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1 Uvod

Sifeni neptivodnich patogenti a $kdidcii je globalnim jevem, ktery pfinasi fadu ekonomickych i
environmentalnich problémt. Nékteré z téchto organismi jsou schopny zasadnim zplisobem ménit
sloZeni a strukturu invadovanych spoleCenstev a trvale je ovlivnit, nebo dokonce zcela rozvratit (napr.
Ellison et al., 2005; Fleming et al., 2021). V 90. letech minulého stoleti se na tizemi CR zacala §ifit pliseii
olSova (Phytophthora alni), ktera napada vyznamné dominanty mokfadnich a luznich spolecenstev olSi
lepkavou a ol3i Sedou. Zpiisobuje defoliaci, chfadnuti a ndsledné odumirani napadenych jedincéi (Cerny
a Strnadova, 2010). Patogen tak predstavuje vyznamné riziko pro spoleCenstva mokfadnich olSin svazu
Alnion glutinosae (biotop L1 podle Katalogu biotopti CR (Chytry et al., 2010) a poto¢nich luhti svazu
Alnion incanae (L2.1 a L2.2). Jsou to ekosystémy zasadné ovliviiujici retenci vody v krajiné a také
spoleCenstva vyznamna z hlediska biodiverzity. Jedna se o vyznamné moktadni biotopy, na které je
specificky vazana fada Zivocisnych i rostlinnych druhii a potocni luhy jsou prioritnim stanoviStém
soustavy Natura 2000 (91EOQ, Council Directive 92/43/EEC).
evropském kontinentu ploSna poSkozeni populace svého hostitele. Plisefi olSova byla poprvé izolovana
v roce 1993 z chfadnoucich porostii olSe lepkavé v jizni Anglii (Brasier, 2008). Dnes je patogen rozsiten
ve velké Casti Evropy — jeho aredl se tahne od Irska na zapadé az po linii spojujici Pobalti a Slovinsko na
poloostrové, v Italii, Némecku a Ceské republice (Bjelke et al., 2016). V CR byla pliseii ol§ova potvrzena
poprvé v r. 2001 na Karlovarsku, typické symptomy choroby z rtiznych ¢asti Cech a chfadnuti ol3i na
Jindtichohradecku vSak byly pozorovany jiz v 80. a 90. letech minulého stoleti (Jancafik 1993). V
soucasnosti se P. alni vyskytuje v povodi viech velkych toki v CR a v zapadnich a jiZnich Cechach témé¥
plosné (obr. 1) s vyjimkou nékterych mensich povodi a vys$Sich nadmoftskych vySek (i kdyZ i sem pronika
podél mensich vodnich toki).

Phytophthora alni s. L. je vlastné druhovy komplex tfi na olSe specializovanych taxoni — P. xalni
Brasier & S. A. Kirk, P. uniformis (Brasier & S. A. Kirk) Abad a P. xmultiformis (Brasier & S. A. Kirk)
Abad (Abad et al. 2023; Brasier et al. 2004). Zatimco P. uniformis je diploidni druh (Brasier et al. 2004;
Husson et al. 2015), pochazejici ze Severni Ameriky a zavleCeny do Evropy (Aguayo et al. 2013), P.
xmultiformis je pomérné vzacny tetraploidni hybrid nezndmého piivodu (Brasier et al. 2004).
NejvyznamnéjSim a nejcastéji se vyskytujicim druhem v ramci komplexu je allotriploidni hybrid P. xalni,
ktery vznikl opakovanou hybridizaci prvné jmenovanych druhti (Aguayo et al. 2016; Husson et al. 2015).
Diky jeho hybridnimu ptivodu je P. Xalni nejvirulentnéjsim taxonem druhového komplexu, s velkym
invaznim potencialem a schopnosti zptisobovat rozsahlé epidemie v populacich olsi (Brasier a Kirk 2001;
De Merlier et al. 2005; Depotter et al. 2016).

Velka nebezpecnost P. xalni spociva v kombinaci genomt obou rodi¢ovskych druhti napadajicich
olSe (jelikoz P. xmultiformis je také hybridni druh, ziskal P. xalni geny vlastné od tfi riiznych druhg;
Husson et al. 2015) a v introdukci do prostiedi s hostitelskymi druhy, které nejsou na tento patogen
adaptovany (Aguayo et al. 2013). Zastoupeni jednotlivych druhii ¢astecné odrazi jejich rozsifeni v
Evropé s vyjimkou severniho okraje arealu, kde P. uniformis prevazuje nad P. xalni, pravdépodobné diky
vy$si toleranci ke chladu (Redondo et al. 2015). V jinych oblastech druh P. xalni zfejmé vytlacil méné
agresivni rodi¢ovsky druh P. uniformis, ¢imZ ho omezil na rezidudlni a fragmentovana stanovisté, druh
P. xmultiformis je nalézan pouze velmi vzacné (Aguayo et al. 2016; Depotter et al. 2016; St&pankova et
al. 2013).
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Obr. 1 Uzemi se zndmym ¢&i predpokladanym vyskytem P. alni v CR k roku 2023. Mapa je syntézou dat ziskanych v ramci
predchozich projektt V2002707301, MZP SP/2d1/36/07, Q192A207, QJ1220219, TH03030306 a $S02030018. Do mapy byla
zafazena viechna povodi IV. fadu a zaplavova Uzemi stoleté vody (databdze DIBAVOD VUV TGM (Fojtik et al., 2022)) se
zaznamenanou lokalitou vyskytu patogenu a/nebo s sekem vodniho toku s potvrzenym vyskytem patogenu nebo s isekem
vodniho toku v jehoz okoli do 50 m byl zaznamenan vyskyt patogenu nebo tento Usek lezi po proudu od nékterého useku
s pfedchozi charakteristikou a patogen se tam mUlzZe samovolné Sifit. Podrobnéji viz metadata v online verzi mapy
(https://vukoz.maps.arcgis.com/home/index.html).

V podminkach moktadnich olSin je olSe lepkava jedinym stromem, ktery je zde schopny prosperovat
(Douda 2013) a zaroven zasadnim zptisobem urcuje strukturu, heterogenitu a dynamiku spolecenstva (Douda
et al. 2012). OlSe ma také rozhodujici vliv na fertilitu substratu diky symbiotické fixaci dusiku (Bjelke et al.
2016). V potocnich luzich svazu Alnion incanae se na stromovém patfe kromé olSe lepkavé a olSe Sedé podili
i nékolik mélo dalSich druhi, i zde jsou ale oba druhy olSe zdsadni dominantou urcujici charakter spolecenstva
(Boublik et al. 2013). Hynuti takové strukturujici dominanty ("Foundation species" sensu Dayton 1972) ma
za nasledek zmény spolecenstev i celych ekosystémti. Nahrada olSe jinou dominantou je obtizn4, v pripadé
mokradnich olSin miZe byt nahrazena pouze nékolika druhy kiovitych vrb (zejména Salix cinerea), pripadné
sttemchou obecnou (Prunus padus). V pripadé potocnich luhii sice existuje nékolik malo potencialnich
nahradnich dominant, ale ta nejdilezitéjsi, jasan ztepily (Fraxinus excelsior) v souCasné dobé podléh4 jinému
invaznimu patogenu, houbé Hymenoscyphus fraxineus (Havrdova et al. 2017). Neptivodni patogeny tak
ohroZuji oba typy biotopi s olsi v jejich existenci. Pfesto nebyly zmény téchto spolecenstev indukované plisni
olSovou dosud podrobné studovany.

Tato vyzkumna zprava je shrnutim odbornych vysledkd projektu ,Identifikace rizikovych zmén
struktury a diverzity mokradnich ol$in a olSovych luhii v disledku invaze plisné olSové (Phytophthora alni)
a stanoveni perspektivy vyvoje spolecenstev* financovaného Technologickou agentury CR v rdmci programu
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Prostredi pro Zivot 5, projekt ¢. SS05010191. Projekt se zabyval dopady plisné olSové na luzni a mokfadni
lesy a genetickou a ekologickou variabilitou patogenu. Vysledky jsou také postupné publikovany
v odbornych ¢asopisech a online.

2 Rozsireni P. alni a jeji vliv na vegetaci luznich a mokradnich olSin
2.1 Uvod

2.1.1 Vliv invaznich patogentii na biodiverzitu

Plivodni druhy patogenti a sklidcl jsou povaZovany za integralni slozku ekosystémti a maji spisSe
pozitivni neZ negativni vliv na biodiverzitu v kratkodobém i dlouhodobém meé¥itku (e.g. Kortmann et al.,
2021), Casto patii k mechanismtiim podporujicim koexistenci druhti ve spolecenstvech (Gilbert 2002) a casto
se jejich patogenita v disledku dlouhé koevoluce s hostitelskymi organismy projevuje jen velmi omezené
(Brasier, 2008; Gilbert, 2002; Jung et al., 2021). V dutsledku globalniho pohybu zboZi a zejména Cetnych
introdukci uzitkovych a okrasnych rostlin se vsak stale c¢astéji objevuji nové neptivodni patogeny témér ve
vSech typech vegetace (Bacova et al., 2024; Brasier, 2008; Dennert et al., 2024; Jung et al., 2024, 2021, 2018;
Tsykun et al., 2022). Nékteré z téchto patogenti jsou pricinou zdsadnich a Casto nevratnych zmén ekosystémi
(Fleming et al., 2021; Loo, 2009; Metz et al., 2012). Naptiklad Phytophthora ramorum zptsobila na zapadé
USA hromadné hynuti dubti a pribuzného druhu Notholithocarpus densiflorus. Ekosystémové disledky jsou
dalekosahlé, patogen zpiisobil zménu pozarového rezimu v lesich (Kuljian and Varner, 2010; Metz et al.,
2011), zménil cyklus dusiku (Cobb et al., 2013) a zpiisobil fadu kaskadovych reakci, které ovliviiuji populace
ostatnich organismti (Metz et al., 2013, 2012; Monahan and Koenig, 2006; Ramage and O’Hara, 2010; Swei
et al., 2011). Jiny patogen, Bretziella fagacearum, urychluje v Minnesoté pfeménu dubovych lesti v savany a
nasobi tak vliv klimatickych zmén (Pellegrini et al., 2021).

Invazni patogeny samozrejmé sniZuji biodiverzitu eliminaci hostitele minimalné v casti lokalit Ci
aredlu. Obvykle vSak preZivaji rezistentni jedinci nebo populace, jako je to v pripadé jilmi, které byly
v Evropé zasaZeny nékolika vinami grafiézy (Brunet et al., 2023; Ghelardini and Santini, 2009; Harwood et
al., 2011). Ve vzacnych pripadech mize dojit k faktické eliminaci hostitelského druhu, jak se to stalo
v pripadé severoamerického kaStanovniku Castanea dentata, ktery je v soucasné dobé na hranici vyhynuti
(Loo, 2009; Paillet, 2002). Nékteré patogeny maji Siroké spektrum hostiteld, vySe zminény patogen P.
ramorum ma potencial pfimo ovlivnit populace desitek hostitelskych druhti v¢etné kiovin a bylin (Parke a
Peterson, 2019). Castéji lze predpokladat spise nepfimy vliv invazniho patogenu na biodiverzitu zejména
v pripadg, Ze ovliviiuje klicovy druh v ekosystému (Ellison et al., 2005; Fleming et al., 2021; Mitchell et al.,
2016). Chradnuti a odumirani stromovych dominant v disledku epidemie neptivodnich patogenti ¢i jinych
Skodlivych organismt mtiZe mit rozlicné disledky pro lesni organismy a zahrnuje zmenSeni i zvétSeni jejich
populaci (Fleming et al., 2021; Sackett et al., 2011). Ptéci, savci a bezobratli mohou profitovat ze zvySeni
prisunu slunec¢niho zatreni, zvySeni mnoZstvi mrtvého dfeva, zvétSeni mnoZstvi dutin a obecné ze zvySeni
heterogenity prostfedi (Fleming et al., 2021; Sackett et al., 2011). Vliv na diverzitu cévnatych rostlin také
neni jednoznacny. Nékolik desetileti po katastrofickém poSkozeni blahovic¢nikovych lesii patogenem
Phytophthora cinnamomi byl v Australii zaznamenan vyrazny pokles druhové diverzity nejspise v disledku
expanze konkurencné silnych druhti trav a ostfic a zastinéni bylinného patra hustym vegetativnim zmlazenim
zasazenych stromti (Weste et al., 2002). Masové odumirani jedlovce vychodniho v diisledku invaze korovnice
jedlovcové (Adelges tsugae, Hemiptera) mélo za nasledek spiSe nartst poctu druhti rostlin (Ellison et al.,
2016; Kizlinski et al., 2002; Small et al., 2005). I v tomto prfipadé je vSak odumirani dominanty potencialnim
rizikem pro biodiverzitu, protoZe k narGstu druhii vyrazné prispély bézné druhy se Sirokou ekologickou
amplitudou a invazni druhy. Hrozi tedy homogenizace bioty na velkém prostorovém mé¥itku a ztrata druht
specializovanych na prostiedi vytvarené hostitelskym druhem (Ellison et al., 2016, 2005).

Ve stfedni Evropé jsou invaznimi patogeny zvlasté ohroZeny luZzni a moktadni lesy, dotkla se jich
epidemie grafi6zy jilmt v nedavné minulosti (Brunet et al., 2023; Harwood et al., 2011) a v soucasné dobé
jsou silné zasazZeny voskovickou jasanovou (Hymenoscyphus fraxineus, Brunet et al., 2023; Chumanova et
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al., 2019; Kowalski, 2006) a probihajici invazi plisné olSové (Cerny a Strnadova, 2010; Chumanova et al.,
2019). V nékterych ekosystémech je chybéjici dominanta nahrazena jinou (Loo, 2009), napriklad po tstupu
jedle nahrazuje jeji roli buk, byt samoziejmé méni ptivodni vlastnosti stanovisté (Nagel et al., 2019).
V pripadé luznich lest je v diisledku minulych nebo probihajicich epidemii nabidka ndhradnich dominant
velmi omezend, l1ze oCekavat expanzi druhti spiSe mezofilnéjsich stanovist’ (javory, buk, habr, lipa srdcita,
pripadné smrk) nebo kiovin (Frangula alnus, Prunus padus, Sambucus nigra). V pripadé mokfadnich olSin
je nabidka ndhradnich dominant jeSté mensi a omezuje se v podstaté jen na kfoviny (Salix cinerea, pripadné
Prunus padus).

Informaci o vlivu invaznich patogenti na diverzitu cévnatych rostlin v luznich a mokradnich lesich je
pfitom velmi maélo. V lesich piivodné dominovanych jasanem ve Svédsku byl zaznamenan tibytek druhti
bylinného patra po invazi voskovickou, zatimco plochy ptivodné dominované jilmem (Ulmus glabra) ztstaly
stejné druhové bohaté jako pred vice nez 30 lety. V obou pripadech doSlo k posunu druhového sloZeni ve
vsSech patrech (Brunet et al., 2023). Ve svétlinach jasanovych lesti napadenych voskovickou byl zaznamenan
vyssi podil vysokych svétlomilnych druhi typickych pro Zivinami bohaté lesni lemy, a naopak tibytek druht
stinomilnych (Turczanski et al., 2019). Nartst pokryvnosti bylinného patra, zejména travin predstavuje
konkurenc¢ni nevyhodu pro semenacky stromi (Jochner-Oette et al., 2021) a potencialné i pro konkurenc¢né
slabsi byliny. V1iv Phytophthora alni miZe byt vyraznéjsi, protozZe olSe vytvari vyrazné stinnéjsi porosty nez
jasan a navic je vyznamnym fixatorem dusiku. Vegetacni studie dynamiky moktadnich olSin (Pielech a
Malicki, 2018) z Dolniho Slezska (Polsko) pripisuje zmény spoleCenstev autogenni cyklické dynamice.
Pokryvnost stromového patra v opakovanych snimcich klesla za 20 let z cca 52 na 34 % a vysledky této studie
tak mohou byt analogické zméndm po invazi Phytophthora alni. Nejzasadnéjsi zménou byl nartst
pokryvnosti druhti Slenki vCetné plovoucich makrofyt a naopak tibytek druhti vazanych na bulty. Tato zména
souvisi s narlistem svétla ve spoleCenstvu a zejména se zvySenim vodni hladiny, kterd je pravdépodobné
dtsledkem sniZené evapotranspirace po uhynu stromového patra.

Biodiverzita luznich a mokradnich lesti je ohroZena mnoha dalSimi faktory jako jsou klimatické
zmény, invaze neptvodnich rostlin, zmény vodniho reZimu, fragmentace, eutofizace, lesni hospodareni a
podobné (reSerSe viz Havrdova et al., 2023). Klimatické faktory limituji aredly patogeni (Caballol et al.,
2024; Redondo et al., 2015; Romportl et al., 2016), jejich Sifeni Ize predpokladat zejména ve spojeni s
nartistem teplot (zejména zimnich) a s dostatkem srazek ve vegetacni sezoné (Bjelke et al., 2016; Caballol et
al., 2024; Jung et al., 2018; Simler-Williamson et al., 2019). Hostitelské stromy jsou navic oslabovany
klimatickymi extrémy, suchem nebo naopak zaplavenim, coZ zvysuje jejich citlivost vii¢i patogentim i jejich
Zivotaschopnost jako takovou (Adams et al., 2009; Bjelke et al., 2016; Jung et al., 2018; Simler-Williamson
et al., 2019; Strnadova et al., 2010) a zaroveni 1ze predpokladat vliv klimatickych extrémt také na bylinné
patro (Havrdova et al., 2023).

LuZni lesy se také méni pfirozené, 75 % jihoceskych luZnich lest vzniklo aZ v pribéhu poslednich
200 let na mistech nivnich luk nebo mokfadl (Douda, 2010). Ve stfedovéku az do poloviny 20. stoleti v
nivach zcela prevazovaly vlhké louky. Zbytky potoc¢nich a prameniStnich olSin byly v minulosti vyuzivany
jako pafeziny a béZzné se v nich paslo (Boublik et al., 2013). Novodoba expanze olSe v nivach pravdépodobné
prispéla ke sniZeni diverzity rostlin, ale i dalSich svétlomilnych organismti (Douda et al., 2009). Vliv
invazniho patogenu mtuzZe s témito procesy pomérné komplikované interagovat, odumirani olSe miuze
naptiklad prispét k opétovnému Siteni nékterych svétlomilnych druhd. Oproti minulosti je vSak vétSina niv
také silné obohacena o Ziviny a prosvétleni porosti miiZe vést naopak k redukci diverzity diky Sifeni Zivinové
naroc¢nych bylin a kefi. Nezanedbatelné je také riziko Sifeni dalSich invaznich druhti v naruSenych porostech
(Schei et al., 2024).

