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1. Cil metodiky

Cilem metodiky je podat uceleny metodicky navod pro zakladani a hodnoceni pokusu s
mykoviry vaclavek v poloprovoznich podminkach, v nadobovych pokusech se sazenicemi
smrku. Metodika zahrnuje postupy pro testovani mykoviry infikovovanych vaclavek, vliv
infikovanych kmenU vaclavek na kmeny neinfikované, vyhodnoceni uc€innosti resp. vlivu
mykoviru na rozvoj vaclavek.

Metodika byla vytvofena pro ucely provadéni experimentd nebo testu jejichz cilem je ovéfit
ucinnost pfipadného biopreparatu v ochrané smrkovych prostl proti vaclavkam, nebo pro
posouzeni vlivu virem infikovanych hub na neinfikované houby a pro ucely hodnoceni vlivu
aplikace biopreparatu na zakladané lesni porosty. Dale je metodika urCena pro testovani
vlivu mykoviru na populace vaclavek v interakénim ekosystému smrk - vaclavka



2. Uvod

V Ceské republice se vyskytuje 7 druhd vaclavek (vaclavka smrkova, cibulkotfena,
hlizovita, severska, obecna, bezprstenna a bazina), vyskytujici se v celé fadé rlznych
ekosystému, kde napadaji hostitelské dfeviny. Druhem, ktery zpUsobuje nejvaznéjsi Skody
v lesnim hospodafrstvi, je vaclavka smrkova (Armillaria ostoyae), ktera napada biotickymi a
abiotickymi faktory oslabené stromy, které dale oslabuje, popf. zplUsobuje jejich uhyn
(Holusa a kol., 2018). Ekologicky patfi vaclavky mezi symbionty, nicméné v momentu, kdy
dojde k oslabeni hostitelského jedince, symbioticky vztah vaclavka - hostitel pfechazi ve
vztah paraziticky, a pro oslabeného hostitele mize byt dopad tohoto vztahu fataini.

Vzhledem k tomu, zZe vaclavky tvofi rozlehla podzemni mycelia, a jejich plsobeni na
hostitele neni provazeno viditelnymi pfiznaky v symbiotické fazi, je pro lesni management
problémem ochrana porosti proti této houbé&. Doposud neni znam Zzadny chemicky,
agrotechnicky, popf. biologicky pfipravek, ktery by ucinné zabranil houbové infekci a
ochranil porosty hostitelskych dfevin pfed napadenim a poskozenim.

Mykoviry jsou viry, které se vyskytuji u hub (Ghabrial a kol., 2015). Doposud byla posana
cela fada mykovirQ, které vice ¢i méné ovliviuji své hostitele (Hillman a kol., 2018). V
posledni dobé& byly popsany i viry u vaclavek (Linnakoski a kol., 2021), které patfi do
skupiny ambi-like vir(i, ale o jejich vlivu na hostitele neni doposud nic znamo. Neni znam
ani mechanizmus pfenosu mezi jedinci populace vaclavek. V pfipadé ambi-like mykovirl u
vaclavek se jedna o ssRNA viry, které se mohou vyskytovat v podobé virovych &astic v
cytoplazmé, ale doposud nebyly tyto Castice v bunkach vaclavek pozorovany.

Od doby objeveni mykovirl se uvazovalo o jejich zapojeni do ochrany proti riznym
houbovym fytopatogentiim (Xie a Jiang, 2014, Garcia-Pendrejas a kol., 2019). Nékteré
mykoviry zpUsobuji u svych hostitelt tzv. hypovirulenci. Jedna se o schopnost viru omezit
infek&ni potencial hostitelské houby (Nuss 2005). Mykoviry s touto schopnosti byly
popsany napf. u Cryphonectria parasitica, Sclerotinia sclerotiorum nebo Alternaria
alternata (Ghabrial a Suzuki, 2009, Rigling a Prospero, 2018, Marzano a kol., 2016, Li a
kol 2019).

Pfenos mykovira probiha vegetativné splyvanim (anastomoézou) hyfalnich viaken mezi
kompatibilnimi jedinci (Liu a kol., 2003, Yaegashi a kol., 2013) nebo cestou pfenosu
nukleovych kyselin. Extracelularni pfenos virovymi casticemi byl popsan u viru S.
sclerotiorum (Yu a kol., 2013). VSechny vySe uvedené viry jsou dsRNA viry. Nicméné
prenos viru u bazidiomycet nebyl doposud popsan a také neni jasné, jakym zplsobem se
prenasi studované mykoviry mezi vaclavkami, protoZe se jedna o ssRNA viry.



