Soubor grafii 9: Analyzy hlavnich komponent pro odrazivost (reflektanci) a propustnost (transmitanci) listovi olse lepkavé
(Alnus glutinosa) v jednotlivych datumech méreni. Rostliny byly péstovdny ve dvou typech substrdtu: sterilni (Cervené)
a nesterilni (modre). Dne 23. 6. 2023 probéhla inokulace vsech substrdtii korenovym patogenem Phytophtora x alni.

Analyza rozdilu spektrdlnich ktivek v kazdé vlnové délce t-testem neodhalila mnoho

signifikantnich rozdilti mezi rostlinami péstovanymi s rGznou sterilitou substratu. Asi nejvétsi

rozdil byl v transmitanci jesté pied inokulaci a to ve vinovych délkdch > 2000 nm, v nichz se
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promita obsah vody v listu (soubor grafti 10 — transmitance 22. 6.). Dal$i jemné signifikantni rozdily
optickych vlastnosti po inokulaci patogenem P. x alni se projevily v reflektanci v oblasti
absorp¢niho pasu chlorofylu (soubor grafti 10 — reflektance 13. 7.) a v oblasti ¢erveného okraje
(soubor grafti 10 — reflektance 4. 8.). Nejvyznamnéjsi rozdil mezi rostlinami v rizném substratu se
projevil v poslednim méfeni v transmitanci v oblasti absorpéniho pasu chlorofylu a zdroven

v absorpénim pasu vody (soubor grafii 10 — transmitance 23. 8.).

Zadny z téchto vysledki jednoznaéné nepotvrzuje hypotézu o rozdilu intenzity napadeni
patogenem P. x alni na oldi lepkavé ve vztahu ke sterilité substratu, ktery by byl pozorovatelny

v optickych vlastnostech listu.
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Reflektance 23. 8. 2023 C2U Transmitance 23. 8. 2023 CZU
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Soubor grafii 10: Spektrdlni kfivky odrazivosti (reflektance; vievo) a propustnosti (transmitance; vpravo) listovi sazenic
olse lepkavé (Alnus glutinosa), péstované ve sterilnim (Cervené) ¢i nesterilnim (modre) substrdtu. Dne 23. 6. byly vsechny
péstebni substrdty inokulovdny korenovym patogenem Phytophtora x alni. Pro kaZdé méreni vinové délky byl proveden
t-test. Vysledné p-hodnoty mensi nez hladina vyznamnosti 0,05 jsou v grafu zndzornény Zlutou barvou, p-hodnoty vétst

nez hladina vyznamnosti 0,05 sedou barvou.

4.2.4 Biofyzikdlni parametry listu

Z kazdého hodnoceného jedince olSe lepkavé byl odebran jeden list pro hodnoceni
biofyzikdlnich parametri: LMA (,leaf mass per area® neboli specificka listovda hmotnost) a WC
(~water content” neboli obsah vody). Jedinci rostouci ve sterilnim substratu s pfedpoklddanym
snaz$im rozvojem patogenu vykazovali trend k vy$$i LMA a niz$imu obsahu vody v listech.
Hodnoceni t-testem zadny signifikantni rozdil nepotvrdilo (soubor grafti 11), a tudiz tyto parametry
nelze povazovat za ukazatele hypotetického rozdilu v intenzité napadeni olsi patogenem P. x a/ni

pii péstovani ve sterilnim a nesterilnim substratu.

Vyvoj LMA v Sase Vyvoj WC v Case
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Soubor grafii 11: Porovndni stfedovych tendenct parametrii LMA a WC pro Iistovi olse lepkavé (Alnus glutinosa) ve
vztahu ke sterilité substrdtu (sterilnf dervené, nesterilni modre), jez byl 23. 6. 2023 inokulovdn korenovym patogenem
Phytophtora x alni. KaZdy graf zobrazuje boxplot daného parametru v den, kdy bylo provedeno méreni. JelikoZ Zddny
rozdil ve faktoru sterility substrdtu nebyl signifikantni (< 0,05), p-hodnoty nejsou uvedeny.

Zajimavy je vysledek modelovani za pouziti smiSeného linearntho modelu ASReml
(tabulka 6). Ten potvrdil vliv sterility substratu na hodnoty jednotlivych parametr a zaroven

potvrdil i vliv data méfeni, ovSem ne v kombinaci.
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steril datum |steril:datum
LMA 0.052 0.048 ns Tabulka 6: P-hodnoty modelu ASReml parametrii LMA a WC pro

WC 0.093 0.000 ns listovi olse lepkavé (Alnus glutinosa) ve vztahu k faktoru sterility

substrdtu (,steril: sterilni x nesterilni), datumu méreni (4
opakovdni) a jejich kombinaci. Vsechny rostliny byly v pritbéhu inokulované korenovym patogenem Phytophtora x alni.

Nesignifikantni vysledky (p-hodnota > 0,05) jsou oznaceny zkratkou ,,ns".

4.3 Terénni Setfeni 2023

Dvacet stromi olSe lepkavé na péti vyzkumnych plochach v povodi feky Litavka bylo
kategorizovano jako symptomatické ¢i asymptomatické, podle toho, zda se na nich vyskytovaly
makroskopické priznaky ndkazy P. a/ni - léze na kmenech. Symptomati¢ti jedinci vykazovali
celkové vétsi rozptyl méfenych parametri listovi, oproti stromiim bez jasnych symptomi napadeni
(graf 14 a 16). Avsak hypotéza, ze piitomnost symptomt napadeni P. alni se projevi v jednotlivych
biofyzikdlnich ¢i fluorescen¢nich parametrech se nepotvrdila. V optickych vlastnostech listovi se
rozdil mezi symptomatickymi a asymptomatickymi olSemi projevil ve viditelné ¢asti spektra, coz

potvrzuje hypotézu o projevu miry napadeni P. alni v optickych vlastnostech listt olSe lepkavé.

4.3.1 Funkéni znaky listovi a fluorescen¢ni parametry

Z ptvodniho plného pocétu vech naméfenych parametrii, vychdzejicich z ptistroje MPM,
FluorPen a z biofyzikalnich méteni, bylo na zakladé grafu analyzy hlavnich komponent (graf 13)
vybrano mensi mnozstvi parametrti (graf 14), které se zdaji byt hlavnimi ukazateli rozdilu v mite

napadeni ol$i P. alni. Z praktickych divodd byly dale analyzovany pouze tyto vybrané parametry.

Analyzou hlavnich komponent byl také provéten rozdil v hodnotéch vybranych parametrii
mezi jednotlivymi stanovisti na fece Litavka (graf 15). Body reprezentujici stromy na rtiznych
lokalitdch nevykazovaly zddny trend ke shlukovani po stanovistich, a tak jsem se touto otdzkou
v souvislosti s funkénimi znak listovi a fluorescenénimi parametry didle nezabyvala. Jednotlivé

lokality sbéru reprezentovaly biologickd opakovani.
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Kombinovane biofyzikalni a fluorescenéni parametry (Litavka 2023)
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Graf 13: Analyza hlavnich komponent vsech méfenych fluorescencnich a biofyzikdlnich parametrii Iistovi olse lepkavé

(Alnus glutinosa) ve vztahu k napadeni patogenem Phytophtora alni v povodi feky Litavky v srpnu 2023.

Kombinované biofyzikalni a fluorescenéni parametry (Litavka 2023)
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Graf 14: Analyza hlavnich komponent vybranych fluorescencnich a biofyzikdlnich parametrii listovi olse lepkaveé (Alnus

glutinosa) ve vztahu k napadeni patogenem Phytophtora alni v povodi feky Litavky v srpnu 2023,

70



Kombinovane biofyzikalni a fluorescenéni parametry (Litavka 2023)

Lokality
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Graf 15: Analyza hlavnich komponent vybranych fluorescencnich a biofyzikdlnich parametrii listovi olse lepkavé (Alnus

glutinosa) ve vztahu k mistu odbéru vzorkii na rece Litavce v srpnu 2023; razeno ve sméru po proudu toku.

U mnoha jednotlivych parametrt je dobie patrny trend v rozdilnosti jejich rozptyld u
symptomatickych a asymptomatickych stromi, avSak primérné hodnoty se nelisi a vysledny rozdil

je tudiz nepritkazny (soubor grafii 12).

Jediny parametr, ktery vykazuje signifikantni rozdil mezi dvéma hladinami faktoru
symptomati¢nosti napadeni, je defoliace (soubor grafd 12A a 12B). Ta vSak nebyla hlavnim
pfedmétem zdjmu této prace, spise se jednalo o doprovodny ukazatel napadeni. Hodnoceni defoliace
stromt probéhlo dvakrat nezavisle — poprvé 10. srpna 2023 spolu s ostatnimi méfenimi, které jsem
provedla spole¢né s Mgr. Zuzanou Lhotdkovou, Ph.D. (p-hodnota 0,031; soubor graf 12A);
podruhé 4. fijna 2023 Ing. Markétou Machacovou (p-hodnota 0,010; soubor grafii 12B).

