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Souhrn

Od 1. ledna roku 2014 je pro péstitele ¢lenskych stati Evropské unie povinné uplatiiovani
zasad integrované ochrany rostlin. Mnohé metody integrované ochrany rostlin jsou Setrnéjsi
k Zivotnimu prostiedi i spotfebiteli. Jednou z takovych metod je i biologicka metoda ochrany
rostlin, kterd vyuziva ptirozenych vztaht mezi organismy. Tato prace je soucasti vyzkumného
projektu, ktery se zabyva vyvojem nového biologického piipravku na ochranu rostlin proti
houbovym rostlinnym patogenim, jehoz uG¢innou slozkou jsou Kkonidie ¢ty kment hub
Clonostachys rosea.

Cilem prace bylo ovéfeni antagonistické aktivity Clonostachys rosea vic¢i patogentim
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Fusarium culmorum a Botrytis cinerea
na ruiznych hodnotach pH. Vliv pH na antagonistickou aktivitu Clonostachys rosea byl
posuzovan v testech in vitro a nasledné prosttednictvim nddobovych pokusii ve skleniku.

V prvni ¢asti prace jsou shrnuty soucasné informace o biologické ochrané rostlin a typech
antagonistickych vztahi mezi organismy. Dale je zde popsan rod Clonostachys, jeho vyuziti
Vv biologické ochrané rostlin a vliv pH na houbova bioagens a patogeny. V nasledujici ¢asti
prace jsou popsany a vyhodnoceny laboratorni pokusy a nddobové pokusy ve skleniku.

V testech in vitro bylo prokazano, ze pH mirn¢ ovliviiuje antagonistickou aktivitu
Clonostachys rosea. Avsak Clonostachys rosea stale inhibuje rust vybranych patogent
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani a Botrytis cinerea a to nejlépe v mirn¢ kyselém,
neutralnim a mirné zasaditém pH. Z vysledkl sklenikovych pokusi lze usoudit, Ze upravené
pH téz mirn¢ ovlivituje antagonistickou aktivitu Clonostachys rosea. Dalo by se tedy
predpokladat, ze testovany ptipravek by bylo mozné vyuzivat k ochrané rostlin, rostoucich
na puadach srozlicnymi hodnotami pH. Vysledky sklenikovych pokusi nam vSak stale
vysledky ovétit v polnich pokusech.

Nad ramec cili stanovenych pro tuto diplomovou praci byla ovéfovana Zivotnost konidii
Clonostachys rosea v prubéhu skladovani. Ovéteni zivotnosti je dulezité z hlediska zachovani
ucinnosti piipravku i po déletrvajicim skladovani. Bylo stanoveno, Ze testovany piipravek,
resp. jeho ucinna slozka — konidie Clonostachys rosea, si uchovavaji dostatecné vysokou

zivotnost po dobu nejméné sedmi mésicu.

Kli¢ova slova: Clonostachys, biologicka ochrana, antagonisticka aktivita, pH



Summary

Since January 1%2014 members of the European Union have to use methods of
integrated plant protection. Many methods of integrated plant protection are friendlier to the
environment and consumers. One of those methods is a biological method of plant protection
which uses the natural relationships between organisms. This thesis is part of a research
project that deals with the development of new biological plant protection product against
fungal plant pathogens, whose active component is conidia of four fungal strains
Clonostachys rosea.

The aim of this thesis was to verify the antagonistic activity of Clonostachys rosea
against pathogens Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Fusarium culmorum and
Botrytis cinerea at different pH values. Effect of pH on the antagonistic activity of
Clonostachys rosea was assessed in in vitro tests and subsequently through the tests in the
greenhouse.

In the first partare summarized the current information on biological plant protection,
types of antagonistic relationships between organisms. Further is described the Clonostachys
spiece, its use in biological plant control and the effect of pH on fungal pathogens and
bioagents. The following section describes and evaluates laboratory and greenhouse
experiments.

In vitro testing has shown that the pH slightly affects antagonistic activity of
Clonostachys rosea. However, Clonostachys rosea still inhibits the growth of selected
pathogens Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani and Botrytis cinerea, especially in
a slightly acidic, neutral and slightly alkaline pH. We can suggest from the greenhouse test,
that the modified pH also slightly affects antagonistic activity of Clonostachys rosea. It can
be suggested, that this product can be used for protection of plants growing in soil with
different pH. However, the results of greenhouse experiments are not bringing us enough
information about behaviour of the tested product. This is why it is necessary to verify these
results in field experiments.

Beyond the objectives set for this thesis was testing durability testing of conidia of
Clonostachy srosea during storage. Durability verifying is important for maintaining efficacy
even after prolonged storage. It was assessed, that tested product, or its active component-

conidia of Clonostachys rosea, keeps sufficiently long durability for at least seven months.

Keywords: Clonostachys, biological control, antagonistic activity, pH
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1 Uvod

V moderni spolecnosti je nyni vice klade diraz na zdravi a krasu jedince, coz je uzce
spjato s kvalitnimi nezdvadnymi produkty pro piimou spotiebu i pro nasledné zpracovani.
VEtsi pozornost je vénovana 1 zivotnimu prostfedi a biodiverzité prostiedi. Proto mnoho
péstiteld jiz v minulosti pieslo k integrovanému systému ochrany rostlin, jehoz uplatnovani je
od 1. ledna 2014 v EU pro péstitele povinné. Integrovana ochrana rostlin je soubor
ekonomicky, technologicky a toxikologicky pfijatelnych metod ochrany rostlin. Mnohé
metody integrované ochrany rostlin jsou Setrnéjsi k okoli i1 spotiebiteli a jednou z nich je
i biologickd metoda ochrany rostlin. Biologicka ochrana rostlin se uplatiiuje v konven¢nim
zemédelstvi, v ekologickém zemédélstvi i v ochrané lesit a zahradnich rostlin. Vyuziva
piirozenych vztahii mezi organismy, je selektivni, nezanechdva v prostiedi rezidua a jeji
podstatou je udrZzeni nebo obnoveni ptirozené rovnovahy prostiedi. Pfes svoje vyhody se
biologicka ochrana vyuziva vpraxi v mensi mife, jelikoz ma uréitd omezeni. Jednim
z takovych omezeni jsou rizné naroky bioagens na prostiedi, Casto je obtizné dodrzet
optimalni podminky pro bioagens, naptiklad pti polni aplikaci. Naopak v krytych prostorach,
jako jsou naptiklad skleniky, je jednodussi dodrzet konkrétni podminky pro introdukovany
organismus.

Biologickd ochrana c¢asto vyuziva antagonistickych vztaht houbovych bioagens
s patogeny. V Ceské republice je registrovano nékolik biopreparati na bazi antagonistickych
hub, jako jsou Trichoderma harzianum, Pythium oligandrum, Coniothyrium minitans, které
jsou vyuzivany k ochrané proti vyznamnym patogentim.

Tato prace je soucasti projektu, ktery se zabyva testovanim nové vyvijeného biologického
piipravku na bazi houby Clonostachys rosea, v némz byly pouzity ¢tyfi kmeny této houby.
Hlavnim cilem prace bylo ovéfeni antagonistické aktivity vSech ¢tyf kmenu Clonostachys
rosea obsazenych Vv pfipravku K vybranym patogenim pii riznych hodnotach pH. Pokusy
byly provadény v podminkach in vitro a nadobovych pokusech ve skleniku. Soucasti prace
bylo i ovéfeni Zzivotnosti spor houby po uréité dobé skladovani s cilem ovéfit dobu

skladovatelnosti ptipravku.



2 Védecka hypotéza a cil prace

2.1 Hypotéza

Clonostachys rosea vykazuje antagonistickou aktivitu vici fytopatogennim houbam.

Hodnota pH ovliviiuje intenzitu antagonistického projevu houby Clonostachys rosea.

2.2 Cil prace

1. Shrnout soucasné informace v dané problematice
2. Ovetit vliv pH na antagonistickou aktivitu Clonostachys rosea v podminkach in vitro
3. Overit vliv pH na antagonistickou aktivitu Clonostachys rosea v nadobovych pokusech

ve skleniku



3 Literarni prehled

3.1 Biologicka ochrana

Biologicka ochrana rostlin je ochrana provadéna biologickymi prostfedky. Je soucasti
integrované ochrany rostlin, kde je vyuzivano neptimych i pfimych metod ochrany rostlin,
jako jsou chemické, fyzikdlni, mechanické a jiz zminéné metody biologické. Biologicka
ochrana rostlin vyuzivd nejCastéji ptirozené existujicich antagonistickych vztahti mezi
organismy. Jejim cilem neni vymyceni, ale potlaceni populace Skodlivého organismu pod
ekonomicky prah skodlivosti. Jako bioagens v biologické ochrané rostlin proti chorobam a se
vyuzivaji rozlicné organismy, muze se jednat o predatory (napi. Cryptoleamus montrouzieri,
Orius laevigatus, Phytoseiulus persimilis, Typhlodromus pyri), parazitoidy (napt. Encarsia
formosa, Trichograma), entomopatogenni houby a hlistice (napi. Beauveria bassiana,
Phasmarhabditis hermaphrodita), entomopatogenni viry z ¢eledi Baculoviridae, bakterie
(napf. Bacillus thuringiensis), houby a houbové organismy (napt. Clonostachys rosea,
Trichoderma harzianum, Coniothyrium minitans) a dalsi. Prostfedky biologické ochrany se
pievazné aplikuji preventivng, za ucelem dlouhodobé ochrany, oproti kurativnim chemickym
zasahtim. Pusobi pomaleji nez chemické latky a jsou téz ovlivnény mnoha biotickymi
a abiotickymi faktory dané¢ho prostfedi, jako je naptiklad pribéh pocasi. Vyuziti biologické
ochrany je zavislé na dalSich ¢initelich, jako je cena biologickych prostiedkd, jejich
dostupnost a aplikacni technologie. Pii aplikaci biologickych piipravki je nutné dbat
na konkrétni naroky bioagens, pouzitého pro ochranu rostlin, znat termin aplikace, podminky
aplikace a Skodlivy organismus, proti kterému se bude provadét biologickd ochrana. Znalost
Skodlivého organismu je nezbytna, jelikoz biologicka ochrana je selektivni a ptisobi konkrétné
na dané¢ho patogena ¢i Skudce. Biologicka agens nepiisobi toxicky na necilové organismy,
véetn¢ Cloveka. Nezatézuji Zivotni prostfedi rezidui a vytvari dlouhodobé stabilizovany
systém. Biologickou ochranu rostlin lze aplikovat v ekologickém zemé&dé€lstvi, v chranénych

oblastech a v ochrannych pasmech vodnich zdroji (Véchet, 2010; Véchet, 2012).

3.1.1 Pojeti a cile biologické ochrany

Plodiny v ekosystémech jsou vystaveny vliviim biotickych a abiotickych faktoru, které
ovliviyji jejich vynosy. Rozsah ztrat se odviji od vlastnosti rostlin a ptiznivych podminek pro

rozvoj puvodciti chorob. Vedle biotickych pficin hraji dominantni roli i mikrobialni patogeni,



ktefi nepfizniveé ovliviiuji rostliny. To vede k velkym kvantitativnim i kvalitativnim ztratam
V pozadovaném vynosu. Ve snaze minimalizovat incidenci (¢etnost) a rozsiteni chorob plodin
byly navrzeny kratkodobé a dlouhodobé strategie Sohledem na rozdilné geografické
podminky. Pokud chceme dosdhnout ocekavaného vynosu z péstovanych plodin, musime
prizptisobit strategie nebo kombinace strategii biologické ochrany danému prosttedi. V dobé
zvySujiciho se znecisténi prostiedi a pritomnosti rezidui chemikalii v kulturnich plodinach se
zaCal klast diraz na omezeni chemického oSetiovani plodin, které je ale nezbytnou
podminkou pro omezeni chorob rostlin. Preventivni metody ochrany rostlin byly primarné
zavedeny pro zajisténi vysoké tirodnosti pidy a pro zvySeni vynosu plodin, pomoci aplikace
hnojiv, orby, zavlazovani a zabezpeCeni dostatecného mnoZstvi organické hmoty Vv pudé.
Pfimé¢ metody ochrany rostlin maji vliv na popula¢ni hustotu patogenti, zplsobujicich
choroby rostlin. Zakladni myslenkou biologické ochrany rostlin je kompatibilita se
stavajicimi péstitelskymi technologiemi. Strategie biologické ochrany rostlin jsou adaptovany
na dané geografické podminky tak, aby byly péstiteli akceptovatelné (Narayanasamy, 2013Db).

Koncepty biologické ochrany rostlin se vyvijely v ¢ase na zaklad¢ informaci a technik
K rozpoznani interakci mezi patogeny, ostatnimi organismy a rostlinami. Biologicka ochrana
vyuziva prirozenych nebo modifikovanych organismli, genti nebo genovych produkta
ke snizeni vlivu nezadoucich organismu. Téz muze podporovat Zadouci organismy (napf.
piirozené nepiatele patogenli, ptidni mikrofloru apod.) tim, Ze neplsobi toxicky. Miru
antagonistické aktivity introdukovaného organismu ovliviiuje mnoho faktorti daného
prostiedi, mohou to byt povétrnostni podminky, pH ptidy, vldhova rezim atd. Bioagens
mohou pulsobit na rostliny pfimo nebo nepfimo. Piimym plsobenim je mySlena inhibice
rozvoje patogenli. Nepiimo mohou bioagens na rostliny plsobit tim, ze podpofi Groven
rezistence hostitelské rostliny vi¢i patogenim nebo pusobi pozitivné na rast rostlin.
Biologicka ochrana je tedy definovana jako vyuziti biotickych a abiotickych agens, které
pusobi samostatné nebo kombinované. Redukuji potencial patogend inhibici nebo pomoci
aktivace obranného systému hostitelské rostliny, coz vede k redukci incidence a intenzity
chorob. Studie prokazaly, ze vyuziti biotickych a abiotickych agens pifi ochrané rostlin
vykazuji synergicky ucinek. Jednim z impulzii pro vyuziti biologické ochrany byl rozvoj
rezistence patogenii K chemickym piipravkim. Avsak stale je vyuzivani chemickych latek
dominantni vi¢i ostatnim metodam ochrany rostlin, proto je v biologické ochrané kladen
diraz i na kompatibilitu bioagens s chemickymi ptipravky. Studie prokazuji, ze bioticka
bioagens jsou Vv mnoha pfipadech kompatibilni s chemicky vyuzivanymi piipravky
(Narayanasamy, 2013b).