Predpokladem pro studium vegetacnich zmén je opakovany zaznam vegetace na trvalych
vyzkumnych plochéach. Ne vZdy vSak takové plochy v dostatecném poctu a naleZité lokalizovanych s ohledem
na potencialni zmény prostredi, které jsou Casto téZko predvidatelné (napfiklad Sifeni nového patogenu).
S uspéchem se proto vyuziva starSich vegetacnich zaznamt, ptivodné provedenych z jinych divodi (napf.
Brunet et al.,, 2023). Pro vegetacni studii zmén vegetace olSin se jevi jako idedlni opakovani
fytocenologickych snimkii provedenych J. Doudou v Jiznich Cechach jest& v dobé, kdy se P. alni v oblasti
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teprve zacinala Sifit (Douda, 2010) a jsou velmi dobte lokalizované. Na zékladé opakovani téchto zdznamu
budeme schopni splnit nasledujici cile studie:

1) Ve vybrané siti lokalit zopakovat historicka fytocenologicka hodnoceni a identifikovat rozsah
posSkozeni stromového patra olSin a popsat vybrané ménici se parametry prostredi.

2) Na zakladé vysledk (1) identifikovat zmény ve sloZeni a struktufe invadovanych spolecenstev a
zobecnit je.

3) Na zakladé krajinnych, hydrologickych, klimatickych, porostnich a dalSich charakteristik a miry
poskozeni biotopli vypracovat statisticky model popisujici citlivost biotopi olSin a zmény v olSinach
probihajici.

4) Vizualizace statistického modelu a tvorba mapového vystupu popisujici zmény biotopti a citlivost
lokalit

2.2 Metody

2.2.1 Sbér dat

2.2.1.1 Opakovani starych fytocenologickych snimk

V ramci vyzkumu byly opakovany fytocenologické snimky olSin a luZnich lesti zaznamenanych
J. Doudou v letech 2004-2006 (Douda, 2010). Dohledani lokalit probihalo na zakladé soutradnic
historickych fytocenologickych snimki. Pfesnéjsi lokalizaci jsme nasledné provadéli na zakladé sloZeni
stromového patra (pokud bylo zachovano), reliéfu, originalni klasifikace biotopu a dalSich tdaja z
pivodnich zaznamti. Snimek se provadél i v pfipadé iplného zaniku stromového patra. Neprovadeél se a
byl oznacen jako nedohledatelny pouze v pripadé zjevné chybné ptivodni lokalizace nebo v pfipadé velmi
drastickych zmén (napf. vystavba v misté snimku, zcela zménény reliéf). Zaznam vegetace se provadél
podle zavedené metodiky sbéru fytocenologickych snimki s vyuZzitim deviticlenné (rozsitené) Braun-
Blanquetovy stupnice (1, +, 1, 2m, 2a, 2b, 3, 4, 5; Westhoff a van der Maarel, 1973). Dale jsme provedli
odbér plidnich vzorki na 5 mistech v ramci snimku (uprostfed snimku, pobliZ rohd snimku na diagonéle
cca 1 m od rohu snimku smérem k jeho stfedu) z 10 cm mineralni vrstvy pod povrchem. Jesté na lokalité
byly vzorky smichany, homogenizovany a pro dalSi zpracovani byl pfedan smésny vzorek. Celkem se
nam podafilo zopakovat 214 z ptivodnich 240 historickych snimki (Obr. 2). V dalSich analyzéach
pouzivame 198 dvojic snimki, kde se v ptivodnich datech vyskytovala ve stromovém patte olSe.
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Obr. 2 Prehled zopakovanych fytocenologickych snimka

2.2.1.2 Monitoring P. alni

Monitoring napadeni plisni olSovou byl proveden na 213 lokalitach (Obr. 4, Obr. 5). Konkrétni
lokality a jejich pocty se mirné lisi od fytocenologické casti (kap. 2.2.1.1), protoZe ne na vSech lokalitach
se olSe vyskytovala v pavodnich vegetacnich zdznamech a nékteré plochy byly prozkoumany
fytopatology, ale nespliiovaly kritéria k opakovani fytocenologického snimku. Na vSech 198 lokalitach
fytocenologickych snimk s olsi vSak probéhl monitoring P. alni. Na zaméfenych plochach s olSinami
byla zjiStovana pritomnost typickych symptomi fytoftorové hniloby olSi. Jako symptomy
charakteristické pro toto onemocnéni byly reflektovany jazykovité 1éze s pritomnosti formaci exsudati
na povrchu borky a nekrotizovanymi vodivymi pletivy (akutni poSkozeni) a dale star$i poSkozeni tohoto
typu charakteristické vpadlym vzhledem (bez pfitomnosti exsudatii) a oddélujicim se kalusem od pletiv
zdravych, pripadné jazykovité ¢i klinovité 1éze oddélené kalusem, pfipadné i s odhalenym dievem (s
pripadnou sekundarni kolonizaci bazidiomycety). V pfipadé pritomnosti pouze symptomi starSiho
poskozeni byly v nejblizSim okoli (v poloméru cca 10-20 m) hledany symptomy poSkozeni akutniho.
Pokud se na lokalité Vyskytovaly mrtvé stromy a parezy, byly rovnéZ posouzeny z hlediska pritomnosti

Na trvalych plochach s V}’fskytem typickych symptomti choroby byl spocten pocet vSech olsi
vcetné mrtvych jedinci a parezi a dale zjiStén pocet jedinct napadenych — s pritomnosti vySe popsanych
symptomd a stromt s vyraznéjSim poskozenim korun (prosychéani nad cca 25 %; Jung a Blaschke 2004).
Odumfeni drevin (mrtvé stromy, parezy) v diisledku infekce bylo pripsano patogenu pouze v pripadé 1)
pritomnosti typickych symptomti pfimo na pafezech a mrtvych stromech ¢i 2) v pfipadé pritomnosti
symptomu na nejblizsich jedincich, kdy lze predpokladat, Ze v disledku ohniskovitého Siteni byly tyto
dreviny rovnéz napadeny. Pafezy a mrtvé stromy nebyly chorobé pripsany v pripadé, kdy byl patogen na
lokalitu recentné zavlecen (a nevyskytuji se zde tedy symptomy typické pro postepidemickou fazi) a v
pripadé, kdy se zjevné jednalo o imyslné odtéZeni dfeviny z jiného diivodu nebo zjevné odumfeni napf.
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z divodi nadmérné konkurence stromil v hornim patfe ¢i rozvoje korovych nekréz v disledku poskozeni
zvéri (vytloukani). Pro dalsi vyhodnoceni byl urcen podil jedinci s vyskytem symptomt napadeni a podil
jedincti odumfielych z divodd napadeni. Podil napadenych a odumielych jedincti byl hodnocen ve
stupnich napadeni: 0, 1-25, 26-50, 51-75, 76-99, 100 %.

Dale byly na ploSe identifikovany symptomy typické pro akutni napadeni (exsudaty, Cerstvé 1éze
vodivych pletiv) a odebran material pro izolaci patogenu. Na lokalité, pokud to bylo mozZné, byly
odebrany alespon 2—3(4) vzorky pro zvySeni pravdépodobnosti izolace patogenu ¢i pfipadné podchyceni
moZné genetické variability patogenu (ta se ovSem v ramci lokality ¢i SirSiho porostu predpoklada spise
pro postepidemickou fazi ¢i v pfipadé znacné poskozenych lokalit) byly symptomy hledany postupné v
bliZsim (desitky m) aZ vzdalenéjsSim okoli (stovky m). U blizkych lokalit (vzdalenych max. stovky metrti
a lokalizovanych v jednom porostu) lze predpokladat, Ze mohly byt s vysokou pravdépodobnosti
kolonizovany v pribéhu jedné viny identickym kmenem.

2.2.1.3 Izolace a determinace P. alni

Izolace byly provadény z baze olsi vykazujicich charakteristické pfiznaky fytoftorové hniloby
(Cerny a Strnadové 2010). Z kaZdého napadeného stromu byl odebréan jeden vzorek (tj. nebyly provadény
opakované izolace ze stejného stromu). Postup pro odbér vzorki z bazalnich ¢asti stromti byl provadén
podle standardni metodiky (Cerny et al. 2010). Kiira na hornim okraji léze (viditelné diky ernému
exsudatu) byla odstranéna a vodiva pletiva byla odebrana z prechodu mezi zdravou a napadenou oblasti.
Odebrané vzorky byly umistény do sterilniho sacku, oznaceny, rychle transportovany do laboratote nebo
kratce skladovany v chladni¢ce. Nastroje byly pred a po kazdém odbéru dezinfikovany 95% ethanolem.

V laboratori byly vzorky nakrdjeny na kousky o velikosti pribliZzné 4x4x4 mm, povrchové
sterilizovany v 95% ethanolu, oplachnuty v Cisté vodé, vysuSeny sterilnim filtraCnim papirem a
preneseny na Petriho misky s V8-PARPH agarem selektivnim pro oomycety (Jung et al. 1996). Na
kaZdou misku bylo umisténo maximalné 10 kouski. Poté byly misky umistény do tmy, inkubovany pri
teploté 20 °C a denné kontrolovany. KdyzZ se objevilo charakteristické hyalinni coenocytické mycelium,
byly ¢asti mycelia z okraje kolonie preneseny na V8 agar (200 ml Stavy V8, 15 g agaru a 3 g CaCO, na
litr) a kmeny byly dale subkultivovany. Pro dlouhodobé skladovani byly kmeny uchovavany na ovesném
agaru (20 g ovesné mouky a 15 g agaru na litr) pfi 12 °C.

Cisté kultury P. alni s.1. byly rozpoznany podle typického vzhledu kolonii (mycelium pfisedlé k
agaru, vzdusné mycelium fidké, Casto nepravidelny okraj, relativné rychly rist, homothalické s
charakteristickymi oogonii). Pfipadné chyby v urceni dle vzhledu kolonii byly odhaleny naslednou
analyzou mikrosatelitti. Pfibuzny druh P. Xcambivora, ktery se miize také vyskytovat na olSich, je
heterothalicky a v nepfitomnosti druhého parovaciho typu netvori oogonia. Jeden izolat P. xcambivora
byl zdmérné podroben stejné analyze mikrosatelitii jako P. alni s.l. (viz kap. 3.2.2.1), aby se vyloucila
chybna interpretace vysledkd, pfi pripadné zaméné.

2.2.2 Proménné prostredi pro analyzu vegetace

Priimérna teplota a mnoZstvi sraZek byly ziskany z nejblizsi klimatické stanice CHMU pro obdobi
péti let pfed rokem sbéru dat pro obé obdobi sbéru dat. Pokud byl rozdil mezi nadmorskou vyskou stanice
a vyzkumnou plochou vétsi neZ 100 m, pouZili jsme hodnoty z dalsi nejbliZsi stanice aZ do vzdalenosti
30 km.

Pldni vzorky odebrané na lokalitach byly vysuSeny a prosety pies 2 mm (hruba frakce) a 0,25
mm (jemna frakce) sito. Probéhla analyza pH(H:0), celkového uhliku (C), dusiku (N), obsahu
vyménnych kationtd Ca?*, Mg?*, K* a rostlindm dostupného fosforu (P). Ptdni pH bylo méfeno
v suspenzi 5 g hrubé frakce pidy a 25 ml destilované vody standardni sklenénou elektrodou. Celkovy
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obsah C a N byl zjistén pomoci C/N analyzatoru (LECO 928 Series). Z jemné frakce byly extrahovany
dostupné prvky (Ca, K, Mg a P) Mehlichovou metodou 3 (Mehlich, 1984), obsah prvki byl analyzovan
pristrojem ICP-OES (PerkinElmer Avio 500). Hladina podzemni vody (vlhkost stanovist€) byla
odhadovéana pouze v minulosti (Douda, 2010) jako hloubka reduk¢niho horizontu v ptidé (Hérault a
Honnay, 2005). Pokud nemohla byt hloubka redukc¢niho horizontu urcena (napriklad piscité ptidy), byla
hladina podzemni vody urcena relativné k hladiné vodniho toku.

2.2.3 Statistickd analyza dat

Testovali jsme zmeény ve vegetaci olSin mezi obéma obdobimi sbéru dat, vSechny analyzy
probihaly v programu R (R Core Team, 2024). Vlastnosti bylinného patra jsme vyjadrili pomoci t¥i
charakteristik, které jsme spocetli pomoci knihovny vegan (Oksanen et al., 2024): pocCet druhti bylin ve
snimku, index dominance v bylinném patfe pomoci Simpsonova indexu: Y';_,; pZ, kde pi je podil druhu i
a S je pocet druhti ve snimku, a miru nepodobnosti vegetace v pribéhu ¢asu. Miru nepodobnosti mezi
historickymi a souasnymi snimky jsme kalkulovali pomoci Bray-Curtis indexu (X|xij—xikl/Z(xij+xik)),
kde xik jsou logaritmicky transformované pokryvnosti v soucasnych snimcich a xj jsou obdobné
pokryvnosti v historickych snimcich. Rozdily v diverzité jsme testovali zobecnénymi linearnimi modely
se smiSenymi efekty (GLMM) s Poissonovym rozdélenim. Cislo plochy vstupovalo jako nahodny efekt
(definujici intercept). Obdobi sbéru, typ spolecenstva a interakce téchto proménnych byly vysvétlujicimi
proménnymi. Podobné jsme pouZili linearni smiSené modely pro analyzu dominance a pokryvnosti olSe.
Modely byly spocitany pomoci knihovny lme4 (Bates et al., 2015). Parova porovnani pomoci Tukey
post-hoc testu byly provedeny v knihovné emmeans (Lenth, 2024).

Zmény druhového sloZeni mezi obéma obdobimi jsme analyzovali pomoci kanonické
korespondencni analyzy (CCA) v prostredi knihovny vegan. Analyza probéhla s logaritmicky
transformovanymi pokryvnostmi druhti vyskytujicich se ve vice nez 5 % snimki. ID plochy bylo pouZito
jako kovariata omezujici porovnani na stary a novy snimek z téZe lokality. Cas jako faktor byl jedinou
vysvétlujici proménnou a analyzu jsme provedli oddélené pro tfi rizné typy vegetace. Statisticka
vyznamnost proménné byla testovana Monte-Carlo permutacnim testem. Interpretaci zmeén ve vegetaci
umoznilo pouziti nékolika vlastnosti druhti, které byly pasivné promitnuty do ordinacniho diagramu,
pokud byly priikazné korelované s 1. ordinacni osou. Pouzili jsme obsah suSiny v listu (leaf dry matter
content, LDMC) a specifickou listovou plochu (specific leaf area, SLA), které souvisi s dostupnosti
svétla a vody. Dale jsme pouZili vySku rostliny a schopnost vegetativniho Sifeni z databazi LEDA (Kleyer
et al., 2008) a CloPla (KlimeSova et al., 2017). PouZity byly také Ellenbergovy indikac¢ni hodnoty pro
teplotu (temperature), svétlo (light), vlhkost (moisture) a Ziviny (nutrients) (Chytry et al., 2018).
Abychom ur¢ili vliv napadeni P. alni na strukturu a sloZeni olSin, vytvorili jsme dil¢i strukturalni modely,
které zahrnovaly pfimé i nepfimé vlivy jednotlivych proménnych. Ve vSech modelech byly pouZity
rozdily mezi souCasnym a historickym obdobim (A) a hodnoty faktort v historickém obdobi jako
kovariaty. Napadeni P. alni bylo sledovano pouze v sou¢asném obdobi a vlhkost stanoviSté byla mérena
v historickém obdobi. Pfi tvorbé modeli jsme zohlednili vliv riznych prostorovych méfitek. Regionalni
klima bylo vyjadfeno jako zmény teploty (A Temp) a sraZek (A Prec). Napadeni P. alni (Phyth) bylo
vyjadreno jako podil odumfelych napadenych stromt. Predpokladali jsme, Ze tento faktor plisobi na
bylinné patro a ptdni vlastnosti na lokalni urovni, kdy ovliviiuje stromovy zapoj olsi (A Alnus cover) a
podil mrtvého dreva. Vlhkost byla méfena jako hloubka hladiny podzemni vody, priCemzZ zaporné
hodnoty oznacovaly hladinu pod povrchem a nulové hodnoty oznacovaly podmacené lokality. Ptidni
podminky byly vyjadfeny zménami koncentrace Ca?* (A Ca) a dostupného fosforu (A P), které nebyly
vyznamné korelovany a reprezentuji ptisuny Zivin ze zemédélstvi (P) a kvalitu opadu (Ca). SEM jsme
pouzili k vysvétleni zmén v bylinné diverzité, dominanci a disimilarité. Pfed upravou modelu byla
provedena logaritmicka transformace proménnych P, Ca, teploty a dominance. Modely byly hodnoceny
pomoci Fisherova C testu a AIC kritéria. NejlepsSi model byl urCen postupnym odstranovanim
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nevyznamnych proménnych. Standardizované koeficienty byly pouZity k hodnoceni vlivu prediktori a
vysvétlend variabilita byla vyjadfena hodnotou R2 Analyzy byly provedeny pomoci balicku
piecewiseSEM (Lefcheck, 2016).

2.2.4 Tvorba map

Tvorba mapovych vystupti pro JihocCesky kraj se soustfedila na statistické modelovani prostorové
distribuce vybranych charakteristik olSovych luhti a mokradt a tvorbu jednoduchych predikci za riznych
stavil rozSifeni patogenu. Prostorova slozka ma v analyzach vyznamnou roli, i kdyZ nemusi byt vZdy
piimo interpretovatelna jako ostatni prediktory, které do analyzy vstupuji. Prostorova slozka slouZi pro
charakterizovani prostorové dynamiky jednotlivych jevt, slouZzi k odfiltrovani prostorovych autokorelaci
a tim spolehlivéjsi interpretaci statistickych zavislosti (Vaclavik et al., 2012) a nakonec muize slouZzit ke
generovani novych hypotéz. Jako vysvétlujici proménné jsme pouZili pouze data velkého geografického
rozsahu, ktera jsou bézné dostupna (Tab. 1). Abychom mohli co nejpfesnéji modelovat prostorovou
slozku, vyuzili jsme zobecnénych aditivnich modela (Generalized Additive Model (GAM)) v prostiedi
programu R (R Core Team, 2024), knihovna mgcv (Wood, 2017). Prostor byl modelovan jako hladky
povrch na zdkladé soufadnic X a'Y (v jednotkach m mapového soufadnicového systému S-JTSK). Tam,
kde to mélo smysl (opakovana méreni na lokalitach), byla testovana také interakce prostorové slozky a
obdobi. Opravnénost této interakce byla posuzovana pomoci AIC (Sakamoto et al., 1986). Ostatni
proménné vstupovaly do modelu jako parametrické Cleny vcetné jejich vybranych interakci. Vychozi
model byl zjednoduSen postupnym odebranim proménnych s p > 0,1. Vysledné rastrové mapy byly
spocitany na zdkladé vyslednych model. Nékteré mapy vznikly v nékolika variantnich feSenich —
scénarich (minulost, soucasnost, mira napadeni patogenem). Zakladni mapy vznikly v rozliSeni 10 m pro
jednotlivé biotopy L2.2, L2.1 a L1, pro lepsi representaci na velké prostorové Skale byly nasledné tyto
mapy prepocitany na rozliSeni 2500 m primérovanim. Mapy zobrazuji pouze oblast, kde je statisticky
model dostatecné spolehlivy.