Zadné fluorescenéni ani biofyzikalni (relativni obsah pigmentd, LMA, WC) parametry
nevykazuji signifikantni rozdil mezi faktory (soubor grafti 12C-120), a tudiz nemohou slouzit jako

ukazatel napadeni olSe lepkavé patogenem komplexu P. alni.
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1) Fluorescenéni parametr Mo (Litdva 2023) J) Fluorescendni parametr Psi_o (Litava 2023)
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26- Soubor grafii 12: Porovndni stfedovych tendenci
vybranych fluorescencnich a biofyzikdlnich parametrii
listovi olse lepkavé (Alnus glutinosa) ve vztahu k projeviim

0 24° )
£ priznakii  napadeni  patogenem  Phytophtora  alni
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22-

Cervend) v povodi feky Litavky v srpnu 2023. Pokud byl

rozdil ve faktoru symptomaticnosti jedince signifikantni

Asymptamatche Symptomaticke (< 0,05), prislusnd p-hodnota je uvedena v grafu.
Pfiznaky nakaZeni P. alni

4.3.2 Optické vlastnosti

Meéfeni odrazivosti (reflektance) listovi olse lepkavé potvrdilo trend vétstho rozptylu
spektralnich hodnot (graf 16) pro jedince vykazujici jednozna¢né symptomy napadeni patogenem
P. alni. Dalsi analyzy prokdzaly signifikantni rozdil v odrazivosti listovi v oblasti viditelného zateni
(zhruba 380 — 700 nm; graf 17).
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Reflektance (Litavka 2023)
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Graf'16: Analyza hlavnich komponent reflektance listovi olse lepkavé (Alnus glutinosa) ve vztahu k napadeni patogenem

Phytophtora alni v povodi feky Litavky v srpnu 2025.
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Graf 17: Kfivky spektrdlni odrazivosti listovi asymptomatickych (zelend) a symptomatickych (Cervend) jedincu olse
lepkavé (Alnus glutinosa), rostoucich se v bfehovych porostech reky Litavky s potvrzenym vyskytem patogena
Phytoptora alni. Pro kazdé méreni vinové délky byl proveden t.test. Vysledné p-hodnoty mensi nez hladina vyznamnosti

0,05 jsou v grafu zndzornény Zlutou barvou, p-hodnoty vétsi nez hladina vyznamnosti 0,05 Sedou barvou.
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Mezi lokalitami na fece Litavka byl jiz na zakladé analyzy hlavnich komponent patrny jisty
rozdil (graf 18) a tento byl potvrzen i dalsi analyzou (ANOVA), ktera ukdzala signifikantni rozdil
mezi alesponi dvéma lokalitami v oblasti blizkého a kratkovinného cerveného zareni (ptiblizné
700 — 1400 nm; graf 19). Z dat, ktera zde nejsou zahrnuta, vSak nebyl patrny zadny jednoznaény
trend vyvoje intenzity napadeni ve sméru po nebo proti proudu. Z divodu nedostatku informaci o
ekologickych podminkdch jednotlivych stanovist se otazkou rozdilu mezi nimi jiz dile nebudu

zabyvat, nebot dalsi interpretace by mohla byt velmi zavadéjici.
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Graf'18: Analyza hlavnich komponent reflektance listovi olse lepkavé (Alnus glutinosa) ve vztahu k misté odbéru v povodi

reky Litavky v srpnu 2023. Lokality jsou fazeny ve sméru po proudu od horni cdsti toku.
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Reflektance -lokality (Litavka 2023)
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Graf 19: Ktivky spektrdlni odrazivosti listovi olSe lepkavé (Alnus glutinosa) pochdzejici z péti lokalit na rece Litavka.
Lokality jsou fazeny ve sméru po proudu od horni &dsti toku. Pro kazdé méreni vinové délky byl proveden t.test. Vysledné
p-hodnoty mensi nez hladina vyznamnosti 0,05 jsou v grafu zndzornény Zlutou barvou, p-hodnoty vétsi nez hladina

vyznamnosti 0,05 sedou barvou.
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6 Diskuze

6.1 Hlavni komorovy experiment 2022

Prvni komorovy experiment byl postaven na premise, ze Phytophtora x alni je agresivni
pudni patogen a mladé semendce olSe lepkavé (Alnus glutinosa) velmi rychle oslabi az usmrti
(Chandelier et al., 2016). Oc¢ekavané ptiznaky zahrnovaly chlorézy, 1éze na kr¢ku kment a potazmo
nekrézy kofenového systému. Z divodu o¢ekavaného rychlého odumfeni olsi byly do experimentu
zatazeny i dalsi faktory, které mohly vztahu strom-patogen potencialné zasdhnout. U faktoru
provenience nas zajimalo, zda norsky geneticky pool, ktery v kontaktu v pfirozené se vyskytujici
nakazou neni tak dlouho jako cesky (Bjelke et al., 2016), bude patogenu odolavat lépe ¢i hite
(gtochlové et al., 2016). Faktor rozdilné koncentrace vzdusného CO: v ristovych komorach mél
pfinést rozmér probihajici klimatické zmény a prozkoumat, jak bude v tomto kontextu ovlivnén
vztah strom-patogen (Smith and Luna, 2023). Pfestoze tyto predpoklady stavély na reSersi a
zku$enostech mnoha védeckych pracovnikt (Machacova et al., 2024), realita tohoto experimentu

dopadla naprosto mimo nase oc¢ekavani.

Detekovali jsme nizkou patogenezi P. x alni, kterd, piestoze byla podporovidna opakovanym
zaplavovanim a dodate¢nou inokulaci v priibéhu experimentu, nezasahla rostliny s pfedpokladanou
silou a symptomy onemocnéni se viibec neprojevily. Druh 7. x alni ma vysokou vnitrodruhovou
variabilitu v agresivité, s jakou ol$e napada (Stochlové et al., 2016). Neni zndmo, zda je tato vlastnost
podminéna morfologicky, fyziologicky ¢i jinak. Trzewik et al. (2021) poukdzal na rozdily mezi
izolaty P. x alni podle zemé ptivodu a podle metody odbéru. Z jejich vysledkt jasné vyplyva, ze
v obou nasich komorovych experimentech pochazela z odbérti z kmene infikovanych olsi
lepkavych z povodi feky Litavka. A prace (Clemenz et al., 2008), kde byla provedena inokulace
P. x alni pod ktru mladych ol$i, ukdzala, Zze i v rdmci izolati pochazejicich ze stejného zdroje
(odebrany z 1ézi napadenych dospélych stromi) je vysoka variabilita v agresivité. Zna¢ny rozdil
v agresivité infekce byl prokazan i u dalSich druhd Phytophtora (mimo komplex P. alni), které
napadaji dalsi druhy evropskych dfevin (Corcobado et al., 2022; Milenkovié et al., 2018).
Divodem absence projevu patogenu mtize byt i snaha simulovat pfirodni podminky
zptisobem inokulace do ptdy s ndslednym zaplavenim kotent, narozdil od vice invazivni metody
podkorni inokulace provddéné v riznych pfedchozich pracich (Chandelier et al., 2016; Machac¢ova
et al., 2024; Trzewik et al., 2021). Na druhou stranu absence béznych symptomdt, totiz lézi
kotenového kr¢ku a kmene, spolu s pozitivni reizolaci patogenu nabizela posouzeni sledovanych

parametrt jako markert presymptomatické ¢i asymptomatické infekce.

Z pigmentd se jako jediny potencialni marker podle signifikantniho rozdilu v jednom méfeni
a trendu niz$i akumulace u inokulovanych rostlin jevily anthokyany. Tato skupina pigmenti plni
v listu roli antioxidanta ¢i fotoprotektivnich latek a jejich hodnoty se zvysuji v reakci na stres (Close
and Beadle, 2003). Pro dal$i studium by bylo vhodné kromé pt¥iru¢niho optického pfistroje pro
detekci antokyanti a flavonoli vyuzit biochemické stanoveni $ir§iho spektra sekundarnich

metabolitl fenolického charakteru. Napiiklad quercetin 3-O-glucuronid, etylester kyseliny gallové
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a dalsi fenolické latky se ukdazaly jako markery pro zvy$enou odolnost k infekci P. cinnamomiu
kastanovniku setého (Dorado et al., 2023). Absenci makroskopickych pfiznaka si vysvétlujeme

ptili§ dobrymi rstovymi podminkami, které rostlinam umoznily efektivni obranu proti napadeni.

Vsechny fluorescen¢ni parametry odvozené z OJIP testu se k inokulaci patogenem ukdzaly
jako necitlivé, coz je v souladu s vysledky studie Machacova et al., 2024. Na druhou stranu to byly
pravé fluorescencni parametry, které se prokdzaly byt jasnym ukazatelem rozdilu ve fyziologii
primdrni fotosyntézy Ceské a norské provenience olSe lepkavé. Nasledné analyzy interakci faktort
pfinesly pouze sporadické signifikantni vysledky. Z toho lze usuzovat, ze obé provenience maji jisté
geneticky podminéné rozdily ve fyziologii, ovSem tyto rozdily nezasdhnou do reakci na infekci 2.
x alni ¢i na zvySenou koncentraci atmosférického CO:. Je nezbytné také zminit zfetelné
makroskopické rozdily mezi proveniencemi — c¢eské olse byly celkové vyssi nez norské. Z toho
divodu muselo nezbytné dochazet ke kompetici o svétlo, jelikoz provenience byly péstovany

v boxech spole¢né.

Jako nejvyznamné;jsi ukazatel fyziologického rozdilu mezi ¢eskou a norskou provenienci se
projevil fluorescen¢ni parametr Pi_Abs (v literatufe uvadény jako Plass). Zkratka Plass pochdzi
z anglického ,performance index in absorbtion® a parametr je definovan jako ,vykonnostni index
(potencidl) pro zachovani energie z fotoni absorbovanych PSII az po redukci mezisystémovych
akceptort elektront® (Bussotti et al., 2020). Parametry PI jsou obecné povazovany ze velmi citlivé
ukazatele stresu, protoze v sobé zahrnuji mnoho dil¢ich fluorescenénich parametra (Strasser et al.,
2000). V kontextu tohoto experimentu to p¥inas$i zjisténi, Ze dvé rozdilné provenience olsi
reagovaly v i¢innosti p¥enosu fotochemické energie na stres. To, zda se jednalo o stresor P. x alnj,

¢i naptiklad kompetici o svétlo, se miizeme pouze domnivat, z dat to jednoznac¢né nevyplyva.