3.1.1.1Cile biologické ochrany rostlin proti chorobam:

1. Vybér nejefektivnéjsiho bioagens
2. ldentifikace abiotickych agens, ktera mohou pusobit individualné nebo v kombinaci
S biotickymi agens
3. Dosazeni podpory ristu rostlin
4. Provéteni moznosti redukce uziti nebo tplného nahrazeni chemikalii v ochrané rostlin,

aniz by se zménila efektivita zasahu (Narayanasamy, 2013Db).

3.1.1.2 Metody biologické ochrany rostlin

1. Introdukce antagonisty do prostiedi: Idedlni je vyuziti organismid ptirozené
pochézejicich z dan¢ho prostiedi, kam jsou posléze opétovné vnaseny, coz piizniveé
ovliviluje preziti daného organismu a minimalizuje moznost naruSeni rovnovahy
piirozenych vztahti v prostfedi. Existuje n¢kolik typli antagonistickych vztaht, které
jsou popsany v nasledujicich kapitolach. Organismus s ur¢itym typem antagonistického
vztahu by mél byt vitdlni a vyznacovat se rychlym riistem a dostatecnou kolonizaci
prostiedi a tim zabranovat incidenci a rozvoji choroby.

2. Indukce rezistence rostliny: Rezistence rostlin k patogentim lze v nékterych ptipadech
dosahnout slechténim. Pomoci ptisobeni biotickych a abiotickych faktord Ize u rostlin
dosahnout indukované rezistence, ktera pusobi na rostlinu pfiznivé tim, ze zvysSuje
odolnost rostlin vii¢i pisobeni rozlicnych stresti, coz vede ke zvySeni vynosu dané
plodiny. Biologicka ochrana vyuziva k indukci rezistence rostlin patogenni
I nepatogenni organismy a jejich metabolity. Napiiklad bakteric z rodu Pseudomonas
nebo nékteré mykorrhizni houby ptisobi na rostliny stimulacnim uc¢inkem.

3. Oslabeni patogena: Oslabeni patogena je mozné dosahnout zménou vhodnych
podminek pro jeho rust a vyvoj, k ¢emuz Ize dospét napiiklad agrotechnickymi zasahy,
pouzitim chemickych a fyzikalnich metod. V rdmci biologické ochrany rostlin dochazi
Kk oslabeni patogenni aktivity patogena. VyuZzivaji se avirulentni nebo hypovirulentni
kmeny jinak patogennich hub, které mohou potlacit populace virulentnich patogeni
a pfevladnout v daném prostiedi.

4. Indukce supresivity: Supresivni pudy jsou pudy vyznacujici se takovym slozenim

mikroorganismil, které mohou pfirozené potlacovat patogeny pirevazné tim, Ze soutéZi



S patogeny o ziviny a prostor. Nebo pusobi na patogeny antibiozou a dal§imi

mechanismy (Prokinova, 1996).

3.2 Biologicka ochrana ve vztahu k chorobam rostlin

Biologicka kontrola ve fytopatologii vyuziva mikrobialnich antagonistti k potlaceni chorob
(Véchet, 2012). Mikroorganismy pouzivané pro Dbiologickou ochranu pfitomné
Vv rostlinach i na povrchu rostlin, pidé a ovzdusi vyuzivaji rizné antagonistické mechanismy
vici cilovym patogenim. Je dualezité pochopit, jak tato bioticka bioagens funguji.
Pro nejefektivnéj$i ochranu je nezbytné zndt jejich omezeni a pozadavky. Vyzkumy
prokazaly, ze existuje mnoho rozmanitych antagonistickych vztahti a dokonce nékteré druhy
bioagens vyuzivaji vice mechanismu pro potlaceni fytopatogent. Naptiklad nékteré druhy hub
z rodu Trichoderma vyuzivaji dva i vice mechanismi k potlaceni patageni. Antagonistické
houby vyuzivaji parazitismu, antibiézy, kompetice, dale kolonizuji pletiva hostitelské
rostliny, vyvolavaji indukovanou nebo systémovou rezistenci ke konkrétnim patogenim.
Kromé toho zvysuji odolnost rostliny vii¢i abiotickym 1 biotickym strestim, v ptipad¢, Ze jsou

s rostlinou v mykorhize (Narayanasamy, 2013a).

3.2.1 Typy antagonistickych vztahi

Antagonistické vztahy Ize rozdé€lit na pifimy antagonismus, nepiimy antagonismus
a smiSeny antagonismus. V piipadé ptimého antagonismu bioagens parazituje a usmrcuje
patogena nebo degraduje jeho sklerocia. Nepiimy antagonismus zahrnuje vztahy mezi
bioagens a patogenem, ve kterych nedochazi k jejich pfimému kontaktu. Bioagens aktivuji
Vv rostliné obranné mechanismy a tim mohou vyvolat rezistenci rostlin vi¢i konkrétnim
patogentim. Déle nepfimy antagonismus zahrnuje kompetici, coz je vztah, kdy bioagens
soutézi s patogenem o ziviny a prostor a tim negativné ovliviluje riist patogena a jeho
schopnost kolonizovat prostiedi. SmiSeny antagonismus zahrnuje schopnost bioagens
produkovat rozliéné typy enzymi, antibiotik, antibiotiklim podobnych latek a toxint, a tim

inhibovat rist a rozvoj patogenti (Narayanasamy, 2013a).



3.2.1.1Mykoparazitizmus

Houbové organismy pro biologickou kontrolu parazituji patogeny a ziskavaji z nich
pottebné ziviny pro sviij vyvoj. Biotrofni mykoparaziti maji staly kontakt s buikami hostitele,
cerpaji z nich Ziviny, ale neusmrcuji je. Naopak nekrotrofni paraziti usmrcuji bunky svého
hostitele (Véchet, 2012).

Nekteti parazité houbového pivodu, napiiklad Trichoderma virens, mohou fungovat jako
agresivni mykoparazité houbovych fytopatogen. Dokazou parazitovat nejen hyfy mnoha
druhti fytopatogennich hub, ale téZ rozkladat jejich utvary pro pieckani neptiznivych
podminek — sklerocia. Jednim z fytopatogeni, které parazituje Trichoderma virens, je
Rhizoctonia solani. Coniothyrium minitans napada hyfy a sklerocia Sclerotinia sclerotiorum.
Pythium oligandrum atakuje Zijici hyfy patogent, jako jsou Pythium ultimum a dalsi patogeny
z rodu Pythium. Bylo prokazano, Ze nékteré mykoparazitické houby z rodu Pythium parazitu;ji
patogenni Fusarium nivale a Botrytis cinerea. V laboratornich pokusech byla prokazana
biologicka aktivita Trichoderma harzianum, at’ jiz samostatné nebo v kombinaci s bakterii
Streptomyces rochei. Vykazovala schopnost zastavit §ifeni patogenni Phytophthora capsici,
ale téz kolonizovala cely povrch patogena a tim doSlo k naslednému rozpadu hyf
Phytophthora capsici (Narayanasamy, 2013a).

Casto se stava, ze jeden houbovy patogen, napiiklad Blumeria graminis, mize byt
parazitovan nékolika mykoparazity — jsou to houby Acremonium alternatum, Acrodontium
crateriforme, Cladosporium oxysporum, Ampelomyces giusqualis a Gliocladium virens (Kiss,
2003).

3.2.1.2 Antibioza

Antibidza je dal$i druh antagonismu zprostiedkovany metabolity mikroorganismti. Mohou
to byt fungalni antibiotika, toxické substance, antibiotikim podobné slozky (Haggag and
Mohamed, 2007). Islam et al. (2005) uvadéji, Ze je celkem jednoduché demonstrovat inhibici
dvou organismil v laboratornich podminkach na Zzivnych pudach. Produkce antibiotik,
antibiotikiim podobnych latek, enzymil nebo toxinli vybranym bioagens je na Petriho misce
mnohdy spatfitelna pouhym okem. V nasledujicich podkapitolach budou popsana néktera

bioagens, kterd produkuji inhibujici latky.



3.2.1.2.1 Producenti lytickych enzymi

Degradace bunécné stény hub vyzaduje enzymy, které hydrolyzuji polymery glukdzy
s ruznymi glykosidickymi vazbami. Chitindza a B — 1, 3 — glukandza jsou povazovany
za dulezité enzymy, které degraduji nejcastéjsi polymery v bunéénych sténach hub, jako je f —
1, 3 — glukan a chitin. Tyto enzymy potlacuji vyvoj houbovych patogent a tim eliminuji vznik
onemocnéni rostlin houbového plivodu. Zakladnim mechanismem je posSkozeni sloucenin
polysacharida chitinu a glukanu, které umoziuji udrZzovat pevnost bunéénych stén houbovych
patogenti. Nasledn¢ dochazi k poruseni integrity bunécné stény a rozpadu bunky
(Narayanasamy, 2013a). Bélanger et al. (1995) uvadéji, ze Trichoderma harzianum vykazuje
antagonistickou aktivitu proti Botrytis cinerea vylu¢ovanim chitinolytickych enzymi, coz
vede k degradaci bunécné stény a naslednému rozpadu bunky. Molekularné biologické studie
poskytuji dikazy o nadmérné expresi genu chit 42, pfitomného u Trichoderma virens. Tento
gen koduje enzym chitinazu, ktery potlacuje fytopatogenni Rhizoctonia solani. Rozdily
Vv biologické kontrole T. virens zavisi na kmenu a dalSich faktorech zapojujicich se do
biologické kontroly proti patogentim (Baek et al., 1999). Chet and Chernin (2002) poukazu;ji
na vSudypfitomnou pudni houbu Trichoderma harzianum, ktera slouzi jako bioagens
a potlatuje vyvoj Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum a Botrytis cinerea.
Mechanismem jejiho ucinku je produkce lytickych enzymi — chitinazy, glukanazy a proteazy.

Clonostachys rosea vykazuje antagonistickou aktivitu vaci Fusarium culmorum diky
sekreci enzymu N — acetyl — p — D — glukosaminidazy (NAGasa). Tento enzym koduje gen cr
— nagl z Clonostachys rosea. Enzymatické testy ukazaly, Ze aktivita enzymu NAGasa byla
potlatena v médiu s vysokym obsahem glukézy. Naopak v médiich s vysokym obsahem
chitinu nebo pfitomnosti Fusarium culmorum byla aktivita tohoto enzymu vys$§i a buné¢né
stény F. culmorum slouzily jako zdroj uhlikatych latek pro Clonostachys rosea
(Narayanasamy, 2013a). Mamarabadi et al. (2009) uvadé&ji, ze Clonostachys rosea inhibuje
rast mycelia Fusarium culmorum a Pythium ultimum, nicméné ke zvySené expresi genu cr —
nagl dochazi pouze v ptipadé interakce Clonostachys rosea a F. culmorum, v piipadé
interakce s Pythium ultimum nedochazi ke zvySené expresi tohoto genu. Jejich vysledky
ukazuji, Ze Clonostachys rosea degraduje Pythium ultimum jinym mechanismem ucinku,

nez jakym hydrolyzuje bunééné stény Fusarium culmorum.



3.2.1.2.2 Producenti antibiotik

Nékteré houby pro biologickou kontrolu produkuji antibiotika a tim inhibuji kliceni spor,
rist mycelia a sporulaci houbovych patogent. Gliocladium virens (synonymum Trichoderma
virens) produkuje silna antibiotika dioxin a viridin a tim inhibuje tvorbu sklerocii Sclerotinia
sclerotiorum a téz parazituje na jiz existujicich sklerociich. Gliocladium virens produkuje
antibiotikum gliovirin, které siln¢ inhibuje Pythium ultimum a Phytophthora sp.
(Narayanasamy, 2013a). Howell at al. (1993) uvadéji, ze kmeny Gliocladium virens lze
rozdélit na zakladé produkce sekundarnich metabolitti do dvou skupin (GV — P a GV - Q).
Kmeny skupiny P produkuji gliovirin a heptelidovou kyselinu, zatimco kmeny skupiny Q
produkuji gliotoxin a dimetylgliotoxin. Obé skupiny produkuji viridin a fytotoxin viridol.
Kmeny ze skupiny P funguji jako efektivni bioagens u sazenic bavlniku, které napada
Pythium ultimum, produkci gliovirinu jej inhibuji. Tyto kmeny vsak neposkytuji ochranu
baviniku pted Rhizoctonia solani, na druhé strané¢ kmeny ze skupiny Q produkuji gliotoxin
a efektivné potlacuji vyvoj Rhizoctonia solani. Kmen Clonostachys rosea BAFC3874
izolovany ze supresivni pady, potlacujici Sclerotinia sclerotiorum, efektivné inhibuje rozvoj
infekce vyvolané timto patogenem u hlavkového salatu a rostlin soji. Testovanim metodou
podvojnych kultur v podminkach in vitro bylo zjisténo, ze tento kmen produkuje toxiny proti
Sclerotinia sclerotiorum. Houbova bioagens mohou produkovat jak hydrolytické enzymy
inhibujici patogena ve vSech fazich jeho Zivota, tak i rizné druhy sekundarnich metabolitt.
Pichia guilliermondii ma nékolik mechanismt biologické aktivity pro potlacovani Botrytis
cinerea. Suspenze bunék ziskana z Pichia guilliermondii potlatovala Botrytis cinerea, coz
poukazuje na ptitomnost inhibi¢nich latek v suspenzi bunék bioagens. Dokonce po zahiati
suspenze bun¢k byl jejich inhibi¢ni G¢inek zachovan (Narayanasamy, 2013a).

Rodriguez et al. (2006) popisuji antagonistickou aktivitu nepatogenniho kmenu Fusarium
oxysporum S6, izolovaného ze supresivnich pud, vaci Sclerotinia sclerotiorum. Toxiny
z Fusarium oxysporum byly izolovany pomoci chromatografickych technik a pomoci
spektroskopickych metod identifikovany jako cyklosporin A. Antibiotikum cyklosporin A
potlacuje rust a tvorbu sklerocii. Tyto testy byly provadény v podminkach in vitro metodou

podvojnych kultur a u¢innost cyklosporinu A korelovala s jeho koncentraci.

