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ABSTRACT

A survey of five experimental oak (Quercus robur and Quercus petraea) provenance areas and sampling of their rhizospheres for Phyto-

phthora spp. were done during the spring and autumn of 2008 and the spring of 2009. Phytophthora spp. were detected from the rhizosphere
soil of forty-five areas. Based on morphological features five Phytophthora spp. were detected, i. e. P. quercina T. Jung, P. cactorum (LEBERT

and Conn) J. Scurot, P, citricola Sawapa, P. pseudosyringae Jung and DeLatour, and P. syringae (Berk) Kres. As well, the results showed

that Phytophthora spp. are present on oak coppice as young as 20 - 25 years.
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uvoD

V nékolika poslednich desetiletich doslo v lesich celé Evropy
k narlstu vyskytu chiadnuti a odumirani dubovych porosti. Jejich
zkoumani pfineslo poznatky o zvySeném podilu patogennich plis-
ni druhi rodu Phytophthora v rhizosfée dubovych lest. Proto jsou
Casto provadény vyzkumy zaméfené na Phytophthora spp. Vétsinou
byly zkoumany a zjisStovany piiznaky a pusobeni téchto patogent
na stromy v dospélych porostech. Nase pokusné provenienéni plo-
chy jsou zamérné vybrany ve véku mlazin, tedy ve véku mezi 20
- 25 lety. Je zde tedy pfedpoklad, ze by se jesté nemusely vyrazné
projevovat symptomy vyskytu patogent Phytophthora spp., 1 kdyz
dojde k izolaci téchto patogent.

Obecné je uznavano, ze malokdy jsou pfimymi puvodci odu-
mirani dubovych lesti pouze samotné druhy rodu Phytophthora.
Existuji vyznamnda pozorovani, ze patogeny, které zpisobuji zvy-
Sené poskozeni nachylnych rostlin stresem, jsou obvykle pfitomné
na jejich hostiteli jesté pfed stresem jako saprofyty nebo endofyty
(Desprez-LousTeau et al. 2006).

Ve vétsing ptipadt hubi Phytophthora kotenové vlaseni, které
stromy v béznych podminkach prostiedi nahradi bez vétsiho tbytku.
V Evropé mohou druhy rodu Phytophthora piispivat opakovanym
vyskytem k chronické chorobé nazvané komplex chiadnuti dubt
(oak decline complex). Chiadnuti dubt je vSak pfedev§im spojeno
se stiidanim obdobi neobvyklého sucha a zamokieni, Casto pro-
pojenych s invazi fytofagnich druhti hmyzu a naslednou defoliaci.
V takovych stresujicich podminkach pusobenim fytoftory ubyva
dodate¢ného zakofenéni, coz ptispiva ke chiadnuti stromt (HaNsEN
2008, Jung et al. 2000).

Symptomy chiadnuti dubid jsou nasledujici: zted'ovani koruny
zpisobené nadmérnym odumiranim a odpadavanim pupend a vétvi
v horni ¢asti koruny, drobné zlutavé listy nékdy se zvyraznénou
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syté zelenou zilnatinou, nahlouc¢ené v chomacich na konci vyhont,
omezena listova plocha, kmenové vystielky, slizovity vytok na kme-
nech; postupujici nekrozy borky a kambia a omezeni ristu (napf.
Harrmann et al. 1989, HartmanN, BLank 1992, Scurac 1994, Hart-
MANN et al. 1995). Rizné symptomy se nemusi vyskytovat souc¢asné
a ve stejné intenzité¢ projevu. Postupné béhem chiadnuti odumiraji
¢asti korun nebo celé stromy. Stejné symptomy mohou byt pozoro-
vany na jednotlivych stromech nebo skupinach stromu uvnitt poros-
th a vzacné na celych porostech. Pokud se stromy nemohou zotavit,
pak béhem jednoho nebo nékolika malo let odumiraji (Scurac 1994).

Vyskyt chtadnuti je sledovan u obou béznych druhti dubi, tj. dubu
letnitho Quercus robur L. a dubu zimniho Quercus petraea (MAaTT.)
LieBL. Ve Francii, Polsku a Némecku je silngji napadan dub letni
nez dub zimni (Oszako 2000). To nepochybné souvisi s podminka-
mi, ve kterych se oba druhy dubt bézné vyskytuji. Dub zimni totiz
obvykle neroste na zaplavovanych ¢i zamokfenych lokalitach.