Tab. 1 Prehled vysvétlujicich proménnych pouZitych pro tvorbu rastrovych map

Proménnd Transformace Charakteristika Plivod
periodcode periodcode Obdobi, po které je Vlastni data
modelovéno (obdobi
sbéru dat). Kategorialni
proménna (1,2)
AlnDec AlnDec Mira naruSeni porostu Vlastni data
plisni olSovou (podil
mrtvych olsi vztaZeny
k pivodni pokryvnosti
olsi v porostu).
HabitatNumberlkm HabitatNumberlkm Pocet biotopti Natura Mapovani biotopti
2000 v okoli o poloméru | Natura 2000 (AOPK
500 m. CR, 2024)
LuhyMokr1km log10(LuhyMokr1km+0,001) Plocha biotopt L1, L2.1 a | Mapovani biotopti
L2.2, v okoli o poloméru | Natura 2000 (AOPK
500 m. CR, 2024)
UrbanDistance sqrt(UrbanDistance) Vzdélenost k nejblizsi CUZK (2021)
zastavéné ploSe.
Kvalital21km log10(Kvalital21km+0,001) Plocha pfirodnich biotopti | Mapovéani biotopti
kvality 1 nebo 2 v okoli o | Natura 2000 (AOPK
poloméru 500 m. CR, 2024)
RoadsDistance sqrt(RoadsDistance) Vzdalenost od silnice. CUZK (2021)
WaterDistance sqrt(WaterDistance) Vzdalenost od vodniho CUZK (2021)
toku nebo vodni plochy.
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ModifiedCatchmentAr | sqrt(ModifiedCatchmentArea) Velikost povodi nad DMR 4G (CUZK 2015)
ea lokalitou. vypocet (Bohner &
Selige 2006) v prostredi
SAGA (Conrad et al.
2015)
TopographicWetnessIn | TopographicWetnessIndex Topograficky vlhkostni DMR 4G (CUZK 2015)
dex index. vypocet (Bohner and
Selige, 2006) v prostiedi
SAGA (Conrad et al.,
2015)
Agrolkm log10(Agrolkm+0,001) Plocha orné ptidy v okoli | CORINE Land Cover
o poloméru 500 m. 2006 (2020), CORINE
Land Cover 2018 (2020)
biotopcode biotopcode Koéd biotopu (pfislusnost | Mapovani biotopti
biotopu). Kategorialni, Natura 2000 (AOPK
biotopy L1 jsou kategorie | CR, 2024)
1, biotopy L.2.1 aL2.2
jsou slouceny v kategorii
2.
Elevation Elevation Nadmof¥skd vyska. DMR 4G (CUZK 2015)
Elevationsd Elevationsd Variabilita nadmorské DMR 4G (CUZK 2015)
vysky — standardrni
odchylka.
X X souradnice X [m] Vlastni data
Y Y souradnice Y [m] Vlastni data

2.3  Vysledky

2.3.1 Zdkladni popis dat

Rozsah napadeni hostitele na jednotlivych plochach byl velmi riznorody, u 21 ploch (23 %)
s vyskytem patogenu bylo napadeno vice nez 50 % jedinct hostitele a celkem na dvanéacti plochach (13
%) byl ubytek olsi vétsi nezZ 50 %. RozloZeni miry poSkozeni v ramci vyzkumnych ploch ukazuje Obr.

3. Zajimava je prostorova distribuce napadeni olSe. Dosud lze nalézt malé oblasti, kde Phytophthora

témér chybi (napf. okoli Dolni Hofice). Jinak je velmi Siroce rozSifena, ale i ve velmi silné zasaZzenych
oblastech je dopad na porosty olSe velmi riznorody a najdeme i nezasazené lokality (Obr. 4 a Obr. 5).
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Obr. 3 Poskozeni porost( olSi na vyzkumnych plochach
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2.3.2 Mapy
Mapové vystupy jsou samostatnym vysledkem projektu a jsou publikovany v plném rozsahu na

geoportalu VUK (https://vukoz.maps.arcgis.com/home/index.html). Zde uvefejiiujeme vybrané vysledky.

2.3.2.1 Pravdépodobnost vyskytu patogenu dle podminek prostredi

Model pravdépodobnosti vyskytu P. alni v JC kraji neodhalil vyraznou prostorovou akumulaci
v nékteré casti uzemi, ktera by nebyla vysvétlitelna podminkami prostredi (obr. 6) a celkové model
vysvétluje pomérné malou Cast variability dat (necelych 12 %). Model ukazuje negativni zavislost
vyskytu na nadmotské vySce a na variabilité reliéfu (nadmoiské vysky). V modelu nebyl signifikantni
vliv ptivodni pokryvnosti olsi ani plocha olSin v okoli. Specifikace a vysledky modelu nasleduji:

Family: binomial
Link function: logit

Formula:
presence ~ Elevation + Elevationsd

Parametric coefficients:

Estimate Std. Error z wvalue Pr(>]|z]|)
(Intercept) 3.020969 0.738381 4.091 4.29e-05 **x*
Elevation -0.004465 0.001462 -3.053 0.00226 **
Elevationsd -0.041567 0.016629 =-2.500 0.01243 *
R-sqg. (adj) = 0.139 Deviance explained = 11.7%
UBRE = 0.24932 Scale est. =1 n 196

N . .
A Pravdépodobnost vyskytu patogenu
[ vysoka (0,782)
[ |
0 510 20Km B nizks (0,002)

Obr. 6 Modelovand pravdépodobnost vyskytu P. alni.
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2.3.2.2 Zména pokryvnosti olSe ve stromovém patfe

Model zmén pokryvnosti olSe (Alnus glutinosa a Alnus incana, pripadné kiiZenci) ukazal, Ze
prostorova distribuce se mezi starymi a soucasnymi daty zmeénila (z dat viceméné bez prostorové
struktury v minulosti v data s vyraznou strukturou v soucasnosti, obr. 7, obr. 8, obr. 9). Kromé prostoru
a jeho interakce s obdobim v konecném modelu vystupuji jako prediktory: obdobi (ukazuje, Ze
pokryvnost olSe se vyrazné plosné snizila, ale nikoliv vSude stejné), rozloha kvalitnich biotopii v okoli
(-), variabilita reliéfu (+), rozloha olSovych luhti a mokiadi v okoli (+), vzdalenost od silnic (+),
topograficky index vlhkosti (+), a interakce obdobi a vzdalenosti k zastavéné oblasti, ktera ukazuje, Ze v
porovnani s minulosti se v souCasnosti pokryvnost olSe sniZila méné ve vétsi vzdalenosti od zastavénych
ploch. Zajimavé je, Ze pritomnost P. alni nebyla v kone¢ném modelu vyznamna, pokryvnost olSe se tedy
sniZzuje bez ohledu na pritomnost patogenu. Model vysvétluje 18,4 % variability dat. Specifikace a
vysledky modelu nasleduji:

Family: gaussian
Link function: identity

Formula:

asin(sqrt (AlnuskE3/100)) ~ periodcode + loglO(Kvalital2lkm + 0.001) +
DMRsd + loglO (LuhyMokrlkm + 0.001) + sqgrt(RoadsDistance) +
TopographicWetnessIndex + sqgrt (UrbanDistance) + s(X, Y, bs = "gp",

by = periodcode) + periodcode:sqgrt (UrbanDistance)

Parametric coefficients:

Estimate Std. Error t wvalue Pr(>]|t])
(Intercept) 0.711053 0.101772 6.987 1.32e-11 **%*
periodcode? -0.190359 0.063788 -2.984 0.003032 *~*
logl0 (Kvalital2lkm + 0.001) -0.039932 0.019221 -2.078 0.038441 *
Elevationsd 0.001737 0.001043 1.665 0.096684 .
1logl0 (LuhyMokrlkm + 0.001) 0.071136 0.019157 3.713 0.000236 ***
sgrt (RoadsDistance) 0.002282 0.001159 1.969 0.049732 *
TopographicWetnessIndex 0.019665 0.010148 1.938 0.053411
sqgrt (UrbanDistance) -0.002539 0.002128 -1.193 0.233716
periodcode2:sqgrt (UrbanDistance) 0.006202 0.002993 2.072 0.038967 *

Approximate significance of smooth terms:

edf Ref.df F p-value
s (X,Y) :periodcodel 2.000 2.00 1.534 0.21700
s(X,Y) :periodcode2 9.457 12.07 2.652 0.00219 *x*
Rank: 63/73
R-sqg. (adj) = 0.141 Deviance explained = 18.4
GCV = 0.04223 Scale est. = 0.040015 n = 390

o

Data jsme v tomto pripadé transformovali arcsinovou transformaci, v mapé vSak vystupuji data
zpétné transformovana. Zakladem pro vytvoreni jednotlivych interpolaci je manipulace vZdy s jednou
zajmovou promeénnou (obdobi).
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Obr. 7 Model primérné pokryvnosti olsi v minulosti.

N
A Pokryvnost ol3i
. 80 %
rrrrrrrr
0 510 20Km 10 %

Obr. 8 Model prlimérné pokryvnosti olsi v souc¢asnosti.
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Vyvoj pokryvnosti olsi

N Il vétsi pokies (o vice ne? 25 %)
A [0 mirny pokles (o 10 a3 25 %)
e beze zmény (£ 10 %)
0 5 10 20Km I mirny narlist (o 10 aZ 25 %)

Obr. 9 modelovany vyvoj priimérné pokryvnosti ol$i mezi lety 2004 a 2023.

Mapy dobre ukazuji zménu prostorové distribuce pokryvnosti olSi na velké prostorové Skale i

absenci korelace s vyskytem patogenu (na velké prostorové skale, srv. s obr. 6).
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2.3.2.3 Diverzita rostlin v bylinném patte — predikce vyvoje pri absenci/prezenci patogenu a riizné mire
poskozeni stromového patra

Kromé prostoru a jeho interakce s obdobim v konecném modelu vystupuji jako prediktory:
obdobi (ukazuje, Ze pocet druhti se snizil), biotop (pocet druhti je nizsi v L1 neZ ve slouceném typu L.2.2
a L.2.1), plocha kvalitnich biotopi v okruhu 1 km (ovliviiuje pocet druhii pozitivné), plocha povodi (+),
vzdalenost od silnic (+), vzdalenost od nejblizsi vystavby (-), vzdalenost od tokt a vodnich ploch (-),
interakce obdobi a biotopu (vyraznéji se snizil pocet druhti v biotopech L.2.1 a L.2.2 neZ v biotopech L1),
interakce obdobi a miry napadeni (ukazuje, Ze mira napadeni prispéla k rozdilu mezi starym a novym
poctem druhii), interakce stafi a vzdalenosti od nejblizsi vystavby (pocet druhti se sniZil méné ve vétsi
vzdalenosti od vystavby). Model vysvétluje 43,8 % variability dat.

Family: poisson
Link function: log

Formula:
Specnum ~ periodcode + AlnDec + biotopcode + loglO (Kvalital2lkm +
0.001) + sgrt(ModifiedCatchmentArea) + sqgrt (RoadsDistance) +
sqgrt (UrbanDistance) + sqgrt(WaterDistance) + s(X, Y, bs = "gp",
by = periodcode) + periodcode:sqrt (UrbanDistance) + periodcode:AlnDec

periodcode:biotopcode

Parametric coefficients:
Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 3.4978120 0.0699949 49.972 < 2e-16 **x*
periodcode? -0.1562453 0.0771141 -2.026 0.042749 ~*
AlnDec 0.0005802 0.0014152 0.410 0.681830
biotopcode?2 0.1596983 0.0361922 4.413 1.02e-05 **x*
logl0 (Kvalital2lkm + 0.001) 0.0479172 0.0220861 2.170 0.030040 *
sqrt (ModifiedCatchmentArea) 0.0004917 0.0001354 3.630 0.000283 ***
sgrt (RoadsDistance) 0.0057978 0.001149%6 5.043 4.58e-07 ***
sqgrt (UrbanDistance) -0.0098415 0.0021640 -4.548 5.42e-06 **x*
sgrt (WaterDistance) 0.0046117 0.0024065 1.916 0.055318
periodcode?2:sqgrt (UrbanDistance) 0.0064029 0.0030198 2.120 0.033979 *
periodcode2:AlnDec -0.0048525 0.0021321 -2.276 0.022853 ~*
periodcode2:biotopcode? -0.1463385 0.0528972 -2.766 0.005667 **

Approximate significance of smooth terms:

edf Ref.df Chi.sqg p-value
S (X,Y) :periodcodel 26.49 28.64 177.9 <2e-16 ***
s(X,Y) :periodcode2 25.78 28.34 155.9 <2e-16 ***

R-sqg. (adj) = 0.314 Deviance explained = 43.8%
UBRE = 1.3806 Scale est. =1 n = 390

Zakladem pro vytvoreni jednotlivych interpolaci je manipulace vZidy s jednou zajmovou

proménnou (obdobi nebo mira napadeni porostu), mapy tak umoZiuji posoudit pro konkrétni lokalitu
potencialni riziko pri napadeni patogenem.
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Obr. 10 Primérny modelovany pocet druhu bylinného patra ve spolecenstvu (snimku) v minulosti (2004—2006).
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Obr. 11 Primérny modelovany pocet druhl bylinného patra ve spolecenstvu (snimku) v soucasnosti (2022—2023) za

predpokladu absence patogenu.
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Vyvoj poétu druhd
B velmi wyrazny pokles (215 druhil)
vyrazny pokles (10-14 druhi)

N pokles (5-9 druhdl)
A 7adné & malé zmény (+ 4 druhy)
_— I nardist (5-9 druhd)
0 5 10  20Km B vyrazny nardst (210 druhd)

Obr. 12 Modelovany vyvoj poctu druhl v obdobi 2004-2023 za pfedpokladu absence patogenu (rozdil mezi obr. 11 a obr.
10).

Porovnani map z obou obdobi (obr. 10, obr. 11, obr. 12) ukazuje, Ze ve vétSiné Gzemi pocCet druhti
pomérné vyrazné klesl i bez pri¢inéni patogenu, ale existuji i oblasti s naristem poc¢tu druht. Celkové se
pattern druhové diverzity v olSinach pomérné vyrazné zmeénil, a to v niZinach i v horach. Zajimavy je
néartist poctu druhfi v ¢asti Sumavy v kontrastu s jeho poklesem u Vys$siho Brodu nebo u Vimperku,
podobné v niZiné kontrastuje Tteboiisko s oblasti SZ od Ceskych Budg&jovic. Je potieba si uvédomit, Ze
absolutni hodnota zmény je ovlivnéna také vychozim poctem druht (druhové bohata spoleCenstva se
pravdépodobnéji zméni vice kterymkoliv smérem).
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Ubytek poctu druhfi viivem patogenu
0 5 10 20 Km 01 a7 2 druhy

~

Obr. 13 Primérny modelovany Ubytek poctu druhd bylinného patra ve spolecenstvu (snimku) v soucasnosti (2022-2023),
ktery lze prisoudit patogenu za predpokladu obvyklého poskozeni stromového patra patogenem (poskozeni odpovida
medidnu poskozeni).

N Ubytek poctu druhd vlivem patogenu
A B o525 6 druhl
e [0 o 3a2 4 druhy
0 5 10 20 Km o0 1 az 2 druhy

Obr. 14 Primérny modelovany Ubytek poctu druhid bylinného patra ve spolecenstvu (snimku) v soucasnosti (2022-2023),
ktery lze pfisoudit patogenu za predpokladu extrémniho poskozeni stromového patra patogenem (poskozeni odpovida 10 %
nejzasazenéjsich porost().
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Obr. 15 Primérny modelovany Ubytek poctu druhi bylinného patra ve spolecenstvu (snimku) v soucasnosti (2022-2023),
ktery lze prisoudit patogenu za predpokladu skute¢ného poskozeni stromového patra patogenem (poskozeni odpovida
modelu na obr. 6).

V porovnani s amplitudou zmén v case zptisobenych jinymi faktory nema invaze P. alni velky
vyznam, pii obvyklém poSkozeni porostli zpisobi primérny tbytek o 1-2 druhy (obr. 13) v nejhorsim
scénari mizZe zpusobit pomérné zasadni tbytek druht (obr. 14), je vSak nepravdépodobné, Ze by se tak
extrémni poSkozeni vyskytlo ploSné. Realisticky odhad soucasného stavu (obr. 15) ukazuje témér
zanedbatelné zmény v primérném poctu druhti ve spolecenstvech.