3.2.1.3 Kompetice (SoutéZeni o Ziviny a prostor)

Vlastnosti rhizosféry jsou dilezitym atributem pro bioagens, ovliviuji jejich schopnost

potlacovat ptdni patogeny vyvolavajici choroby rostlin. Pokud bioagens neni schopné ristu



Vv rhizosféte, fylosféfe nebo na povrchu jinych organi rostliny, nemize soutézit s patogeny
0 ziviny a prostor nezbytné pro jeho dalsi vyvoj a kolonizaci. Rizné druhy Trichoderma spp.
identifikované jako bioagens jsou ptidavané do pidy nebo jsou pouzivany k oSetieni semen.
Jsou schopné se prosazovat spoleéné s rozvijejicim se kofenovym systémem rostlin.
Mikroorganismy s lepsim pfijimacim mechanismem, nebo mikroorganismy s vétsi schopnosti
produkce extracelularnich enzymt maji oproti ostatnim organismiim vyhodnéj$i podminky.
Soutézivost mezi mikroorganismy je o dusikaté¢ a uhlikaté¢ zdroje. Mikroorganismy mohou
konkurovat o kofenové i ostatni exudaty rostlin. Kofenové exudaty mohou stimulovat kli¢eni
spor a to jak patogennich, tak i spor bioagens. Interakce mezi rostlinou, patogenem a bioagens
jsou proménlivé v zavislosti na plidnim prostiedi a mikroklimatu okolo rostlin. Ptikladem
takového soutéZeni muze byt nepatogenni kmen Fusarium oxysporum F2, ktery efektivné
redukuje rozvoj symptomu u lilku infikovaného Verticillium dahliae ve skleniku a v polnich
podminkach. V laboratornich podminkéach, v testu podvojnych kultur, bylo prokéazéano,

ze dany kmen neplisobi na patogena ani parazitismem ani antibiozou (Narayanasamy, 2013a).

3.2.1.4 Kolonizace pletiv hostitele

Nektera bioagens mohou kolonizovat pletiva hostitelské rostliny diive nez patogen a tim
snizovat riziko vzniku choroby. OSetfeni semen baviniku houbou Trichoderma virens snizilo
kolonizaci kofenového systému u baviniku patogenem Fusarium oxysporum a také snizilo
incidenci a rozsah vadnuti kli¢icich rostlin. Néktera bioagens maji schopnost kolonizovat jiz
nekroticka nebo starnouci pletiva rostlin. Takto konkuruji houbovym patogentim a efektivné
jim zabranuji v dalsi kolonizaci rostliny (Narayanasamy, 2013a).

Za pouziti imunohistologické metody byla porovnavana schopnost kolonizace pletiv
hostitelské rostliny patogenem Botrytis cinerea zpusobujici Sedou plisnovitost a jeho
saprofytického antagonisty Ulocladium atrum. Po inokulaci obou organismi na bramboiik
bylo prokazano, ze Ulocladium atrum usp&$né kolonizuje pletiva rostliny a konkuruje tim
Botrytis cinerea. To poukazuje na to, ze Ulocladium atrum dokaze zamezit pfistupu patogena
ke zdrojim Zzivin v listech. Vysledky této studie demonstrovaly soutéz o zdroje Zivin a tim
pfinaSeji dostateCné biologické vysvétleni pro dynamické interakce mezi patogenem

a bioagens (Narayanasamy, 2013a).

3.2.1.5 Indukce rezistence rostlin k chorobam

Jelikoz rozvoj rezistence odriidd k chorobam pomoci $lechténi nebo biotechnologického

ptistupu je slozity, casové naro¢ny nebo neproveditelny, upoutal pozornost védcl z celého



svéta koncept indukce rezistence plodin k jejich chorobdm navozenim pfirozenych
mechanismu rezistence. K indukci rezistence rostlin k chorobam byly pouzivany ve velkém
bioticti 1 abiotiti Cinitelé a to jak u zemédélskych tak i u zahradnickych plodin
(Narayanasamy, 2013a).

Nékteré priklady vyuZiti indukce rezistence rostlin k chorobam: Byly provadény
pokusy, ve kterych se zjisStovala moznost navozeni rezistence u okurky a melounu s vyuzitim
patogenu Colletotrichum lagenarium zpusobujicim antraknézu. Kromé rezistence
na antraknézu vykazovaly inokulované dé€lohy rostlin systémové ziskanou rezistenci
i k nékterym dal§im chorobam zpisobenym houbami, viry a bakteriemi. Pokud byly
hypokotyly fazoli primarné inokulované bioagens pted tim, nez byly inokulované patogeny,
vykazovaly navozenou rezistenci k Rhizoctonia solani a Colletotrichum lindemuthianum.
Jako bioagens zde byly pouzity dvoujaderné druhy Rhizoctonia. Tito biologiéti Cinitelé
vyvolali vyznamny systemicky nardst aktivity obrannych enzymi peroxidaz, p — 1, 3 —
glukanaz a chitindz. ZvySeni aktivity peroxidazy a glukanazy pozitivné korelovalo s Grovni
vyvolané rezistence. Rezistence rajéete k vadnuti zpisobeného Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici mize byt indukovana inokulaci nepatogenniho kmenu Penicillium oxalicum,
coz vede ke sniZzeni vyznamnosti choroby a mensi ¢etnosti vadnoucich rostlin. Histologickeé
pozorovani ukazalo, ze u rostlin inokulovanych témito nepatogennimi kmeny nedoslo
ke ztrat¢ kambia a rostliny vykazovaly niz§i vaskularni kolonizaci patogenem. Obnovena
nebo prodlouZzena aktivita kambia u zkoumanych rostlin vedouci k formaci dalsiho
sekundarniho xylému miize byt diivodem pro redukci rozsahu choroby. Bylo prokazano,
ze této metody lze vyuzit k ochrané citlivych odrid rajcete k fusariovému vadnuti bez
jakéhokoli vedlejsiho dopadu na okolni prostiedi. Penicillium oxalicum se ukazalo byt
piredevsim vhodné pro indukci rezistence k chorobam vyvolanym houbovymi patogeny

(Narayanasamy, 2013a).

3.2.1.6 Prirozena rezistence rostlin k chorobam

Pfirozena rezistence rostlin k chorobam je variabilni v zavislosti na podminkéch prostiedsi,
mnozstvi zivin, vlastnostech nekterych mikroorganismii ve spermosféte, rhizosfére
a fylosfére. Vlastnosti a skladba mikroorganismii mohou byt vyznamné ovlivnény exudaty
kotentl, listl a ostatnich ¢asti rostlin. Pfevaznd ¢ast mikroorganismli mizZe ziistat neaktivni
v pudé¢ z divodu limith prostfedi, mezi které patii teplota, dostupnost vody, provzdusnéni
a mnozstvi dostupnych zivin pro metabolismus a riist. Nicméné nutricni limity rhizosféry

nejsou jedinym aspektem ovliviiujicim mikroorganismy. Kofenovy systém rostlin vylucuje



nekteré jednoduché cukry, aminokyseliny a mnoho dalSich sloucenin. Pokud jsou tyto
slouceniny vhodné pro vyvoj nékterych patogen je vétsi pravdépodobnost, ze rostlina
vylucujici tyto vhodné slouceniny pro patogeny bude infikovana, obzvlast’ pokud je na dané
patogeny citliva. Kofenové exudaty maji vliv i na bioagens nachazejici se v okoli rhizosféry

(Narayanasamy, 2013a).

3.3 Faktory ovliviiujici aktivitu bioagens

Ocekavanym cilem pcstiteld je vypéstovani zdravé plodiny. Tento cil je zavisly
na schopnosti rostliny piekonat napadeni patogenem a to jak vlastnimi mechanismy obrany,
tak i za pomoci bioagens. AvSak ucinnost a aktivita bioagens muize byt limitovana mnoha
Ciniteli. Aktivita bioagens mize byt velmi jednoduse ovlivnéna nékterymi faktory, mezi které
patfi: pozadavky bioagens na rast a reprodukci, pfeziti bioagens v polnich podminkach,
vlastnost patogenti, pidni podminky, zemédélské zasahy a interakce s ostatnimi organismy
rhizosféry a fylosféry. VSechny tii interak¢ni komponenty (rostlina, bioagens a patogen)
mohou byt znaéné ovlivnéné podminkami prostiedi, mezi které patii i padni pH

(Narayanasamy, 2013a).



3.4 Houby rodu Clonostachys

3.4.1 Taxonomické zarazeni Clonostachys rosea

Taxonomické zatazeni dle Schroers et al. (1999).
Rise: Fungi

Oddéleni: Ascomycota

Kmen: Pezizomycotina

Ttida: Sordariomycetes

Rad: Hypocreales

Celed’: Bionectriaceae

Rod: Clonostachys

Druh: Clonostachys rosea

Védecka synonyma:

Clonostachys araucaria Corda 1839,

Stachylidium araucaria (Corda) Bonord. 1851,
Verticillium foexii J. F. H. Beyma 1928,

Verticillium intertextum 1. Isaac & R. R. Davies 1955,
Verticillium pulverulentum Gouw. 1924,

Gliocladium verticilloides Pidopl. 1930

3.4.2 Popis rodu

Schroers (2001) uvadi, ze Clonostachys spp. tvofi bilé az naZloutlé, mirné vInité mycelium,
které mize mit ze spodni strany nazloutlou barvu. Vytvéii dva typy konidiofori s identickymi
vytrusy. Prvni typ je pfeslenité rozvétveny s protahlymi 3 — 5 fialidami, na nichz jsou shluky
vytrusi. Druhy typ konidiofort ma Stétcovity tvar s fialidami tésné piiléhajicimi k sobé
asvytrusy v nepravidelnych shlucich. Optimalni teplota pro rust Clonostachys spp.
se pohybuje v rozmezi od (25 — 28)°C, minimalni teploty pro rist jsou (4 — 8)°C.

Houby rodu Clonostachys jsou bézné ptitomny v pidnim prostiedi na mnoha Gzemich
celého svéta. Patfi k antagonistim pidnich fytopatogent, které vyvolavaji rozlicné nemoci
hospodaisky vyznamnych plodin. Clonostachys spp. vylucuji gliotoxin, latku fungicidniho

charakteru, ktera muize pisobit toxicky na zivociSné Skiidce a rostlinné patogeny.
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pozornost byla vénovana rodu Trichoderma spp., po roce 1990 doslo k posunu a zvySeni
zajmu o vyuziti hub rodu Clonostachys spp. v biologické ochrané rostlin. Divodem pro tento
posun byla nizka ucinnost Trichoderma spp. v polnich podminkach, kdy teplota pidy klesla
pod 18°C (Ondfej a kol., 2010b). Ondiej a kol. (2010b) téz uvadéji, ze v laboratornich
podminkach vykazuji houby rodu Clonostachys nejvétsi radialni rist na umélé zivné padé

Czapek — Dox Agar, ve tmé pti teploté (21 — 22)°C.

3.4.3 Vyuziti Clonostachys rosea v biologické ochrané rostlin

Ondfej a kol. (2011) ziskali vysledky, které ukazuji, Ze Clonostychys rosea je schopna
mykoparazitické aktivity jiz pii pudnich teplotaich (5 — 10)°C a tim zabezpecuje rozklad
sklerocii v piidé béhem zimniho obdobi. V polnich pokusech i testech in vitro vykazuje
Clonostachys rosea antagonistickou aktivitu viaéi fytopatogenni Sclerotinia sclerotiorum.
rokti (Ondiej a kol., 2010b). Cota et al. (2008) prokazali uc¢innost Clonostachys rosea pii
ochrané jahod proti Botrytis cinerea. Pro zvySeni vynosu je podle autord nutna dvoutydenni
aplikace Clonostachys rosea. Cota et al. (2009) uvadéji vysledky svych pokust,
postiiky Clonostachys rosea, postiiky fungicidy a odstrafiovani poskliziiovych zbytku.
Pfi hodnoceni téchto tii zasahti samostatné se nejvice osveédéily postiiky Clonostachys rosea.
Chemicka ochrana byla u¢innd na plochach s poskliziovymi zbytky. Pouze odstranéni
poskliznovych zbytkli byl nejméné u€inny zplisob pro snizeni vyskytu Sedé plisnovitosti a to
jak na kvétech jahodniku, tak i na plodech. Xue (2003) pii pokusech v ochrané¢ krmného
hrachu v Kanad¢ ziskal vysledky, které dokazuji ucinnost kmenu Clonostachys rosea
ACM941 vuci Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Pythium spp., Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum, Aphanomyces euteiches a Mycosphaerella pinodes. Aplikaci tohoto
kmenu, doslo ke zvyseni kli¢ivosti semen hrachu o 44% a k vyraznému sniZeni jmenovanych
fytopatogennich hub. Izolovany kmen Clonostachys rosea 1K726 poskytuje vysoky stupen
ochrany vici hlavnim fytopatogeniim obilnin: Fusarium culmorum, Tilletia tritici, Bipolaris
sorokiniana. Tento kmen téz zabezpeluje ochranu semen mrkve napadenych patogenni
Alternaria spp., coz umoznuje normalni vykliceni semen a rist zdravych sazenic (Jensen et
al., 2004). Parazitismus Clonostachys rosea na Bipolaris sorokiniana prokazali i Ondrackova

a kol. (2013), pfitom rizné kmeny Clonostachys rosea vykazovaly riznou miru parazitismu.



Clonostachys rosea se nachazi v pudnim prostfedi pastvin hospodatrskych zvitat, v lesnich
pudach, na loukéach, obd¢lavanych piadach, viesovistich, i v oblasti pobtfeznich ptd. Studie
ukazuji, Ze je mozné vyuzit Clonostachys rosea pro biologickou ochranu proti parazitickym
hlisticim u hospodarskych zvifat. Deset kmenid této houby, izolované z pidniho prostiedi
kozich pastvin, bylo pouzito pii pokusech. Prokédzalo se, ze pii aplikaci spor nékterych
Z téchto kmenti C. rosea se snizuje mnozstvi parazitickych hlistic na pastvinach a tim dochazi
ke snizeni jejich vyskytu u hospodaiskych zvirat (Baloyi et al., 2011). Prokinova (2013)
predpoklada, Zze by se do budoucna dalo vyuzit ptipravkt na bazi Clonostachys rosea
ptiochrané polnich plodin na podzim, k potlaceni Sclerotinia sclerotiorum, Claviceps
purpurea a Rhizoctonia spp.. Ondiej a kol. (2012) se zminuji o biologickém ptipravku na bazi
hub Clonostachys rosea a Trichoderma asperellum pro ochranu okrasnych travnika proti
Pythium spp., Alternaria spp.. Uvadgji také, Ze tyto houby pozitivné ovliviiuji rozklad
organické hmoty v pidé a maji pfiznivy vliv na ptijem Zivin a celkovy vzhled travniku.