Vyskyt kotenovych hnilob zpusobenych Phytophthora spp.
byl vétsi a pocet 1ézi vySsi na rostlinach vystavenych vodnimu
stresu, suchu, nebo podmaceni vodou (Marcais et al. 1993, 1996,
Moremra et al. 2000, Sincuez et al. 2002, RosiN et al. 2001,
June et al. 2003). Uginky sucha jsou pravdépodobné vé&tsi u infi-
kovanych dospélych stromt, které maji v disledku omezené vodni
kapacity pidy podstatné zredukovany kotfenovy systém. Podobné
néktefi autofi tvrdi, Ze pro rozvinuti choroby vyzaduje Phytoph-
thora spp. neobvyklé kombinace vlivl Zivotniho prostiedi na duby
(Hansen, DeLatour 1999, Barcr, HaumscHLAGER 2003).

Podle Junca et al. (2000) ubyva s v€kem stromu hostitelska tole-
rance, méni se na citlivost a tim se zvySuje nachylnost k patogenu.
Takze v ptiznivych podminkach pro druhy rodu Phytophthora pie-
vySuje infikace kofenového vlaseni nartst vlaSeni nového. To vede
k postupnému rozruseni celého kotenového systému a piedurcu-
je oslabené stromy k vétSimu napadeni sekundarnimi patogeny
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a k jejich poskozeni suchem. Vysledky izolacnich testd potvrzuji
predpoklad, ze citlivost kofenového vlaseni se s vékem stromt zvy-
Suje, coz je dusledek hromadéni inokula fytoftory. Jung et al. (2000)
dale uvadi, ze ve sledovaném porostu bylo chfadnuti dubti napade-
nych P. quercina omezeno na dospélé stromy. Po jejich vytézeni
z porostu byly zbylé 25leté stromy zdravé a nebyla z nich izolovana
zadna Phytophthora spp. i kdyzZ rostly ve stejné zamoteném prostiedi.

Z uvedenych citaci vyplyva, Ze na nami zkoumanych vybranych pro-
venien¢nich plochach (s porosty ve véku mezi 20 - 25 lety) by se nemé-
la Phytophthora spp. na kofenovém vlaseni vyskytovat. Cilem naseho
vyzkumu je ovéfit, piipadné vyvratit vyskyt Phytophthora spp. v dubo-
vych mlazinach a sledovat rozdily v napadeni a projevu symptomda.

MATERIAL A METODY

Zkoumané provenienéni plochy byly zalozeny v letech 1984
az 1986 vysadbou sazenic vypéstovanych z osiva pochazejiciho ze se-
menného roku 1982, z toho dvé& jsou lokalizovany v Cechach (Plasy,
Netolice) a tfi na Moravé (Malenovice, Troubky, Tvrdonice). Cel-
kem 46 provenienci dubu letniho a dubu zimniho ze 16 lesnich pés-
tebnich oblasti bylo na plochy vysazeno ve ¢tyfech opakovanich.
V kazdém opakovani roste jednotliva provenience na parcele o plose
7 x 7 m. Charakteristiku provenien¢nich ploch obsahuje tabulka 1.

V zéiir. 2008 probéhlo vizualni hodnoceni symptomu spojenych
s vyskytem druht Phytophthora spp., které bylo provadéno u vSech
provenienci na vSech pokusnych plochach. Vizudlni hodnoceni
spociva ve sledovani viditelného vytoku exudatu na dolni Casti
kmend, vyskytu drobnych listd v horni ¢asti koruny, zlutavé bar-
vy listli a napadné zelené zilnatiny téchto listti. Uvedené symptomy
byly hodnoceny na kazdé parcele a zaznamenana procenta jejich
vyskytu nasledujicim zptisobem: 0 - bez pfiznakd, 5 - vyskyt do 5 %,
10 — vyskyt 6 az 10 %, 15 — vyskyt 11 az 15 %, 20 — vyskyt 16
az 20 %, atd.

Prvni odbér vzorki rhizosféry byl proveden v kvétnu 2008 na
provenien¢nich plochach Malenovice, Troubky, Netolice a Plasy. Pro-
venienéni plocha Tvrdonice byla v té dobé& zaplavena a voda sahala
do vySe 1 metru, takZze nebylo mozno provést odbér ve stejném
obdobi. Na této plose byly proto prvni vzorky odebirany téhoz roku
az v zafi soucasné s druhym odbérem na ostatnich plochach. Tteti
odbér vzorkd prob&hl v kvétnu r. 2009, pro opétné dlouhodobé