2.3.2.4 Sifeni vybranych invaznich druhti v ol3inach

Modelovali jsme Sifeni netykavky malokvété (Impatiens parviflora) a netykavky Zlaznaté (I.
glandulifera). Vstupnimi bodovymi daty byla terénni soucasna a historicka fytocenologicka data
prevedena na presenci/absenci obou druhti. V pripadé netykavky malokvété nebyl prostorovy clen
vyznamny, vyznamné bylo obdobi (v soucasnosti je druh vyrazné castéjsi), nadmorska vyska (ovliviiuje
vyskyt negativné), plocha kvalitnich biotopii v okoli (-), plocha povodi (+) a vzdalenost od silnic (-).
Z modelu je tedy zfejmé kontinualni obsazovani dalSich lokalit (obr. 16, obr. 17). Model vysvétluje
28,3 % variability dat:

Family: binomial

Link function: logit

Formula:
ImpParvi ~ periodcode + Elevation + loglO(Kvalital2lkm + 0.001) +
sgrt (ModifiedCatchmentArea) + sqgrt (RoadsDistance)

Parametric coefficients:
Estimate Std. Error z wvalue Pr(>|z]|)

(Intercept) 4.344425 0.995282 4.365 1.27e-05 ***
periodcode? 1.372620 0.257925 5.322 1.03e-07 *x**
Elevation -0.010889 0.001513 -7.196 6.19e-13 ***

logl0 (Kvalital2lkm + 0.001) -0.532336 0.212732 =-2.502 0.01234 ~*
sqgrt (ModifiedCatchmentArea) 0.005199 0.001940 2.679 0.00738 **
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sgrt (RoadsDistance) -0.041111 0.014445

Q

R-sqg. (adj) = 0.323 Deviance explained = 28.3%
UBRE = 0.018359 Scale est. =1 n = 390

A

i

| SelconidE

Vyskyt netykavky malokvété

- pravdépodobnost 1

0 5 10 20 Km pravdépodobnost 0

Obr. 16 Modelovany vyskyt netykavky malokvété v minulosti (2004-2006).
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Obr. 17 Modelovany vyskyt netykavky malokvété v soucasnosti (2022-2023).
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V pripadé netykavky Zlaznaté obsahuje vysledny model prostorovou sloZku vcetné interakce s
obdobim (indikuje skuteCnost, Ze celkové rozsiteni se v Case vyznamné zmeénilo; obr. 18, obr. 19), dale
nadmorskou vysku (ovliviluje vyskyt druhu negativné), pocet biotopti v okoli (+), variabilitu reliéfu (+),
plochu povodi (-) a topograficky vlhkostni index (+). Model vysvétluje 58,6 % variability dat:

Family: binomial
Link function: logit

Formula:

ImpGland ~ periodcode + Elevation + HabitatNumberlkm + DMRsd +
sqgrt (ModifiedCatchmentArea) + TopographicWetnessIndex + s (X,
Y, bs = "gp", by = periodcode)

Parametric coefficients:
Estimate Std. Error z value Pr(>]|z])

(Intercept) 2.501610 4.076063 0.614 0.539392
periodcode?2 0.387919 0.993843 0.390 0.696298
Elevation -0.027911 0.007492 -3.726 0.000195 #**x*
HabitatNumberlkm 0.273921 0.079611 3.441 0.000580 ***
DMRsd 0.074316 0.038363 1.937 0.052722
sgrt (ModifiedCatchmentArea) -0.012044 0.0060622 -1.819 0.068940
TopographicWetnessIndex 0.713173 0.297354 2.398 0.016467 *

Approximate significance of smooth terms:

edf Ref.df Chi.sqg p-value
S (X,Y) :periodcodel 6.534 8.634 13.14 0.13379
s(X,Y) :periodcode2 17.998 21.557 41.22 0.00659 **

R-sg. (adj) = 0.537 Deviance explained = 58.6%
UBRE = -0.51938 Scale est. =1 n = 392

N Vyskyt netykavky Zldznaté
A P pravdépodobnost 1
"
0 5 10 20 Km L. pravdépodobnost 0

Obr. 18 Modelovany vyskyt netykavky Zlaznaté v minulosti (2004-2006).
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Obr. 19 Modelovany vyskyt netykavky Zlaznaté v soucasnosti (2022-2023).

2.3.2.5 Obsah fosforu v ptidé

Model vychazi z dat ziskanych v soucasnosti. K dispozici byla také data historicka, vzhledem k
rozdilnym metodikam vSak nebyly hodnoty pfimo srovnatelné. Samostatnou analyzou centrovanych
hodnot jsme vSak ovéfili, Ze ptes rozdily v absolutnich hodnotach ztstala relativni prostorova distribuce
stejna. Dale modelujeme pouze soucasné hodnoty (obr. 20). Jako hladky ¢len byl modelovan prostor se
vstupnimi soufadnicemi X a Y. Kromé prostorového pattern byla ve vysledném modelu vyznamna
nadmorska vyska (ovliviiuje mnozstvi fosforu negativné), plocha olSovych luhti a moktadi v okoli (-),

plocha povodi (-) a vzdalenost od silnic (-). Model vysvétluje 33,1 % variability dat.

Family: gaussian
Link function: identity

Formula:

1ogl0 (P) ~ Elevation + 10910 (LuhyMokrlkm

sgrt (ModifiedCatchmentArea) +
sgrt (RoadsDistance) + s(X, Y, bs = "gp")

Parametric coefficients:

0.001)

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])

(Intercept) 1.6314913 0.1752980
Elevation -0.0006396 0.0003259
1ogl0 (LuhyMokrlkm + 0.001) -0.0985080 0.0346746
sgrt (ModifiedCatchmentArea) -0.0007649 0.0002608
sqgrt (RoadsDistance) -0.0041492 0.0019941

Approximate significance of smooth terms:
edf Ref.df F p-value
S(X,Y) 12.64 13.43 4.558 1.44e-06 ***
Rank: 20/37
R-sqg. (adj) = 0.269 Deviance explained = 33.1%
GCV = 0.064817 Scale est. = 0.059042 n 198

9.
-1.
-2.
-2.
-2.

307
963
841
933
081

O O O O A

2e-16

.05122
.00502
.00379
.03887

* kK

* %
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Koncentrace fosforu v plidé

- 1,657

0 5 10 20 Km 0,708

I~

Obr. 20 Model koncentrace fosforu v padé ([logio(mg/kgl)], primérné hodnoty v olSinach) pro soucasnost

2.3.3 Analyza vegetace

Data pouZita pro analyzu vegetace maji ponékud jinou strukturu, neZ data pouZita pro prostorovou
analyzu a tvorbu map. Pro analytické icely jsme mohli pouZit podrobnéjsi informace o datovych bodech,
které nejsou pouZitelné pro ticely interpolace. Napfiklad piidni vlastnosti, které nejsou dostupné na velké
prostorové Skale a zejména jsme analyzy strukturovali na zdkladé podrobnéjsi informace o klasifikaci
vegetace, kdy bylo mozné odliSit pramenistni olSiny od potocnich luht (které jsou zahrnuty pod biotopem
L2 v predchozi analyze), misto dvou kategorii jsou tedy data vztaZzena ke kategoriim tfem (moktadni
olSiny, potocni olSiny a pramenistni olSiny).

Ze vsech zkoumanych porostii bylo 45 % napadeno plisni olSovou, nejvice napadené byly
mokftadni olSiny a nejméné pramenistni olSiny (Obr. 21A), podil napadenych stromii v porostech byva
nejcastéji do 50 % a intenzivnéji napadené porosty jsou vzacné, obdobna je situace i u podilu mrtvych
olSi. Napadeni se odrazilo ve sniZeni pokryvnosti olSi v porostech v souCasnosti v porovnani s minulosti
(Obr. 21B), zajimavé ovSem je, Ze s vyjimkou moktadnich olSin poklesla pokryvnost olSi i
v nenapadenych porostech. Pokryvnost ostatnich druhii stromli se v zdsadé nezménila (Obr. 21D).
Zménila se pokryvnost kfovin, v potocnich olSindch mirné narostla, ovSsem nezéavisle na napadeni a
v prameni$tnich ol3indch narostla pouze v nenapadenych porostech (Obr. 21E). Ubytek olse byl
vyznamny i ve statistickém porovnani minulého a soucasného stavu porostli, ovSem pouze v potocnich
olSinach (Obr. 22C). Statisticky vyznamny byl pokles poctu druhti mezi obdobimi ve vSech
spoleCenstvech (Obr. 22A), v potocnich a prameniStnich olSindch se projevila nevyrovnanost
v pokryvnostech druhG (Obr. 22B). Zmény druhového sloZeni byly ve vSech spoleCenstvech
kvantitativné stejné (Obr. 22D). Zmény mezi jednotlivymi obdobimi ovSem nelze pficitat pouze invazi
plisné olSové, na zménach vlastnosti spolecenstev se podilela celd fada dalSich faktori, a navic vztah
mezi infekci a biodiverzitou nemusi byt ¢isté negativni, v pomérné vzacnych ptipadech silného napadeni
zustal pocet druhi v bylinném patfe stejny jako v minulosti (Obr. 21C).
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Obr. 21 Vliv P. alni v olSinach podle typu vegetace. A) RozloZeni poctu ploch podle Sesti kategorii miry infekce (podil mrtvych
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Zmény diverzity rostlin. D) Zmény pokryvnosti jinych stroma. E) Zmény pokryvnosti kiovin.
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Obr. 22 Zmény ve spolecenstvech olSin mezi lety 2004-2023. A) diverzita rostlin bylinného patra. B) index dominance
bylinného patra. C) pokryvnost olsi. D) podobnost bylinného patra mezi starymi a novymi snimky. Rozdily mezi minulosti a
soucasnosti jsou indikovany: ***, p < 0.001; **, p < 0.01; *, p < 0.05, testovano Tukey post-hoc testem. Data jsou priméry +
standardni odchylka.

V dalSim kroku jsme podrobné€ji analyzovali priciny zmén spoleCenstev olSin. Diverzita rostlin
v potocnich olSinach byla primarné ovlivnéna dostupnosti vody a dominanci v bylinném patfe (Obr.
23A). Zejména na susSich stanovistich doslo k vyraznému poklesu diverzity bylinného patra, zatimco
druhova diverzita na vlh¢ich mistech byla stabilnéjsi. Pravdépodobnym mechanismem tbytku druhii a
zmén druhového sloZeni byla zejména zvySend konkurence nékolika dominantnich druh.
V pramenistnich olSinach byla vyznamnym faktorem infekce P. alni (Obr. 23B), ktera ovliviiovala pocet
druhi bylinného patra pfimo a také nepfimo skrz zvySenou dominanci. SniZeni srazek povazujeme za
vyznamny mechanismus zmény sloZeni bylinného patra v tomto biotopu. V mokradnich olSinach vedla
infekce P. alni k posunu sloZeni bylinného patra spolecné se zménami ve srazkach a druhova diverzita
byla negativné ovlivnéna nartstem fosforu v piidé a nartistem pokryvnosti dominantnich druht (Obr.
23C).
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Obr. 23 Analyzy pomoci strukturalnich modelld kombinuji efekt
P. alni sostatnimi vyznamnymi faktory pro bylinné patro
v kazdém typu spolecenstva. A) potoc¢ni olSiny, B) pramenistni
olSiny, C) mokradni olSiny. Diagramy ukazuji nejlepsi modelt.
Vyznamné efekty jsou indikovany (* p<0.05, ** p<0.01, ***,
p<0.001). Sitka Sipek indikuje hodnotu standardizovanych
koeficient. Modré Sipky ukazuji pozitivni a Cervené negativni
zavislosti. Cisla v krouZcich znamenaji procento variability (R?)
pro kazdou proménnou.
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Obr. 24 diagramy zmén v c¢ase pro jednotlivd spolecenstva.
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diagramech je zachovano 5 % druh( s nejvyssim skére na

ordinacnich osach
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Zmeény v druhovém sloZeni porostli za posledni dvé dekédy ilustruje Obr. 24. Zejména pribyly
druhy s vysokym LDMC a expandovaly mezofilni druhy (pfipadné ubyly vlhkomilné), jak ukazuje
pokles indikacnich hodnot pro vlhkost. Mezi druhy s vysokym LDMC expandujicimi v soucasnych
snimcich patfi Acer pseudoplatanus, Dryopteris spp., Festuca gigantea and Prunus padus (Obr. 24).
V mokfadnich olSinach pfibyly druhy vysokého vzristu jako Carex vesicaria, Dryopteris spp., Festuca
gigantea, Glyceria fluitans a Rubus spp (Obr. 24C, tab. 2, tab. 3). Invazni druhy Impatiens parviflora a
I. glandulifera pribyly ve frekvenci i v pokryvnosti (Obr. 24C, tab. 2, tab. 3). V potocnich a prameniStnich
olSinach znatelné ubyly svétlomilné druhy (Obr. 24A a B), vlhkomilné druhy jako Myosotis palustris
agg., Angelica sylvestris a Cirsium palustre vymizely z vice neZ 20 % ploch ve vSech typech lesa a Viola
palustris ustoupila v potocnich a moktadnich olSinach (Obr. 24C, tab. 2, tab. 3).

Tab. 2 Seznam druh jejichZ frekvence se v uplynulych dvaceti letech zménila nejvice. Tabulka udava procento (a pocet)
ploch, ve kterych dany druh vymizel, nebo byl nové zaznamenan alespori ve 20 % ploch. Cervené jsou druhy, které ubyly,
zelené druhy, které pfibyly, tucné jsou druhy, jejichz frekvence se vyznamné zménila ve vSech spolecenstvech. * znaci invazni
druhy.

Potoéni olginy Pramenistni oliiny Mokiadni olZiny
Druh % (nu) Druh % (nu) Druh % (nu)
Mpyosotis palustris agg. -35 (-39) Galium palustre agg. [-33 (-17) Alnus glutinosa (E1) |-37 (-19)
Moehringia trinervia -31 (-34) Viola palustris |-33 (-17) Cirsium palustre | -35 (-18)
Angelica sylvestris -29 (-32) Cirsium palustre |-31 (-16) Viola palustris |-27 (-14)
Anthriscus sylvestris -29 (-32) Myosotis palustris agg. |-31 (-16) Angelica sylvestris -25 (-13)

Ranunculus repens -26 (-29) Angelica sylvestris -25 (-13) Myosotis palustris agg. | -25 (-13)

Scrophularia nodosa -23 (-25) Moehringia trinervia |-25 (-13) lycopus europaeus -22 (-11)

Cirsium palustre -20 (-22) Carex pallescens -21 (-11)
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Tab. 3 Seznam druh( jejichZz pokryvnost se v uplynulych dvaceti letech zménila nejvice. Tabulka udava primérnou zménu
pokryvnosti a ukazuje druhy, které se zménily alespori ve 20 % ploch. Cervené jsou druhy, které ubyly, zelené& druhy, které
pribyly. * znadi invazni druhy.

Potocni ol3iny Pramenistni olsiny Mokfadni olsiny

Druh Zmeéna pokryvnosti  Druh Zména pokryvnost
Alnus incana (E2+E3)
Fraxinus excefsior (E2+E3)

Druh Zmeéna pokryvnost

Stellaria nemorum Cardamine amara

Lamium maculatum Phalaris arundinacea

Impatiens noli-tangere Lysimachia nummularia

Impatiens noli-tangere

Fraxinus excelsior

(E2+E3) Phalaris arundinacea Prunus padus (E2+E3) 5
Betula pubescens

(E2+E3) -6 Urtica dioica Impatiens glandulifera® 5
Impatiens glandulifera® 5 Carex remota 5 Salix cinerea (E2+E3) 8
Carex brizoides 6 Agrostis capillaris 5 Calamagrostis canescens 9
Prunus padus (E2+E3) 7 Cirsium oleraceum 6

Quercus robur (E2+E3) 7 Picea abies (E2+E3) 6

Calamagrostis villosa 16 Carex brizoides 9

2.4 Diskuze

Phytophthora alni je v soucasné dobé v CR jiZ bé7né rozsifeny patogen, vyskytuje se v povodich
viech velkych fek a zejména v Z a JZ Cechach i v okoli mensich tokd (obr. 1), presto stéle existuji
lokality potencialné citlivé ale patogenem neobsazené (Chumanova et al., 2021; Romportl et al., 2016).
V naSem vyzkumu jsme potvrdili vyskyt patogenu na méné nez 50 % lokalit s mortalitou ne vy3si nez
25 % na vétsiné lokalit. To je situace méné zavaznd neZ u ostatnich invaznich patogenti, naptiklad
voskovicka jasanova (Hymenoscyphus fraxineus) ovlivnila vice nezZ 80 % porostii jasanu v Evropé (Gil
et al., 2006; Havrdova et al., 2017) s mortalitou Casto vyssi neZ 50 % (George et al., 2022). Na rozdil od
voskovicky se P. alni nesiti vzduchem, ale priméarné nepohlavnimi zoosporami vodou, coz zptisobuje jeji
rychlé Sifeni podél vodnich tokti a hromadné hynuti olSi v jejich bezprostfedni blizkosti a
v zaplavovanych oblastech (Bjelke et al., 2016; Cerny and Strnadové, 2010; Jung et al., 2018), ale na
druhou stranu omezuje infekci izolovanéjSich a susSich lokalit (Romportl et al., 2016). Tomu odpovidaji
i naSe data (obr. 21), u kterych je nejmensi podil infikovanych lokalit v prameniStnich olSinach, které
byvaji nejvice izolované od ostatnich olSin a tokti nebo souvislych vodnich ploch (Douda et al., 2016),
nasleduji potoc¢ni olSiny, které mivaji pfimy kontakt s tokem a nejcastéji byly napadeny mokradni olSiny,
které byvaji v kontaktu s kontaminovanou stojatou vodou (Jung et al., 2018). V mokradnich olSinach se
patogen také rychle Sifi lokadlné a mivaji proto také nejvyssi podil napadenych olSi i mortalitu,
v extrémnich pfipadech i 100 % (a tim zaroven vyssi pravdépodobnost detekce patogenu, obr. 21),
v ramci suSSich biotopl se patogen Sifi pomaleji a lze tak Casto pozorovat mozaiku napadenych i
nenapadenych ploch v ramci jednoho porostu. V nasi analyze jsme nenasli Zadné vyrazné prostoroveé
pattern (obr. 6), které by ptipadné indikovalo neukoncené Sifeni patogenu a nenasli jsme ani zavislost na
lokéalnich podminkach prostfedi. To naznacuje, Ze zkoumané tuzemi se jako celek nachazi
v postepidemické fazi a dalsi Sifeni patogenu lze predpokladat predevsim lokalné (v rdmci jiZz zasaZenych
lokalit, nebo na lokality blizké, ale jeSté neobsazené). Pliseri olSova je v tizemi limitovana v podstaté
pouze klimatickymi faktory (obr. 6, obr. 23), coZ odpovida jejim zndmym ekologickym vlastnostem,
zejména citlivosti k nizkym zimnim teplotdm a vysokému riistovému optimu (Bjelke et al., 2016; Cerny
a Strnadov4, 2010; Redondo et al., 2015). Vyznamnéjsi rozSifovani arealu v izemi lze proto ocekavat
s postupujicimi klimatickymi zménami (Caballol et al., 2024; Redondo et al., 2015; Simler-Williamson
et al., 2019).
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Plisen olSova zpiisobuje defoliaci a postupné hynuti olsi, 1ze tedy predpokladat, Ze pfi jejim
obecném rozsifeni bude hlavnim faktorem redukujicim pokryvnost olSi ve spoleCenstvech. Paradoxné
vSak pritomnost patogenu nebyla mezi prediktory pokryvnosti olSe a jejich zmén v naSi prostorové
analyze (kap. 2.3.2.2), jeji pokryvnost se oproti minulosti sniZila i v nenapadenych lokalitach (obr. 21) a
nejvyssi plosné a souvislé sniZeni jeji pokryvnosti jsme zaznamenali v oblastech, kde je pravdépodobnost
vyskytu P. alni nizka (srv. obr. 9 a obr. 6). Pficinou je zjevné relativné nizka mortalita olSi v napadenych
porostech (obr. 21), pfi které jsou ostatni jedinci v porostu schopni kompenzovat ztratu pokryvnosti.
S nartstajici frekvenci napadenych olSi v porostu samozfejmé vliv patogenu roste (obr. 17), ale tento

~ews

a méné mozaikovité a tedy chybi zdravi sousedni jedinci, ktefi by vzniklé mezery ve stromovém patie
nahradili. Hlavni pfi¢inu tbytku pokryvnosti olSe je tedy tfeba hledat jinde neZ v infekci plisni olSovou.
Hlavnim kandidatem jsou klimatické zmény, zejména pokles srazek (obr. 23A, C), tuto hypotézu
podporuje také tstup vlhkomilnych bylin z podrostu (Obr. 24, tab. 2, tab. 3). Jistou roli mohou hrat také
lokalni antropogenni faktory, kdy dstup olSe je do urcité miry zmirnén vzdalenosti od lidskych sidlist’ a
celkové ma pozitivni vliv napr. vzdalenost od komunikaci nebo pfitomnost olSin v okoli (kap. 2.3.2.2).
Zda se, Ze nékolik mélo druhti dfevin (Picea abies, Prunus padus, Salix cinerea, Quercus robur, Prunus
padus) se nové uspésné rozsirilo do olSin (Obr. 24), ale nepodarilo se nam prokazat nahradu olSi jinymi
druhy dfevin (Brunet et al., 2023; Flower et al., 2013; Nagel et al., 2019). Pfi¢inou je pravdépodobné
relativné kratka doba mezi historickym a souasnym vyzkumem (Brunet et al., 2023) a malé mnozZstvi
potencialnich dominant, které v téchto podminkach rostou (Boublik et al., 2013).