Néekteré kmeny Clonostachys rosea se osvédcCily pii biologické ochrané kakaovniku
(Theobroma cacao) v Peru a Kostarice proti vyznamnym chorobam kakaovniku, které
zpusobuji az 30% ztraty na vynosech. Jejich pivodci jsou Phytophthora spp., Moniliophthora
roreri, Moniliophthora perniciosa (Kraus et al.,, 2013). Reeh and Cutler (2013) uvadéji
vysledky sklenikovych pokusi v Kanad¢, ve kterych bylo prokazano, ze Clonostachys rosea
vyznamn¢ sniZuje rozsifeni Botrytis cinerea pii ochrané Vaccinium angustifolium (borivka
uzkolista). Rodriguez et al. (2011) provadéli laboratorni a sklenikové pokusy s kmenem
Clonostachys rosea BAFC3874. V testu podvojnych kultur se prokazala antagonisticka
aktivita Clonostachys rosea vuci patogennim Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani,
Fusarium solani, Macrophomina phaseolina. Dalsi experimenty byly provadény
Vv nadobovych pokusech ve skleniku na séje a saldtu. Semena rostlin byla vysazena
do propatfeného substratu, ktery byl inokulovan Clonostachys rosea BAFC3874 a po dob¢ 3 —
6 dnu byly vzeslé rostliny ptesazené do substratu inokulovaného Sclerotinia sclerotiorum.
Vysledky ukazuji, Ze men$i amrtnost rostlin byla u variant oSetfenych Clonostachys rosea
a u variant Clonostachys rosea + Sclerotinia sclerotiorum byly ztraty 0%. Varianty pouze se
Sclerotinia sclerotiorum vykazovaly umrtnost 77,5%. Délka nadzemni ¢asti byla ve vSech
oSetfenych variantaich o néco kratsi oproti kontrole. Jensen et al. (2002) uvadéji,
ze Clonostachys rosea vykazovala antagonistickou aktivitu vaci Bipolaris sorokiniana.

Zou et al. (2010) pisi o vyuziti Clonostachys rosea jako nematofagnich hub pfi biologické
ochran€ proti parazitickym hlisticim, které¢ Skodi rostlindm 1 zvifatim. Gen prC zajistuje

vyluovani enzymi tzv. serinovych proteaz (chymotrypsin, trypsin, elastaza) zodpovédnych


http://cs.wikipedia.org/wiki/Chymotrypsin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Trypsin
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Elast%C3%A1za&action=edit&redlink=1

za rozklad kutikuly nematod tim, ze $tépi peptidové vazby proteint. Studie prokazaly,
7e zvySena exprese serinovych proteaz u Clonostachys rosea je indukovana pfitomnosti
kutikul hmyzu a nematod. Naopak k inhibici exprese téchto enzymti dochazi pti zvySeném
mnozstvi glutaminu a amoniaku v pade.

V mnoha zemich je dominantni produkce jahod ve sklenicich, avSak podminky ve
sklenicich podporuji vznik a rozvoj sedé plisnovitosti zpisobené houbou Botrytis cinerea,
ktera mize zplsobovat ztraty na vynosech az 50%. Aplikace fungicidnich ptipravki proti
Botrytis cinerea je v mnoha ptipadech velmi naro¢na, jelikoz rostliny a plody jsou v riznych
vyvojovych fazich a nemusela by byt dodrzena ochranna lhiita. Limitujicimi faktory pro
chemické oSetieni jahod je téz narust rezistentnich kment Botrytis cinerea a pozadavky
spole¢nosti na bezrezidualni produkci. Dal§im zptisobem jak omezit vyskyt Botrytis cinerea
je pouziti biologické ochrany a to houby Clonostachys rosea. Cilem publikované studie bylo
prokazani antagonistické aktivity Clonostachys rosea vac¢i Botrytis cinerea a stanoveni
optimalnich podminek produkce spor C. rosea pro komeréni vyuziti. Ukazalo se, Ze nejvétsi
produkci spor vykazuje C. rosea pii vlhkosti 46% (Viccini et al., 2007). Ze sklerocii
Claviceps purpurea, pochazejicich z zita, bylo izolovano dvacet druht hub. V podminkach
in vitro byla nasledné testovana antagonisticka aktivita t€chto hub vi¢i anamorfnimu stadiu
namele Sphacelia septum. Vysokou mykoparazitickou aktivitu vykazovaly pouze dvé
z testovanych hub: Clonostachys rosea a Trichoderma harzianum. Stfedni mykoparaziticka
aktivita byla zaznamenana u Ulocladium sp., Clonostachys catenulata, Trichoderma hamatum
a Trichothecium roseum. Téz se testovala antagonisticka aktivita izolovanych hub vuéi
Sclerotinia sclerotiorum vin vitro podminkach, vtomto piipadé¢ vykazovaly nejvétsi
antagonistickou aktivitu pouze Clonostachys rosea a Trichoderma harzianum. V polnich
pokusech byl posuzovan vliv na Zivotaschopnost a rozklad sklerocii namele. Zivotaschopnost
sklerocii byla ovlivnéna jejich umisténim, jejich stafim, hloubkou umisténi a ptitomnosti
konidii Clonostachys rosea. Nejvyssi Zivotaschopnost vykazovala sklerocia ve staii 1 — 2 let,
sklerocia ve véku od 3 let a vice jiz ztracely schopnost kliceni. Prokdzalo se, Ze sklerocia
ve staii 1 — 2 let byla z 80% degradovana Clonostachys rosea. Degradace starSich sklerocii
byla zplsobena bakteriemi, rozto¢i, hlisticemi a téz houbami z rodu Trichoderma, Fusarium,

Clonostachys atd (Ondfej et al., 2010a).



3.5 Biologické pripravky vyuZivané v CR

Pripravek na bazi houby Pythium oligandrum (oospory) — Polyversum biogarden ma podle
udajii vyrobce tfi mechanismy uéinki:

1. Pfimo napada patogenni organismus a enzymaticky jej rozklada.

2. Indukuje rezistenci Kk listovym a jinym patogeniim, tim ze stimuluje mechanismus
tvorby morfologickych a biochemickych bariér v rostlinnych pletivech.

3. Stimuluje rast rostlin — indukuje produkci riistové stimulujicich latek, ¢imz dochazi
ke zvySenému piijmu fosforu a mikroprvka rostlinou.

Ptipravek je formulovan jako smaécitelny prasek a lze jej aplikovat formou zélivky,
posttiku, namacenim kofenti pfed vysadbou, moienim osiva. Uplatiluje se pfi ochrané fepky,
maku, slunec¢nice, pSenice, Zita, je¢mene, tritikale, jahodniku, plodové a brukvovité zeleniny,
chmelu, révy vinné, ve Skolkach lesnich a zahradnich dfevin i pfi ochrané¢ golfovych
a okrasnych travnikd. Hlavni choroby, proti kterym se pfipravek pouziva, jsou fytophtorova
hniloba rhizomi a plodi jahodniku, ¢ervena hniloba jahodniku, plisen $eda, helmintosporioza
maku , plisent makova, fomové Cernani stonku, Sclerotinia sclerotiorum (Anon. 1, 2003, letak
piipravku).

Postiikovy biofungicid Contans WG, ve formé dispergovatelného granulatu na bazi houby
Coniothyrium minitans pusobi na sklerocia fytopatogennich hub Sclerotinia sclerotiorum
a Sclerotinia minor. Coniothyrium minitans infikuje sklerocia patogennich hub po aplikaci
spor do ptidy nebo na poskliziiové zbytky. K bouilivému rozvoji parazitujici houby dochazi
zejména po aplikaci na poskliznové zbytky. Houba se rozsifuje na okolni sklerocia, ktera
nebyla primarné postiikem zasazena. K rozvoji houby dochazi v povrchovych vrstvach pady
v hloubce deseti centimetr pii teplotach vysSich nez 1°C. Pfi promrznuti ptidy nedochazi
K odumfieni, ale pouze k pozastaveni rastu Coniothyrium minitans. Ptipravek Contans
se vyuzivd pfi ochrané fepky, hotcice, maku, slunecnice, luskovin, zelenin€ a okrasnych
rostlin (Anon. 2, 2003, letak piipravku).

Do neddvna byl vCR vyuzivany pifpravek Supresivit na bazi houby Trichoderma
harzianum, ktera kolonizovala povrch kofenti rostliny a aktivné parazitovala padni
fytopatogeny. Piipravek se vyuzival k ochrané lesnich a okrasnych dievin, okrasnych rostlin,
zeleniny, obilnin, kukufice a fepky. Na bazi stejné houby Trichoderma harzianum T — 39
se vyuzival i pfipravek pro ochranu okurky a révy vinné s komerénim nazvem Trichodex 20
WP. Tento piipravek ptisobil redukci populace Botrytis cinerea tim, Zze dochazelo k soutéZeni

mezi T. harzianum a patogenem o ziviny a prostor na povrchu listu hostitelské rostliny.
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Platnost téchto piipravki byla v Ceské republice ukonéena (Anon. 3, n. d., letak piipravku).
Ondiej a kol. (2010b) se zminuji o pomocném pudnim ptipravku Gliorex na bazi hub
Clonostachys rosea kmen SCL — 01 a Trichoderma asperellum. Ptipravek je registrovan jako
pomocny rostlinny ptipravek. ZvySuje piijjem zivin zpiady, podili se na ekto-
a endomykorhize kotfenti rostlin, snizuje vyskyt a Skodlivost patogennich hub pfenosnych
pudou a osivem, v pudé rozklada sklerocia hub (namel, hlizenka) i pfi nizSich teplotach
(od 7 °C), pozitivné ovlivituje vynosové parametry a je kompatibilni s nékterymi fungicidnimi
motidly osiv. Je pouzitelny Vv kminu, cibulovindch, obilninach, pro oSetfeni osiva trav
a luskovin (Anon. 4, n. d., letak pfipravku). Jako pomocné rostlinné piipravky jsou
registrovany 1 dal§i pfipravky na bazi mikroorganismi, které posiluji vitalitu a odolnost
rostlin knapadeni patogeny. Jsou to napf. ptipravky fady Symbivit zaloZené
na mykorrhiznich houbach (Anon. 5, 2014), ptipravek Rhizobin, ktery obsahuje tzv. hlizkové
bakterie rodu Rhizobium a je ur¢eny pro luskoviny (Anon. 6, 2008) a piipravek Prometheus,
jehoz tc¢innou slozkou je bakterie Pseudomonas veronii, ktery je uren k ochrané fepky proti

pudnim patogeniim (Anon. 7, 2007).

3.6 Vliv pH na néktera houbova bioagens, ucinnost
biologické ochrany a rozvoj patogentu

Chatterton and Punja (2010) provadéli sklenikovy pokus kde na koteny okurky, péstované
Vv kontejnerech se substratem, byly naockované konidie Clonostachys rosea f. catenulata
kmen J1446. Prokazalo se, Ze hlavnimi faktory, které ovlivitovaly kolonizaci Clonostachys
rosea f. catenulata bylo pH substratu a teplota vzduchu ve skleniku. Hustota populace
Clonostachys rosea f. catenulata byla vyssi, pokud se v substratu udrzovalo pH 5; 6; 7
a teplota vzduchu byla v rozmezi (18 — 22)°C. Chen et al. (2006) uvadéji, ze pro optimalni
rast vin vitro podminkach saprotrofni houby Clonostachys compactiuscula
s mykoparazitickym potencialem je nejvhodnéjsi pH média 8,5. Garcia et al. (2003) uvadéji,
ze Rosellinia spp. zplsobuje zna¢né ztraty na vynosech kakaovniku a to zejména v kyselych
pudach bohatych na organické latky. V ramci sklenikovych pokusii byla hodnocena Siroka
skala antagonistickych hub a optimalni pH pro jejich antagonistickou aktivitu vii¢i Rosellinia
spp. Nejucinnéjsi kombinace bioagens se skladala z Trichoderma harzianum kmen ARB4, T.
harzianum T22 a Clonostachys rhizophaga. Ukazalo se, Zze Trichoderma harzianum kmen
ARB4 preferuje hodnotu pH 4. T. harzianum T22 rostla nejlépe pii pH 6. Clonostachys

rhizophaga neprokazala zadnou pH preferenci. Rostliny kakaovniku rostou v ptidé v rozmezi



pH 4,5 — 8, optimaln¢ vSak pii pH 6,5. Proto se predpokladd, ze nejucinngjs$i biologicka
ochrana kakaovniku vuéi Rosellinia spp. spociva ve zvySeni pidniho pH vapnénim
a kombinaci téchto tfi bioagens, ktefi poskytuji Sirsi skalu hodnot pH, ve kterych vykazuji
antagonistickou aktivitu. V tomto pfipadé vapnéni spolu s uvedenymi bioagens vykazovaly
synergicky ucinek a u¢innost biologické ochrany se stupiiovala se zvysujicim se pH.

Penn and Daniel (2013) uvadé&ji, ze pro kultivaci Sclerotinia sclerotiorum D - E7
na zivném médiu v podminkéch in vitro, bylo pouzito pH 6,5. Yadav et al. (2012) ve své
studii ptedstavuji vliv kyseliny $tavelové na rozvoj patogenity Sclerotinia sclerotiorum
Vv in vitro podminkach. Kyselina $tavelova je jednou z nejsilnéjsich toxickych organickych
sloucenin, kterou vyluCuji vlaknité houby, coz vede Ktvorbé vapenatych iontd
a pektolytickych enzymu. Nasledné dochazi k poruseni bunéénych stén rostlin pektolytickymi
enzymy. Produkce kyseliny stavelové je jednim z dilezitych faktorti pro vyvoj patogenity
Sclerotinia sclerotiorum. Bylo prokazané, ze nékteré houby pouzivané pro biologickou
ochranu rostlin snaSeji vys$i koncentrace kyseliny Stavelové, degraduji ji a pfispivaji
ke snizeni napadeni rostlin patogenni Sclerotinia sclerotiorum. V této studii se uvadi,
ze degradaci kyseliny $tavelové a nasledné sniZzené ¢etnosti napadeni patogem zajist'uji houby
Coniothyrium minitans, Trichoderma viride a nepatogenni kmeny Fusarium oxysporum.

Li et al. (2012) zjistili, Ze Botrytis cinerea i dalsi patogenni houby vylucuji fadu proteint,
které hraji dilezitou roli v uspéSném napadeni rostliny témito patogeny. Okolni pH reguluje
expresi vylucovanych proteinii patogent. V této studii je uvedeno, Ze pro uspéSnou infekci
rostliny patogenni Botrytis cinerea B05.10 je nejvhodnéjsi pH 6.