Tab. 1.
Charakteristika provenien¢nich ploch
Characterization of provenance areas

zaplaveni plochy Tvrdonice byly odebrany vzorky vody a bahna
teprve v poloviné Cervence a to pouze na okraji porostu, kam
bylo mozno vstoupit s ohledem na rozbahnéni. Protoze Phytophtho-
ra spp. je na dubech pfevazné kofenovym patogenem, byly vzorky
odebirany kolem stromu vykazujicich symptomy chiadnuti. Zamé&fi-
li jsme se na okoli stromt s vytékajicim exuddtem a jinymi piizna-
ky napadeni Phytophthora spp. (zloutnouci, fids$i a drobnéjsi listi
v koruné) nebo jinymi nespecifickymi pfiznaky chiadnuti jako pro-
svétleni koruny a prosychani drobnych vyhont a vétvicek v koruné.
Vzorky pudni rhizosféry byly odebirany kolem chfadnoucich stromi
ve vzdalenosti pfiblizn¢ 1 m od jejich baze a to az do hloubky 30 cm.
Jednalo se vzdy o smésny vzorek pldy a zivych kofinkti odebrany
z minimalné ¢tyt riznych mist okolo vybraného stromu. U témét
odumfelych jedinct se provadél odbér od nejblizs§iho dosud zdravé-
ho stromu pro ziskani zivého kofenového vlaseni.

Prvni odbéry vzorkt rhizosféry na jate roku 2008 byly orientac-
ni pro zjisténi, zda se na pokusnych plochach druhy Phytophthora
spp. vyskytuji. Proto byly z kazdého ze &tyt opakovani na kazdé
plose odebirany primérné vzorky, které byly ziskavany smicha-
nim vzorkd z péti riznych odbérovych mist v daném opakovani.
Pti dalSich odbérech byl kazdy vzorek opatien Cislem provenience
a Cislem opakovani a v laboratofi zpracovavan zvlast. Pro nasled-
nou izolaci bylo pouzito pfiblizné 10 g primérného vzorku, zbytek
byl ulozen v chladirné pfi teploté 4 °C v plastovém sacku z diivodu
udrzeni potfebné vlhkosti. V piipadé nezdatené ¢i nezjisténé izola-
ce druhd Phytophthora spp. bylo mozné provést opakovanou izolaci
pro potvrzeni vysledku. Vzorky rhizosféry byly uchovany do doby
dalsich odbéra.

K izolaci druhti Phytophthora spp. byla pouzita metoda pfimé
izolace z napadenych pletiv a metoda izolace pies nastrahova pleti-
va. V pfipadé pfimé izolace se kofinky z odbérového vzorku dobie
proplachnou pod tekouci vodou, sterilizuji vlozenim na 0,5 — 1 min.
do 70% etanolu, poté oplachnou v destilované vodé, osusi a pfimo
vlozi na zakladni agarovou ptidu. Po objeveni mycelia je tieba jeho
$picky ihned ptenést na zakladni agarovou pudu obsahujici antibioti-
ka (PARPNH agar podle Junga 1996). Po 1 - 3 dnech je nutné odebrat
konce vytvofeného mycelia a pfeockovat na V8 juice agar (V8A)
k vyvolani tvorby sexudlnich organti (oogonia, oospory, anteridia).
Na V8A roste kultura nejméné 14 dni, ale vétsinou déle, nez se vytvo-
i prvni sexudlni organy. Poté je tfeba odebrat ¢ast kultury s agarem
o velikosti cca 1 x 1 cm a vlozit do Petriho misky s destilovanou

Proven. plocha/ Pocet provenienci/ Prim. pH PLO/ Nadm. vyska/ SLT/
Provenance area Number of provenances (H,0) Natural forest  Elevation (m n. m.) Group of forest type
Q. robur Q. petraea zone

Malenovice 24 16 4,5 38 310 3H2  Querceto-Fagetum
Netolice 22 14 4,9 15 410 305  Querceto-Abietum
Plasy 21 14 4,1 6 430 2K3  Fagetum-quercium
Troubky 28 14 5.4 34 200 1L2  Ulmeto-Fraxinetum
Tvrdonice 23 13 5.4 35 155 1L9  Ulmeto-Fraxinetum
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vodou nebo sterilizovanym pidnim vyluhem desetkrat zfedénym.
Miska se vlozi nejméné na 1 hodinu do chladnicky, kde by se méla
pii teploté 4 °C na kultufe zacit vytvaret sporangia nutna k morfolo-
gickému uréovani druhu. Pidni vyluh vytvotime sterilizaci v auto-
klavu 200 - 300 g pudy v 1 litru vody a pfefiltrovanim usazeného
roztoku.