Vzhledem k celkovym zméndm diverzity za uplynula dvé desetileti jsou zmény zptisobené plisni
olSovou relativné malé (kap. 2.3.2.3). Pouze u moktadnich olSin jsou zmény diverzity castecné
zprostiedkovany poklesem pokryvnosti olSe (obr. 23C). U prameniStnich olSin je vliv na bylinné patro
primy a zvySuje pokryvnost nékolika dominantnich druht, a také ovliviiuje pocet druhti v podrostu (obr.
23B). Zdanlivé prfimy vliv patogenu na bylinné patro je vSak pravdépodobné také zprostfedkovan
néjakym nami nemérenym faktorem, nebot’ mechanismus pfimého vlivu P. alni na bylinné patro je téZko
predstavitelny. Vliv miZe byt zprostfedkovén sniZenim aktivity dusik fixujicich symbiotickych bakterii.
Studie na jedlovcich (Tsuga spp.) napadenych korovnici jedlovcovou vSak ukazaly, Ze symbiotické
bakterie do urcité miry pokracuji ve fixacni aktivité i pres poSkozeni hostitele (Lovett et al., 2006; Orwig
et al., 2013). Navic dekompozice opadu z napadenych stromti miiZze ptidu vyrazné obohacovat o dusik
(Cobb et al., 2013; Ferreira et al., 2022) a mrtvé rozkladajici se dievo miize slouzit jako zdroj Zivin po
desetileti (Wallace et al., 2001). Ovlivnéni Zivinovych pomért patogenem je tedy pravdépodobné, ovSem
miZe probihat obéma sméry. DalSim moZnym vysvétlenim zdanlivé pfimého vlivu patogenu je
setrvacnost bylinného patra, které bylo vystaveno doCasnému sniZeni pokryvnosti stromového patra,
které nasledné regenerovalo. Ackoliv uvazujeme predevsim o sniZovani poc¢tu druht v disledku invaze
plisné olSové, nase data také naznacuji, Ze v silné napadenych moktadnich olSindch mohl pocet druht
zustat stejny jako v minulosti, nebo se dokonce zvysil (obr. 21) a v podstaté doSlo k obnoveni druhové
bohatych mokfadu. Pfipadt s velmi silnou mortalitou olSe je vSak zatim pomérné malo.

Zmény druhového sloZeni spoleCenstev a jejich vlastnosti ukazuji, Ze vyznamnym hybatelem
zmeén v olSinach byla sukcese. Ve vSech tfech typech lesti ubyly svétlomilné druhy, ubyvajici druhy jako
Lychnis flos-cuculi, Cirsium palustre, Lysimachia vulgaris a Ranunculus repens mohou dokonce
predstavovat zbytky ptvodnich populaci drivéjSich vlhkych luk a moktadtl, které zartstaji lesem.
Podobny ustup svétlomilnych druht byl v mnoha pripadech dokumentovan jiz dfive, zejména na vlhkych
a Zivinami bohatych mistech, kde je sukcese navic podpofena klimatickymi zménami (napt. Amatangelo
et al.,, 2011; Hédl et al., 2010). Obecné také narostla dominance (tj. klesla vyvazenost spolecCenstev a
narostla pokryvnost nékolika malo druhti; Obr. 23) a narostla pokryvnost vysokych druhti (Obr. 24). To
svéd¢i o nérGstu intenzity konkurence v bylinném patie. V pripadé mokiadnich olSin byly zmény
v dominanci spojeny s nartstem dostupného fosforu (Obr. 23C). ZvySena dostupnost fosforu casto
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zvySuje dominanci druhii naro¢nych na Ziviny, zejména v podminkach dobré dostupnosti svétla
v podrostu (Hipps et al., 2005). Napadna je koincidence prostorové distribuce koncentrace fosforu
s diverzitou bylinného patra (Obr. 11, Obr. 20). Negativni vliv zvySeného obsahu fosforu na diverzitu
v moktadnich lesich byl doloZen také v jinych studiich (HoleStova et al., 2024; Strubelt et al., 2017).
Nartist dominance také miZe souviset se Sifenim expanzivnich a invaznich druhi, zejména Impatiens
parviflora a I. glandulifera (Obr. 24, kap. 2.3.2.4).

Na zménach druhového sloZeni se zejména v pripadé potocnich a prameniStnich olSin vyrazné
podili dbytek vlhkomilnych druhi (pripadné nartst mezofilnich; Obr. 24), na su$si podminky
v recentnich snimcich ukazuje také nardst druhti s vysokym LDMC (Doudova et al., 2022; Havrdova et
al., 2023). Zmény k sussim podminkdm mohou byt zptisobeny sniZenim srazek, ale také sukcesnimi
procesy, kdy rist stromi zptisobuje vysouSeni stanovisté, nebo se mohou synchronné projevovat oba
procesy. Druhy s vy$sim LDMC dokéaZzi 1épe hospodarit s vodou (Wang et al., 2022). Podobné zmény
indikujici Sifeni stres tolerantnich druhti béhem sukcese prokazal také (Lanta et al., 2024).

3 Geneticka variabilita a variabilita virulence patogenu na krajinné arovni

3.1 Uvod
Predpoklad vysoké genetické variability v rdmci tfi taxond existoval dlouho (Brasier et al. 2004),
ale detailni geneticka analyza byla provedena aZ v ramci studii Aguayo et al. (2016) a Mizeriene et al.
(2020), které pouzily analyzu mikrosatelitovych markert (STR) pro zkoumani evropskych populaci
tohoto druhového komplexu. Tyto markery jsou vhodné pro analyzu populacni struktury diky své
rychlejsi mutacni schopnosti ve srovnani s jinymi ¢astmi genomu. Aguayo et al. (2016) zjistili vysokou
genetickou diverzitu, zejména u triploidniho druhu P. xalni, ve srovnani s rodi¢ovskymi druhy, a tento
zavér potvrdila i studie Mizeriene et al. (2020). Celkem bylo identifikovano 45 multilokusovych
genotypti (MLG) P. xalni, oproti péti MLG P. xmultiformis a pouhym tfem MLG u P. uniformis.
Populacni struktura v Evropé je ovlivnéna zakladatelskymi genotypy (Aguayo et al. 2016) a fi¢ni
siti (Mizeriene et al. 2020). Dominance multilokusového genotypu Pxa-1 byla potvrzena v obou studiich,
pricem?z frekvence ostatnich MLG (odvozenych od Pxa-1) byla podstatné niZsi. Nicméné vysledky studii
se liSily ohledné popula¢ni dynamiky a podilu genotypu Pxa-1 v ¢ase. Aguayo et al. (2016) zjistili, Ze
frekvence tohoto dominantniho ML G vzristala v pribéhu c¢asu, zatimco diverzita ostatnich MLG klesla,
coZ prisuzovali genetickym mechanismiim, jako je drift nebo selekce. Naopak Mizeriene et al. (2020)
zaznamenali narGstajici genotypovou diverzitu béhem invaze.
Tato studie se zaméFila na:
e Populacni strukturu P. xalni v malém méfitku s vysokou hustotou izolaci.
e Srovnani populaci P. xalni ve fazich epidemické a post-epidemické.
e Testovani fyziologickych vlastnosti a patogenity riznych MLG.

3.2 Metody

3.2.1 Sbeér dat

Jako studijni oblast bylo vybrano povodi feky Vltavy z diivodu dlouhodobé ptitomnosti P. alni,
ktera se zde znacné rozsitila béhem povodni v roce 2002 (Cerny a Strnadova 2010). Kmeny patogenu
ziskané béhem epidemické faze onemocnéni v letech 2005-2010 byly uloZeny do Ceské sbirky
fytopatogennich oomycetti (CCPO) a doplnény metadaty (datum, hostitel, lokalita, souradnice izolace
apod.). Z téchto uloZenych vzorki bylo pro tuto srovnavaci studii vybrano 42 ptivodnich kment z této
oblasti.
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Nové izolaty byly ziskany béhem dvou odbérovych sérii. V letech 2020-2022 byla navstivena
ptvodni mista izolace a izolace byly zopakovany. Vzhledem k tomu, Ze stromy napadené ptivodnimi
kmeny P. alni byly vétSinou jiz odumfelé, byly vzorky odebrany z nejbliZsich symptomatickych stromti.
Tento soubor kment je dale oznacovan jako recentni I.

Pro vytvoreni nezavislého kontrolniho souboru recentnich izolaci byly v letech 2022-2024
izolovany dalsi kmeny z téZe oblasti, ale z jinych lokalit (viz kap. 2.3.1). Celkem bylo mezi lety 2020 a
2024 navstiveno a vzorkovano 90 lokalit s charakteristickymi priznaky onemocnéni fytoftorové hniloby
olsi. Z kaZzdé nové lokality byl pro srovnani pouZit pouze jeden izolat, pficemz lokality s vice genotypy
byly vynechany. Tento soubor kment je déle oznacovan jako recentni II.

Navic byl ziskéan vétsi pocet izolatli ze dvou konkrétnich lokalit — osm z Chrastin a sedm
z Jemnice, které se nachazeji v epidemické fazi invaze.

3.2.2 Laboratorni analyzy

3.2.2.1 Urceni genotypu Phytophthora alni s.l.

Izolace kmenti, kultivace a determinace do druhu probéhly stejné jako v bodé 2.2.1.3. Cisté
kultury byly pro izolaci DNA péstovany na V8 agaru ve tmé pri 20 °C po dobu alespori 4 dnti, v zavislosti
na rychlosti jejich ristu. Mycelium P. alni bylo poté seskrabano sterilnim skalpelem pribliZzné z poloviny
Petriho misky do mikrozkumavky a okamZité zpracovano. Bylo testovano nékolik metod izolace DNA,
pficemZ metoda na bazi NaOH (Osmundson et al. 2013) byla vybrana jako nejspolehlivéjsi pro naslednou
amplifikaci mikrosateliti. Pfed analyzou byla koncentrace DNA méfena pomoci spektrofotometru
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Vzorky naleZejici k jinému taxonu nez P. alni s. 1.,
nebo ty u kterych bylo nejisté jejich morfologické urceni byly ur€eny pomoci PCR, nasledné sekvenace
mtDNA (COX), popt. rDNA (ITS, aj.), které jsou vhodné k odliseni jednotlivych druhti, a porovnanim
pomoci algoritmu BLAST v databazi GenBank.

Nékteré ptivodni kmeny P. alni ze sbirky CCPO byly do genotypu urceny v predchozi studii
(Mizeriene et al. 2020), coZ umoZnilo snadné ovéreni spolehlivosti naseho urceni genotypu porovnanim
naseho urceni s pivodnim vysledkem (Pxa-1 a Pu-E1).

MLG byly urceny pomoci analyzy mikrosatelitdi, pficemz byla pouZita stejna lokusova sada jako
v predchozich dvou studiich (Aguayo et al. 2016, Mizeriene et al. 2020). Pro urceni MLG byla pouZita
sada deseti mikrosatelitovych lokusti: PA17, PA23 (Ioos et al. 2007), M-PAU3, M-PAU9, M-PAU32
(Aguayo et al. 2013), M-PAU11, M-PAU14, M-PAU15, M-PAU56 a M-PAU72 (Aguayo et al. 2016).

Vzorky byly déle zpracovany na automatickém sekvenatoru (3130xl Avant Genetic Analyzer,
Applied Biosystems) v DNA sekvenacni laboratori Univerzity Karlovy. Vysledky fragmentacni analyzy
byly manudlné vyhodnoceny pomoci softwaru GeneMarker (SoftGenetics, USA).

3.2.2.2 Vybér izolatid pro testovani jejich biologické zdatnosti

Bylo vybrano 15 izolati reprezentujicich 11 genotypt (Tab. 4), zahrnujici ptivodni i nové kmeny.
Soucasti souboru byly ¢tyfi izolaty dominantniho Pxa-1 MLG a osm odvozenych MLG (Pxa-5, Pxa-8,
Pxa-19, Pxa-21, Pxa-33, Pxa-38, Pxa-39, Pxa-51) s riznym poctem ztracenych alel. Pro srovnani byly
pridany Ctyfi izolaty P. uniformis zastupujici dva MLG (Pu-E1, Pu-E4).
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Tab. 4 Seznam kmenU pouZzitych pro testy fitness

kmen MLG Pocet ztracenych alel populace
211779 Pxa-1 0 soucasnd
211785 Pxa-1 0 soucasnd
P.103/07 Pxa-1 0 ptvodni
211880 Pxa-1 0 soucasnd
K47 Pxa-5 1 soucasna
211948 Pxa-19 1 soucasnd
S06 2B2 Pxa-21 1 soucasna
212134 Pxa-51 1 soucasna
211849/2 Pxa-8 2 soucasnd
P.28/06 Pxa-33 3 ptvodni
212045/2 Pxa-38 3 soucasnd
P.11/06 Pxa-39 3 ptvodni
239/08X Pu-E1l 0 pivodni
211951/1 Pu-E1 0 soucasnd
211828/2 Pu-E1 0 soucasna
211776/1 Pu-E4 0 soucasnd

3.2.2.3 Testovani rastovych teplot

Izolaty dlouhodobé uchovavané na ovesném agaru byly nové napéstovany na V8 agaru pri 20 °C
ve tmé. Po kontrole Zivotaschopnosti byly agarové segmenty (prumér 0,5 cm) odebrany z okraje kolonii
starych jeden tyden a umistény myceliem dol na V8 agar v Petriho miskach (tfi opakovani pro kazdou
teplotu v rozsahu 4-36 °C). Po péti dnech byla kazda rostouci kolonie zméfena dvakrat a tato méfeni
byla zprimérovana, byl odecten priimér vloZzeného segmentu agaru a rast prepocitdn na mm/den.

3.2.2.4 Tvorba sporangii

Izolaty byly péstovany jeden tyden pfi 20 °C ve tmé na super V8 agaru (SV8A; receptura obsahuje
100 ml/1 V8 stavy, 30 mg/l beta-sitosterolu, 20 mg/l L-tryptofanu, 100 mg/l CaCl,-2H,0, 1 mg/l
thiaminu HCI, 15 g/l agaru a destilovanou vodu). Agarové kruhové segmenty s myceliem (pramér 0,5
cm) byly pfeneseny do Petriho misek s 40 ml filtrované vody z potoka (filtr 5 pm) a ponechéany ve tmé
pfi 20 °C po dobu 24 hodin. Sporangia byla pocitana pod binokularnim mikroskopem ve dvou
standardizovanych fokalnich rovinach.

3.2.2.5 Patogenita izolatl

Patogenita kment byla testovana inokulaci segmentii vétvi olSe lepkavé. Segmenty (délka cca 10
cm, Sitka 2—4 cm) byly povrchoveé sterilizovany 95% ethanolem a uprostfed byl odebran raznici segment
borky (primér 6 mm). Na misto byl vlozen agarovy disk shodné velikosti s aktivné rostoucim myceliem
a rana byla uzavrena parafilmem. Pro kontrolu byl pouZit sterilni V8 agar. Po 7 dnech pfi 20 °C ve tmé
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bylo nekrotizované lyko obnazeno, obrysy prekresleny na prisvitny papir a digitalizovany. Plocha léze
byla vypoctena pomoci softwaru ImageJ 1.54. Po experimentu byl P. alni opét izolovan z vybranych
vzorkl. Experiment byl pro kontrolu zopakovan s mensim poctem vétvi (5 na kazdy kmen; ponechany 8
dni).

3.2.2.6 Sériové pasazovani P. xalni in vitro

Pro ovéreni potencialni ztraty alel u triploidniho P. xalni béhem kultivace bylo vybrano 10 izolatt
Pxa-1 MLG (211880, 211791/1, 211890, 212006/4, P.103/07, P.49/07, 211967, 211779, 211785,
212180/1). Tyto izolaty byly tydné subkultivovany na V8 agaru. Vzorky byly odebirdany z pomaleji
rostouciho okraje Casto nepravidelné kolonie. Po 20 preoCkovanich byly izolaty znovu identifikovany
pomoci analyzy mikrosatelitti.

3.2.3 Statisticka analyza dat

3.2.3.1 Porovnani populace P. xalni v Case

Pro srovnani populaci jsme pouZili 42 starSich kmenti P. xalni ze sbirky CCPO (ptivodni kmeny,
izolované v letech 2005-2008), 42 recentnich kmeni ziskanych na stejnych lokalitach jako ptivodni v
letech 2020-2022 (kolekce recentni I) a 29 dalSich recentnich kmeni ziskanych z jinych lokalit v povodi
Vltavy izolovanych v letech 2020-2023 (kolekce recentni II, doplitkova tabulka S1).

Po provedeni molekuldrni analyzy byla porovnana zastoupeni jednotlivych genotypid. Pro
srovnani ptivodni kolekce a dvou soucasnych kolekci (recentni I a recentni IT) byly vypocteny klonalni
bohatost, genotypova diverzita, genotypova bohatost a rovnomeérnost. Pro zhodnoceni rozdilnosti
populaci byla pouZita Fi statistika implementovana v AMOVA (Meirmans et al. 2018; Ronfort et al.
1998).

Na zakladé Bruvovy genetické vzdalenosti byla vytvofena Minimum spanning network, ktera
vizualizovala genetické vztahy mezi genotypy P. xalni. Analyzy byly provedeny pomoci balicku poppr
verze 2.9.4 (Kamvar et al. 2014) v softwaru R verze 4.2.3 (R Core Team 2023).