3. Vlastni obsah metodiky

Nasledujici ¢ast metodiky podrobné popisuje pfipravu pokusnych stromkl, houbového
inokula, aplikaci vaclavek na porost a vyhodnoceni vysledku poloprovozniho pokusu. V
soucasné dobé neni v CR dostupna metodika pro provadéni pokusul s vaclavkami.

Princip testovani

Testovani pfenosu viru mezi druhy vaclavek je dvoustupriovy proces. Prvni krokem je
laboratorni testovani pfenosu viru (Tonka a kol., 2021). Ve druhé fazi je pak prenos viru
mezi vaclavkami testovan v nadobovych pokusech. Tato faze je naro¢na prostorové, ale
zejména Casové. Neni jasné, kdy se mlze zacit projevovat vliv viru na infekci vaclavkami v
pfripadé poloprovozniho pokusu, nicméné vzhledem k moznému pouZiti virem infikovanych
kmenu vaclavek, resp. viru samotného v mozné biologické ochrané, je nutné tento pokus
provést a nastavit zakladni parametry pro hodnoceni vlivu mykoviru na hostitelsky
organizmus.

Priprava k testu

1. Vaclavky

Izolace a kultivace vaclavek byla pospana v predeslé metodice (Curn a kol., 2019). Kmeny
vaclavek, izolované z rhizomorf nebo plodnic, byly kutivovany na ME agaru. Pro pokusy s
infekci byly pouzity vyfezy mycelia na agaru. Takto byly kultivovany kmeny vaclavek bez
virové infekce, stejné jako virem infikované vaclavky. Detekce viru probihala molekularnimi
metodami dfive popsanymi (Tonka a kol., 2021).

2. Rostlinny material

Pro testovani pfenosu viru v in vivo podminkach je nutné zajistit experimentalni
podminky, simulujici pfirozené prostiedi. Jako hostitelské rostliny byly pouZity
prostokofenné smrkové sazenice o velikosti 25 cm z lesni Skolky.

1. Kvétinace 10 | (typ Classic, plastovy, Cerny, obr. 1A) jsou naplnény vysevnim
substratem (Substrat pro vysadbu Profimix 3 00942A (Agro CS) pro jehlicnaté stromy, obr.
1B), obsahujici 60 % raseliny bilé, 20 % raseliny ¢erné, 20 % kompostu, pH (H20) 5,5 -
6,5.

2. Do takto pfipravené nadoby zasadime smrkovou sazenici (obr. 2).

3. V celém pribéhu pokusu nepouzivame zadné chemické prostfedky na ochranu rostlin.

4.V pfipadé potieby je mozné doplnit nadoby vysevnim substratem.



Obr. 1. Kvétinac typ Classic (A). Vysadbovy substrat pro jehlicnany (B).

5. Popsanym zplUsobem pfipravime potfebny pocet osazenych nadob pro ucely
optimalniho statistického vyhodnoceni pokusu. Pro kazdou variantu je potfeba minimalné
10 ks nadob se sazenicemi na jedno opakovani. Na spravné vyhodnoceni pokusu a
eliminaci statistické chyby pokusu je potfeba minimalné tfech opakovani. Z toho plyne, ze
pro jednu variantu potfebujeme minimalné 30 osazenych nadob, pfi tfech pokusnych
variantach/testovanych faktorech je pak tfeba 90 nadob se sazenicemi. Je také dobré
pocitat se zasobou sazenic, které budou schopny doplfovat napf. nezakofenéné jedince,
popfF. jinak nestandardné se chovajici sazenice. Tato zasoba by méla byt minimalné 20% z

poctu potfebného pro jednu variantu - pro vySe uvedeny pfiklad je zasoba 6 stromkd.

6. Pro podobné typy pokusl provadénych ve vnéjSich
nefizenych podminkach plati, ze muze narlstat
variabilita v ramci testovanych variant a pro dosazeni
lepSich a presnéjSich vysledkl je potfeba vice
testovanych jedincu. Ziskané vysledky pak mohou mit
dostateCnou vypovidajici hodnotu. SouCasné s
vySSim poctem osazenych nadob je menSi riziko
znehodnoceni celého pokusu.

7. Pokud neni znam plvod substratu pro vysadbu, a
mohl by napf. obsahovat spory vaclavek, je vhodné
substrat pfed  pokusem  otestovat, nejlépe
molekularnimi metodami (viz. Curn a kol., 2019).