Muhsin and Selman (2012) kultivovali patogenni Rhizoctonia solani v in vitro podminkach
na zivné pudé PDA (Potato dextrose agar). Pti upravé pH, které se pohybovalo od hodnoty 4
do hodnoty 9, zjistili ze Rhizoctonia solani vykazuje nejlepsi rust pti hodnoté pH 6 a jeji rust
je siln¢ inhibovan hodnotami pH 9 a 4.

Aleandri et al. (2007) uvadgji, ze Fusarium culmorum infikuje sazenice psenice vlivem
vylucovanych enzymt, jako jsou pektin lydzy a polygalakturonidzy. Ve své studii zkoumali
vliv pH na vylucovani téchto enzymu. Pokusy provadéli na hodnotach pH 5; 6; 7 a 8. Zjistili,
ze k nejvyssi produkcei pektin lydz dochazi pti hodnotach pH 5, na ostatnich hodnotach pH
byla produkce niz8i. Produkce polygalakturondz byla zvySena téZz pifi hodnoté pH S5,

na ostatnich hodnotach pH byla produkce tohoto enzymu nizka, nebo zcela chybéla.



4 Material a metoda

4.1 Material

4.1.1 Pouzité kultury hub

Pouzité izolaty Clonostachys rosea:

e CCF4181Clonostachys rosea f. rosea izolat ze sklerocia Claviceps purpurea (dale
oznacovan jako Clon 1)

e (CCF4182 Clonostachys rosea f. rosea izolat zkofeni soji (dale oznaCovan
jako Clon 2)

e CCF4183 Clonostachys rosea f. rosea izolat z kofenu Inu (dale oznaCovan
jako Clon 3)

e (CCF4184 Clonostachys rosea f. catenulata izolat z vétvi rybizu (dale oznacovan
jako Clon 4)

Vsechny izolaty byly izolovany na pracovisti AGRITEC, vyzkum, §lechténi a sluzby, s r.0.
v Sumperku a byly poskytnuty KOR (katedra ochrany rostlin) CZU (Ceska zemédélska
univerzita v Praze) v ramci spoluprace pii feSeni projektu.

Vyvijeny ptipravek, ktery byl pouzivan v pokusech, obsahuje vSechny Ctyfi izolaty
Clonostachys rosea. Vyrobcem tohoto piipravku je firma Fytovita, s.r.o., ktera poskytla nasi
katedie pro pokusné ucely vzorky ptipravki. V tabulkdch a grafech je tento vyvijeny
piipravek oznaovan pracovnim nazvem Clon.

Pouzité fytopatogenni houby:

e Sclerotinia sclerotiorum (izolat z osiva sluneénice, izolovano na KOR, CZU)

e Fusarium culmorum (izolat ze sbirky VURV - Vyzkumny ustav rostlinné vyroby
v Praze Ruzyni)

e Rhizoctonia solani (izolat z napadené rostliny penizku rolniho, izolovano na KOR,
CZU)

e Botrytis cinerea (izolat z napadené rostliny fepky, izolovano na KOR, CZU)

4.1.2 Material pouZivany v laboratoii k testiim in vitro

e Plastové Petriho misky s vickem o priméru 90 mm, alobal

e Sterilni laboratorni jehly, jednorazové sterilni ockovaci klicky, pinzeta, nlizky



o Kleste, korkovrty s primérem 10 a 12 mm

e Kahan, Erlenmeyerova banka 0,5 |

e Umglé zivné pudy: Czapek Dox Agar (Cz — D), Potato dextrose agar (PDA) —
Himedia Laboratories

e pH metr se sklenénou elektrodou, automaticka pipeta

e roztok hydroxidu draselného (pH 12,5), kyselina $tavelova (pH 2,6)

e antibiotikum tetracyklin, 70 — 90 % lih pro dezinfekci

4.1.3 Material pouzivany ke sklenikovym pokustim

e Plastové kvéetinové truhliky (pro cca 2 kg substratu)
e Zahradnicky substrat (Agro, ndkup v zahradnim centru)
e Dolomiticky vapenec, zakoupeno v maloobchodni siti (zahradkaiské baleni)

e Kjyselina stavelova (Lach-Ner, s.r.0.)

4.1.3.1 Osivo

e PSenice ozima, odrida Bohemia, poskytla firma Ceska Osiva

e Hrach, odriida Grandera, zakoupeno v maloobchodni siti (zahradkaiské baleni)

4.2 Metoda

4.2.1 In vitro pokusy

Tyto pokusy probihaly v obdobi od fijna roku 2012 do zaii roku 2013.

4.2.1.1VIliv pH zivné pady na rychlost riastu testovanych izolata

Clonostachys rosea

K testim in vitro byla pouzita zivna pida Czapek — Dox Agar (Cz — D), ve které bylo
upraveno pH pomoci kyseliny $tavelové pro kyselé hodnoty pH a hydroxidu draselného
pro zasadité hodnoty pH. Hodnoty pH se u tohoto pokusu pohybovaly od 4,2 do 9,8.
Chemikalie byly pfimichavany do tekutého sterilniho agaru o teploté¢ 55°C a hodnota pH
se métila pomoci pH metru se sklenénou elektrodou. TéZz do tekutého agaru bylo ptidano

antibiotikum (tetracyklin) a nasledné za sterilnich podminek ve flowboxu byl agar rozlit



na plastové Petriho misky o priméru 90 mm. Takto pfipraveny agar byl ponechan k zatuhnuti.
Korkovrtem o priméru 10 mm, omytém v lihu a ozehlym nad plamenem kahanu, byly ze 7 —
10 dnt starych kultur jednotlivych izolatd hub vykrajeny terciky. Do pfipravenych Petriho
misek s agarem byl vlozen vzdy jeden teré¢ik od kazdého izolatu do stfedu misky. Kazda
varianta méla tii opakovani. Misky byly uzavieny a umistény do termostatu (tma, 21°C),

kontroly s méfenim radialniho rustu byly provadény kazdé tii dny, po dobu dvanacti dni.

4.2.1.2VIliv pH na antagonistickou aktivitu Clonostachys rosea z pripravku
vici vybranym patogeniim

Vliv pH na antagonistickou aktivitu Clonostachys rosea byl opét testovan v podminkach
in vitro. V téchto testech jiz byl pouzit konkrétni vzorek vyvijeného biologického piipravku
na bazi Clonostachys rosea (Ctyf kmentl) a testovala se jeho antagonisticka aktivita
na ruznych hodnotach pH s vybranymi patogeny (Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium
culmorum, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea).

Jako zivna puda byl pouzit Czapek Dox Agar s dodanym antibiotikem (tetracyklin).
Do tekutého agaru pii teploté¢ 55°C byly pifidavany podle pozadované hodnoty pH bud
kyselina §tavelova, nebo hydroxid draselny. Pomoci pH metru se sklenénou elektrodou byly
stanoveny hodnoty pH v agaru od 4,5 do 7,5 a takto upraveny agar byl rozlit za sterilnich
podminek ve flowboxu na plastové Petriho misky o priméru 90 mm. Ptipraveny agar byl
ponechan k zatuhnuti.

Vzorek biologického piipravku ve formé prasku byl naneseny pomoci jednorazovych
sterilnich oCkovacich klicek, ve sterilnim prostiedi na Petriho misky se Zivnou pidu Cz — D
a umistén do termostatu (tma, 21°C). Takto vytvofené kolonie slouzily pro zdroj terciku.
Ter¢iky patogeni byly ziskany z kolonii vyrostlych na zivné pudé Cz — D, kam byly
naoCkovany sterilnimi jehlami. Inkubace patogenti probihala v termostatu za stejnych
podminek, jako pro biologicky ptipravek (tma, 21°C).

Korkovrtem o priméru 12 mm, omytém v lihu a ozehlym nad plamenem kahanu, byly
Z narostlych kultur vytvofeny ter¢iky. Nasledné do Petriho misek byly sterilnimi jehlami
vlozeny dva ter¢iky hub, z nichz jeden ter¢ik byl kulturou Clonostachys rosea z piipravku
a druhy ptislusného patogena. Terciky byly umistény ptiblizné 2,5 cm od sebe. Sledoval se
rast hub a jejich interakce na pfislusném pH. V kontrolni varianté byl na agar s upravenym pH

vloZen vzdy jeden tercik (kultura z biologického ptipravku nebo patogen) a sledoval se jejich



samostatny riist. Méfeni bylo provadéno kazdé 4 dny, po dobu 16 dni. Kazd4 varianta méla 6

opakovani.

4.2.1.3Interakce Clonostachys rosea z pripravku s vybranymi patogeny na
Zivné pudé Cz-D

Korkovrtem o pruméru 12 mm, omytém v lihu a oZehlym nad plamenem kahanu, byly
z narostlych kultur Clonostachys rosea a patogenu (Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium
culmorum, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea) vytvoteny terCiky. Nasledné¢ do Petriho
misek se zivnou pidou Czapek Dox Agar (pH 5,8) byly sterilnimi jehlami vlozeny dva
ter¢iky hub, znichZz jeden ter¢ik byl kulturou Clonostachys rosea z pripravku a druhy
ptislusného patogena. Teréiky byly umistény pfiblizné¢ 2,5 cm od sebe. Inkubace probihala
po dobu Sestnacti dnli (tma, 21°C). Kazda varianta méla 6 opakovani. Hodnotila se mira
antagonistické aktivity C. rosea méfenim radialniho ristu C. rosea a ptislusného patogena.

Meéfieni bylo provadéno kazdé Ctyti dny.

4.2.2 Sklenikové pokusy

Tyto pokusy probihaly v obdobi od fijna roku 2013 do ledna roku 2014.

4.2.2.1 Vliv pH pidy na antagonistickou aktivitu Clonostachys rosea
z pripravku vici vybranym fytopatogentiim

Dvanact plastovych truhlikit bylo naplnéno vzdy 2 kg zahradnického substratu. Ctyfi
truhliky obsahovaly neupraveny zahradnicky substrat s vychozim pH 6,3. Pro upravu ptidniho
pH na hodnotu 7 byl pouzit dolomiticky vapenec, 40 g dolomitického véapence bylo
rozpusténo ve dvou litrech vody. Pul litru piipraveného roztoku bylo fadn€¢ promichéno
S obsahem truhliku (2 kg substratu). Takto upraveny byly téz ctyfi truhliky. Dalsi Ctyfi
truhliky se zahradnickym substratem byly obdobnym zpiisobem upraveny na pH 4,5.
Pro snizeni pH bylo pouzito 100 gramil kyseliny $tavelové, kterd byla rozpusténa do dvou
litrh vody. Do kazdého ze ¢tyi truhlikii bylo aplikovano 0,5 litrG roztoku. Pro zachovani
srovnatelné piidni vlhkosti bylo do neupraveného substratu ptfidano 0,5 litri vody. Takto
pfipravené substraty byly ponechany do pfistiho dne, kdy byly do substratu aplikovany
patogeny a vysévano osivo (kapitoly 4.2.3.1, 4.2.3.1 a 4.2.3.3). Hodnota pH substratu byla

méfena na zac¢atku a na konci pokust.



Davky dolomitického vapence a kyseliny Stavelové byly stanoveny v laboratornich

podminkach na vzorcich pid zahradnického substratu pomoci pH metru.

4.2.2.1.1 Vliv moieni osiva hrachu biologickym p¥ipravkem na bazi Clonostachys rosea
na rist a napadeni patogenem Sclerotinia sclerotiorum pr¥i riznych hodnotach
pH

Do Sesti truhlika (2 x pH 6,3; 2 x pH 7 a 2 x pH 4,5) byl vpraven patogen Sclerotinia
sclerotiorum z ptedem narostlych kultur na Petriho miskach v laboratofi. Do kazdého truhliku
byl aplikovan rozdrobeny obsah jedné Petriho misky + 10 sklerocii daného patogena.
Do variant bez patogenu byl k substratu piidan ¢isty agar Cz — D. Nasledné bylo do kazdého
truhliku vyseto dvacet semen hrachu. Do Sesti truhlikd z dvanacti byl vysety hrach namoteny
biologickym piipravkem na bazi Clonostachys rosea. Mofeni v ptebytku, metoda wet powder
(zvlhéeného prasku).

Vznikly tak 4 varianty pro kazdou hodnotu pH:

1. Neosetieny hrach

2. Osetieny hrach

3. Neosetfeny hrach + Sclerotinia sclerotiorum

4. Osetteny hrach + Sclerotinia sclerotiorum

V pribehu pokusu byly rostliny zavlazovany v pravidelnych intervalech a po péti tydnech

byl pokus vyhodnocen. Hodnotil se pocet vzesSlych rostlin, pocet napadenych rostlin
patogenem, vyska nadzemni casti rostlin a délka kotfenového systému. Po dvou mésicich
od vyhodnoceni rostlin byl vysypan obsah truhliku a hledala se sklerocia S. sclerotiorum.

Hodnotilo se, zda jsou napadena Clonostachys rosea.

4.2.2.1.2 Vliv mofeni 0siva pSenice biologickym pFipravkem na bazi Clonostachys rosea

na rast a napadeni patogenem Fusarium culmorum p¥i riznych hodnotach pH

Do Sesti truhlika (2 x pH 6,3; 2 x pH 7 a 2 x pH 4,5) byl inokulovan patogen Fusarium
culmorum z pfedem narostlych kultur na Petriho miskach v laboratofi. Do kazdého truhliku
byl ptidan rozdrobeny obsah jedné Petriho misky. Do variant bez patogenu byl k substratu
aplikovan cisty agar Cz — D. Nasledné bylo do kazdého truhliku vyseto tficet semen pSenice.
Do Sesti truhlikti z dvanacti byla vyseta pSenice namofena biologickym piipravkem na bazi
Clonostachys rosea. Mofteni v ptebytku, metoda wet powder (zvlhéeného prasku).

Vznikly tak 4 varianty pro kazdou hodnotu pH:

1. NeoSetiend pSenice



2. Osetiend pSenice

3. Neosetfena psenice + Fusarium culmorum

4. Osetfena pSenice + Fusarium culmorum
V priibéhu pokusu byly rostliny zavlazovany v pravidelnych intervalech a po péti tydnech byl
pokus vyhodnocen. Hodnotil se pocet vzeslych rostlin, pocet napadenych rostlin patogenem,

vySka nadzemni ¢asti rostlin a délka kofenového systému.