Statistické vyhodnoceni rozdili mezi jednotlivymi kmeny v testech pfirtstu kultur v zavislosti na
kmenu a teploté bylo provedeno dvoufaktorovou analyhou s interakcemi pro kmen a teplotu a
Tukeyovym mnohonasobnym porovnanim. Kmeny byly nasledné sdruZeny do skupin dle poctu
ztracenych alel (0-3) pro P. xalni, izolaty P. uniformis byly sdruZeny do jedné samostatné skupiny. Tyto
skupiny byly porovnany stejnym zptisobem jako jednotlivé kmeny predtim.

P¥i testu patogenity byly porovnavany plochy 1ézi. Pro vylouceni moZnosti Ze velikost 1éze zavisi
na primeéru segmentu vétve byl pouZit Pearsontiv korelacni koeficient (a tuto moznost vyloucil). Rozdily
mezi kmeny byly vyhodnoceny pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu a Tukeyovy metody
mnohonasobného porovnani. A stejné tak, kdyZ byly kmeny slouceny do skupin stejné jako v pripadé
rozdild v ristovych teplotach.

P¥i porovnani produkce sporangii mezi kmeny byla pouZita opét jednofaktorova analyza rozptylu
a Tukeyho metoda mnohonasobného porovnani. Vzhledem k charakteru hodnocené veliciny — pocty
sporangii — byla pouZita transformacni funkce t(x)=V(x+3/8). Nasledné byly porovnany stejnym
zptsobem i rozdily mezi skupinami kmeni.

3.3 Vysledky

3.3.1 Zakladni popis recentni populace P. alni s.1.
Celkem bylo béhem recentni faze studie zkouméno a vzorkovano 90 lokalit. PGvodni mista
odbéru vzorki se nachazela prevazné v brehovych porostech olsi podél biehii vodnich tokt. V téchto
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porostech byl od doby ptivodnich izolaci zaznamenan vyznamny pokles populaci olsi. Aktivni 1éze P.
alni na bazi kment byly nasledné Castéji nalezeny v hustSich doprovodnych porostech, ¢asto mimo linii
brehovych porostd. Uspésnost izolace byla priblizné 50 %, protoZe mnoho 1ézi na bazi stromt, zejména
starSich, bylo Casto kolonizovano saprotrofnimi a jinymi parazitickymi houbami (nap¥. Armillaria spp.).
Neékteré ptivodni lokality byly navstiveny opakované, aby bylo dosaZeno tspésné izolace P. alni.

Z téchto 90 lokalit v postepidemické fazi bylo ziskano celkem 183 kmeni P. alni s. 1. Z téchto
izolatt bylo 107 kmend P. xalni s. str. z 75 lokalit a 23 kmenti P. uniformis z 22 lokalit. Podil P. uniformis
na vSech soucasnych izolatech P. alni s.1. ¢inil 18 % (24 % lokalit) (viz Dopliikova tabulka S1). RozSifeni
P. xalni a P. uniformis se obecné prekryva, ale ve vétSiné pripadi byl nalezen pouze jeden z téchto druhd.
Lokality obou druht se lisily podél vyskového gradientu — priimérna nadmorska vyska ¢inila 433 m. n.
m. pro P. xalni (SD + 71,6) a 528 m. n. m. pro P. uniformis (SD + 124,5). Tento rozdil byl statisticky
vyznamny (jednostranny Welchiiv t-test, p-hodnota <0,001). P. xmultiformis nebyl izolovéan ani jednou.

DalSimi izolovanymi druhy byly P. plurivora (dvé lokality) a P. lacustris (jedna lokalita). Oba
druhy se vyskytovaly spolecné s P. xalni, v pripadé P. lacustris dokonce na stejném stromé. Oba druhy
byly izolovéany z charakteristickych fytoftorovych 1ézi na kmenech olsi, které jsou obvykle opravnéné
pripisovany P. alni.

3.3.2 Mikrosatelitové profily izoldtil P. alni

VSechny izolaty predbézné identifikované jako P. alni s.l. byly podrobeny analyze pomoci sady
10 mikrosatelitti (nebo 12 v pripadé novych izolaci 2022-2024; dalsi mikrosatelity vSak neodhalily
Zadnou novou variabilitu — vysledky nejsou prezentovany). Dva izolaty identifikované nové a stejné tak
(viz Dopliikova tabulka S1). Abychom vyloucili moZnost zamény, otestovali jsme kulturu P. xcambivora
(CCPO P.288/09) stejnou sadou mikrosatelitt. Tento izolat sdilel nékteré mikrosatelitni lokusy s P. alni,
ale celkové byl geneticky vzdaleny od vSech izolati P. alni s.1.

Dohromady i s piivodnimi izolaty bylo na troven genotypu nové identifikovano 129 izolatt P.
xalni a 28 izolata P. uniformis. Mezi 151 izolaty P. Xalni (vCetné 22 izolatl identifikovanych v praci
Mizeriene et al.,, 2020) bylo odhaleno 23 riiznych genotypt. Objevili jsme Sest novych a dosud
neznamych MLG (viz Dopliikové tabulky S1 a S2), prestoZe nebyly nalezeny Zadné nové alely ve
srovnani s predchozimi studiemi. Nové objevené genotypy byly oznaceny jako MLG 46-51. VétSina
izolat P. uniformis naleZela ke genotypu Pu-E1; jeden izolat predstavoval nové objeveny genotyp Pu-
E4.

3.3.3 Rozdily ve strukture populace P. xalni

Celkem bylo analyzovano 42 kment z pivodnich izolaci, 42 kment z recentnich izolaci I (ziskané
ze identickych lokalit) a 29 kmen z kontrolnich recentnich sbért II (z jinych lokalit v oblasti). Celkové
bylo mezi vSemi témito izolaty 22 riznych MLG (multilokusovych genotypti). Mezi ptivodnimi izolaty
bylo identifikovano 16 unikatnich MLG, v recentnich izolacich I bylo identifikovano 5 MLG a v menSim
souboru recentnich izolaci II pouze 4 MLG. NejcastéjSim genotypem byl Pxa-1, ktery tvofril 82 % vSech
izolatt P. xalni. Tento genotyp dominoval ve vSech souborech izolatti a jeho podil se v priibéhu casu
postupné zvySoval — 64 % v ptvodnich sbérech, 88 % a 90 % v recentnich sbérech I a II.

Z4dny z izolatd kromé Pxa-1 nebyl opakované nalezen na stejné lokalité. Nékteré dalsi genotypy
(Pxa-19, Pxa-8, Pxa-38, Pxa-26) byly identifikovany jak v ptivodnich, tak v recentnich sbérech, avSak
vzdy na raznych lokalitach, ¢asto znacné vzdalenych. Genotyp Pxa-48 byl jediny, ktery byl nalezen
dvakrat v recentni populaci patogenu, pricCemz ale byly lokality od sebe vzdalené priblizné 80 km. Ostatni
MLG P. xalni byly izolovany pouze jednou. Genotyp Pu-E1 druhu P. uniformis byl opakované izolovan
na stejné lokalité ve tfech pripadech.
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Pri porovnani izolatt ze stejnych lokalit (ptivodni a recentni sbéry I) byl dominantni genotyp
opakované izolovan na 23 lokalitach (55 %). Na 4 lokalitach (10 %) byl ptivodné izolovan Pxa-1, ale
pozdéji byl izolovan jiny genotyp. Naopak ve 33 % piipadt byl ptivodné izolovan odvozeny genotyp,
ktery byl nahrazen dominantnim genotypem. Ve 2 % pripadi byl odvozeny genotyp nahrazen jinym
odvozenym genotypem. Pokud byl odvozeny genotyp nahrazen dominantnim nebo jinym odvozenym
genotypem, vyskytoval se mezi nimi ve vétSiné pripadi pouze rozdil ztraty jedné alely.

Ve dvou pripadech (epidemické faze invaze) bylo z jedné lokality izolovano vice kmenti. V
lokalité Chrastiny byl izolovéan jeden kmen Pxa-26 a sedm kmenti Pxa-1. V lokalité Jemnice bylo
izolovano Sest kmenti Pxa-1 a jeden kmen Pu-E4, pficemz izolat P. uniformis ale nebyl v tésné blizkosti
ostatnich.

3.3.4 Diverzita populace

Shannon-Wiener index diverzity, ktery zohlediiuje bohatost genotypii a rovhomérnost jejich
distribuce, vykazal nizké hodnoty pro ptivodni populaci (1,619) a velmi nizké hodnoty pro recentni sbéry
(0,524 a 0,446). Podobné vysledky vykazaly i dalSi ukazatele diverzity. Simpsontiv index diverzity
(genotypova diverzita), ktery vyjadiuje pravdépodobnost, Ze dva ndhodné vybrané izolaty patii k riznym
MLG, vykazal stfedni hodnotu pro piivodni sbéry a nizké hodnoty pro recentni (0,578 vs. 0,220 a 0,193).
Rovnomérnost zastoupeni MLG v populacich (Evenness = E5) vykazovala podobné nizké hodnoty pro
vSechny tfi soubory izolatt (0,339 vs. 0,410 a 0,424), coz potvrzuje dominanci genotypu Pxa-1. Klonalni
bohatost ukazala vysokou klonalitu populaci a jeji nartist v priitbéhu casu (0,37 vs. 0,1 a 0,08).

Celkové jsou rozdily mezi piivodni a obéma recentnimi soubory izolati vyznamné, zatimco
rozdily mezi recentnimi soubory I a II (kontrolni) jsou zanedbatelné. Lze tedy konstatovat, Ze v pribéhu
Casu doslo k poklesu diverzity a k nartistu dominance genotypu Pxa-1 v populaci (tab. 5).

Tab. 5 Porovnani genetické diverzity v rdmci jednotlivych soubor( izolatt P. xalni

Pocet Pocet Pxa-1 Shannon— Rovnomeérnost Simpsontiv Klondlni
izolatl MLG % Wiener index | zastoupeni MLG | index bohatost
diverzity
pivodni 42 16 64 % 1.619 0.339 0.578 0.37
recentni 42 5 88 % 0.524 0.410 0.220 0.10
recentni II 29 4 90 % 0.446 0.424 0.193 0.11
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Obr. 25 Minimum spanning network na zadkladé Bruvovy genetické vzdalenosti (Bruvo et al. 2004). Jsou zobrazeny genotypy
P. xalni z pGvodnich (2005-2008), recentnich | (2020-2022) a recentnich Il (2020-2023) soubor( izolatG. Cim vétsi uzel v
grafu tim vice kmenU konkrétniho genotypu

3.3.5 Analyza Minimum Spanning Network (MSN)

Analyza Minimum Spanning Network (viz Obr. 25), kterd ukazuje podobnosti mezi izolaty na
zadkladé Bruvovy vzdalenosti, odhalila nékolik klicovych faktd. PredevSim nejpocetnéjsi cast kment
patfila k dominantnimu MLG Pxa-1 ve vSech tfech souborech kmenii. Velka ¢ast odvozenych MLG
vznikla pfimo z dominantniho genotypu Pxa-1, pficemZ rozdily mezi nimi spocivaji pouze v jediné
zméné. Pouze Ctyfi "vétve" propojuji izolaty na zakladé sdilené ztraty alel na stejnych lokusech nebo
sdilenim odliSnych alel od Pxa-1. Nicméné, ve srovnani s geografickym rozloZzenim MLG (viz Obr. 26 a
Obr. 27) nebyla pozorovana Zadna geograficka spojitost mezi izolaty z konkrétnich vétvi.

Navic neni patrny Zadny trend formovani alespon castecné stabilnich linii odvozenych od Pxa-1.
Odvozené genotypy z recentnich sbérti jsou v grafu vice koncentrovany kolem Pxa-1 neZ genotypy
z ptivodnich sbérti, coZz poukazuje na to, Ze v pribéhu casu nejen pribylo dominantniho genotypu ale i
zastoupeni genotypi z néj primo odvozenych.

3.3.6 \Variabilita populace

Phi-statistika (implementovana v AMOVA) byla pouZita pro porovnani pivodnich a recentnich I
kmenti. Vysledna hodnota 0,019 indikuje velmi nizkou diferenciaci mezi ptivodni a souCasnou populaci.
Vysvétlena variabilita mezi populacemi cinila pouze 7 %, ale tento vysledek byl statisticky nevyznamny
s pravdépodobnosti 20 %, Ze vysledek nastal nahodou.

Tento vysledek odpovida faktu, Ze tyto populace nejsou oddéleny geograficky, ale spiSe casové,
a variabilita tedy neni mezi populacemi, ale spiSe uvnitf jednotlivych populaci. Pokud zahrneme vSechny
kmeny ze vSech lokalit, vysledky jsou obdobné: Phi 0,011 (p-hodnota 0,187) a vysvétlena variabilita 5
%.
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3.3.7 Distribuce MLG

Distribuci vSech identifikovanych genotypti z pivodni populace Ize vidét na Obr. 26. Distribuce
vSech aktudlné ziskanych genotypti ve studované oblasti je zobrazena na Obr. 27. Odvozené genotypy
byly nalezeny téméf rovnomérné po celé oblasti bez jakéhokoliv geografického vzoru. Z porovnani obou
obrazki vyplyva napadny ubytek odvozenych genotypti v recentni populaci.
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Obr. 26 Distribuce MLG kmenU P. xalni izolovanych v letech 2005-2010. Lokality odkud mame plivodni i nové izolované
kmeny P. xalni zvyraznény krouzkem
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Obr. 27 Distribuce MLG kmenU P. xalni izolovanych v letech 2020-2024. Lokality odkud mame plivodni i nové izolované
kmeny P. xalni zvyraznény krouzkem

3.3.8 Kardindlini teploty

Obecné kardinalni teploty pro druhy P. xalni a P. uniformis byly identifikovany nasledovné: 4 °C
(minimum), 24 °C (optimum) a 32 °C (maximum). Nékteré izolaty se vSak od tohoto schématu liSily.
Naptiklad nejvyssi minimalni teplota byla identifikovana u kmene P.11/06 (Pxa-39; ztrata tfi alel) na 12
°C (kmen nerostl pfi 8 °C).

3.3.9 Rust in vitro a ztrdta alel

P¥i porovnani ristu jednotlivych kmenti na celé teplotni Skéle byly pozorovany vyznamné rozdily
mezi velikosti kolonii podle kmenti, teplot a interakci kmen-teplota. Reziduélni variabilita (rozdily mezi
koloniemi jednoho kmene pri jedné teploté) méla hodnotu 0,06, pricemZ odpovidajici rezidualni
smérodatna odchylka byla V0,06 = 0,24 mm. Nejslabsi rist byl pozorovén u izolatt P. xalni P.11/06
(Pxa-39) a 212045/2 (Pxa-38) se tfemi ztracenymi alelami a u izolatu P. uniformis 211 951/1 (Pu-E1).
Naopak nejlepsi rist byl zaznamenan u izolatd P. xalni 211 785, P.103/07 a 211 779 (vSechny Pxa-1).

Pri porovnani skupin izolatt sloucenych podle poctu ztracenych alel méla reziduélni variabilita
(rozdily mezi koloniemi kment jedné skupiny pfi jedné teploté) hodnotu 0,62 mm?, pfi¢emz odpovidajici
rezidudlni smérodatnd odchylka byla V0,62 = 0,79 mm. Signifikantné nejhorsi rist byl pozorovan u
skupin kment P. xalni se ztratou tii alel, zatimco nejlepsi rtist byl zaznamenan u kmena P. xalni
dominantniho genotypu (Pxa-1; viz Obr. 28).
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Rozdily v rtstu jednotlivych skupin kmenti lze nejlépe ilustrovat pfi identifikovaném riistovém
optimu komplexu druhti (P. alni s.1.) pfi 24 °C (viz Tab. 6). Genotypy P. xalni bez ztraty alel nebo s
jednou ztracenou alelou rostly vyznamné lépe (p = 0,05) neZ genotypy se ztratou dvou nebo tfi alel.
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Obr. 28 Primérny rlst jednotlivych skupin izolatl v zavislosti na teploté. (Pxa-1: dominantni genotyp bez ztraty alely, Pxa-1-
1: genotypy s jednou ztracenou alelou, Pxa-1-2: genotypy se dvéma ztracenymi alelami; Pxa-1-3: genotypy se tfemi
ztracenymi alelami; Pu

Tab. 6 Tukeyho mnohondsobné porovnani rlstu skupin kmen( P. alni s. I. pfi 24 °C. (Pxa-1: dominantni genotyp bez ztraty
alely, Pxa-1-1: genotypy s jednou ztracenou alelou, Pxa-1-2: genotypy se dvéma ztracenymi alelami; Pxa-1-3: genotypy se
tfemi ztracenymi alelami; Pxa-1-3: genotypy se tfemi ztracenymi alelami; Pu: P. uniformis)

1. Skupina prirastek (mm/den) homogenni skupiny
2. Pxa-1-2 5.3 |

3. Pxa-1-3 5.5 |

4. Pu 6.133 [

5. Pxa-1-1 6.994 |

6. Pxa-1 7.683

3.3.10 Produkce sporangii

Vysledky ukazuji vyznamné rozdily v produkci sporangii mezi jednotlivymi kmeny a genotypy
po 1 dni inkubace. Primérny pocet sporangii produkovanych kmeny P. xalni a P. uniformis se pohyboval
od 0 do 537 sporangii na jeden agarovy segment. Kmeny 211849/2 (genotyp Pxa-8, ztraceny dvé alely)
a P.11/06 (Pxa-39, ztraceny tfi alely) neprodukovaly Zadna sporangia, zatimco kmen 212045/2 (Pxa-38,
ztraceny tfi alely) produkoval v prtiméru 1,55 sporangia na agarovy disk po jednom dni inkubace.
Nejvyssi primérny pocet sporangii byl zaznamenan u kmene 211880 (Pxa-1; Zadna ztracena alela):
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537,05 sporangii, nasledovan kmenem 212134 (Pxa-51, jedna ztracena alela): 429,94 a kmenem
211776/1 (Pu-E4): 404,75 sporangii na jeden agarovy segment (viz Obr. 29).
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Obr. 29 Produkce sporangii kmen( P. alni s.l. v zavislosti na ztraté alel. Graf znazornuje produkci sporangii kmeny P. alni s.I.
na zakladé ztraty alel (Cervena - P. xalni bez ztraty alel, oranzova aZ Zluta - P. xalni se ztratou jedné az tfi alel a modra - P.
uniformis). RGzna pismena nad boxploty indikuji vyznamné rozdily mezi skupinami (Tukeyho post hoc test)

Pii porovnani skupin izolati sloucenych podle poctu ztracenych alel bylo zjisténo, Ze
signifikantné nejvyssi produkce sporangii (343,13 sporangia na agarovy disk) byla zaznamenana u
genotypu Pxa-1 (bez ztraty alel). Genotypy P. xalni se ztratou jedné alely (Pxa-51, Pxa-19, Pxa-5) a
genotypy P. uniformis (Pu-E1, Pu-E4) vykazovaly vyrazné nizsi produkci sporangii, v priméru 220,0 a
164,03 sporangia na agarovy disk. Genotypy P. xalni se ztratou dvou (Pxa-8) nebo tii alel (Pxa-33, Pxa-
38, Pxa-39) vykazovaly Zadnou nebo velmi nizkou produkci sporangii (Obr. 30).
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Obr. 30 Produkce sporangii jednotlivych skupin izolatl v zavislosti na ztraté alel (Pxa-1: dominantni genotyp bez ztraty alely,
Pxa-1-1: genotypy s jednou ztracenou alelou, Pxa-1-2: genotypy se dvéma ztracenymi alelami; Pxa-1-3: genotypy se tfemi
ztracenymi alelami; Pu: P. uniformis). Rlzna pismena nad boxploty indikuji statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami
(Tukeyho post hoc test)

3.3.11 Patogenita izoldtu

Priimér segmentti nemél Zadny signifikantni vliv na rozsah 1ézi zptisobenych inokulaci, coz
doklada Pearsontiv korelacni koeficient -0,02 (p=0,71). Kontrolni segmenty inokulované ¢istym agarem
zaroven vykazovaly zanedbatelné plochy odumirajicich tkani (v priméru 0,58 cm?) kolem mist
inokulace, a tento vliv na rozvoj lézi lze tedy také vyloucit. Rozsah 1ézi byl tedy ovlivnén vyhradné
patogennim kmenem (p<0,05).