Nastrahovy zptsob izolace (Jung et al. 1996, Jonsson 2004,
TuemanN, WErres 2008) se provadi ponofenim omytych sterilnich
kotinkti do misky s destilovanou vodou s mladymi sterilnimi listky
dubu plovoucimi na hlading, které slouzi jako nastraha. Misky jsou
ponechéany piti pokojové teploté 3 dny az tyden, dokud se na listech
nevytvori léze naznacujici napadeni patogenem. Z nich se odebira cast
obsahujici rozhrani mezi zdravym a odumielym pletivem. Po nasledné
sterilizaci (voda, etanol, destilovana voda) a osuSeni se kousky list
s rozhranim zdravého a napadeného pletiva vlozi do zakladniho
agaru obsahujiciho antibiotika (PARPNH agar podle Junca 1996).
Dale je pokracovano prenesenim Casti kultury na V8A a do vodniho
padniho vyluhu obdobné, jak je uvedeno vyse u metody piimé izolace.

Jiny zplisob nastrahy je mozny vlozenim omytych a etanolem
sterilizovanych kofinkd do =zafezu nezralého jablka, zafez
byl uzav-fen utazenim parafilmem a ve tmé¢ byla jablka inkubovana
pii pokojové teploté. Po vytvofeni nekroz pletiv byl stejné jako
u dubového listu odebran kousek z rozhrani zdravého a nekrotic-
kého pletiva a vlozen na zakladni agar. Dale bylo postupovano

Tab. 2.
Shrnuti vysledkd hodnoceni symptomil infekce Phytophthora
Summarization of Phytophthora infection symptoms

stejné jako u jiného typu nastrahy. Tento zplisob uvadi ve své praci
napi. Jonsson (2004).

Urcovani druhl probihalo podle dostupnych morfologickych
kli¢ a popisi druht (Warernouse 1963, Drenth, SenparL 2001,
June 2003, Bush et al. 2006, GaLLecrLy, Hong 2008). Za timto uce-
lem byla méfena a hodnocena oogonia, oospory a anteridia ziskana
na V8A a sporangia vytvoiena v 10krat zfedéném pidnim vyluhu.
Kazda uspésna kultura byla po ptevedeni do ziedéného pidniho
vyluhu reizolovana pomoci nastrahy dubového listu. Po objeve-
ni nekrozy bylo opét pfeneseno rozhrani zdravého a napadeného
pletiva na zakladni agar a postup izolace se opakoval zptsobem,
jak je uvedeno vyse.

Statistické zpracovani shroméazdénych dat nebylo provadéno,
protoze charakter dosud ziskavanych udaji to neumoziioval.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vyskyt symptomi napadeni patogenem Phytophthora spp. byl po-
mérné maly, vétSinou nepfesahoval 5 % na parcelu. V mnoha pfi-
padech byly zjisténé ptiznaky velmi podobné symptomim zpuso-
bovanym zvySenym vyskytem podkorniho hmyzu nebo poskozeni
stromt jinymi druhy patogenti a vzajemné se zastiraly. Pfiznaky
podobné poskozeni stromil infekei Phytophthora spp. v porostech

Provenien¢ni plocha/ Pocet hodn. parcel/ Intenzita vyskyt

Pocet parcel s ptiznaky/Size plots with symptoms

u/

Provenance area Surveyed plots Frequency of occurrence exudat/ Zluty list/  drobny list/ vyrazna Zilnatipa/
exudate yellow leaf  small leaf marked nervation
Malenovice 160 do 5% 70 53 76 42
6-10% 11 23 12
11-20% 5 4 15
vice nez 20 % - 1 - 5
Netolice 127 do 5% 40 29 52 48
6-10% 11 4 8 12
11-20% 4 5 10
vice nez 20 % - 2 1 3
Plasy 135 do 5% 63 41 36 41
6—10% 18 14 9 16
11-20% 18 19 19
vice nez 20 % 15 6 1 7
Troubky 164 do 5% 3 8 31 10
6-10% - 2 5 2
11-20% - 1 -
vice nez 20 % 1 1 - 1
Tvrdonice 144 do 5% 62 12 10 14
6—-10% 11 1 - 1
11-20% 1 - 1

vice nez 20 %
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Vysledky hodnoceni sledovanych symptomu v procentech u stejné provenience na vSech plochach
Assessment survey of some provenance symptoms on all research areas in percentage

na vSech plochach tvofily lokaln¢ ohniska kolem jiz odumielych
stromu. Tabulka 2 uvadi pocty parcel na jednotlivych plochach
s vyskytem piiznakti podobnych projevu Phytophthora spp. Lépe
hodnotitelné byly tyto pfiznaky na konci sezony, kdy byl jejich
projev jasnéjsi a spolehlivéji rozpoznatelny.