4.2.2.1.3 Vliv moieni osiva pSenice biologickym pfipravkem na bazi Clonostachys rosea

na rust a napadeni patogenem Rhizoctonia solani p¥i riznych hodnotach pH

Tento pokus je identicky s pfedchozim pokusem popsaném v kapitole 4.2.3.2, s jedinym
rozdilem. Misto patogena Fusarium culmorum zde byl pouzit patogen Rhizoctonia solani.
Tento pokus mél dvé opakovani. Hodnoty uvedené v tabulce v kapitole vysledky jsou
prumérné hodnoty dvou opakovani.

U rostlin s ptiznaky napadeni byly izolovany puvodci choroby (Sclerotinia sclerotiorum,
Fusarium culmorum, Rhizoctonia solani) na umélou zivnou pidu PDA. Kotenové krcky
a koteny rostlin s ptiznaky napadeni byly pomoci sterilni pinzety umistény do Petriho misek

s umélou zivnou pidou PDA. Inkubace probihala po dobu 14 dnti (tma, 21°C).

Nad rdmec cilii stanovenych pro tuto diplomovou praci byla ovéfovana Zivotnost konidii
Clonostachys rosea v prubéhu skladovani. Ovéfeni zivotnosti je dilezité z hlediska zachovani
ucinnosti piipravku i po déletrvajicim skladovani.

Material

Kultivace hub Clonostachys z piipravku probihala na Soya — trypton agar a na Czapek —
Dox agar. Byly pouzity uzaviené alu — sacky s obsahem 10 g piipravku pfislusné vyrobni
Sarze dodané vyrobcem, které byly na pracovisti k dispozici. Pro posledni hodnoceni jiz nebyl
k dispozici vzorek Sarze 16EX1212.

Metoda

Hodnoceni bylo provedeno v roce 2013. Uzaviené sacky byly skladovany pfi laboratorni
teploté (cca 24 °C), kterd ale v letnich mésicich (Cervenec, srpen) dosdhla maxima 35 °C.
Testovano bylo pét Sarzi — 24EX1221, vyrobena v kvétnu 2012, 09EX1310, vyrobena
Vv bieznu 2013, 16321212 vyrobend v dubnu 2012. U Sarze 16EX1212 nebylo uvedeno ptesné
datum vyroby, byla vyrobena koncem roku 2012. Sarze 33EX1237 byla vyrobena poéatkem

roku 2013 (pfesné datum neuvedeno). Tyto Sarze obsahovaly smés 4 kmenu Clonostachys



rosea. Byl zjistovan pocet zivotaschopnych spor v 1 g ptipravku, ¢tyfikrat v pribéhu doby
skladovani. Vychozi titr spor byl u viech sarzi fadové 107,

1 ml suspenze, fedéni 10, bylo pipetovano do Petriho misky (90 mm) a poté zalito
ptislusnou zivnou ptidou. Inkubace probihala 7 dni, ve tmé pii 21 °C. Kolonie Clonostachys

byly néasledné pocitany na pocitadle kolonii, byl proveden pfepocet na 1 g ptipravku.



5 Vysledky

5.1 Hodnoceni vlivu pH Zivné pidy na rychlost ristu

testovanych izolati Clonostachys rosea — in vitro

Graf 1: Rist Clon 1 p¥i riznych hodnotach pH, stari 15 dni — velikost kolonie.
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Graf 1 zobrazuje vysledky radialniho rustu prvniho z izolati houby Clonostachys rosea,
pod pracovnim nazvem Clon 1 pii riznych hodnotach pH. Do grafu byly pouzity vysledky
Z patnactého dne kultivace a jsou vyjadieny v. mm.

Z grafu je patrné, Ze Clon 1 vykazuje nejvétsi radialni rast pfi hodnotach pH okolo 6,4 —
6,8;7,2a9,2-9,6.



Graf 2: Riist Clon 2 p¥i riznych hodnotach pH, stari 15 dni — velikost kolonie.
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V grafu 2 je znazornény rust na ruznych hodnotich pH dalsiho z izolati houby
Clonostachys rosea Clon 2. Do grafu byly pouzity vysledky z patnactého dne kultivace a jsou
vyjadieny v mm.

V grafu je patrné, ze Clon 2 vykazuje nejvétsi radialni rast pti hodnotach pH 6,4 — 6,8; 7,2
a9,2-98.



Graf 3: Rist Clon 3 p¥i riznych hodnotach pH, stari 15 dni — velikost kolonie.
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Graf 3 znazorfiuje radialni rist izolatu Clon 3 pfi riznych hodnotach pH. Do grafu byly
pouzity vysledky z patnactého dne kultivace a jsou vyjadieny v mm. Je patrné, Ze izolat Clon

3 vykazuje nejvétsi radialni rust pti hodnotach pH 5; 6; 6, 6; 6,8; 7,2 a 7,6.

Graf 4: Riist Clon 4 p¥i riznych hodnotach pH, stafi 15 dni — velikost kolonie.
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Graf 4 zobrazuje intenzitu radidlniho rlstu izoladtu Clon 4 pfi rtiznych hodnotach pH.
Do grafu byly pouzity vysledky z patnactého dne kultivace a jsou vyjadieny v mm.

Z grafu je patrné, Ze testovany izolat Clon 4 vykazuje vysSi intenzitu ristu pii vSech
hodnotach pH oproti ostatnim testovanym izolatim, avSak nejvyssi hodnoty rtstu dosahuje
pti hodnotach pH 7,2; 7,8 — 8,4 a 8,8 — 9,8.

5.2 Hodnoceni vlivu pH na antagonistickou aktivitu
Clonostachys rosea zpripravku vuc¢i vybranym

patogentm — in Vitro

5.2.1 Sclerotinia sclerotiorum

Graf 5: Rychlost rastu Clonostachys rosea z pf¥ipravku v kultufe se Sclerotinia

sclerotiorum na zivnych pudach s riznou hodnotou pH
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Graf 6: Rychlost rustu Clonostachys rosea z pripravku na Zivnych pidach s riznou

hodnotou pH — kontrola
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Z grafi 5 a 6 je patrné, ze Clonostachys rosea vykazuje pomalej$i po¢ate¢ni rist v kultuie
se Sclerotinia sclerotiorum oproti kontrole. V kultufe se Sclerotinia sclerotiorum dosahuje
Clonostachys rosea z piipravku mensich hodnot radialniho rustu oproti kontrole a to na vSech
hodnotach pH. Pfi srovnani radialniho rastu Clonostachys rosea na ruznych hodnotach pH je
vidét, ze C. rosea v kultuie se S. sclerotiorum vykazuje nejvyssi rust pii pH 6,6 — 7,5;

Vv piipadé kontroly 6,2 — 7,5.



Graf 7: Rychlost ruastu Sclerotinia sclerotiorum v kultufe s Clonostachys rosea
z pripravku na Zivnych pidach s riznou hodnotou pH
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Graf 8: Rychlost ristu Sclerotinia sclerotiorum na Zivnych pudach s riznou hodnotou

pH — kontrola
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Zgrafi 7 a 8 vyplyva, ze Sclerotinia sclerotiorum v samostatné kultivaci dosahuje
nejvyssiho rlstu jiz vosmém dni kultivace a to zejména pifi hodnotaich pH 6 — 6,4.
K Sestnactému dni kultivace dosahuje S. sclerotiorum na vSech hodnotach pH velikosti
radialniho ristu 90 mm. V ptipad¢ rustu S. sclerotiorum v kultufe spolu s Clonostachys rosea
dosahuje S. sclerotiorum nejvyssiho ristu ve ¢tvrtém dni kultivace pti hodnotach pH 5 a 5,5.

Pfi porovnani grafa 5 a 7, kde je znazornéna interakce Clonostachys rosea se Sclerotinia
sclerotiorum je ziejmé, Ze Clonostachys rosea z biologického piipravku vykazuje zpocatku
pomalejsi rast oproti Sclerotinia sclerotiorum. Po urcité dobé zacina byt konkurenceschopné
a inhibuje rast patogena. Pti porovnani antagonistické aktivity C. rosea na riiznych hodnotach
pH v Sestnactém dni kultivace je zifejmé, Ze biologicky ptipravek na bazi Clonostachys rosea
neztraci schopnost antagonistické aktivity vaci Sclerotinia sclerotiorum, i piesto ze je mirné
inhibovan hodnotami pH ve srovnani s kontrolou.

Konkrétni hodnoty radialniho rastu C. rosea a S. sclerotiorum pouzité pro grafy 5, 6, 7 a 8

jsou uvedeny v ptiloze v tabulkach 1, 2 a 3.

5.2.2 Rhizoctonia solani

Graf 9: Rychlost ristu Clonostachys rosea z pripravku v kultuie s Rhizoctonia solani na

zivnych puadach s riznou hodnotou pH
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Graf 10: Rychlost ristu Clonostachys rosea z pfipravku na Zivnych pidach s riiznou

hodnotou pH — kontrola
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Z grafi 9 a 10 je patrné, ze Clonostachys rosea v kultufe s Rhizoctonia solani vykazuje
pomalejsi pocateéni rist ve srovnani s Kontrolou a to zejména pii pH 6,2 — 7,5. Nejvyssi rast
vykazuje C. rosea Vv kultuie s R. solani v Sestnactém dni kultivace pii pH 5.5; 6; 6,8 a 7.
V kontrolni varianté vykazuje C. rosea nejvyssi radialni rtst v Sestnactém dni kultivace

pii pH 4,5; 6,6 — 7,5.



Graf 11: Rychlost ristu Rhizoctonia solani v kultuie s Clonostachys rosea na zivnych

pudach s riznou hodnotou pH
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Graf 12: Rychlost riastu Rhizoctonia solani na Zivnych ptadach s riiznou hodnotou pH -

kontrola
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Z grafu 11 a 12 je vidét, ze Rhizoctonia solani vykazuje v kultuie s Clonostachys rosea
rychlejsi pocatecni rlst zejména pti hodnotach pH 6 — 7,5 oproti kontrole. Nejvyssiho rustu
dosahuje R. solani v kultute s C. rosea v osmém dni kultivace pti pH 6,4. V kontrolni varianté
dosahuje R. solani rustu az 90 mm v Sestnactém dni kultivace na vsech hodnotach pH.

Pfi porovnani grafii 9 a 11, kde je zndzornéna interakce Clonostachys rosea z piipravku
s Rhizoctonia solani je ziejmé, ze Clonostachys rosea vykazuje antagonistickou aktivitu viéi
patogenu Rhizoctonia solani na vsech pH, zejména vsak pii hodnoté pH 4,5; 5,5; 6 a 6,8 —
7,5. Jako v ptedchozich ptipadech vykazuje C. rosea ze zaCatku pomalejsi rust, avsak
od dvanactého dne kultivace jiz inhibuje patogena.

Konkrétni hodnoty radialniho ristu C. rosea a R. solani pouzité pro grafy 9, 10, 11 a 12
jsou uvedeny v ptiloze v tabulkach 2, 4 a 5.

5.2.3 Botrytis cinerea

Graf 13: Rychlost ristu Clonostachys rosea z pripravku v kultuie s Botrytis cinerea na

zivnych pudach s riznou hodnotou pH
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Graf 14: Rychlost ristu Clonostachys rosea z pripravku na Zivnych pidach s riiznou

hodnotou pH — kontrola
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Z grafi 13 a 14 je ziejmé, ze Clonostachys rosea v kultufe s Botrytis cinerea vykazuje
mensi radialni rist oproti kontrole na vSech hodnotach pH, zejména pii pH 4,5; 5 a 6,4.
PiipH 6,8 vykazuje C. rosea Vv kultufe s B. cinerea nejvyssi rust. V piipadé¢ kontroly
radialni rtst pii hodnotach pH 4,5 — 6. Nejvyssi radidlni rast vykazuje C. rosea pii hodnotach
pH 6,2 —7,5.



Graf 15: Rychlost ristu Botrytis cinerea v kultui'e s Clonostachys rosea na Zivnych

pudach s riznou hodnotou pH
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Graf 16: Rychlost rastu Botrytis cinerea na zivnych pudach s riznou hodnotou pH -

kontrola
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Z grafii 15 a 16 je patrné, ze Botrytis cinerea v kultufe s Clonostachys rosea vykazuje nizsi
rist na vSech hodnotach pH oproti kontrole. Nejvyssiho rdstu dosahuje Botrytis cinerea
Vv kultute s C. rosea ve ¢tvrtém dni kultivace pii hodnotach pH 4,5 — 5,5. V ptipadé kontroly
dosahuje Botrytis cinerea maximalniho rustu na vSech hodnotach pH v Sestnactém dni
kultivace.

Pfi porovnani grafi 13 a 15, kde je znazornéna interakce Clonostachys rosea z ptipravku
s Botrytis cinerea je ziejmé, ze Clonostachys rosea vykazuje nejvy$s$i miru antagonistické
aktivity v Sestnactém dni kultivace vici Botrytis cinerea na vsech hodnotach pH, a to zejména
napH45-6,2a6,6-7,5.

Konkrétni hodnoty radialniho rastu C. rosea a B. cinerea, pouzité pro grafy 13, 14, 15

a 16, jsou uvedeny v piiloze v tabulkach 2, 6 a 7.

5.2.4 Fusarium culmorum

Graf 17: Rychlost rastu Clonostachys rosea z pripravku v kultuie s Fusarium culmorum

na zivnych pidéach s riznou hodnotou pH
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Graf 18: Rychlost ristu Clonostachys rosea z pfipravku na Zivnych pidach s riiznou

hodnotou pH — kontrola
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Z grafii 17 a 18 je patrné, ze Clonostachys rosea v kultute s Fusarium culmorum vykazuje

pomalejs$i pocateCni rust oproti kontrole. Nejvétsiho rGstu dosahuje C. rosea V kultute

s Fusarium culmorum na hodnotach pH 5,5; 7; 7,5. Pti kontrole dosahuje nejvétsiho rastu C.
rosea na hodnotach pH 6,2; 6,4; 6,6; 6,8 a 7.



Graf 19: Rychlost ristu Fusarium culmorum v kultuie s Clonostachys rosea na Zivnych

pudach s riznou hodnotou pH
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V grafu 19 je patrné, ze Fusarium culmorum v kultufe s Clonostachys rosea vykazuje
rychlejsi pocatecni rist na hodnotach pH 5,5; 6 a 7,5. Naopak jeho rist je inhibovan
hodnotami pH 4,5 a 5. V ostatnich pfipadech je patrné, ze k Sestnactému dni kultivace dochazi
K mirné inhibici rastu F. culmorum Clonostachys rosea.

V piipadé Fusarium culmorum doslo ke kontaminaci vice misek kontroly. Vysledky byly
natolik nevérohodné, Ze nejsou v praci uvedené.