Rozdily mezi patogenitou jednotlivych kmenti byly extrémni. NejniZSi patogenitu vykazaly
kmeny P.28/06 a P.11/06 (Pxa-33 a Pxa-39, oba se tfemi ztracenymi alelami), které zptisobily 1éze o
prumérné velikosti 4,91 cm? a 3,03 cm?. Naopak nejvice patogenni kmeny 211779 a 211785 (oba genotyp
Pxa-1) zptisobily 1éze o primérné velikosti 26,54 cm? a 30,67 cm? (Obr. 31).

Pri analyze skupin izolatt bylo zjiSténo, Ze signifikantné nejnizsi patogenitu méla skupina kmenti
se tfemi ztracenymi alelami, ktera zptisobila 1éze o primérné velikosti 8,01 cm?. Nasledovaly kmeny P.
uniformis a kmeny P. xalni se dvéma ztracenymi alelami, pficemz rozdily v patogenité mezi témito tfemi
skupinami nebyly vyznamné. Vyznamné vyssi patogenitu (p<0,05) vykazovaly skupiny kment P. xalni
s jednou ztracenou alelou (19,78 cm?) nebo bez jakékoli ztracené alely (21,16 cm?; Obr. 32).
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Obr. 31 Plocha Iézi (cm2) zpUsobena jednotlivymi kmeny barevné vyznacenymi podle druhu a poctu ztracenych alel (Cervena
- P. xalni bez ztraty alel, oranzova az Zluta - P. xalni se ztratou jedné az tii alel a modra - P. uniformis K: kontrola). RGzna Cisla
nad boxploty ukazuji statisticky vyznamné rozdily (Tukeyho post hoc test)
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Obr. 32 Plocha lézi (cm?) zptsobend jednotlivymi skupinami kmen( barevné vyznaéenych podle druhu a poctu ztracenych
alel (Pxa-1: dominantni genotyp bez ztraty alely, Pxa-1-1: genotypy s jednou ztracenou alelou, Pxa-1-2: genotypy se dvéma
ztracenymi alelami; Pxa-1-3: genotypy se tfemi ztracenymi alelami; Pu: P. uniformis, K: kontrola). Rlzna pismena nad
boxploty indikuji statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (Tukeyho post hoc test)

Kontrolni test patogenity provedeny s nizSim pocCtem izolati a méreni vysledky potvrdil.
NejagresivnéjSimi kmeny zistaly kmeny dominantniho genotypu Pxa-1 nebo kmeny se ztratou jedné
alely (Pxa-21, Pxa-51;0br. 33). Skupiny izolati se rovnéz vyznamneé liSily v patogenité, pficemz kmeny
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Pxa-1 byly opét vyznamné agresivnéjsi nez skupiny kment se ztratou dvou nebo tfi alel ¢i kmeny P.
uniformis (Obr. 34). Velikost 1ézi ve druhém experimentu byla obecné vétsi, coz bylo zptisobeno delsi
dobou inkubace.
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Obr. 33 Plocha lézi (cm?) zptisobend jednotlivymi kmeny barevné vyznaenymi podle druhu a po¢tu ztracenych alel (¢ervend
- P. xalni bez ztraty alel, oranZova aZ Zluta - P. xalni se ztratou jedné az tfi alel a modra - P. uniformis K: kontrola). Rlzna cisla

nad boxploty ukazuji statisticky vyznamné rozdily (Tukeys post hoc test)
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Obr. 34 Plocha lézi (cm?) zptsobend jednotlivymi skupinami kmen( barevné vyznagenych podle druhu a poétu ztracenych
alel (Pxa-1: dominantni genotyp bez ztraty alely, Pxa-1-1: genotypy s jednou ztracenou alelou, Pxa-1-2: genotypy se dvéma
ztracenymi alelami; Pxa-1-3: genotypy se tfemi ztracenymi alelami; Pu: P. uniformis, K: kontrola). Rliznd pismena nad
boxploty indikuji statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (Tukeyho post hoc test)
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3.3.12 Sériové in vitro pasdzovani P. Xalni

Vsechny zkoumané kmeny (10) byly na zacatku i na konci experimentu urceny na tiroveil MLG.
Na pocatku byly vSechny izolaty identifikovany jako MLG Pxa-1. Po 20 pasazich byla u dvou kmenti
pozorovana ztrata alel, coZ vedlo ke vzniku genotypi MLG Pxa-19 (kmen 211890) a ML G Pxa-26 (kmen
P.103/07). U tii kmenti (211880, 211791/1, 211890) doslo k tplnému zastaveni ristu, a proto byly
genotypizovany predtim, neZ k zastaveni ristu doSlo, nicméné u téchto kmenti nebyla ztrata alel
pozorovana.

3.4 Diskuze

Polyploidizace u patogent rodu Phytophthora miize vést k vyskytu velmi patogennich linii a
epidemii. Napriklad v pripadé plisné bramborové (P. infestans) jsou nejrozsahlejsi epidemie znamé v
tomto rodu, obvykle zplisobeny triploidnimi asexualnimi liniemi, prestoZe diploidni populace
rozmnozujici se pohlavné prevazuji v jeho pfirozeném aredlu v Mexiku (Knaus et al. 2020). Podobné
polyploidni klonalni linie, Casto vznikajici hybridizaci mezi riznymi genotypy, byly velmi uspésné
béhem invazi P. xcambivora (Mulett et al. 2023). Polyploidizace u P. xalni vedla v konecném dusledku
k rozsahlému odumirani olSi v Evropé. Klicovou vyhodou P. xalni je heteréza, kterd je disledkem
genetické kombinace obou rodicovskych druhti napadajicich olSe (genom P. xalni zahrnuje geny vlastné
ze tii rznych druhti, protoze P. xmultiformis je jiZz sam o sobé hybridem; Husson et al. 2015) a jeho
zavleceni do nového hostitelského prostredi neprizptisobeného jeho pritomnosti (Aguayo et al. 2013).
Vznik novych polyploidnich, virulentnéjSich linii 1épe adaptovanych na obranné systémy rostlin
predstavuje evolucni vyhodu, kterd miiZe prevazovat nad nevyhodami spojenymi s velkym genomem
(Raffale a Kamoun 2012). Je pozoruhodné, Ze triploidni P. xalni jiz nyni disponuje jednim z nejvétSich
genomi v ramci rodu Phytophthora (Van Poucke et al. 2021). Mezi vyhody polyploidie a
heterozygotnosti patfi také hojnost genti, kterd mize zmirnit tcinky Skodlivych recesivnich mutaci
béhem asexudlni reprodukce (Comai 2005; Ioos et al. 2006).

Nicméné triploidni P. xalni je geneticky nestabilni a vysoké procento oospor je abortovano
nejspiSe kviili problémtim pfi mei6ze (Brasier et al. 2004). Pouze suda ploidie by mohla umoznit spravné
parovani chromozomi a vyresit problémy béhem mei6zy (Husson et al. 2015). Potencialni zména ploidie
by mohla triploidnimu P. xalni umozZnit obnovit normalni tvorbu oospor, coZ by mohlo vést k lepsSimu
prezimovani (Cerny a Strnadové 2012; Delcan a Brasier 2001; Schumacher et al. 2006) a pravdépodobné
k dalsi devastaci zbyvajicich populaci hostiteli. Byly zaznamenany naznaky zmén ploidie, ale dosud
nebyl nalezen Zadny kmen P. xalni s potvrzenou sudou ploidii nebo vyreSenymi problémy pfi tvorbé
oospor (Husson et al. 2015; Van Poucke et al. 2021). Proto se triploidni P. xalni $ifi primarné asexualné
(Aguayo et al. 2016) a neustale generuje nové genotypy ztratou alel a v nékterych pripadech také ztratou
heterozygozity) (Aguayo et al. 2016; Mizeriene et al. 2020; tato studie). Pfitomnost mnoha odvozenych
genotypu v divokych populacich byla zaznamenana témér na celém arealu vyskytu tohoto druhu (Aguayo
et al. 2016; Mizeriene et al. 2020).

Jak vSak tato studie odhaluje, neni neobvyklé, Ze se v jedné lokalité béhem epidemické faze
onemocnéni vyskytuji rizné genotypy. Izolaty dominantniho genotypu (Pxa-1) vzdy prevladaly v
porostech, ale blizce ptfibuzné genotypy se ztratou obvykle jedné alely byly nalezeny na sousednich
stromech (napriklad na lokalité Chrastiny bylo ziskano sedm izolat( Pxa-1 a jeden izolat Pxa-26). Vysoky
potencial pro vyvoj novych genotypt v kratkém cCase byl také prokazan v kultufe, protoZze opakované
kultivace kmenti dominantniho genotypu (bez pfitomnosti stresu) potvrdily vznik odvozenych genotypti
se ztratou jedné alely béhem kratkého ¢asu (20 cykla subkultivace).
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3.4.1 Odbér vzorkii a izolace v kulture

Populace P. xalni je ovliviiovana zakladatelskymi MLG (vice-lokusovymi genotypy) (Aguayo et
al. 2016) a také charakteristikami povodi (Mizeriene et al. 2020). Tyto dvé rozsahlé studie provedené na
kontinentalni trovni vSak dospély k odliSnym zavértim ohledné evoluce populace tohoto druhu v priibéhu
Casu. Prvni tvrdi, Ze geneticka diverzita se z dlouhodobého hlediska sniZuje, zatimco druha uvadi pravy
opak. Smér vyvoje genetické diverzity by proto mohl byt 1épe objasnén lokalni studii — na tirovni jednoho
povodi, kde 1ze spiSe predpokladat vliv jednoho zakladatelského genotypu a jedné introdukcni udalosti.
Vyhodou této studie, ktera hodnoti vlastnosti populace patogenu ve dvou Casovych urovnich, je
opakované a metodicky identické mapovani vyskytu genotypti P. xalni na stejnych lokalitach. Izolace
provedené v letech 2005-2009 v povodi feky Vltavy byly po priblizné 15 letech (2020-2022)
zopakovany. Oba soubory kmeni byly nasledné zkoumany a porovnany.

Opakovany odbér vzorkt ze stejnych stromil vSak byl téméf nemozny, protoZe mnoho piivodné
vzorkovanych stromti mezitim uhynulo a bylo odstranéno. Byly proto vzorkovany nejblizsi
symptomatické stromy a izolovan patogen. Na nékterych lokalitach bylo nutné provést nékolik navstév,
protoZe nalezeni vhodnych stromi a tispésSna izolace patogenu si nékdy vyzadaly znacny cas. To bylo
predevsim disledkem postepidemické faze onemocnéni v mnoha porostech, kde byly populace olsi jiz
znacné proridlé, priznaky aktivné rostouciho patogenu byly vzacné a tispésSnost izolace relativné nizka.
Stromy vzorkované v druhé ¢asti studie tak obvykle nebyly totoZné s ptivodnimi, ale Slo o jejich sousedy
ve stejnych porostech, vzdalené obvykle desitky, maximalné vSak nizsi stovky metrt od ptivodnich mist
izolace.

Moznost izolace z ptidy nebo vody z pivodnich mist odbéru byla také zvazovana, ale nakonec
zamitnuta jako priliS Casové naroc¢na (Burgess et al. 2021). Izolace z plidy z presnych mist ptivodnich
sbért by pravdépodobné byla obtiZna nebo netispésna, protoze P. alni pravdépodobné nepteziva v pudé
bez svého hostitele déle neZ dva roky (Jung a Blaschke 2004). Navic nelze vyloucit dalsi selek¢ni tlaky
v ptidé — napftiklad rozdily v produkci nebo Zivotaschopnosti oospor (Delcan a Brasier 2001) a potencialni
saprofytické schopnosti riznych genotypi P. Xalni (podobné jako u jinych druhti popsanych
McCarrenem 2006 a Aramem a Rizzem 2018) by mohly ovlivnit pfeziti jednotlivych genotypi mimo
hostitele. I1zolace z vody byla rovnéZz zamitnuta, protoZe izolaty ziskané z volné plovoucich zoospor by
mohly mit nezndmy a potencialné vzdaleny ptivod. Zamitnuti izolace z ptidy a vody zarovef sniZilo pocet
izolat necilovych druht, jejichz identifikace by také byla Casové narocna.

Ziskani recentnich izolat z Zivych stromt v blizkosti ptivodnich mist odbéru a pouziti
konzistentni metodologie umoznilo lépe izolovat vztah mezi hostitelem a patogenem od vlivii prostiedi.
To mohlo pfispét k lepSimu pochopeni zmén v populaci patogenu a jeho schopnosti adaptace. DalSim
praktickym divodem bylo to, Ze pouze nékolik dalSich druhti rodu Phytophthora miiZe zpisobovat
podobné symptomy u olsi (Bregant et al. 2020) a tispésSna izolace tak téméF vZdy znamenala pritomnost
P. alni, coZ bylo v této studii potvrzeno.

3.4.2 Struktura populace P. xalni a jeji zmény

Pomoci analyzy mikrosatelitii jsme identifikovali genotypy obou druht, P. xalni a P. uniformis.
V ramci komplexu prevlada druh P. xalni, pfi¢emzZ podil P. uniformis mezi vSemi novymi izolaty P. alni
s.l. ¢ini p¥iblizné 18 %, coZ je srovnatelné s 12 % pozorovanymi v celé Ceské republice v letech 2005—
2010 (Stépéankova et al. 2013). Z roztrouseného vyskytu P. uniformis se zd4, Ze je postupné vytlacovan
P. xalni (Mizeriene et al. 2020; Stépankova et al. 2013). Po celé Evropé je P. uniformis ¢astéji nalézan v
blizkosti men3ich toki (Stépankova et al. 2013), ve vysSich nadmotskych vyskach (Corcobado et al.
2023) nebo v chladnéjSich oblastech (Redondo et al. 2015). To vSak pravdépodobné odrazi spiSe toleranci
neZ preferenci, protoze byl také izolovan v teplejsich oblastech, napfiklad ve Spanélsku (Varela et al.
2012), a ve vicero pripadech i v nadmorskych vyskach srovnatelnych s témi, kde se vyskytuje P. xalni
(Corcobado et al. 2023). Nase studie neprokazala lepsi rtst P. uniformis pfi nizsich teplotach, coz
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naznacuje, Ze tento druh spiSe toleruje chladnéjSi podminky diky své schopnosti produkovat velké
mnozZstvi Zivotaschopnych oospor, které mohou pravdépodobné 1épe preZit zimu (Brasier et al. 2004;
Cerny a Strnadova, 2010, 2012; Schumacher et al. 2006).

P. uniformis pravdépodobné expandoval po Evropé jako prvni, nasledné doSlo k hybridizaci s
druhem P. xmultiformis (Aguayo et al. 2016; Husson et al. 2015; Van Poucke et al. 2021), coZ vedlo ke
vzniku a rozSiteni P. Xalni, ktery dosud neobsadil vSechna vhodna stanoviste.

Béhem této studie se podafilo objevit ¢tvrty evropsky genotyp P. uniformis, oznaceny jako Pu-
E4.

3.4.3 Genetickd rozmanitost P. xalni

Identifikovali jsme celkem 22 genotypt P. xalni, pfi¢emz Sest z nich (viz Dopliiujici tabulky S1
a S2) dosud nebylo popsano. Béhem epidemické faze onemocnéni v povodi Vltavy byla geneticka
diverzita P. xalni relativné vysoka (bylo nalezeno 16 MLG) a podil genotypu Pxa-1 ¢inil 64 %. V
pozdéjsi post-epidemické fazi vSak geneticka diverzita klesla (v mensim datasetu byly nalezeny pouze
4-5 MLG) a dominance Pxa-1 se zvysila na cca 88-90 %. Tyto vysledky odpovidaji dattim z pfedchozich
studii zkoumajicich toto tizemi, pficemzZ genotyp Pxa-1 byl dominantni také v dalSich lokalitach (Aguayo
et al. 2016; Mizeriene et al. 2020).

Z vysledkt lze vyvodit, Ze po introdukci byla geneticka diverzita velmi nizka (nulovd) a podil
zakladatelského genotypu Pxa-1 dosahoval 100 %. Typickym pfikladem jsou horské oblasti Svycarska,
kde byl patogen poprvé zaznamenan v roce 2008, nebo pravdépodobnému mistu vzniku druhu dosti
vzdalena Litva (Mizeriene et al. 2020). V epidemické fazi dochéazi k rychlému zvySeni genotypové
diverzity a poklesu dominance Pxa-1. V post-epidemické fazi vSak geneticka diverzita znovu klesa a
dominance Pxa-1 opét roste. Tyto zmény lze vysvétlit vyvojem a Sifenim druhu P. xalni v Evropé, ktery
pravdépodobné zacal v zapadni Evropé v 70. nebo 80. letech 20. stoleti a postupné se Sifil na vychod.