Z ¢asovych diivodi nebyly zanalyzovany optické vlastnosti ziskané ptistrojem ASD
FieldSpec, ovsem na zdkladé vysledkii z méfeni pigmentd a fluorescen¢nich parametrti nelze
pfedpokladat, Ze by se v nich objevily néjaké zavratné pozitivni vysledky. To ale nic neméni na

skute¢nosti, Ze opticka méfeni budou zahrnuta v pozdéjsich publikacich.

V pribéhu celého experimentu nebylo na rostlinach patrné zadné makroskopické poskozeni,
ba ani ztrata vitality v disledku infekce patogenem. To mohlo byt zapti¢inéno fadou vlivi,
napitiklad nizkou agresivitou pouzitého izoldtu, zvolenou technikou ziskani onoho izolitu,
zplisobem inokulace péstovanych rostlin, vysokou mirou kompetice mikroorganismu v substratu,
¢i nadstandardné vhodnymi podminkami pro rist a zdravi sazenic ol$i. Rozdily v patogenité
P. x alni podle zptsobu odbéru izolatu se zabyva prace Trzewik et al., 2021, v niz autofi provedli
jednoduchy test patogenity s listy a vétévkami ol$i plovoucimi na hladiné vody obsahujici urcity
izolat P. x alni Nasledné inokulace semenact ol$i prokazaly, Ze nejvice potentni izolat
z piedchoziho pokusu zpiisobil nejvétsi Skody i na mladych stromech. Neni to vSak zarucené
spolehlivé — Durkovi¢ et al., 2021 v diskuzi zmituje, %e izolaty Phytophtora sp., které se
v laboratornim experimentu chovaji agresivné, se v nasledujicim experimentu na mladych
stromech rostoucich venku, ukdzaly byt dost mirné. Pfesto si myslim, Ze pfed zahajenim rozsahlého

experimentu, jako byl ten nds, by bylo na misté mit vice rozdilnych izolat 2. x alnj, otestovat jejich
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agresivitu a nasledné vybrat ten nejvice potentni. V obou experimentdlnich ¢astech této prace jsme
vzdy pracovali se stejnym izoldtem P. x alni odebranym z pletiv nakazenych ol$i z povodi toku
Litavka. Kromé ptvodu izolatu je pro tspésnost infekce urcujici také zptsob inokulace. My jsme
zvolili inokulaci do piidy ke kofentim s ndslednym zaplavenim, jelikoz jsme chtéli co nejvérnéji
simulovat piirodni zptisob napadeni oli P. x alni. Nicméné prace (Chandelier et al., 2016; Durkovi¢
et al., 2021) ilustruji, jak efektivni by byla inokulace p¥imo pod kiiru za pouziti agarového disku
s patogennim inokulem. Na druhou stranu, prace (Milenkovi¢ et al., 2018) ukazuje, Ze tispéSnost
inokulace nezdlezi na metodé — pod ktiru nebo do pidy, oboji bylo stejné tspésné.

Hypotézu, ze P xalni mohla byt vsubstritu vykompetovdana jinym pidnim
mikroorganismem, jsme se rozhodli ovéfit v druhém, dopliiujicim laboratornim experimentu. Ten
stavél na obecném piesvédceni, ze rod Phytophtora je relativné slaby ptidni kompetitor (Jonsson,
2004). Netspéch prvniho komorového experimentu vSak nemusel byt zpiisoben pouze nizkou
agresivitou ¢i schopnosti kompetice vybraného izolitu P. x alni. V ptidé mohly byt pfitomny
takzvané “plant growth-promoting rhizobacteria” (PGPR), tedy rhizobakterie podporujici rist
rostlin, které se v pfirozenych podminkach v ptdé vyskytuji. Jejich role spoc¢iva v produkci
nespo¢tu regulaénich molekul, které napomahaji riistu a vyvoji rostlin. Cini tak cestou fixace
dusiku, produkci fytohormoni a enzymi, nebo jiz zminované kompetice s patogennimi mikroby
(Fuller et al., 2023). Byly provedeny odbéry pouzitého substratu pravé pro genetickou analyzu
slozeni mikroorganismadlniho spolecenstva, oviem vysledky téchto analyz zatim nejsou k dispozici,

a tak nase tivahy na toto téma jsou prozatim ¢isté literarné podlozené.

6.2 Dopliujici komorovy experiment 2023

Druhy komorovy experiment, manipulujici se sterilitou substratu, mél slouzit jako ovéfeni
jedné z moznych teorii o neuspésnosti prvniho komorového experimentu — tedy o nizkém mite
infekce olsi lepkavych jejich kofenovym patogenem Phytophtora x alni, zapii¢inéné kompetici
mikroorganismi v péstebnim substratu. Z toho divodu byl tento experiment koncipovan jako maly
dopliujici pokus, nikoliv jako samonosny experiment. I pfes vyhrady Mgr. Zuzany Lhotdkové,
Ph.D. nebyla do pokusu zahrnutd kontrola bez inokulace Phytophtorou x alni, ovéem z divodu
obsazenosti rtstovych komor to nebylo dobie proveditelné. Nanestésti se pravé tato skutecnost
zpétné ukazala byt zasadnim nedostatkem experimentu. Vysledky totiz naznacuji vétsi rozptyl
v hodnotidch méfenych parametrii pro rostliny rostouci ve sterilnim substratu oproti substratu bez
sterilizace, nikoliv vSak signifikantni rozdily v priméru mezi oSettenimi. Ke smysluplné
interpretaci a vyvozeni zavért by bylo potfeba znat stfedové tendence neinokulovanych semenaci
péstovanych ve sterilnim a nesterilnim substratu. Rozdil v rozptylech mtize byt dén disté
nahodnym efektem spojenym se sterilitou, jelikoZ tento rozdil byl mnohdy patrny jesté pied
inokulaci. S pfitomnosti patogenu P. x alnitak nemusi viibec souviset. Na druhou stranu Stochlové
et al. 2016 argumentuji, %e rezistence k P. x alni ve zkoumanych populacich na tzemi Ceska je
zalozena spiSe na odolnosti individudlnich genotypi nez lokalnich populacich. Zvyseny rozptyl v
métenych funkénich znacich listovi by mohl byt dtsledkem rtiznych reakci odolnych a citlivych

jedincd.
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Pro dalsi vysvétleni mikrobidlni kompetice ve sterilnim a nesterilnim substratu z néj byly
odebrany vzorky pro analyzu nukleovych kyselin, kterd by méla pfinést informaci o podilu
zastoupeni mikroorganismu — bakteriif, oomycet a hub. Tyto analyzy vsak nebyly provedeny v dobé
dokonceni diplomové prace. Bude ale velmi zajimavé sledovat, co tyto analyzy pfinesou. Je znamo,
ze v ptdé se vyskytujici PGPR mohou oslabit patogenicitu P. cinnamomi na sazenicich avokada,
jak se zmifiuje ve svém zajimavém review (Fuller et al., 2023). Tento efekt je pfipisovan celuldzové
aktivité PGPR, které timto zna¢né poskozuji schopnost patogenu produkovat sporangia. P¥itomnost
PGPR v substratu obou komorovych experimentti by mohla vysvétlit vykyvy v patogenezi, které
jsme pozorovali.

Dal$im zdsadnim nedostatkem, se kterym je pfi interpretaci vysledki druhého komorového
experimentu nutno poditat, je $patnd kalibrace relativni vzrusné vlhkosti (RH, ,relative humidity®)
v rastovych komorach. OlSe byly vysety a péstovany v ristové komofte s nastavenou hladivou RH
80 %. S postupujicim riistem sazenic se vSak RH pohybovala kolem 95 %, protoze rtistova komora
nebyla schopna efektivné regulovat své vnitfni prostfedi. Pi inokulaci a zaplaveni substratu (23. 6.
2023 v 6 mésicich staif) byly rostliny pfemistény do jiné komory v domnéni, ze bude zde budou
hodnoty RH pii stejném nastaveni nizsi. Nestalo se tak a v dobé druhého zaplaveni (14. 7. 2023)
byla RH nastavena na 65 %, coz konec¢né vedlo ke sniZeni skute¢né RH pod 90 %. V datech se tento
krok velmi vyrazné projevil a pravdépodobné ovlivnil veskeré vysledky. Olse lepkava je ze své
podstaty strom obyvajici vlhka prostfedi, a protoze my jsme se snazili tyto podminky co
nejvérohodnéji simulovat, i v naSem experimentu rostly sazenice v silné promaceném substratu. To
mohlo vést k intenzivni transpiraci a v disledku také k rozvoji listové plochy, coz zpétnovazebné
opét posili transpira¢ni tok. Velmi ndzorny je rozdil v LMA a WC parametrech mezi druhym a
tfetim méfenim (soubor grafii 11), ale rozdil pfed a po zméné nastaveni ristovych komor je
znatelny i v dal$ich parametrech. Proto by méteni pfed a po zméné méla byt porovnavana jen
opatrné. Do rozvoje P. x laniv substratu tato zména s velkou pravdépodobnosti nezasahla, protoze
ten zustal stale permanentné vlhky. Naopak snizeni miry transpirace mohlo alterovat
s fyziologickymi poméry v rostliné, diky ¢emuz mohlo byt napadeni P. x a/ni lépe viditelné
v méfenych parametrech. Toto okrajové koresponduje s vysledky prace Durkovié et al., 2021, kter4
pfinesla poznatky o oscilacich transpira¢niho toku pfi napadeni patogenem Phytophtora sp. Dalsi
studie potvrzuji, ze fytoftorové onemocnéni zapfic¢inuje zavirani priaducht a v disledku i pokles

rychlosti ¢isté fotosyntézy (Of3wald et al., 2014).