Konkrétni hodnoty radialniho rustu C. rosea a Fusarium culmorum, pouzité pro grafy 17,

18, a 19 jsou uvedeny v piiloze v tabulkach 2 a 8.



5.2.5 Hodnoceni antagonistické aktivity Clonostachys rosea
z pripravku vaci vybranym patogenim na zivné pudé Cz — D

Graf 20: Interakce mezi Clonostachys rosea z piipravku s patogeny Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium culmorum, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea na Zivné pudé Cz
— D (pH 5,8), stari 16 dni — velikost kolonie.
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Graf 20 znazornuje miru antagonistické aktivity biologického piipravku na bazi
Clonostachys rosea, v grafu uvedeny pod zkratkou Clon vii¢i vybranym patogenim. Interakce
byly hodnoceny na zivné pudé Czapek Dox Agar (pH 5,8). Z grafu je patrné, Ze nejvy$si miru
antagonistické aktivity vykazuje biologicky ptipravek na bazi Clonostachys rosea vici
patogenu Rhizoctonia solani. Dale vykazuje téz antagonistickou aktivitu vaci Sclerotinia

sclerotiorum a mirné 1 vac¢i Fusarium culmorum.



5.3 Hodnoceni vlivu pH pidy na antagonistickou aktivitu
Clonostachys rosea z pripravku viic¢i vybranym

fytopatogeniim — nadobové pokusy ve skleniku

5.3.1 Hrach

Graf 21: Pocet vzeslych rostlin hrachu, pii vyseti 20 ks semen (sklenikovy pokus).
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Z grafu 21 vyplyva, Ze ve varianté s kontaminovanou pudou patogenem Sclerotinia
sclerotiorum + oSetiené 0sivo byla nejlepsi vzchazivost semen hrachu pii vSech hodnotach
pH. Déle se vysokd vzchazivost pohybovala v neoSetfené varianté pii pH 6,3 a v oSetfené

variant¢ pii pH 7.



Tabulka 1: Vliv moteni osiva hrachu biologickym pripravkem na bazi Clonostachys

rosea na rist a napadeni patogenem Sclerotinia sclerotiorum p¥i riznych hodnotach pH

(sklenikovy pokus).
Hrach + Sclerotinia sclerotiorum (SS), sklenik — primeér z 10 rostlin
pH 4,5 pH 6,3 pH?7

Napadené Nadzemni | Kofeny/ | Napadené Nadzemni | Kofeny/ | Napadené Nadzemni | KoFeny/

rostliny/ks ¢ast/cm cm rostliny/ks ¢ast/cm cm rostliny/ks ¢ast/cm cm
Neosetfeno 0 30 21 0 34 19 0 30 13
Osetieno 0 31 15 0 30 18 0 33 16
SS + neos. 1 30 16 5 27 18 1 31 13
SS + 0. 0 31 18 0 30 19 0 30 12

V tabulce 1 je srovnavana nadzemni ¢asti rostlin hrachu, kotfent rostlin hrachu a pocet
napadenych rostlin patogenem Sclerotinia sclerotiorum pii hodnotach pH 4,5; 6,3 a 7. V prvni
variant¢ bylo vyseto neoSetfené osivo hrachu, ve druhé varianté bylo vyseto osivo hrachu
motené biologickym pfipravkem na bazi Clonostachys rosea. Ve tieti varianté bylo do pidy
kontaminované Sclerotinia sclerotiorum vyseto neoSetfené osivo, a ve varianté ¢tvrté bylo
vyseto oSetfené osivo do pidy kontaminované Sclerotinia sclerotiorum. K nejvy$$imu
napadeni rostlin patogenem doslo v piipadé varianty S. sclerotiorum + neosetiené osivo a to
pii pH 6,3. V piipad¢ varianty S. sclerotiorum + oSetfené osivo, nedoslo k napadeni rostlin
patogenem pii vSech hodnotach pH. Pfi srovnani riistu nadzemnich casti a kofena rostlin
nejsou vyrazné rozdily mezi jednotlivymi variantami.

Z rostlin hrachu a pSenice s piiznaky napadeni byly izolovany ptivodci choroby na umélou
zivnou pudu PDA, ¢imz bylo potvrzeno, ze doslo k napadeni patogenem (ilustra¢ni fotografie
v ptiloze).

Z truhliku, kam byla aplikovana sklerocia, se z deseti kusii nasly 3 az 4 kusy. VSechna

nalezena sklerocia Sclerotinia sclerotiorum byla infikovana Clonostachys rosea z piipravku.



5.3.2 PSenice

Vzchazivost psenice byla na vSech hodnotach pH 100 %.

Tabulka 2: Vliv mofeni osiva pSenice biologickym pripravkem na bazi Clonostachys

rosea na rist a napadeni patogenem Fusarium culmorum pf¥i riznych hodnotach pH

(sklenikovy pokus).
PSenice + Fusarium culmorum (FC), sklenik — priimér z 10 rostlin
pH 4,5 pH 6,3 pH 7

Napadené Nadzemni | Koreny/ | Napadené Nadzemni | Koreny/ Napadené Nadzemni KoFeny/

rostliny/ks ¢ast/cm cm rostliny/ks ¢ast/cm cm rostliny/ks ¢ast/cm cm
Neosetieno 0 39 13 0 39 16 0 40 20
Osetfeno 0 41 13 0 38 17 0 38 18
FC + neos. 4 40 13 2 37 17 12 37 17
FC+ 08. 2 39 16 0 37 16 4 37 16

V tabulce 2 jsou srovnavany nadzemni ¢asti rostlin pSenice, kofeny rostlin pSenice a pocet
napadenych rostlin patogenem Fusarium culmorum pii hodnotach pH 4,5; 6,3 a 7. V prvni
varianté bylo vyseto neoSetiené osivo psSenice, ve druhé varianté bylo vyseto osivo pSenice
mofiené biologickym pfipravkem na bazi Clonostachys rosea. Ve tfeti varianté bylo do pudy
kontaminované Fusarium culmorum vyseto neoSetiené osivo a ve varianté ¢tvrté bylo vyseto
oSetfené osivo do pidy kontaminované Fusarium culmorum. K nejvyssi ¢etnosti napadenych
rostlin dochazi ve varianté¢ Fusarium culmorum + neoSetfené osivo pii hodnoté pH 7.
Nenapadené rostliny jsou pouze v pudach bez kontaminace patogenem a ve varianté
Fusarium culmorum + oSetiené rostliny pii pH 6,3. K nejvys$simu rustu nadzemni ¢asti rostlin
dochazi v oSetfené varianté pii pH 4,5. Pii pH 4,5 byla naméfend nejvétsi délka kofenového
systému ve varianté¢ Fusarium culmorum + oSetfené osivo. Naopak pii hodnoté pH 7 dochazi
K lepsimu rdstu kofenového systému v neoSetfenych variantach. Naméfena délka kofent

rostlin je vétsi pii hodnotach pH 6,3 a 7 oproti pH 4,5.



Tabulka 3: Vliv mofeni osiva pSenice biologickym pripravkem na bazi Clonostachys

rosea na rist a napadeni patogenem Rhizoctonia solani pfi riznych hodnotach pH

(sklenikovy pokus).
PSenice + Rhizoctonia solani (RS) — 2 opakovani, sklenik — pridmér z 10 rostlin
pH 4,5 pH 6,3 pH?7
Napadené Nadzemni | Kofeny/ | Napadené Nadzemni | Kofeny/ | Napadené Nadzemni KoFeny/
rostliny/ks ¢ast/cm cm rostliny/ks ¢ast/cm cm rostliny/ks ¢ast/cm cm
NeosSetfeno 0 39 10 0 38 13 0 38 13
Osetieno 0 37 10 0 40 13 0 36 13
RS + neos. 4 37 10 1 39 11 4 37 11
RS+ 08. 0 40 15 1 38 13 0 36 17

V tabulce 3 je srovndvana nadzemni ¢ast rostlin pSenice, kofenil rostlin pSenice a pocet
napadenych rostlin patogenem Rhizoctonia solani pfi hodnotach pH 4.,5; 6,3 a 7. V prvni
varianté bylo vyseto neoSetiené osivo pSenice, ve druhé varianté bylo vyseto osivo pSenice
motené biologickym pfipravkem na bazi Clonostachys rosea. Ve tieti varianté bylo do pidy
kontaminované Rhizoztonia solani vyseto neoSetfené osivo a ve varianté ¢tvrté bylo vyseto
oSetfené osivo do pudy kontaminované Rhizoctonia solani. Pfi hodnotach pH 4,5 a 7
ve varianté Rhizoctonia solani + neoSetiené osivo, dochazi k napadeni rostlin patogenem
oproti varianté Rhizoctonia solani + oSetiené osivo, kde K napadeni nedochazi. Vétsi délka
kotenového systému byla namétena v ptipadé kombinace patogena a oSetiené¢ho osiva pii pH
4,5 a 7, oproti ostatnim variantdm. Délky nadzemnich ¢asti rostlin jsou téméf srovnatelné
pii v§ech hodnotach pH.

Z rostlin pSenice s priznaky napadeni byly izolovany puvodci choroby na umélou zivnou
pudu PDA, ¢imz bylo potvrzeno, Ze doSlo k napadeni patogenem (ilustracni fotografie

Vv ptiloze).



5.4 Hodnoceni zivotnosti Clonostachys rosea v pripravku

Tabulka 4: Potet CFU x 10° v 1 g p¥ipravku se smési 4 kmeni Clonostachys rosea

trypton-soya agar
Sarze 23.4. 10. 6. 30.10. 7.12.
16321212 8,4 4,7 0,8 4,4
24EX1221 4,8 7,2 2,4 11,4
09EX1310 100 63,8 30 40,6
16EX1212 100 41,4 2,2 —
33EX1237 100 69 44 49,4
Czapek-Dox agar
Sarze 23.4. 10. 6. 30.10. 7.12.
16321212 100 1,4 4 2,8
24EX1221 100 04 7,2 11,8
09EX1310 100 0,2 5,8 62,7
16EX1212 100 1,6 3,8 —
33EX1237 100 52,8 42,2 51,2
Pozn.: 100: nepoditatelné; — nebyl vzorek

Graf 22: Potet CFU x 10° v1 g piipravku se smési 4 kmeni Clonostachys rosea,
kultivace na trypton — soya agar
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Graf 23: Potet CFU x 10° v1 g piipravku se smési 4 kmeni Clonostachys rosea,
kultivace na Czapek — Dox agar
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Z vysledkt uvedenych v tabulce 4 a grafech 22 a 23, 1ze vyvodit, Ze v terminu 30. 10. bylo
zjisténo znacné mensi mnozstvi CFU (colonyformingunits) oproti dal§imu terminu hodnoceni
— Vprosinci, kdy byl u stejnych vzorki konstatovan vys$si pocet CFU, tedy nedoslo
k o¢ekavanému snizeni Cetnosti zivych spor V poslednim terminu hodnoceni. V prub&hu
mésicl brezen — kvéten 2013 se titr spor/g udrZzoval stale fadové na hodnotach 10° spor/g,
v ervnu a &ervenci doslo k poklesu titru na 10° spor/g u dvou Sarzi, kultivace na Cz — D agar.

Pti poslednim hodnoceni v prosinci byly zjisténé pocty Zivych spor u vSech hodnocenych
SarZi vys$i nez pi1 hodnoceni na konci fijna.



6 Diskuze

Chatterton and Punja (2010) uvadéji, ze hustota populace Clonostachys rosea f. catenulata
byla vyssi, pokud se udrzovalo pH 5,6 a 7. Chen et al. (2006) uvadéji, ze pro optimalni rast
V in vitro podminkach saprotrofni houby Clonostachys compactiuscula z rodu Clonostachys
je nejvhodnéjsi pH média 8,5. Garcia at al. (2003) publikovali, ze Clonostachys rhizophaga
zrodu Clonostachys neprokazala zadnou pH preferenci. Z vysledkti naSich laboratornich
pokusi, kde byly testovany jednotlivé izolaty Clonostachys rosea lze vyvodit, Zze vSechny
izolaty pfevazné preferuji mirn€ kyselé, neutrdlni a mirné zasadité pH. Prvni z izolatd
CCF4181Clonostachys rosea f. rosea (pracovni nazev Clon 1) vykazoval nejvétsi radialni rust
pti hodnotach pH okolo 6,4 — 6,8; 7,2 2 9,2 — 9,6. Druhy izolat CCF4182 Clonostachys rosea
f. rosea (pracovni nazev Clon 2) nejvice preferoval hodnoty pH 6,4 — 6,8; 7,2 a 9,2 — 9,8.
Izolat CCF4183 Clonostachys rosea f. rosea (pracovni nazev Clon 3) nejlépe kolonizoval
zivnou pudu pii hodnotach pH 5; 6; 6,6; 6,8; 7,2 a 7,6. 1zolat CCF4184 Clonostachys rosea
f. catenulata (pracovni nazev Clon 4) vykazoval vyssi intenzitu rastu pii vSech hodnotach pH
oproti ostatnim testovanym izolattim, avSak nejvyssi hodnoty dosahuje pti hodnotach pH 7,2;
7,8 —8,4a8,8-9,8. Ztohoto vyplyva, ze rozdily v preferenci hub z rodu Clonostachys spp.
k pH jsou zavislé na pouzitém druhu a kmeni dané houby. Testovany piipravek s uc¢innou
latkou — konidie ¢tyf kmend houby Clonostachys rosea (dale jen Clonostachys rosea), které
jsou uvedené vyse, byl testovan na skale pH 4,5 — 7,5. V laboratornich testech se prokazalo,
ze nejlépe kolonizuje prostor pti hodnotach 6 az 7,5. Vykazuje aktivitu i v kyselych
podminkach, ale jeho rist je mirn¢ inhibovan. Hodnoty pH na kterych byl testovan piipravek,
vychazely z piredpokladu, ze bézné pudni pH v podminkach naSich poli se pohybuje v této
Skéle.