Obr. 2. Sazenice smrku
pfipravena pro inokulaci
vaclavkami



Vlastni test

Pokus je vhodné zalozit na jafe, i pfesto, ze vaclavky se v padé vyvijeji i béhem zimy,
stejné jako se mohou smrkoveé sazenice sazet do nadob na podzim.

Nadobove testy se z hlediska interakce patogen - hostitel vice podobaji skuteCnosti, nez je
testovani vyuziti viru v ochrané smrkovych porostd v in vitro podminkach. Presto, ze
nadobové pokusy nesimuluji realné podminky v lesnich porostech, probiha v nich infekce
vaclavkou pfes kofeny smrku.

1. Pro testovani pfenosu viru a jeho vlivu mezi vaclavkami potfebujeme tfi varianty
smrkem osazenych nadob - kontrolu bez vaclavky, kontrolu s vaclavkou neinfikovanou
mykovirem a variantu vaclavka + vaclavka infikovana virem. Minimalné 10 nadob pro
kazdou z variant po 3 opakovanich udava rozsah pokusu -> 90 nadob + 18 nadob jako
zasoba.

2. Po zasazeni smrkovych sazenic, viz vy$e, nechame rostliny prokorenit a rust. Zalezi na
klimatickych podminkach, dostacujici doba této pfipravné faze je jeden mésic. Nadoby
jsou na misté, kde bude probihat pokus, udrzuji se ve stejnych podminkach.

3. Pred vlastni infekci se vyberou dobfe rostouci rostliny, bez viditelnych pfiznaku
poskozeni nebo fyziologickych deficienci apod. Pro kazdou variantu je vybrano nejméné 3
x 10 ks rostlin (30 celkem pro kazdou variantu, viz vy$e). Kontrolni variantu nechame bez
oSetreni.

4. Varianty s vaclavkou inokulujeme myceliem, narostlym na agaru. Korkovrtem o priiméru
0,8 cm (obr. 3A) z pfipravenych Petriho misek s kmenem vaclavky, neinfikovanym virem
vykrajujeme vyfezy (obr. 3B, které umistujeme do hloubky cca 1 cm pod povrchem
substratu v péstebni nadobé. Ke kazdé smrkové sazenici dame dva takto pfipravené
agarove terCiky s myceliem vaclavky.

5. Takto nainokulované rostliny nechame rist dalSi mésic. Po mésici do varianty vaclavky
s virem nainokulujeme vyfezy agaru s myceliem vaclavky, ktera je infikovana virem.
Postup je stejny jako v bodé 4.

Obr. 3. Korkovrty priméru 0.8 cm (vlevo) a 0.5 cm (vpravo- A). Vyfezy v agaru s myceliem
o pruméru 0.8 cm (B).



6. Pokus by mél byt dlouhodobéjsi, protoZe infekce vacavkou a i pfenos viru neni mozné
realizovat béhem par mésicu jednoho roku/sezény. BEéhem vegetacniho obdobi se provadi
vizualni kontroly pokusu kazdy tyden. Vyhodnocuje se vzhled jednotlivych rostlin, jejich
fyziologicky stav a také se sleduje vihkost substratu, protoze, presto, ze se stimuluji
podminky co nejvice podobné podminkam pfirodnim, nemélo by dojit k uhynu pokusnych
strom0 v disledku sucha.

7. Kazdy mésic je odebiran kontrolni vzorek pudy z kvétinace a je provedena molekularni
analyza na pfitomnost vaclavek, popfipadé jinych houbovych patogend. Vzorky
neodebirame na stejnych jedincich, protoze opakované méfeni na stejném jedinci vede k
pseudoreplikacim.

8. Vysledkem pokusu by mélo byt jasné vizualni rozdéleni na napadené a nenapadené
stromy. Hodnoti se kazdy stromek zvlast. PoSkozeni testovanych stromu hodnotime podle
nasledujici stupnice:

1 - zdrava rostlina bez viditelnych znakd poSkozeni

2 - mirné zaostavani v rustu

3 - mirné Zloutnuti jehlic, pfitomnost vaclavek v substratu — molekularnimi testy

4 - zeZloutlé jehliCi, v substratu pfitomnost vaclavek detekovana molekularnimi metodami
5 - uschly strom v kvétinaci, na kofenech rhizomorfy, popf. v padé mycelium vaclavky

9. Po ukonCeni pokusu se vyhodnocuje i poSkozeni kofenového systému a pfitomnost
vaclavek na kofenech smrkovych sazenic, popf. pfitomnost hub v kofenovém balu.

Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni testu je poslednim krokem v pokusu a dulezitym Ccinitelem v
hodnoceni vlivu patogenu na hostitelskou rostlinu. Vyhodnocuje se vétSinou vice velicin.
Prvnim krokem hodnoceni je zpracovani primarnich dat z experimentu.

Vzhledem k tomu, Ze jsou pokusné nadoby rozdélené do 3 bloku, a v kazdém jsou ffi
varianty, jedna se ve statisitické analyze o usporadani v tzv. uplné znahodénych blocich
(randomized complete block design, Lacey and Kaya, 2007). Kazdy zasah (oS$etfeni) do
pokusnych nadob je nahodny v kazdém bloku a tim se zvySuje variabilita meazi
jednotlivymi bloky (opakovanimi). Takovyto typ pokusu se vyhodnocuje analyzou variance
(ANOVA), kdy oSetfeni (kontrola, kontrola s vaclavkou, vaclavka s virem) a Cislo bloku
(opakovani, 1 - 3) vstupuji do modelu analyzy variance jako interakce a tim mudzeme
odhadnout podil chyby meéfeni, Cili test se tim stava robustnéjSim a vysledky testu
smérodatnéjSimi.

Statistické vyhodnoceni, resp. pravdépodobnost je ale jedna véc. Druha, a mozna
dulezitéjSi véc, je biologické vyhodnoceni experimentu a biologicka vyznamnost
dosazenych vysledk(. V testu schopnosti vaclavek s virem omezit nebo eliminovat
pfenosem viru schopnost virem neinfikovanych vaclavek infikovat smrkové sazenice je
dilezitym vysledkem pfenos viru na nové houby a omezeni plsobeni infekéniho tlaku na

smrky.
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4. Srovnani novosti postupu

Metodika popisuje test pfenosu mykovirl mezi jednotlivymi kmeny vaclavek v in vivo
podminkach. Dale popisuje testovani vlivu mykovirem infikované vaclavky na
neinfikovanou vaclavku. Tento test je dulezity z hlediska pfipadné ochrany smrku proti
vaclavkam, protoze ochrana smrku proti vaclavkam a jejich poSkozenim nebyla doposud
praktikovana. Moznost pfenosu mykoviru a jeho ovlivnéni infekénosti vaclavky v
praktickém testu by mohlo tento nedostatek v ochrané odstranit. Toto hodnoceni nebylo
doposud v CR provadéno. Vzhledem k piedpokladanému vy3$simu tlaku infekci vaclavkou
oslabenych smrkd mize mit tato metodika pfipadné ochrany do budoucna velky vyznam.

V metodice je popsan cely pribéh testovani pfenosu mykoviru v poloprovoznich
podminkach a metodika prace pro spolehlivy test pfenosu viru in vivo. Novost postupu je
zejména v tom, Ze podobny pokus s pfenosem viru u vaclavek nebyl doposud proveden.

5. Uplatnéni metodiky

Certifilkovana metodika je ur€ena pracovnikim v lesnim hospodarstvi. Je zdrojem
informaci i pro pracovniky lesnich Skolek, Slechtiteld a lesniho managementu. V
neposledni fadé jsou metodické postupy zde pospané vhodné i pro studenty a pedagogy
stfednich a vysokych Skol lesnického zaméfeni, a pro pracovniky v lesnickém vyzkumu a
podobnych organizacich. Metodika je vydana i v elektronické podobé a bude volné k
dispozici vSem potencialnim zajemcim o danou problematiku na strankach ZF JU v
Ceskych Budé&jovicich.

6. Ekonomické aspekty

Vaclavky nepfiznivé ovliviiuji kvalitu smrkovych porostd a dale oslabuji jinymi biotickymi a
abiotickymi faktory oslabené stromy. Tim maji ¢aste¢né vliv na snizeni ekonomické
hodnoty smrkového dieva. Kromé ekonomického dopadu vlivu vaclavek na srkové porosty
je zde i ekologicky dopad, kdy oslabené stromy mohou snaze podléhat vétrnym a jinym
disturbancim. V pfipadé, Ze testovani pfenosu viru mezi vaclavkami alespon ¢astecné
prispéje k omezeni vlivu vaclavek na smrkové porosty, ekonomickeé pfinosy by mohly byt
odhadnuty na miliony korun.
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