P#i bliz§im pohledu na dva fluorescen¢ni parametry, které vykazuji signifikantni rozdil mezi
oSetfenimi, si musime pov$imnout, Ze se v obou pfipadech jednd o méteni ze 4. 8. 2023 - tedy 6
tydnii po inokulaci a po snizeni vzdu$né vlhkosti v ristovych komorach. Konkrétné se jedna o
parametry ABS/RC a DIo/RC (z technickych dtvodt v grafech uvadény jako ABS_RC a DIlo_RC;
soubor grafi 8G a 8]). Prvni z nich, ABS/RC, je zkratkou pro anglické ,absorption per active
reaction center®, coz znamena ,absorpce na aktivni reak¢ni centrum® a vyjadtuje celkovou absorpci
energie PSII délenou poctem aktivnich reakénich center. Druhy fluorescen¢ni parametr, DIo/RC,
vyjadfuje tok disipované excita¢ni energie (na teplo a fluorescenci) v ¢ase méfeni nula, déleny

poctem aktivnich reak¢nich center (Strasser et al., 2000) a jeho hodnoty jsou tedy fadoveé nizsi, nez
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ABS/RC, protoze se jedna pouze o frakci z celkové zachycené energie. Hodnoty ABS/RC i DIo/RC
se obecné zvysuji, dojde-li k inaktivaci vétsiho poctu reakénich center, protoze se zvysi pomér
absorpce ¢i disipace v poméru na jedno reakéni centrum (Strasser et al., 2000.). Pravé zvySeni
hodnot obou parametr je velice dobfe patrné ve zminovaném méfeni v pfipadé sterilniho
substratu. Lze spekulovat, zda to bylo zapfi¢inéno zménou relativni vlhkosti vzduchu v komote, ¢i
zda to mtzeme pfipsat postupujici infekci patogenem. Je dost dobfe mozné, Ze doslo k interakci
téchto dvou faktorti a ndhld zména prostfedi umocnila vliv P. x alni ve sterilni ptdé. To mohlo
zapFic¢init odpojeni vétstho mnozstvi reak¢nich center v elektron-transportnim fetézci jakozto
prevenci proti vzniku ROS.

Celkové vzato, fluorescen¢ni parametry jsou pomérné nekonzistentni ukazatele napadeni
patogenem Phytophtora sp. Naptiklad prace (Corcobado et al., 2022) zjistila, Ze napadeni 7.
plurivora a P. cambivora na buku lesnim (Fagus sylvatica) se ve fluorescenci chlorofylu projevi
pouze v rané fazi infekce (dva tydny po inokulaci do kiry). Pozdéji se tyto hodnoty bud vratily
zpatky do normadlu, nebo rostliny ztratily olisténi Gplné a zdhy uhynuly. S prvnim z téchto zjisténi
koresponduje (Durkovi¢ et al., 2021), ktery v diskuzi podotykd, ze v priibéhu léta byla nizsi
elektron-akceptorova kapacita PSII, ale nékteré stromy v 1été regenerovaly a kompenzovaly ztraty,

nejspise proto, Ze zvolena Phytophtora sp. nebyla tak agresivni.

Otdzka moznosti sledovani vztahu olSe a . x a/niz optickych vlastnosti listu nebyla v nagem
experimentu uspokojivé potvrzena, ale ani vyvracena. Spektralni k¥ivky transmitance i reflektance
naznacuji jisté rozdily v absorp¢nich spektrech chlorofylu a vody (soubor grafi 10 — reflektance +
transmitance 4. 8. a 23. 8.), rozdil to vSak neni statisticky vyznamny. Vztahem olSe lepkavé a P.
nejednozna¢nym vysledkim. Existuji prace, které fesi obdobny vztah na pfikladu jinych druhi
dfevin a jinych druht rodu Phytophtora, naptiklad (Croeser et al., 2022) na australské dteviné
Corymbia calophylla a patogenech Phytophthora cinnamomi a Phytophthora multivora nebo
(Hornero et al.,, 2021) na $panélském dubu Quercus ilex subsp. ballota a patogenu Phytophthora
cinnamomi. Prvni zminénd préce prezentuje ponékud nejednoznac¢né vysledky detekce napadeni
z vegetacnich indexti vypocitanych na zdkladé spektralni odrazivosti. Druha z vy$e zminénych
praci urcuje napadeni patogenem ze spektralni kfivky reflektance u jesté asymptomatickych

jedinci. Jedna se tedy opét o konfliktni vysledky a tento vztah si jisté zaslouzi dalsi prozkoumani.

6.3 Terénni Setfeni v povodi feky Litavky 2023

Terénni méfeni velmi ndzorné potvrdilo nasi hypotézu o celkovém vétsim rozptylu
ekofyziologickych parametrii u stromu viditelné napadenych patogeny z komplexu P. alni. Tento
jev si vysvétluji individualitou kazdého jedince a rozdilnymi schopnostmi vypofadat se
s postupujicim patogenem (Stochlova et al., 2016). V nadem terénnim $etfeni v povodi Litavky byl
ptislusny strom ohodnocen jako p¥iznakovy na zakladé piitomnosti ¢erstvych 1ézi na kmeni. Léze
zpisobuje ptimo patogenni komplex P. alni, ktery z kofenového systému postupuje vySe do kmene

a zpusobuje nekrdzy vodivych pletiv. Je to tedy znak pfitomnosti silného patogenu, se kterym se
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strom mus{ aktivné vypotadavat (Cerny et al., 2021). Lze pfedpokladat, e kazdy dospély strom
bude k obrané pfistupovat rozdilné — v zdvislosti na podminkdch stanovisté, pfedchozim
fyziologickém stavu, genetické vybavé (Stochlova et al., 2016), a Ze tato symbidza s patogenem se
bude v case vyvijet. Celkovy rozdil v rozptylech méfenych parametrti, ktery mizeme vidét v nasich
méfenich (graf 13) je tedy pravdépodobné zapfi¢inén pravé probihajicim bojem strom vs. patogen,

ktery jsme zachytili v jedné urcité fazi.

Dalo by se prepokladat, Ze pokud bychom stromy hodnotili na $kdle symptomati¢nosti,
namisto bindrniho oznaceni symptomaticky vs. asymptomaticky, mohli bychom pozorovat trend
rozifujicich se rozptylt jednotlivych parametrG spole¢né s rostouci mirou ndkazy. Podobné
pracovali se ¢tyfmi tiidami podle miry defoliace. Z divodu nizkého poc¢tu hodnocenych jedinci
jsme piistoupili pouze k odliSeni dvou t¥id dle symptomil ndkazy na kmeni.

Oproti tomu stromy hodnocené jako bezptiznakové mutzeme povazovat za jedince pfed
nebo po selekci ve vztahu k nakaze komplexem P. a/ni. Jelikoz je v fece Litavce pfitomnost tohoto
komplexu patogent potvrzena, a protoze vSechny oznacené olse pochazeji z bezprostiedni blizkosti
toku, 1ze tvrdit, Ze vSechny stromy pfisly do kontaktu s patogenem. Asymptomaticti jedinci budou
takovi, ktefi jsou vii¢i ndkaze diky své individualité odolni — mozna zabranili vstupu patogena,
mozna zastavili jeho §ifeni uvnitf pletiv (Ofdwald et al., 2014). Kazdopadné tyto stromy nastolily v
tomto vztahu jakousi rovnovahu, a tudiz i méfené hodnoty sledovanych parametrii budou vzdjemné
vice podobné. Pokud by v tomto pozorovani byla zahrnuta i kontrola s ndkazou komplexu P. alni
z nezasazeného tzemi, bylo by zajimavé porovnat, zda se uvazované znaky listovi asymptomatické

olse lisi od ol3i bez vystaveni patogenu.

Pti bliz§im pohledu na jednotlivé vybrané parametry (soubor grafi 12) je ziejmé, Ze
primérné hodnoty se vyrazné neli$i (coz ostatné potvrdila i analyza t-testem). Jediny rozdil
vykazuje defoliace a to jasné dokazuje, ze vy$$i mira defoliace je privodni symptom praveé
probihajiciho a pokroc¢ilého napadeni ole lepkavé patogeny z komplexu P. alni, coz potvrzuje
vétsina studif (Guerra-Hernéndez et al., 2021, Cerny et al.). Velmi podobné analyzy, akorat na
vétsim mnozstvi vzorkd, provedli autoti prace %! et al., 2021, kde sledoval napadeni dubu Quercus
ilex subsp. Ballota patogenem Phytophthora cinnamomi. Autoti rozliSovali u sledovanych stromi
4 stupné intenzity napadeni, ale pokud by porovndvali pouze symptomatické a asymptomatické
jedince, dokumentovali zdsadni posun rozptylu sledovanych parametrt (v jejich ptipadé leaf area
index, obsah chlorofylu a karotenoidti, LMA, obsah vody a obsah anthokyant) - tedy jeho zvySeni
u jedincti symptomatickych.