Na casti plochy Malenovice se objevuji podobné sympto-
my, ale bez exudatu, které pfipominaji napadeni Ophiostoma spp.
(stanoveni patogena nebylo provedeno). Na plose Plasy, ktera se pfi vi-
zualnim hodnoceni jevila jako nejvice postizend, byly sledované
ptiznaky poskozeni korun stromtl ovlivnény vyskytem fytofagniho
hmyzu (napf. pidalka podzimni, bekyné velkohlava, obale¢ dubo-
vy). Omezeny projev symptomut Phytophthora spp. na plose Troub-
ky mohl byt zplsoben znaénym rozsitenim hub rodu Armillaria
(vaclavka). Hodnoceni plochy Tvrdonice bylo ovlivnéno nasled-
kem dlouhodobého zaplaveni (v letech 2008 i 2009 byla plocha
zaplavena v obdobi od bfezna do ¢ervence).

Pro velké mnozstvi hodnocenych parcel zde neni mozné uvadét
podrobné vysledky. Projev ptiznakd napadeni byl na jednotlivych
plochach u jednotlivych provenienci rozdilny, stejné jako v ruz-

nych opakovanich na jedné pokusné plose. Pro ilustraci je zafazeno
grafické zpracovani vyskytu sledovanych symptomi jedné prove-
nience dubu letniho (z LS Vodiiany, PLO 10) na vSech plochach
(grafy 1 - 4).

Sledované pfiznaky, jako drobné a zlutavé listi, jsou casto
piekryvany podobnymi piiznaky zptisobenymi jinymi mikroorga-
nismy a hmyzem, coz je v hustém porostu mlaziny hiife rozeznatel-
né. Z vysledkt vizualniho hodnoceni se neda usuzovat ani na piipad-
ny vyskyt nachylnych ¢i tolerantnich jedinci. Také z diivodu nestej-
nomeérného zamoteni ploch neni vypovidaci hodnota projevu téchto
symptomu dostatecnd. Z toho vyplyva, ze vizualni pfiznaky jsou pou-
ze orientacni a vzdy musi nutné nasledovat potvrzeni vyskytu
Phytophthora spp. izolaci patogent z porostu.

Nékdy byly sledované symptomy pozorovany na vice soused-
nich parcelach. Na malé plose se pravdépodobné zdravé i chiad-
nouci stromy déli viceméné o tutéz rhizosféru, je tedy mozné
ocekavat podobné populace Phytophthora spp. (JUNG, BLASCHKE,
OsswaLp 2000). Z toho divodu bylo v takové mikrolokalité vybrano
vzdy jedno odbérové misto s charakteristickymi symptomy.
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Obvyklé metody izolace patogena jsou zalozeny na morfolo-
gickych a kultivac¢nich vlastnostech a tim vyzaduji odbornou kva-
lifikaci a specializaci. Tyto metody jsou ¢asové velmi naro¢né
na shromazdéni vysledki a vysledky nejsou vzdy presvédcivé,
zejména pak tehdy, kdyz je tfeba rozlisit pomérné blizké druhy
organismi. Kromé toho nemusi byt obvyklé metody ke zjiste-
ni pfedsymptomatické infekce dosti citlivé. VSeobecné se uznava,
ze neuspéch detekce druhd Phytophthora nastrahovymi metodami
nemusi nezbytné znamenat jejich absenci (ErwiN, RiBeiro 1996).
Napadeny material pro odbér vzorki by mél byt ve stavu ¢inné
infekce, protoZze schopnost Phytophthora spp. soupefit s jinymi mik-
roorganismy je omezena (ErwiN, RiBElRo 1996, MarTIN et al. 2004,
Liia et al. 2006). Z ptedchozi citace vyplyva, ze odbér vzorklti musi
pro dany ucel probihat v nejvhodnéjsim obdobi, coz predstavuji jarni
a podzimni mésice, kdy je aktivita patogena vys$si. Jenze i v prubé-
hu vhodného obdobi nékdy nebyva jeho aktivita dostatecné silna.
Obvykla pfic¢ina izolaéniho neuspéchu je také suchy rok nebo pfilis
suchy vzorek (Kox et al. 2002, Garserotto 2003).