3.4.4 Vznik odvozenych genotypii

Vsechny ostatni genotypy byly odvozeny od Pxa-1 a odliSovaly se od néj pouze minimalné,
typicky ztratou alel na jednom ¢i vice lokusech. Tyto genotypy byly reprezentovany jednim nebo dvéma
izolaty, Casto z riznych a vzdalenych lokalit. Ztrata alel pravdépodobné vede k opakovanému vzniku
geneticky podobnych genotypti, coZ odpovida castému vyskytu LOH (ztraty heterozygozity) u tohoto
druhu (Aguayo et al. 2016; Mizeriene et al. 2020).

Zadny geograficky vzorec rozloZeni jednotlivych genotypt nebyl nalezen, coZ lze pficist
lokalnimu charakteru studie a absenci stabilnéjsi evoluce vice odvozenych genotypti. Je pravdépodobné,
Ze nékteré odvozené genotypy vyhynuly kvili horsi fitness ve srovnani s dominantnimi genotypy, jako
je Pxa-1.

3.4.5 Ztrata heterozygozity

VétSina izolatd P. xalni vykazuje vysokou miru heterozygozity diky kombinaci genomi P.
uniformis a P. xmultiformis, pfiCemZ druhy jmenovany je sam allotetraploidnim hybridem (Husson et
al., 2015; Ioos et al., 2006). Ztrata heterozygozity miiZe nastat prostfednictvim mechanismd, jako je
mitotickd rekombinace nebo genova konverze, coZz vede k homozygotnim lokustim, kde jsou rtizné
rodicovské alely nahrazeny identickymi alelami od jednoho rodice. Tento jev je béZny u asexualnich
organismi (Smukowski Heil, 2023) a mtiZe také nastat v disledku ztraty celych chromozomi, pficemz
je Castéjsi u polyploidnich jedinci (Dutta et al., 2022; Mayer et al., 1990).

DalSim moZnym mechanismem ztraty heterozygozity, alespoii u kvasinek, je preruSena
(predcasné ukoncend) mei6za, po niZ nasleduje obnova riistu prostfednictvim mitotického déleni, coz

50



vede k rekombinaci a rozsahlé ztraté heterozygozity ve velkych oblastech DNA (Mozzachioidi et al.,
2021). Tento mechanismus odpovida pozorovani, Ze ztrata heterozygozity se objevuje pouze u triploidni
P. xalni, ktera je charakterizovana vysokym poctem abortovanych oogonii, a nikoliv u dalSich dvou
druhti tohoto komplexu (Aguayo et al., 2016; Brasier et al., 2004).

Ztrata heterozygozity byla zdokumentovéna i u jinych invazivnich druhti rodu Phytophthora,
napriklad u P. ramorum, kde byla pozorovana spolecné s ¢astecnou aneuploidii, coZ bylo pficitano stresu
zptisobenému fenolovymi slouceninami v dubové kiife (Kasuga et al., 2016), nebo u P. capsici v Cing,
kde byla spojena se zménami virulence a parovacim typem (Lamour et al., 2012; Hu et al., 2013). Velmi
podobny pripad byl pozorovan u P. cinnamomi v Australii (Dobrowolski et al., 2003), kde bylo odhaleno
nékolik klonélné se Sificich linii, kde dochazelo ke ztraté heterozygozity pravdépodobné v dtsledku
mitotické rekombinace. Tato rekombinace miZe odkryt recesivni alely, coZ potencidlné zvySuje nebo
sniZuje fitness danych linii.

Podobné jevy byly pozorovany u linii P. cinnamomi, kde dochazelo ke ztraté heterozygozity v
prostfedi s hojnosti hostiteli. V téchto stabilnich prostfedich se sexudlni reprodukce ukazala jako
nevyznamnd, a proto nebyla pozorovana (Dobrowolski et al., 2003). U P. ramorum muzZe ztrata
heterozygozity slouZit jako mechanismus rychlé adaptace na stresory, jako je rezistence hostitele, ménici
se podminky prostfedi nebo expozice fungicidim (Dale et al., 2019). V pfipadé P. xalni by moZnym
stresorem mohly byt vysoké letni nebo nizké zimni teploty (Aguayo et al., 2014; Cerny a Strnadova,
2012).

Ztrata alel mtiZe také nastat v diisledku genetického driftu v malych izolovanych populacich (bez
vlivu na fitness), které tento patogen vytvari diky své vysoké agresivité viici hostiteli (Young et al., 1996;
Mizeriene et al., 2020). Mizeriene et al. (2020) rovnéZ naznacuji, Ze ztrata heterozygozity muze
stabilizovat nestabilni subgenom odvozeny od hybridu P. xmultiformis (vétSina alel byla ztracena z
tohoto subgenomu).

NaSe studie vSak ukazala omezenou schopnost odvozenych genotypt dlouhodobé prezit nebo
vytvorit vétsi populace v prostfedi, coZ naznacuje, Ze ztrata alel u P. xalni pravdépodobné vede ke sniZeni
fitness (coz bylo také potvrzeno) a vznika pravdépodobné casto béhem mitotické rekombinace, zvlasté
béhem explozivniho asexudlniho Sifeni v epidemické fazi onemocnéni.

V pripadé P. capsici byla mitoticka ztrata heterozygozity (také spojena se ztratou patogenity)
Castéji pozorovana ve volné prirodé, ale vyskytovala se i pfi dlouhodobém uloZeni kultur (Hu et al., 2013;
Lamour et al., 2012). NaSe testy prokazaly stejny jev u genotypu P. xalni Pxa-1. Mimo jiné to naznacuje
moznost ztraty alel béhem préace s kulturami v laboratori. Nase (pivodni) kmeny byly béhem skladovani
v CSFO pasazovany nejcast&ji pouze ¢tyfikrat (M. Hrabétovd, osobni sdéleni), takZe jako vysvétleni
vyssiho poctu genotypiti mezi starSimi izolaty je tato moznost nepravdépodobna. Mnohé z nich byly navic
genotypovany jiz diive (Mizeriene et al., 2020). Presto nelze zcela vyloucit, Ze k néjaké ztraté alel béhem
uchovani nedosSlo, nemélo by vSak byt rozhodné priliS vyznamné.

3.4.6 Testy fitness

Test produkce zoosporangii prokazal, Ze dominantni genotyp Pxa-1 a jemu blizké genotypy (se
ztratou jedné alely) produkovaly prvni den po zaplaveni filtrovanou Fi¢ni vodou vyznamné vice sporangii
nez jiné genotypy. Ostatni genotypy sice také produkovaly sporangia, ale vétSinou v menSim mnoZstvi
nebo s delSim zpoZdénim. Variabilitu mezi izolaty v produkci sporangii zaznamenali také Chandelier et
al. (2016). Nejefektivnéjsi kmen v jejich studii byl pozdéji identifikovan jako genotyp Pxa-1 (Aguayo et
al., 2016).

Testy agresivity genotypu P. xalni ukazaly, Ze Pxa-1 je nejagresivnéjsi genotyp a Ze s rostoucim
poctem ztracenych alel se kmeny stavaji méné Skodlivymi. To odpovida predchozim vysledktim, kde byl
pouzit mensi pocCet kment, ale byly pozorovany vyznamné rozdily mezi Pxa-1 a ostatnimi genotypy (P.
Stochlova, nepublikovana data). Rozdily v patogenité P. alni s.l. byly potvrzeny nékolikrat (Brasier a
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Kirk, 2001; Haque et al., 2015; Santini et al., 2003; Zamora-Ballesteros et al., 2017). Podobné vysledky
zaznamenal Haque et al. (2015), kdy v nékterych testech byly nékteré izolaty P. xalni virulentnéjsi nez
jiné, zatimco tyto byly srovnatelné ve virulenci s izolaty P. uniformis a P. xmultiformis. Rozdily v
patogenité mezi genotypy byly také pozorovany u druht jako P. ramorum, kde byly tfi genotypy
testovany na 25 druzich okrasnych rostlin za tucCelem identifikace potencidlnich hostiteld a
environmentalnich zdroji tohoto polyfagniho patogenu (Garbelotto et al., 2021). Rozdily v patogenité
mezi genotypy byly také zaznamenany u P. cinnamomi (Linde et al., 1999). Vyznamné rozdily v
patogenité byly pozorovany i mezi geneticky vzdalenymi genotypy P. infestans (Velasquez-Vasconez et
al., 2024).

Vysledky mohly byt do jisté miry ovlivhény bud’ pouZitymi metodami, nebo stafim izolatt. Pri
testech produkce zoosporangii mohlo dochazet k podhodnoceni vysledkti u kmenti s vysokou produkci
zoosporangii, to vSak nemohlo ovlivnit vysledky opaCnym smérem. Pro testy patogenity byla pouZita
metoda inokulace segmentd vétvi olSe, kterd poskytovala velmi dobré a srovnatelné vysledky pfi
opakovani experimentu. Doporucovand metoda pouZiti koncovych vétvicek s listy inokulovanych
roztokem zoospor, (Chandelier et al. 2016), nebyla v naSem pripadé pouzitelna kviili nizké produkci
zoospor u mnoha testovanych kment. Tato metoda se zda byt vhodnéjsi pro porovnani rezistence
genotypu olSe za pouziti mensiho poc¢tu kmenti P. alni s dobrou produkci sporangii, idealné patficich ke
genotypu Pxa-1. Vysledky testli virulence mohly byt ovlivnény délkou uloZeni jednotlivych kmeni v
kulture. V pripadé MLG Pxa-1 mél vSak kmen P.103/07 vysledky srovnatelné s jinymi kmeny tohoto
genotypu. V pripadé ztraty tii alel zpiisobily starsi izolaty P.28/06 (Pxa-33) a P.11/06 (Pxa-39) mensi léze
neZ noveé izolovany 212045/2. Soucasné pri srovnani pivodnich starSich kmenti mezi sebou dosahoval
P.103/07 (MLG Pxa-1) lepsich vysledkt ve vSech testech. U kment P. uniformis nebyly rozdily mezi
starSimi a novymi izolaty vyznamné, starsi izolat pouze produkoval méné sporangii. Zda se tedy, Ze délka
uloZeni kmeni v kultufe nemusi zpiisobit vyznamny pokles fitness a pravdépodobné nijak vyznamné tuto
studii neovlivnila.

Testy fitness rtiznych MLG P. xalni a P. uniformis tedy potvrdily, Ze kmeny dominantniho
genotypu dosahuji nejrychlejsiho ristu, produkuji nejvice zoosporangii a zptisobuji nejvétsi poskozeni v
hostitelskych vodivych pletivech. S rostoucim poctem ztracenych alel v genomu odvozenych genotypti
P. xalni (od jedné do tfi) se jejich nositelé postupné zhorSuji ve vSech sledovanych parametrech.
MLG Pxa-1 slabsi ve vSech parametrech a je srovnatelna s odvozenymi genotypy P. Xalni, které ztratily
jednu nebo dvé alely. Nizka fitness odvozenych genotypti je tak pravdépodobné pro své nositele fatalni
v konkurenci s dominantnimi nebo méné odvozenymi genotypy a miZe pro né znamenat minimalni
moznost prezivani ¢i Sifeni vramci populace hostitele s vyrazné sniZzenou denzitou jedinci v
postepidemické fazi invaze, coZ v dlouhodobéjsi perspektivé jednoznacné musi vést k pokracujici
dominanci Pxa-1 v oblasti povodi Vltavy.

3.4.7 Dalsi izolované taxony mimo druhovy komplex P. alni s. I.

Dalsi druh izolovany z aktivnich kr¢kovych 1ézi olsi vedle P. alni s.1. byl P. plurivora. Tento druh
byl vidy izolovan na lokalité spolu s P. alni. Na rozdil od P. alni je P. plurivora polyfagni, napadajici
vicero hostitel jako naptiklad dub (Quercus), buk (Fagus) a javor (Acer), zaroveni muZe zpusobit
viditelné 1éze krcku i na olsi. Je rozsiten po celé Evropé, véetné Ceské republiky (Jung & Burgess, 2009;
Mrazkova et al., 2013). Napriklad v rakouskych porostech olsi byl druh P. plurivora Casto nalezen na
lokalité i bez viditelnych 1ézi (Corcobado et al. 2023). Podobné byla hlaSena z porostt olSi v Portugalsku
(Bregant et al. 2023) a dalSich evropskych zemich. Po P. alni s.l. predstavuje P. plurivora nejvétsi hrozbu
pro olSe (Corcobado et al. 2023). P. lacustris je béZny ficni druh, ktery je k olSim slabé az stfedné
agresivni (Nechwatal et al. 2013).
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3.5 Zavér

Z vysledkt vyplyva nasledujici hypotéza: Je velmi pravdépodobné, Ze zakladatelem nové lokalni
populace je nejcastéji genotyp Pxa-1 s nejvyssi fitness (produkce sporangii, rist, patogenita) a zaroven
nejvice rozSifeny v Evropé. Béhem expanze druhu v epidemické fazi onemocnéni nasleduje rychlé
asexualni mnoZeni, vyStépovani méné Ci vice odvozenych genotypid a jejich Sifeni. Tyto odvozené
genotypy maji nizsi fitness (¢im vice mutaci, tim horsi) a v prostredi prezivaji pravdépodobné diky
minimalni konkurenci o nové zdroje. V priibéhu dalSiho vyvoje a poklesu hostitelské populace dochézi
ke zvySeni konkurence o pristupné hostitele v porostech, coZ vede k postupnému vymirani odvozenych
genotypt v disledku tlaku dominantniho genotypu na hostitelskou populaci.

Nicméné diky relativné vysoké mutabilité triploidu se v této fazi v prostiedi objevuji dalsi nové
odvozené genotypy, avSak stupeii jejich odvozenosti je nizZsi (jedna mutace), coZ jim umoZziuje (alespon
docasné) prezivat v prostredi s vysokou konkurenci. MozZnda nékteré z nich prezivaji z epidemické faze
podobné jako P. uniformis, pravdépodobné v nizkych frekvencich. Tento proces se pravdépodobné
odehrava pouze v lokalnim méritku.

V §irsi oblasti (zejména v zemi s proménlivym prostiedim, Clenitou geografii, Fi¢ni siti a socio-
ekonomickymi rozdily) mtize byt vyvoj populace velmi heterogenni. Nékteré lokalni populace se mohou
nachazet v epidemické fazi s vysokou diverzitou, jiné ve fazi zakladatele na Cele Sifeni nemoci, nebo
naopak v post-epidemické fazi s nizkou diverzitou.

Tato prace ukazala, Ze v post-epidemické fazi nemoci v povodi Vltavy bude prevladat dominantni
a nejvice patogenni genotyp Pxa-1. Podobné schéma je znamo i u jinych vysoce agresivnich rostlinnych
patogend, jako je Ophiostoma novo-ulmi, kdy vyrazny pokles virulence nemusi nutné nasledovat ani po
vyrazném ubytku hostitelti (Brasier a Webber 2019).

Vysledky jasné ukazuji na zna¢ny vyznam vhodného managementu nemoci i v jeji post-
epidemické fazi, kdy se situace zdanlivé stabilizuje a je moZné obnoveni hostitelské populace.
Rozsahlejsi vysazovani olSi v brehovych porostech a invadovanych lesich by vSak vedlo pouze k dalSimu
epidemickému rozvoji nemoci a dalSim ztratam.

4 Doporuceni pro ochranu pfirody a management porostu

Zmény v olSovych moktadech a luzich za poslednich 20 let jsou disledkem piedevsim
pokracujicich sukcesnich zmén, eutrofizace a zmén klimatu. Pfestoze je plisenn olSovd zdvaznym
patogenem a jeji patogenita neklesd, ma na zménach biodiverzity a obecné fungovéni luznich a
mokifadnich lest jen omezeny podil (vyznamnéjsi dusledky mtize mit napiiklad pro biehové porosty a
tim 1 dynamiku tokt, tyto efekty jsme vsak v této studii nezkoumali). Pokusy o jeji vymyceni, napiiklad
nahrazovani ol§i nepivodnimi nebo stanovistné nevhodnymi druhy dievin, by mohly mit pro nasi ptirodu
uplatnit v oblastech, kde se patogen zatim nevyskytuje. Dale jsou to opatieni konsolida¢ni, kterymi se
pokousime vliv patogenu omezit a zachovat plivodni stav bez ohledu na jeho pfitomnost a nakonec
adaptivni, kdy akceptujeme jeho pfitomnost a ptizpiisobime se zménam, které¢ zptisobuje.
materidlem (ktery miize byt asymptomaticky, ale infikovany), tedy pfedev§im vyuzivat pfirozené obnovy
a v pfipadé umélé obnovy pouzivat lokalné sbirana semena.

Konsolidacni opatfeni spocivaji zejména v omezeni populace patogenu odpoveédnym
managementem biehovych porostll a zachovanim urcitych zdsad v lesnickém hospodateni. Pokud jsou
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vysazovany olSe, je ticba aby byly v dostate¢né vzdalenosti od toki a kr¢ky vysazovanych jedinct nebyly
v pfimém kontaktu s vodou, omezime tim mozné Skody i mnoZzstvi inokula patogenu. V ramci lesniho
hospodareni je vhodné napadené olSe odstranovat, avSak prace je vhodné provadét mimo obdobi hlavni
aktivity patogenu, nejlépe az po zdmrazu. Vytézeny materidl, zejména baze kment, je nutno povazovat
za infek¢ni a je vhodné jej spalit, pfipadné zpracovat na mistech vzdalenych od porostt ol$i a vodoteci.
Vhodna jsou sanitarni opatieni, zejména omyti techniky a desinfekce nastrojii ¢i obuvi. V napadenych
porostech je potfeba omezit provoz, zejména pojezdy téZkou technikou a dalsi ¢innosti vétsiho rozsahu,
které by vyrazné poskozovaly pidni povrch a kotfeny, zhutiiovaly pidu ¢i zanechavaly vyjeté koleje;
vSechny tyto ¢innosti mohou napomoci lokalnimu §ifeni patogenu. Ve vytézenych porostech by méla byt
obnova o0l§i minimalné tfi roky vyloucena, poté je mozna uméla obnova (vysev). Odolnost populace olse
je vhodné posilit vyuzitim semen piezivsich, a tedy mozna rezistentnich jedinct.

Adaptacni opateni maji smysl zejména z pohledu ochrany piirody a biodiverzity. Pliseni olSovou
1ze povazovat za agens, ktery miize iniciovat vznik otevienych stanovist v mokiadech a v nivach toki.
Obnova nivnich luk a otevifenych mokfadii mize vyznamné piispét k ochrané¢ tfady mizejicich
svétlomilnych druht jejichZ populace byly omezeny historickou expanzi olSe. Zaroven takova bezlesi
mohou slouzit jako dodate¢na bariéra proti Siteni patogenu. Takovy pristup ovsem piedpoklada aktivni
management v ohroZenych oblastech smétujici k udrzeni bezlesi.
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