Velmi vyrazné rozdily v rozptylech jsou v nasich datech patrné u relativnhiho obsahu
anthokyant (AnthM), flavonoida (FlvM) a dusik-flavnolového indexu (NFI; soubor grafii 12D az
12F). Anthokyany plni v listech mnoho funkci a jejich hladiny kolisaji v zavislosti na ¥adé faktori
(Close and Beadle, 2003). V kontextu této prace je nasnadé zdtraznit jejich roli jakozto antioxidantt
— pti ptsobeni stresoru, naptiklad v podobé patogena, se v rostlinnych burikach objevuji zvysené

hladiny reaktivnich forem kysliku (ROS), které mohou nenavratné poskodit mnohé bunécné
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struktury, v¢etné DNA. Anthokyany, jakozto antioxidanty, pomadhaji rostliné odbouravat ROS a
proto pfi napadeni pozorujeme jejich zvySenou koncentraci (Close and Beadle, 2003). Nase
pozorovani neumoziuje porovnat hladiny anthokyanii mezi napadenymi a nenapadenymi jedinci,
ale je znich velmi dobfe patrny rozdil vrozptylu koncentraci u symptomatickych a
asymptomatickych stromt (soubor grafi 12C). Symptomaticti jedinci vykazuji vyrazné $irsi rozptyl,
coz si opét vysvétluji pravé probihajicim bojem s postupujici infekci, ktery jsme zachytili v riznych
fazich vyvoje. Pfi¢ina rozdilu tkvi v principu fungovani infekce patogenem rodu Phytophtora —
nekrézy vodivych pletiv zpiisobi rostliné vodni stres a ten zapti¢ini v listech vznik ROS, kterym se
rostlina brdni nartstem obsahu antioxidantti, kam spadaji pravé anthokyany (Dorado et al., 2023a).

Flavonoidy jsou rozmanitou skupinou sekunddrnich metaboliti, kam mimo jiné patfi i
anthokyany a flavonoly. Obecné se jednad o fyziologicky aktivni latky, které celkové hraji dalezitou
roli vrostlinné odolnosti proti biotickym i abiotickym stresorim. Mohou slouzit jako
fotoprotektanty, antioxidanty, nebo jako signalni molekuly podporujici dal$i obranné mechanismy
rostliny (Treutter, 2006). Lze pfedpokladat, ze v pfipadé aktivné probihajici infekce patogenem,
budou hladiny flavonoidi v rostliné zvysené. Z nasich pozorovani opét vyplyva, ze symptomatické
olse, pravé bojujici s patogeny komplexu P. alni, maji vét$i rozptyl hodnot obsahu flavonoida
v listech — kam se patrné promitaji hladiny z celého téla rostliny (soubor grafii 12E).

Obsah dusiku v listech je velmi dtlezitym ukazatelem nutri¢nich pomérd v napadeném
stromu. Zejména proto, Ze se v této praci zabyvam olsi lepkavou — stromem s hlizkovymi bakteriemi
vazicimi vzdusny dusik, a kofenovymi patogeny komplexu P. alni zptisobujicimi nekrézy pletiv. Je
tedy nasnadé, Ze strom celici silnému napadeni bude mit celkové snizeny obsah dusiku v pletivech,
coz bylo zjiSténo i na opadu symptomatickych stromt A/lnus lusitanica (Ferreira et al., 2022a).
Tento jev v nasich méfenich (soubor grafti 12F) pouze lehce naznacen — symptomatické stromy
maji primérnou hodnotu NFI index lehce niz$i nez asymptomatické. Také vétsi rozptyl NFI u
symptomatickych jedincti podporuje tvrzeni o jejich silnéj$im napadeni a rozdilnych schopnostech

branit se.

Fluorescen¢ni parametry se v tomto ohledu neukazaly pfili§ slibnymi ukazateli, kdyz tedy
pocitame pouze s rozdilem rozptyld. Snad moznd parametr ,Psi_o“, ovSem jeho interpretace je
pomérné komplikovand. Manudl FluorPenu tento parament definuje jako Psio = 7 - VJ (tabulka 1),
coz se da vylozit jako jednotka variabilni fluorescence v bodé ] na OJIP kfivce (2 ms). Pfenesene,
podle vzorce Vj=(Fj-F0)/(Fm - FO ), to znamena proporci z maximalni intenzity fluorescence,
kterou rostlina nedokaze zuzitkovat daném v bodé. Toto nep¥imo ukazuje na vykonnost elektron-
transportniho Fetézce. Prace Strasser et al., n.d., detailné se zabyvajici fluorescen¢nimi parametry,
parametr Yo definuje jako “icinnost, s jakou zachyceny exciton dokdze posunout elektron dile neZ
na primdrni elektronovy akceptor v elektron-transportnim retézci“ a déle to oznacuje za jeden z
ukazatelt vytézku primdrni fotosyntézy. Pokud maji asymptomatické olSe nizsi rozptyl Psi_0
znamena to, ze jejich fotosynteticky apardt ma pomérné stabilni vykonnost a opét to svéd¢i o

jakémsi vyrovnanim se s pfitomnosti patogenu.
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Dal$im parametrem s pomérné viditelnym rozdilem je LMA, kde je patrny mensi rozptyl
hodnot asymptomatickych stromt a zdroveii lehce nizsi primérna hodnota nez u symptomatickych
jedinct (soubor grafti 12N). LMA, neboli specificka listova hmotnost, je ekofyziologicky parametr,
ktery vypovida o tom, jak moc rostlina investuje do zachycovani svételného zateni (Poorter et al.,
2009). Bylo by zajimavé dale sledovat, zda symptomatické olSe pfi boji s kofenovym patogenem

P. alni skute¢né investuji vice zdroji do list nez asymptomatické. Vysledky této prace i studie

Optické vlastnosti listovi vypovidaji o biochemickém slozeni i vnit¥ni struktufe listu a jejich
interpretace muze byt velmi komplexni. Z nasich dat vyplyva signifikantni rozdil v odrazivosti list
symptomatickych a asymptomatickych jedinct ve viditelné ¢asti spektra (graf 17). Do této casti
kiivky se promitaji pfedevsim absorp¢ni pasy chlorofylt (430 nm a 660 nm pro chlorofyl a, 450 nm
a 650 nm pro chlorofyl ) (Albrechtova et al., 2017). Chlorofyly v danych vlnovych délkich
dopadajici zafeni absorbuji, a tudiz niz$i hodnoty reflektance znac¢i vys$si obsah chlorofylti u
asymptomatickych olsi. Toto zjisténi koresponduje s trendem k mirné vyssimu obsahu chlorofylu
zjisténému pomoci ptistroje MPM a teorii, Zze asymptomaticti jedinci jsou zdravéjsi a lépe se
vyporddali s pfitomnosti patogena. Podobné vysledky reportuje i (Croeser et al., 2022), kde autoti
pozorovali rozdil v reflektanci u rostlin infikovanych jinymi patogeny rodu Phytophtora nez P. x

alni, ovSem predevsim ve vlnovych délkach vypovidajicich o obsahu vody.

6.4 Vyuziti ziskanych poznatkdi v managementu fytoftorového onemocnéni

Kli¢ovou myslenkou celé prace byla potencialni aplikace ziskanych poznatkti v monitoringu
a managementu fytoftorového onemocnéni olSe lepkavé. Z toho diivodu jsme zvolili neinvazivni
metody s potencidlem pro velkoplo$né vyuziti v terénu. Soucasna praxe monitoringu ekosystémi
dalkovym prizkumem pracuje nejcastéji se spektrdlnimi vlastnostmi porostu (Abdulridha et al.,
2016; Croeser et al., 2022; Gold et al., 2020; Guerra-Herndndez et al., 2021; Hornero et al., 2021).
My jsme se rozhodli hodnotit ne jenom optické vlastnosti, ale také fluorescenci chlorofylu a
relativni obsah pigmenti v nadéji, Ze nalezneme nové parametry (nebo jejich kombinace)
vypovidajici o fyziologickém stavu rostliny typickém pro infekci patogenem rodu Phytophtora. 1
pfesto se pravé optické vlastnosti, specificky odrazivost v absorpénim pasu chlorofylu, ukdzaly byt
zatim nejslibnéjsi ukazatelem zdjmového vztahu. Za dal$i nejvice slibné ukazatele fytoftorového
onemocnéni z listovi povazuji parametry LMA, WC, AnthM a ABS/RC. Ovs$em pro jejich aplikaci
v terénu je potteba jesté dalsi vyzkum.

Prikopniky v monitoringu fytoftorového onemocnéni za vyuziti metod dalkového
prace byly zaméfené na vyuziti optickych vlastnosti na irovni porostu. Prvni zminéna studie se
zajimala o rozliSeni 4 kategorii miry defoliace pouze na zdkladé spektrilni odrazivosti koruny
napadeného stromu. Dal$im krokem by tedy piirozené mélo byt hleddni konkrétnich vegeta¢nich
indext, které jsou na fytoftorové onemocnéni citlivé. A pravé o to se snazi autofi druhé vyse
uvedené prace. Za pouziti hyperspektralnich obrazovych dat identifikovali ¥adu parametrti listovi

(snimdno ze vzduchu nad udrovni korun stromt), v nichz se odrazi nakaza patogenem rodu
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Phytophtora. Jako citlivé parametry uvadéji obsah vody, chlorofylu, karotenoidt a anthokyani,
dale fluorescenci chlorofylu, LMA, a nartst teploty koruny. Pravé posedni minény parametr se
ukdzal byt ze vsech nejcitlivéjsi, coz odpovida ptedchozim zjisténi o uzavirani praducha v disledku
omezeného pfijmu vody pfi fytoftorovém onemocnéni.

Inovativni metodou detekce napadeni rostlin patogenem rodu Phytophtora by mohly byt
nanomateridly (Avila-Quezada and Rai, 2023), ovSem toto odvétvi je stile na pocatku svého
praktického vyuziti a pfevazné se zaméfenim na zemédélsky vyznamné druhy, jako je naptiklad

Phytophtora infestans napadajici brambory.