V literatufe je popsano mnoho zplsobu izolace patogena z ode-
braného materialu (Jung et al. 1996, JonssoN 2004, THEMANN, WERRES
2008). Ptima izolace, kdy se kotfinky dobte sterilizuji a piimo vlozi
na zakladni agarovou pudu, nese velké riziko kontaminace druhy
rodu Pythium vyskytujicimi se rovnéz v rhizosféte, které na agaro-
vé pudé druhy Phytophthora spp. ptedrustaji nebo na nich cizopasi.
Z toho diivodu se nam lépe osvédcil takzvany nastrahovy zptsob
izolace. S tspéchem jsme vyuzily oba zpisoby nastrahové izolace,
pfi¢emz u nastrahy na listova pletiva se ukazaly vhodné také listy
jahodniku (dobré pro izolaci napt. P. cactorum) a magnolie.

Reizolaci pres ziva listova pletiva vytvofené sexualni a ase-
xualni organy prokazaly pivodné izolované druhy. Tento proces
bylo mozno stale opakovat. Navzdory udajim v literatufe se v naSem
piipad¢é nedafilo vytvofeni oogonii okamzité pfi prvnim piene-
seni na V8A, ale pfiblizn¢ az po tfeti reizolaci ptes ziva pleti-
va listh a po opakovaném postupu kultivace. Zpocatku byl pouzi-
van MEA (malt extract agar) a PDA (potato dextrose agar)
jako zakladni zivna pida ke srovnani vzhledu kultur na riznych
kultivaénich médiich. Pozdé&ji bylo pokracovano v kultivaci
na PDA, ktera byla vyhovujici. Pfi izolaci ze zivych pletiv
byla pouzita také metoda nastrahy na nezrald jablka. Vyhodou to-
hoto zpusobu izolace je dobra rozeznatelnost pletiva kontamino-
vaného bakteriemi. Na rozdil od suchého vzhledu pletiva napade-

Tab. 3.
Vysledky izolaci ze vzorki
Results of samples isolation

ného Phytophthora spp. je pletivo napadené bakteriemi rozbredlé
a hnilobné.

Z vysledku izolaci z prvnich odbérd vzorku na jate r. 2008
vyplynulo, ze kromé& pokusné plochy Plasy se u vSech ostatnich
potvrdil vyskyt Phytophthora spp., pozitivni vysledek byl ziskan
v 10 ptipadech. Pii podzimnim vzorkovani r. 2008 bylo z péti ploch
odebrano celkem 47 vzorkd. Pozitivni vyskyt Phytophthora spp.
byl zjistén opét na vSech plochach mimo pokusnou plochu Plasy,
celkem v 16 ptipadech. Na jafe 2009 bylo odebrano celkem 80 vzor-
kt, vyskyt patogena se potvrdil u 35 z nich, a to opét mimo pokus-
nou plochu Plasy. Vysledky izolaci na jednotlivych plochach
jsou shrnuty v tabulce 3.

Vzhledem k poloze a charakteru lokality provenien¢ni pokus-
né plochy Plasy zde vyskyt Phytophthora spp. nebyl ocekavan
a také izolacni analyzy odebranych vzorki jemnych kotfinkt
tento pfedpoklad potvrdily. Jde o lokalitu s propustnou pis¢itou ptidou
se Stérkovitym podlozim. Naopak na lokalitach Netolice, Troubky
a Tvrdonice se potvrdil ocekavany vyskyt Phytophthora spp. Vsech-
ny tyto tfi plochy maji vysokou hladinu spodni vody. Pokusna
plocha Tvrdonice byla navic v poslednich ¢tyfech az péti letech
(podle sdé&leni pracovnikét LZ Zidlochovice) dlouhodob& zaplave-
na. Voda zde zistavala od jarniho tani az do konce Cervna. Puda
byla i po vétSinu léta nasycena vodou, coz jsou idealni podminky
pro siteni Phytophthora spp. Na plose Malenovice se sice vyskyt
Phytophthora spp. prokazal, byl zde ale lokalné¢ soustfedén pre-
dev8im do terénni deprese uprostied porostu. Tato plocha nema
typicky vysokou hladinu podzemni vody.

Konkrétni vyskyt jednotlivych druhti na provenien¢nich plo-
chach shrnuje tabulka 4.

Mimo uvedené pokusné provenienéni plochy byly odebrany
vzorky rhizosféry v dubovych mlazinach se symptomy chifadnuti,
na které nas upozornili pracovnici LS Bucovice (revir Bily VIk)
a LS Buchlovice (revir Kvasice). Provedenou izolaci se prokazal
vyskyt P. quercina (vzorek z porostu Bily VIk) a P. pseudosyringae
(Kvasice).