S probihajici klimatickou zménou dochdzi i k zdsadnim zméndm na drovni ekosystémi. To
platii pro biehové olSové lesy a jejich destruktory, patogeny rodu Phytophtora. Jak jiz bylo zminéno
dfive, stromy rodu A/nus mohou byt napadeny Sirokou paletou patogenii rodu Phytophtora
(Bregant et al., 2023). OvSem fytoftorové onemocnéni je rozsifené po celé Zemékouli. Napiiklad
Pytophtora x cambivora, vysoce hostitelsky nespecificky patogen dfevin, je hojné rozsifen nejen
v Evropé, ale také vychodni Asii (pfedev$im v Japonsku), Severni Americe, Australii a Chile.
(Mullett et al., 2023). Zajimavosti je, ze v ptipadé Jizni Korey doslo napadeni olsi tamnich ol$ovych
porostii do takovych rozmeéri, ze patogeny komplexu P. alni podléhaji podobnym karanténnim
opatfenim, jako tfeba u nds P. infestans (Avila-Quezada and Rai, 2023).

V Evropé jsou ol$e v ohrozeni kviili plo§nému rozsifeni patogent komplexu P. alni. Ubytek
olsi v ekosystému uvolnuje prostor pro jiné, invazni druhy N-fixujicich dfevin, jako napf. trnovnik
akat (Robinia pseudoacacia). Takovyto posun ve slozeni bfehovych porosti, které jsou pro vodni
ekosystémy klicové, by vedl k zdsadnim zménam celého biotopu. Jeden z konkrétnich aspektti, na
které to bude mit dopad, je proces rozkladu listového opadu. Pravé timto se zabyva prace Alonso et
al., 2024, kde autofi porovndvali miru dekompozice opadu o rtizném slozeni. Zatadili i listovi
pochazejici z ol$i (Alnus lusitanica) napadenych patogenem P. x alnia nas nepiekvapi, Ze pravé tyto
listy byly rozkladany s nejvyssi intenzitou. Jak jiz bylo zminéno dfive, v dusledku napadeni
patogenem rodu Phytophtra dochazi k akumulaci asimildti v listovi (Ferreira et al., 2022) a je tedy
nasnadé, ze pravé tyto energeticky bohaté listy budou dekompozitofi preferovat.

To, jak olSe ovliviiuji mikrobiadlni spole¢enstvo na stanovisti, rozebird review Fuller et al.,
2023. Jiz v uvodu jsem zminila skupinu mikroorganismi PGPR, které svou aktivitou zasahuji do
vztahu strom-patogen. Jako velmi zajimava moznost ochrany ol$ovych porostii pted fytoftorovym
onemocnénim se nabizi vyuziti tzv. biocontrol agents (BCA) — tedy specificky vybrané PGPR, které
mohou piisobit pfimo na patogeny P. a/niv piidé (napiiklad produkci hydrolytickych enzym nebo
kompetici o zdroje), nebo podpofit véasné spusténi rostlinné imunity a hormondalnich zmén. V
budoucim vyzkumu by tedy mohlo byt velmi p¥inosné identifikovat konkrétni BCA, které by byly
schopny zasdhnout do vztahu Phytophtora-ol$e a umoznit tak ochranu ol$ovych porosti.

V soucasné dobé je jedinou moznosti, jak zajistit management napadenych olSovych
porostt, jejich likvidace. Metodicky postup téchto praci s ohledem na minimalizaci dalsiho $iteni
pracovnich nastrojt, techniky, obuvi) a odstranény material povazovat za infek¢ni. Idealni je

zlikvidovat jej Zehem pt¥imo na lokalité.
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Lze oc¢ekavat, Ze narist teplot a ¢astéjsi viny veder zasahnou i do vztahu strom-patogen.
Zajimava studie Dorado et al., 2023 se zabyvala pravé témito faktory v kontextu fytoftorového
onemocnéni a jeho projevi v listovi nakazenych stromt. Vysledky hovoii jasné: zvySena teplota
v kombinaci s napadenim patogenem rodu Phytohtora ovlivni obsah fady sekunddrnich metabolitt
v listovi. Toto zavdava podmét pro dalsi sledovani fyziologickych projevii fytoftorového
onemocnéni v listovi.

Dalsi dtsledek posunu teplotnich pasem bude korespondujici zména aredlu vyskytu
patogenti komplexu P. a/ni. Konkrétné P. x alnije pomérné citlivd na mraz (Redondo et al., 2015),
tudiz stale mirnéjsi zimy a kratsi periody mrazu umozni jeji sifeni do vyssich zemépisnych Sifek a
nadmotskych vysek (Corcobado et al., 2023). Postihnuto bude ovSem celé ptdni mikrobidlni
spole¢enstvo a vzhledem ke komplexité vztahi vtomto prostfedi bude jen velmi tézce

pfedpovidatelné, jaké ndsledky to miiZze mit na cely ekosystém (Riit et al., 2023).
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7 Zavér
V zavéru diplomové prace postupné hodnotim, zda experimenty a pozorovani provedené v letech
2022 a 2023 vyvraci ¢i potvrzuji vznesené hypotézy o projevu vztahu P. a/ni a olSe lepkavé ve

fyziologickych vlastnostech listovi. Pfesné formulace hypotéz se nachazi v kapitole 1.2.

Infekce P. x alnise ve své rané fizi na listovi ole lepkavé neprojevi. Zadny z mé¥enych
parametrt, na $kdle od funkénich znakt az po optické vlastnosti listovi, pfesvéd¢ivé nepotvrdil
teorii o moznosti zachyceni pocatku ndkazy olse lepkavé komplexem P. alni za pouziti pravé
zminovanych metod. Laboratorni experimenty v kombinaci s vysledky z terénniho pozorovani
naznacuji, Ze z urcitych fluorescen¢nich parametri (napt. ABS/RC, DIo/RC, Psio) je mozné urcit

pokrocila stadia napadeni ol$i P. alni. Tyto vysledky vSak nejsou konzistentni.

Ceska i norskd provenience olSe lepkavé projevily zasadni rozdily ve svych hodnotich
fluorescenc¢nich parametrti i obsahu pigmentt v listovi, ovSem tento rozdil nebyl dan pfitomnosti
patogenu P. x a/ni. U obou provenienci olSe jsme i pfes opakovanou inokulaci a zavére¢nou

pozitivni reizolaci patogenu pozorovali shodnou absenci reakce na vsech zjistovanych turovnich.

Stejné tak zvySena koncentrace CO: v atmosféte se na funkénich a fluorescen¢nich znacich
listovi nijak neodrazila ani v interakci s inokulaci P. x alni a 1ze tedy pfedpokladat, Ze nezasahuje

do vztahu ol$e a P. x alni.

Sterilita péstebniho substratu ovlivnila fyziologii listovi olSe lepkavé ve smyslu hodnot
fluorescenc¢nich parametr ABS/RC a DIo/RC, obsahu vody a LMA. Na zakladé pozorovani vitality
rostlin Ize usuzovat, Ze sterilni substrat bez kompetice s dalsimi mikroorganismy podpotil rozvoj
infekce P. x alni a nase méteni tento vztah reflektuji zejména vys$sim rozptylem hodnot pro olse

rostouci ve sterilnim substratu s P. x alni.

Z terénniho méfeni vyplynul slibny vysledek pro pouziti reflektance jakozto optického
parametru vhodného k rozliSeni napadeni ol$i lepkavych patogenem P. x alni v pfirodnich
podminkach. Tento vysledek uspokojivé podporuje ¢ast vyslovené hypotézy a nastifiuje moznost
vyuziti monitoringu reflektance olSovych porosti k hodnoceni jejich vitality v kontextu

fytoftorového onemocnéni.

Celkové si tuto praci dovolim uzavtit zamys$lenim. Mame pied sebou vyzvu globélnich
rozmért v podobé zmény klimatu, kterd nevyhnutelné zasdhne vSechny ekosystémy i aspekty
lidského zivota. Role védeckého badani je tedy kli¢ova a musi byt ve sttedu naseho zajmu pfinaset
poznani pravé v kontextu probihajicich zmén. Ekofyziologie rostlin, jakozto disciplina zabyvajici
se dynamickymi vztahy mezi rostlinami a jejich prostfedim, bude nabirat na vyznamu, a je tedy
namisté rozvijet spoluprace s dalsimi védnimi obory. V této praci jsme spojili expertizu hned tii
kateder ze dvou univerzit, a to je pouhym zac¢itkem budoucich spole¢nych vyzkumi. Konkrétné
fytoftorové onemocnéni je problém, ktery se na prvni pohled mtize zdat okrajovym, ovSem
s pozvolnym posunem aredli mnoha organismi muze zacit nabirat velkych rozméri. Vcasné

vV 7

zachyceni nakazy je kli¢ovym bodem v prevenci dalsiho $ifeni, a aby to bylo co nejefektivnéjsi, je
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vV v

nasnadé vyuziti nedestruktivnich metod délkového prizkumu. Vétim, ze tato diplomova prace

ptispéla k pochopeni daného problému a nastinila dal$i moznosti sméfovani na cesté k jeho feseni.

88



Seznam literatury

Abdulridha, J., Ehsani, R., de Castro, A., 2016. Detection and Differentiation between Laurel Wilt
Disease, Phytophthora Disease, and Salinity Damage Using a Hyperspectral Sensing Technique.
Agriculture 6, 56. https://doi.org/10.3390/agriculture6040056

Albrechtova, J., Kupkova, L., Campbell, P.K.E., 2017. Metody hodnoceni fyziologického stavu
smrkovych porosti: pfipadové studie sledovani vyvoje stavu smrkovych porostti v Krusnych
horach v letech 1998-2013, Vydani prvni. ed. Cesk4 geograficka spole¢nost, Praha.

Avila-Quezada, G.D., Rai, M., 2023. Novel nanotechnological approaches for managing
Phytophthora diseases of plants. Trends Plant Sci. 28, 1070-1080.
https://doi.org/10.1016/j.tplants.2023.03.022

Bjelke, U., Boberg, J., Oliva, ]., Tattersdill, K., McKie, B.G., 2016. Dieback of riparian alder caused
by the Phytophthora alni complex: projected consequences for stream ecosystems. Freshw. Biol.
61, 565-579. https://doi.org/10.1111/fwb.12729

Brasier, C.M., Kirk, S.A., 2001. Comparative aggressiveness of standard and variant hybrid alder
phytophthoras, Phytophthora cambivora and other Phytophthora species on bark of A/nus,
Quercus and other woody hosts. Plant Pathol. 50, 218-229. https://doi.org/10.1046/j.1365-
3059.2001.00553.x

Brasier, C.M., Kirk, S.A., Delcan, J., Cooke, D.E.L., Jung, T., Man In’t Veld, W.A., 2004.
Phytophthora alni sp. nov. and its variants: designation of emerging heteroploid hybrid pathogens
spreading on Alnus trees. Mycol. Res. 108, 1172-1184.
https://doi.org/10.1017/50953756204001005

Brasier, C.M., Rose, J., Gibbs, ].N., 1995. An unusual Phytophthora associated with widespread
alder mortality in Britain. Plant Pathol. 44, 999-1007. https://doi.org/10.1111/j.1365-
3059.1995.tb02658.x

Bregant, C., Batista, E., Hildrio, S., Linaldeddu, B.T., Alves, A., 2023. Phytophthora Species
Involved in Alnus glutinosa Decline in Portugal. Pathogens 12, 276.
https://doi.org/10.3390/pathogens12020276

Bussotti, F., Gerosa, G., Digrado, A., Pollastrini, M., 2020. Selection of chlorophyll fluorescence
parameters as indicators of photosynthetic efficiency in large scale plant ecological studies. Ecol.
Indic. 108, 105686. https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2019.105686

Cerny, K., Chumanova, E., Havrdov4, L., Hatid¢kov4, Z., Brestovanska, T., Zyka, V., 2021. Invazni
patogeny dfevin v Zivotnim prostfedi: determinace chorob a moznosti omezeni $ifeni a impaktu
na lesni ekosystémy. Vyzkumny ustav Silva Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictvi, v.v.i.,
Prtihonice.

Cerny, K., Peskovd, V., Modlinger, R., n.d. ROZSIRENI FYTOFTOROVEHO ONEMOCNENT
OLSI V LESNICH POROSTECH CR — PREDBEZNE VYSLEDKY 2015.

89



Cerovic, Z.G., Moise, N., Agati, G., Latouche, G., Ben Ghozlen, N., Meyer, S., 2008. New portable
optical sensors for the assessment of winegrape phenolic maturity based on berry fluorescence. J.
Food Compos. Anal. 21, 650-654. https://doi.org/10.1016/j.jfca.2008.03.012

Chandelier, A., Husson, C., Druart, P., Margais, B., 2016. Assessment of inoculation methods for
screening black alder resistance to Phytophthora x alni. Plant Pathol. 65, 441-450.
https://doi.org/10.1111/ppa.12418

Chepsergon, J., Motaung, T.E., Bellieny-Rabelo, D., Moleleki, L.N., 2020. Organize, Don’t
Agonize: Strategic Success of Phytophthora Species. Microorganisms 8, 917.
https://doi.org/10.3390/microorganisms8060917

Clemenz, C,, Fleischmann, F., Haberle, K.-H., Matyssek, R., Osswald, W., 2008. Photosynthetic
and leaf water potential responses of Alnus glutinosa saplings to stem-base inoculaton with
Phytophthora alni subsp. alni. Tree Physiol. 28, 1703-1711.
https://doi.org/10.1093/treephys/28.11.1703

Close, D.C,, Beadle, C.L., 2003. The Ecophysiology of Foliar Anthocyanin. Bot. Rev. 69, 149-161.
https://doi.org/10.1663/0006-8101(2003)069[0149: TEOFA]2.0.CO;2

Corcobado, T., Cech, T.L., Daxer, A., Datkov4, H., Janousek, J., Patra, S., Jahn, D., Hiittler, C.,
Milenkovi¢, 1., Tomsovsky, M., Jung, M.H., Jung, T., 2023. Phytophthora, Nothophytophthora

and Halophytophthora diversity in rivers, streams and riparian alder ecosystems of Central
Europe. Mycol. Prog. 22, 50. https://doi.org/10.1007/s11557-023-01898-1

Corcobado, T., Milenkovié, ., Saiz-Fernandez, 1., Kudlacek, T., Plichta, R., M3djek, T., Bacova, A.,
Datkova, H., Délya, L.B., Trifkovi¢, M., Mureddu, D., Ra¢ko, V., Kardosové, M., Durkovid, J.,
Rattunde, R., Jung, T., 2022. Metabolomic and Physiological Changes in Fagus sylvatica Seedlings
Infected with Phytophthora plurivora and the Al and A2 Mating Types of P. xcambivora. J. Fungi
8, 298. https://doi.org/10.3390/j0£8030298

Croeser, L., Admiraal, R., Barber, P., Burgess, T.I., Hardy, G.E.S.]J., 2022. Reflectance spectroscopy
to characterize the response of Corymbia calophyllato Phytophthora root rot and waterlogging
stress. For. Int. ]. For. Res. 95, 312-330. https://doi.org/10.1093/forestry/cpab045

Dorado, F.]J., Alias, ].C., Chaves, N., Solla, A., 2023a. Warming Scenarios and Phytophthora
cinnamomi Infection in Chestnut (Castanea sativa Mill.). Plants 12, 556.
https://doi.org/10.3390/plants12030556

Dorado, F.]., Alias, J.C., Chaves, N., Solla, A., 2023b. Warming Scenarios and Phytophthora
cinnamomi Infection in Chestnut (Castanea sativa Mill.). Plants 12, 556.
https://doi.org/10.3390/plants12030556

Durkovié, J., Bubenikova, T., Guzmerova, A., Fleischer, P., Kurjak, D., Catlova, L., Lukadik, 1.,
Dvotdk, M., Milenkovié¢, I., 2021. Effects of Phytophthora Inoculations on Photosynthetic
Behaviour and Induced Defence Responses of Plant Volatiles in Field-Grown Hybrid Poplar
Tolerant to Bark Canker Disease. ]. Fungi 7, 969. https://doi.org/10.3390/j0f7110969

90



Evans, H.F., Oszako, T. (Eds.), 2007. Alien invasive species and international trade. Forest

Research Institute, Warsaw.

Ferreira, V., Pazianoto, L.H.R., Solla, A., 2022a. Invasive forest pathogens affect the
characteristics, microbial colonisation, and decomposition of leaf litter in streams. Freshw. Biol.
67, 416-429. https://doi.org/10.1111/fwb.13851

Ferreira, V., Pazianoto, L.H.R., Solla, A., 2022b. Invasive forest pathogens affect the
characteristics, microbial colonisation, and decomposition of leaf litter in streams. Freshw. Biol.

67, 416-429. https://doi.org/10.1111/fwb.13851

Fleischmann, F., Gottlein, A., Rodenkirchen, H., Liitz, C., Offwald, W., 2004. Biomass, nutrient
and pigment content of beech ( Fagus sylvatica) saplings infected with Phytophthora citricola , P.
cambivora , P. pseudosyringae and P. undulata. For. Pathol. 34, 79-92.
https://doi.org/10.1111/j.1439-0329.2004.00349.x

Fuller, E., Germaine, K.J., Rathore, D.S., 2023. The Good, the Bad, and the Useable Microbes
within the Common Alder (Alnus glutinosa) Microbiome—Potential Bio-Agents to Combat Alder
Dieback. Microorganisms 11, 2187. https://doi.org/10.3390/microorganisms11092187

Gold, K.M., Townsend, P.A., Chlus, A., Herrmann, I., Couture, J.J., Larson, E.R., Gevens, A.].,
2020. Hyperspectral Measurements Enable Pre-Symptomatic Detection and Differentiation of
Contrasting Physiological Effects of Late Blight and Early Blight in Potato. Remote Sens. 12, 286.
https://doi.org/10.3390/rs12020286

Goulas, Y., Cerovic, Z.G., Cartelat, A., Moya, I., 2004. Dualex: a new instrument for field
measurements of epidermal ultraviolet absorbance by chlorophyll fluorescence. Appl. Opt. 43,

4488. https://doi.org/10.1364/A0.43.004488

Guerra-Herndndez, J., Diaz-Varela, R.A., Avarez-Gonzilez, J.G., Rodriguez-Gonzilez, P.M., 2021.
Assessing a novel modelling approach with high resolution UAV imagery for monitoring health
status in priority riparian forests. For. Ecosyst. 8, 61. https://doi.org/10.1186/s40663-021-00342-8

Hornero, A., Zarco-Tejada, P.J., Quero, J.L., North, P.R.]., Ruiz-Gémez, F.]., Sinchez-Cuesta, R.,
Hernandez-Clemente, R., 2021. Modelling hyperspectral- and thermal-based plant traits for the
early detection of Phytophthora-induced symptoms in oak decline. Remote Sens. Environ. 263,

112570. https://doi.org/10.1016/j.rse.2021.112570

Husson, C., Aguayo, J., Revellin, C,, Frey, P., Ioos, R., Margais, B., 2015. Evidence for homoploid
speciation in Phytophthora alni supports taxonomic reclassification in this species complex.
Fungal Genet. Biol. 77, 12-21. https://doi.org/10.1016/j.fgb.2015.02.013