Vyzkumy Phytophthora v dubovych lesich v Evropé a pfilehlych
zemich piinesly poznatky o vyskytu druhti P. cinnamomi, P. cambivora,
P. citricola, P. gonapodyides, P. megasperma, P. cactorum a P. cryp-
togea. Dodate¢né bylo objeveno 5 novych druhi: P querina,
P. europaea, P. uliginosa, P. psychrophila a P. pseudosyringae,
ocekava se popsani nékterych podobnych druh. Nekteré druhy

Provenientni Jaro 2008/Spring 2008 Podzim 2008/Autumn 2008 Jaro 2009/Spring 2009
plocha/ pocet vzorki/ pozitivn.i yyskyt/ pocet vzorkd/ pozitivn.i yYskyt/ pocet vzorkd/ pozitivn.i y}’lSkyt/
Provenance area number positive number positive number positive

of samples occurrence of samples occurrence of samples occurrence
Malenovice 4 3 10 5 28 11
Troubky 4 2 4 20
Tvrdonice 4 3 9 4 10 10
Netolice 4 2 11 3 13
Plasy 4 0 9 0 9 0
Celkem/Totally 20 10 47 16 80 35
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Tab. 4.
Vyskyt druhtt Phytophthora spp. na provenienénich plochach
Occurrence of species of Phytophthora spp. on provenance areas

Provenien¢ni plocha/
Provenance area

Pozitivni vysledky/
Positive results

Izolované druhy Phytophthora spp./
Isolation species of Phytophthora spp.

Malenovice 19
Troubky 12
Tvrdonice 17
Netolice 13
Plasy 0

Celkem 61

Phytophthora citricola, P.°cactorum, P.°syringae
P.°quercina, P.citricola

P.°quercina, P.°cactorum, P.°citricola,
P.°syringae, P.°quercina

Izolace byla negativni/Negative isolation

se vyskytly v Siroké geografické oblasti, zatimco jiné byly izolo-
vany ze zvlastnich lokalit. Dva nejobvyklejsi druhy byly P. quer-
cina, nasledovana P. citricola (Barct 2004). Nam se prozatim
podatilo izolovat 5 druh@i Phytophthora spp. uvedenych vyse
v tabulce 4. Ackoliv jsou tyto druhy pomérné agresivnimi patoge-
ny, jsou pouze sezonné aktivni a mohou byt v hostitelskych pleti-
vech a v pudé rychle pfedristany jinymi mikroorganismy. Z toho
divodu musi byt nepfitomnost druhG Phytophthora v ptirozenych
ekosystémech vykladdna s opatrnosti, protoze jejich populace
muze ve velmi kratké dobé¢ kolisat od nezjistitelné az k vysoké
hustoté inokula (Cookk et al. 2007).

Ptes vSechny obtize s izolaci a kultivaci druhd rodu Phyto-
phthora na§ pruzkum prokazal, ze tyto patogeny jsou schopny
vyvolat nékteré typické symptomy v dubovych porostech jiz
ve véku mlazin (v na§em ptipadé 25 let), i kdyz Junc et al. (2000)
tvrdi, ze po vytézeni starého napadeného porostu byly duby
ve véku 25 let zdravé a nebyla z nich izolovana zadnd Phyto-
phthora spp., piestoze rostly ve stejné zamoteném prostiedi. Podle
jejich vysledkt bychom nemély z naSich pokusnych ploch
Phytophthora spp. vibec izolovat. Tento pfedpoklad se nepotvrdil.
I kdyz podle nasi zkuSenosti je mozno tyto patogeny izolovat
i z dubovych mlazin, nemusi byt hlavni pfi¢inou chfadnuti a odu-
mirani. V naSich porostech byly druhy rodu Phytophthora spp.
vzdy doprovazeny dal$imi stresory, jako jsou zaplaveni poros-
tu vodou a kolisani hladiny spodni vody, napadeni listozravymi
a podkornimi hmyzimi $kidci a nakonec také vysokymi letnimi tep-
lotami, které nasledné zpusobily stres ze sucha, jakoz i vétsi husto-
tou porosti. Kombinace téchto faktor se projevuje jako komplex
chiadnuti dubu (oak decline complex), jak je popisovan v celé

Evropé.