Ingle, A.P., Rathod, D., Brestic, M., Kalaji, H.M., Rai, M., 2017. Biophysical Phenotyping as an
Essential Tool for Understanding Host-Microbe Interaction, in: Varma, A., Sharma, A.K. (Eds.),
Modern Tools and Techniques to Understand Microbes. Springer International Publishing, Cham,
pp. 65-80. https://doi.org/10.1007/978-3-319-49197-4_4

91



Jonsson, U., 2004. Phytophthora species and oak decline — can a weak competitor cause significant
root damage in a nonsterilized acidic forest soil? New Phytol. 162, 211-222.
https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2004.01016.x

Jung, T., Pérez-Sierra, A., Durédn, A., Jung, M.H., Balci, Y., Scanu, B., 2018. Canker and decline
diseases caused by soil- and airborne Phytophthora species in forests and woodlands. Persoonia -
Mol. Phylogeny Evol. Fungi 40, 182-220. https://doi.org/10.3767/persoonia.2018.40.08

Klavina, D., Strike, Z., Ciselonoka, L., Lekavics, J., Burnevica, N., Paruma, K., Saulite-Berene, D.,
Rudans, E., Gaitnieks, T., 2024. Phytosanitary assessment of black and grey alder stands in Latvia.
Scand. ]. For. Res. 39, 138-144. https://doi.org/10.1080/02827581.2023.2290237

Lichtenthaler, H.K., 2021. Multi-colour fluorescence imaging of photosynthetic activity and plant
stress. Photosynthetica 59, 364-380. https://doi.org/10.32615/ps.2021.020

Machacova, M., Tomaskova, I., Corcobado, T., Nagy, Z., Milanovi¢, S., Janousek, J., Peskovd, V.,
C‘epl, J., Gezan, S., Nakladal, O., Zumr, V., Kalyniukova, A., Milenkovi¢, L., Jung, T., 2024.
Response of Alnus glutinosa to Phytophthora bark infections at ambient and elevated CO2 levels.
Front. For. Glob. Change 7, 1379791. https://doi.org/10.3389/ffgc.2024.1379791

Matsiakh, I., Menkis, A., 2023. An Overview of Phytophthora Species on Woody Plants in
Sweden and Other Nordic Countries. Microorganisms 11, 1309.
https://doi.org/10.3390/microorganisms11051309

Milenkovié, 1., Ke¢a, N., Karadzi¢, D., Radulovi¢, Z., Nowakowska, J., Oszako, T., Sikora, K.,
Corcobado, T., Jung, T., 2018. Isolation and Pathogenicity of Phytophthora Species from Poplar
Plantations in Serbia. Forests 9, 330. https://doi.org/10.3390/f9060330

Mullett, M.S., Van Poucke, K., Haegeman, A., Focquet, F., Cauldron, N.C., Knaus, B.]., Horta
Jung, M., Kageyama, K., Hieno, A., Masuja, H., Uematsu, S., Webber, ].F., Brasier, C.M., Bakonyi,
J., Heungens, K., Griinwald, N.J., Jung, T., 2023. Phylogeography and population structure of the
global, wide host-range hybrid pathogen Phytophthora x cambivora. IMA Fungus 14, 4.
https://doi.org/10.1186/s43008-023-00109-6

Multi Pigment Meter, 2020.

Nave, C., Schwan, J., Werres, S., Riebesehl, J., 2021. Alnus glutinosa Threatened by Alder
Phytophthora: A Histological Study of Roots. Pathogens 10, 977.
https://doi.org/10.3390/pathogens10080977

Ofdwald, W, Fleischmann, F., Rigling, D., Coelho, A.C., Cravador, A., Diez, ]., Dalio, R.J., Horta
Jung, M., Pfanz, H., Robin, C,, Sipos, G., Solla, A., Cech, T., Chambery, A., Diamandis, S., Hansen,
E., Jung, T., Orlikowski, L.B., Parke, J., Prospero, S., Werres, S., 2014. Strategies of attack and
defence in woody plant— P hytophthora interactions. For. Pathol. 44, 169-190.
https://doi.org/10.1111/efp.12096

Parry, C., Blonquist, ].M., Bugbee, B., 2014. In situ measurement of leaf chlorophyll
concentration: analysis of the optical/absolute relationship: The optical/absolute chlorophyll
relationship. Plant Cell Environ. 37, 2508-2520. https://doi.org/10.1111/pce.12324

92



Pfanz, H., Mombour, ]., Wittmann, C., Fleischmann, F., Offwald, W., 2015. Chlorophyll
fluorescence for visualizing the spatial and temporal spread of Phytophthora alnisubsp. alniin
alder bark tissue. Plant Pathol. 64, 467—477. https://doi.org/10.1111/ppa.12256

Poorter, H., Niinemets, U., Poorter, L., Wright, L.]., Villar, R., 2009. Causes and consequences of
variation in leaf mass per area (LMA): a meta-analysis. New Phytol. 182, 565-588.
https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2009.02830.x

PSI, 2021. FluorPen FP 110, PAR-FluorPen FP 110, Monitoring Pen MP 100 - Manual and User
Guide.

Redondo, M.A., Boberg, J., Olsson, C.H.B., Oliva, J., 2015. Winter Conditions Correlate with
Phytophthora alni Subspecies Distribution in Southern Sweden. Phytopathology® 105, 1191-
1197. https://doi.org/10.1094/PHYTO-01-15-0020-R

Rial-Martinez, C., Souto-Herrero, M., Piidén-Esteban, P., Garcia-Gonzilez, I., Aguin-Casal, O.,
Salinero-Corral, C., Vazquez-Ruiz, R.A., 2023. First Report of Root Rot Caused by Phytophthora
lacustris on Alder ( Alnus lusitanica) in Spain. Plant Dis. 107, 3322. https://doi.org/10.1094/PDIS-
04-23-0793-PDN

Riit, T., Cleary, M., Adamson, K., Blomquist, M., Burokiené, D., Mar¢iulyniené, D., Oliva, J.,
Poimala, A., Redondo, M.A., Stremeng, G.M., Talge, V., Tedersoo, L., Thomsen, I.M., Uimari, A.,
Witzell, J., Drenkhan, R., 2023. Oomycete Soil Diversity Associated with Betula and Alnus in
Forests and Urban Settings in the Nordic-Baltic Region. J. Fungi 9, 926.
https://doi.org/10.3390/jof9090926

Sarandi-Kovdcs, J., Lakatos, F., Szabd, 1., 2015. Post-epidemic Situation of a Previously
Phytophthora alni-infected Common Alder Stand/ Egy korabban Phytophthora alni altal fert6zott
mézgaséger-dllomdny jarvany utani allapota. Acta Silv. Lignaria Hung. 11, 27-38.
https://doi.org/10.1515/aslh-2015-0002

Smith, F., Luna, E., 2023. Elevated atmospheric carbon dioxide and plant immunity to fungal
pathogens: do the risks outweigh the benefits? Biochem. J. 480, 1791-1804.
https://doi.org/10.1042/BCJ20230152

Stochlovd, P., Novotna, K., Cerny, K., 2016. Variation in A /nus glutinosa susceptibility to P
hytophthora xalni infection and its geographic pattern in the C zech R epublic. For. Pathol. 46,
3-10. https://doi.org/10.1111/efp.12205

Strasser, R.]., Srivastava, A., Tsimilli-Michael, M., 2000. The fluorescence transient as a tool to

characterize and screen photosynthetic samples 2000.

Tkaczyk, M., Sikora, K., Galko, J., Kunca, A., 2023a. Occurrence of Phytophthora species in
riparian stands of black alder ( A/nus glutinosa ) in Slovakia. For. Pathol. 53, e12800.
https://doi.org/10.1111/efp.12800

Tkaczyk, M., Szmidla, H., Sikora, K., 2023b. Occurrence of <em>Phytophthora</em> species in
the rhizosphere of dying black alder <em>Alnus glutinosa</em> in central and northeastern
Poland. Sylwan 167 7 452-460. https://doi.org/10.26202/SYLW AN.2023040

93



Treutter, D., 2006. Significance of flavonoids in plant resistance: a review. Environ. Chem. Lett. 4,
147-157. https://doi.org/10.1007/s10311-006-0068-8

Tropiano, J.R., 2021. Drought Tolerance Compared Between Two Eutrema salsugineum Ecotypes
and Their Recombinant Inbred Lines 2021.

Trzewik, A., Maciorowski, R., Orlikowska, T., 2021. Pathogenicity of Phytophthorax alni Isolates
Obtained from Symptomatic Trees, Soil and Water against Alder. Forests 13, 20.
https://doi.org/10.3390/£13010020

Tschaplinski, T.J., Blake, T.]., 1985. Effects of root restriction on growth correlations, water
relations and senescence of alder seedlings. Physiol. Plant. 64, 167-176.
https://doi.org/10.1111/j.1399-3054.1985.tb02331.x

Vieites-Blanco, C., Colangelo, M., Camarero, J.J., Caballol, M., Garcia Breijo, F.]., Straus, D., Oliva,
J., 2023. Pathogenicity of Phytophthora and Halophytophthora species on black alder and the
host histological response. Mycol. Prog. 22, 71. https://doi.org/10.1007/s11557-023-01923-3

Violle, C., Navas, M., Vile, D., Kazakou, E., Fortunel, C., Hummel, 1., Garnier, E., 2007. Let the
concept of trait be functional! Oikos 116, 882-892. https://doi.org/10.1111/j.0030-
1299.2007.15559.x

94