ZAVER

Nase vysledky prokazaly, ze i ve v€ku mlazin kolem 25 let
je jiz rhizosféra v porostu dubi infikovana Phytophthora spp.
Pfesto se i na zamofené lokalité nékdy nezdafila izolace patogena
ze zdanlivé infikovanych stromi. To jednak souviselo s podobnymi
symptomy vyskytu jinych houbovych chorob ¢i napadeni stromo-
vych jedincti hmyzem a na druhé strané je i sama izolace patoge-
na zavisla nejen na spravném odebrani vzorki a jejich sterilizaci
pfed vlozenim na zakladni izola¢ni pldu ¢i nastrahu, ale také
na momentalni aktivité patogena, kterd je sezonné promeénna.
V kone¢ném dusledku zalezi na spravném pfeneseni mycelia
na dal$i médium pro vytvotfeni sexudlnich organi a sporangii nut-
nych k morfologickému urceni patogenniho druhu.

Podékovani:

Piispévek byl zpracovan s finanéni podporou MZe v ramci
vyzkumného projektu ¢. QH82305. Zvlastni podékovani RNDr. Mi-
chalu Ondfejovi, CSc. (Agritec, Sumperk) za cenné rady a pfipo-
minky a ochotu pii poskytovani odbornych konzultaci v prib&éhu
zpracovani.
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Foto 1.

Zaplavena provenienéni plocha Tvrdonice v kvétnu 2009 (foto BENE-
DIKOVA)

Flooded provenance area (locality) Tvrdonice in May 2009

Foto 3.; Foto 3 — detail.

Vytékajici exudat na dolni ¢asti kmene dubu na plose Tvrdonice
(foto BENEDIKOVA)

An effluence of the exudate at lower part of stem — locality Tvrdonice

Foto 2.
Plocha Tvrdonice na podzim 2008 (foto BENEDIKOVA)
Locality Tvrdonice in autumn 2008
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Foto 4. Foto 6.

Sporangium P. quercina - papilatni neopadavé sporangium, métitko  Sporangium P. cactorum - papilatni opadavé sporangium, méfitko
20 pm (foto KYSELAKOVA) 20 pm (foto KYSELAKOVA)

Papilate noncaducous sporangium Papilate caducous sporangium

Foto S.
Oogonium P. quercina - oogonium se silnosténnou oosporou, métitko 20 um (foto KYSELAKOVA)
Oogonium with thickwalled oospore
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Foto 7. Foto 8.
Oogonium P. cactorum - oogonium s paragynnim anteridiem  Sporangium P. citricola - semipapilatni neopadavé sporangium,
uchycenym k oogonialni stopce, métitko 20 um (foto KYSELAKOVA) mefitko 20 pm (foto Kyselakova)

Oogonium with paragynous antheridium, affixed to the oogonial  Semipapilate noncaducous sporangium
stalk

Foto 9.

Oogonium P. citricola - oogonium s deformovanym paragynnim anteridiem uchycenym blizko oogonialni stopky, méfitko 20 pum
(foto KYSELAKOVA)

Oogonium with misshaped paragynous antheridium, affixed near the oogonial stalk
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PHYTOPHTHORA SPP. IN OAK THICKETS

SUMMARY

The aim of our work was to determine presence of Phytophtora spp. on oak trees (Quercus petraea, Quercus robur). Phytophtora spp.
is an important plant pathogen that can cause serious damage in forestry. Evaluation of symptoms was provided for two years. There were
25-year-old trees of five localities (Plasy, Netolice, Malenovice, Troubky, Tvrdonice) evaluated. For the identification of the mentioned
pathogen exudate on the bottom parts of the trunk was observed, as well as occurrence of small and yellow leaves in upper part of crown,
and marked nervation of leaves.

Overall, three sampling procedures were provided within the period from May 2008 to July 2009. Samples of soil rhizosphere
were taken around declining tree at a distance approximately 1 m and at a depth of 30 cm. For detection of Phytophtora spp. methods like
direct isolation from infected rootlets and baiting method of leaf tissues were used.

The 2008 results of experiments proved presence of Phytophtora spp. in all the localities except for the Plasy locality. Phytophto-
ra spp. was observed in 26 cases of 67 samples whereas in the year 2009 in 35 cases of 80 samples. The presence of Phytophtora spp.
in the year 2009 was proven in the some localities as in the year preceding. There were four species of Phytophtora spp. determined:
Phytophtora quercina in the localities Troubky, Tvrdonice and Netolice, P. citricola in the localities Malenovice, Troubky and Tvrdonice,
P. syringae in the localities Malenovice and Netolice and P. cactorum in the localities Malenovice and Tvrdonice.

According to the present research no Phytophtora spp. should be found in 25-year-old oak stand, however, our findings in these
stands presence of Phytophtora spp. confirmed.
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