V laboratornich testech in vitro bylo potvrzeno, Ze testovany piipravek s t¢innou latkou —
konidie Clonostachys rosea vykazuje antagonistickou aktivitu vaéi Sclerotinia sclerotiorum
a inhibuje jeji rast. Nase vysledky jsou v souladu s literarnimi tdaji, které dokazuji i¢innost
C. rosea vuci S. sclerotiorum, toto dokladaji napf. Ondfej a kol. (2011) a Rodriguez et al.
(2011). Xue (2003) se téz zminuje o antagonistické aktivité Clonostachys rosea a publikoval
vysledky, které dokazuji G¢innost kmenu Clonostachys rosea ACM941 vuci Sclerotinia
sclerotiorum. Penn and Daniel (2013) uvadéji, ze pro kultivaci Sclerotinia sclerotiorum D -
E7 na Zivném médiu v podminkéch in vitro bylo pouZito pH 6,5. V naSich pokusech byl
zaznamenan nejvyssi rust Sclerotinia sclerotiorum v osmém dni kultivace a to zejména

pti hodnotach pH 6 — 6,4. Vysledky interakci C. rosea se S. sclerotiorum potvrzuji, ze C.



rosea neztraci schopnost antagonistické aktivity ani pfi riznych hodnotach pH. Rodriguez et
al. (2011) provadeli test podvojnych kultur, ve kterych se prokazala antagonisticka aktivita
Clonostachys rosea BAFC3874 vici Rhizoctonia solani. Toto potvrzuji i nase vysledky,
kdy na zivné pidé Czapek Dox Agar vykazovala C. rosea nejvyss$i miru antagonistické
aktivity vii¢i R. solani. Muhsin and Selman (2012) kultivovali patogenni Rhizoctonia solani
V in vitro podminkach na zivné pudé¢ PDA (Potato dextrose agar). Pti upravé pH, které se
pohybovalo od hodnoty 4 do hodnoty 9, zjistili ze Rhizoctonia solani vykazuje nejleps$i rust
pti hodnoté pH 6 a jeji rust je siln€ inhibovan hodnotami pH 9 a 4. Z vysledki nasich pokust
je ziejmé, ze R. solani vykazuje nejvyssi rast pii hodnotach pH 5,5 a to ve Ctvrtém dni
kultivace. Pti delsi kultivaci (16 dn) R. solani nevykazuje pH preferenci vin vitro
podminkach. V kultufe s C. rosea roste R. solani nejlépe pii hodnotach pH 5,5 a 6,4
v pocatcich kultivace. Nasledn¢ je R. solani inhibovana C. rosea na vSech hodnotach pH
zejména vSak pfi hodnoté pH 4,5; 5,5; 6 a 6,8 — 7,5. Viccini et al. (2007) publikovali,
ze Clonostachys rosea vykazuje antagonistickou aktivitu viici Botrytis cinerea. Nase vysledky
prokazaly nedostateCnou miru antagonistické aktivity C. rosea vuc¢i B. cinerea na bézné
pouzivané zivné pudé Czapek Dox Agar (pH 5,8). AvSak pfi upravé pH byla antagonisticka
aktivita C. rosea vici B. cinerea zvySena zejména na pH 6 a 6,8. V piipadé¢ Fusarium
culmorum doslo ke kontaminaci vice misek kontroly, vysledky byly nevérohodné, a proto
nejsou Vv praci uvedené. Z casovych divodi nebylo mozné pokus zalozit znovu,
ale ze samotné interakce Clonostachys rosea s Fusarium culmorum usuzujeme, ze C. rosea
vykazuje mirnou antagonistickou aktivitu vii¢i patogenu a to na vSech hodnotach pH. Toto
potvrzuji i vysledky Jensen et al. (2011), ktefi uvadé¢ji, ze Clonostachys rosea 1K726
poskytuje vysoky stupeni ochrany vi¢i hlavnim fytopatogeniim obilnin: Fusarium culmorum,
Tilletia tritici, Bipolaris sorokiniana. Narayanasamy (2013a), publikoval fakt,
ze Clonostachys rosea vykazuje antagonistickou aktivitu vaéi Fusarium culmorum diky
sekreci enzymu N — acetyl — B — D — glukosaminidazy (NAGasa). TéZ Mamarabadi et al.
(2009) uvadgji, ze Clonostachys rosea inhibuje rist mycelia Fusarium culmorum.

Hosnedl a Hochman (1994) uvadéji, Ze pro péstovani hrachu je vhodné pH 6 — 7. Co se
ty¢e vzchazivosti rostlin hrachu v nasem sklenikovém pokusu, byla vzchazivost v priméru
vy$$i pravé na hodnotach pH 6,3 a 7. Pokud budeme porovnavat vzchazivost rostlin hrachu
pfi standardnim pH zahradnického substratu (6,3), byla vzchazivost vyrazné vyssi
U neoSetiené varianty oproti oSetfenému osivu piipravkem na bazi kmenti Clonostachys rosea.
Pii porovnani vzchazivosti hrachu v truhlicich kontaminovanych patogenem Sclerotinia

sclerotiorum byla vzchazivost vyrazné vyssi u varianty Sclerotinia sclerotiorum + osetfené



osivo. Nejvyssi vzchazivost ze vSech variant byla u varianty pravé Sclerotinia sclerotiorum +
osSetfené¢ osivo a to na vSech hodnotdch pH. Z tohoto by se piedpokladat, ze kombinace
patogena a oSetfeného osiva povzbuzuje rostliny hrachu ve vzchazeni. OvSem tento
predpoklad by mél byt ovéfen dalSimi pokusy. Dukova (2013) ve své praci uvadi,
ze vzchazivost rostlin ozimé pSenice byla u oSetfené i neosetiené varianty 90%. V naSich
pokusech vykazovala pSenice vzchazivost 100% ve vSech variantach. Rozdily ve vzchazivosti
pSenice mohly byt ovlivnéné rozdilnymi podminkami.

Penn and Daniel (2013) uvadéji, ze pro rust Sclerotinia sclerotiorum D - E7 bylo pouzito
pH 6,5. V nasich uskute¢nénych pokusech doslo k nejvys§imu napadeni rostlin hrachu timto
patogenem pii pH 6,3 ve varianté, kde nebylo oSetiené osivo Clonostachys rosea. Xue (2003)
pi1 pokusech v ochrané¢ krmného hrachu v Kanadé ziskal vysledky, které dokazuji u€innost
kmenu Clonostachys rosea ACM941 Sclerotinia sclerotiorum. Toto je v souladu s naSimi
dosazenymi vysledky, kdy ve variantdch s oSetfenym osivem k napadeni rostlin hrachu
nedoSlo. Vyrazné rozdily v délce nadzemni Casti rostlin a kofend nebyly zaznamenany.
Dukova (2013) uvadi vysledky svych sklenikovych pokusi, kde porovnava délku nadzemnich
casti a kotfenli rostlin ozimé pSenice oSetfené¢ biologickym piipravkem na bazi kment
Clonostachys rosea s neosSetienou kontrolou. Délka nadzemnich ¢asti rostlin se vyrazné nelisi,
avSak délka kotenti je vEtsi u oSetfené varianty oproti kontrole. V naSich pokusech byla délka
kofenti pSenice delsi ve varianté Fusarium culmorum + oSetfené osivo pouze pii pH pudy 4,5
a ve varianté Rhizoctonia solani + oSetfené osivo pii pH pudy 4,5 a 7. Nadzemni ¢asti rostlin
jsou srovnatelné ve vSech variantach. Vyssi Cetnost napadeni rostlin pSenice témito patogeny
byla u variant s neoSetfenym osivem a to na vSech hodnotach pH. Dukova (2013) uvadi
vysledky polnich pokust, kdy rostliny oSetfené piipravkem na bazi Clonostachys rosea
vykazuji podstatn¢ del$i rist nadzemnich Casti rostlin 1 kofeni. Nami ziskané vysledky
Z nddobovych pokust ve skleniku neposkytuji dostatecné informace o chovani ptipravku
v pudé¢ Srozdilnou hodnotu pH, proto je nezbytné ovéfit ziskané vysledky v polnich
pokusech.

Ondiej et al. (2010a) publikovali vysledky, kde v polnich pokusech posuzovali vliv
na zivotaschopnost a rozklad sklerocii ndmele. Zivotaschopnost sklerocii byla ovlivnéna
jejich umisténim, jejich stafim, hloubkou umisténi a pfitomnosti konidii Clonostachys rosea.
Nejvyssi zivotaschopnost vykazovala sklerocia ve staii 1 — 2 let, sklerocia ve véku od 3 let
a vice jiz ztracely schopnost kli¢eni. Prokazalo se, ze sklerocia ve staii 1 — 2 let byla z 80%
degradovana Clonostachys rosea. Degradace starSich sklerocii byla zptisobena bakteriemi,

rozto€i, hlisticemi a téz houbami zrodu Trichoderma, Fusarium, Clonostachys atd.



V uskute¢nénych pokusech ve skleniku jsme zaznamenaly vyskyt sklerocii napadenych
Clonostachys rosea, ostatni nenalezena sklerocia byla pravdépodobné v ptidé degradovana.

Xue (2003) pii pokusech v ochrané krmného hrachu v Kanadé ziskal vysledky, které
dokazuji u¢innost kmenu Clonostachys rosea ACM941 vici Alternaria alternata, Fusarium
oxysporum, Pythium spp., Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Aphanomyces
euteiches a Mycosphaerella pinodes. Aplikaci tohoto kmenu doslo ke zvySeni kliCivosti
semen hrachu o0 44% a k vyraznému snizeni jmenovanych fytopatogennich hub. Jensen et al.
(2011) uvadgji, ze Clonostachys rosea IK726 poskytuje vysoky stupen ochrany vii¢i hlavnim
fytopatogentim obilnin: Fusarium culmorum, Tilletia tritici, Bipolaris sorokiniana. Prokinova
(2013) ptedpoklada, ze by se do budoucna dalo vyuzit ptipravki na bazi Clonostachys rosea
pfi ochrané polnich plodin na podzim, k potladeni Sclerotinia sclerotiorum, Claviceps
purpurea a Rhizoctonia spp. Ondiej a kol. (2011) =ziskali vysledky, které ukazuji,
ze Clonostychys rosea je schopna mykoparazitické aktivity jiz pti pudnich teplotach (5 -
10)°C a tim zabezpeCuje rozklad sklerocii v pidé béhem zimniho obdobi. V polnich
pokusech i testech in vitro vykazuje Clonostachys rosea antagonistickou aktivitu vaci
fytopatogenni Sclerotinia sclerotiorum. Ze ziskanych informaci a nami dosazenych vysledkt
jak vin vitro pokusech, tak i pokusech ve skleniku usuzujeme, Ze testovany ptipravek,
respektive jeho ucinna slozka — konidie Clonostachys rosea vykazuji antagonistickou aktivitu
vaci vybranym patogenim a jejich mira antagonistické aktivity je pouze z menSi miry
ovlivnéna pH prostiedi. V pokusech in vitro bylo prokazané, ze nejvyssi miru antagonistické
aktivity vykazuje Clonostachys rosea pii mirn¢ kyselém, neutralnim a mirné zasaditém pH
coz je dobry ptedpoklad pro osetieni bézné¢ péstovanych polnich plodin, které praveé takové
pH vyzaduji. Tento ptfedpoklad potvrzuji autofi ve svych publikacich: Hosnedl a Hochman
(1994) uvadeji, ze pro hrach je nejvhodnéjsi pH 6 — 7. Faméra (1993) uvadi pH pro ozimou
pSenici 6,2 — 7. Kunzové a kol. (2012) se zmiiuje o nejvhodnéjSim pH pro sluneénici, které
by se mélo pohybovat vrozmezi od 5,5 — 6,5. Richter a kol. (2001) publikovali, Ze pro
pestovani ozimé fepky je vhodné pH 6 — 7,2.

U dvou Sarzi (16321212 a 24EX1221) byl znac¢ny rozdil v poctu kli¢ivych vytrust
Clonostachys rosea pii prvém hodnoceni v dubnu 2013, tj. po roce, resp. po 11 mésicich
skladovani v zavislosti na kultiva¢nim médiu. Tento vysledek je v souladu s literarnimi udaji,
ve kterych autofi hodnotili vliv kultivaéniho média na tvorbu vytrust mikroskopickych hub.
Vyznam slozeni kultivaéniho média pro produkci konidii Trichoderma harzianum 1211,
T. virense 9011, T. atroviride 6022 a T. koningiiiso 2 a vliv na jejich zivotnost dokladaji napf.

Panahian et al. (2012). Zivotnost Clonostachys rosea kmen 1K726 uchovavané na zrnech



Svvr

je¢mene testovali Jensen et al. (2002) pii skladovani v teploté 4° C a 20° C. V nizsi teploté
poklesla Zivotnost po péti mé&sicich skladovani o jeden tad a uc¢innost C. rosea proti Bipolaris
sorokiniana byla stale vysoka. Konstatovali, ze konidie produkované na pevném zivném
médiu prezivaly 1épe nez ty, které byly vyprodukovany na tekutém médiu. Pii skladovani
v teploté 20° C doslo k pomérné zna¢nému sniZeni Zivotnosti jiz po tiech az pé&ti mésicich.
Pokud byla ale zrna je¢mene s C. rosea uchovavana v silikagelu v teploté 20° C, ke snizeni
zivotnosti konidii nedoslo ani po 6 mésicich. U obou uvedenych nami testovanych Sarzi byl
zjistén mensi pocet vyrostlych kolonii ve srovnani s ostatnimi hodnocenymi SarZemi
pripravku. To odpovida tomu, Ze ob¢ Sarze byly skladovany jiz 12 a 11 mésici, zatimco
ostatni Sarze byly skladovany po dobu 7,5 a 4 mésicd. Minimalni doba Zivotnosti
mikroskopickych hub a bakterii obsazenych v biologickych ptipravcich je obvykle ptiblizné
deset mésict. To dokladaji napt. Abdel - Kader et al. (2012), testovali ve sklenikovych
pokusech Zivotnost bakterii B. subtilis, P. fluorescens a houby T. harzianum uchovavanych
v prubéhu skladovani ve form¢ smacitelného prasku a konstatovali, Ze po deseti méesicich
nedoslo ke snizeni jejich Zivotnosti. Pii nasem poslednim hodnoceni v prosinci byly zjisténé
pocty zivych spor u vSech hodnocenych Sarzi prekvapivé vyssi nez pii hodnoceni na konci
fijna. Vzhledem k tomu, ze byla dodrzovana stdle stejnd metodika a pouzivany standardni
zivné pidy neumime pouze na zéklad¢ dosavadnich vysledkl tento jev vysvétlit. Nabizi se
otazka, zda miize vysoka teplota béhem skladovani (vzorky byly skladovany v mistnosti,
zapeceténé), ktera v mésicich Cervenec a srpen dosahovala v odpolednich hodinach
v mistnosti az 35°C, byt pfi¢inou dormance spor Clonostachys rosea. Jde vSak o domnénku,
kterou bude tteba jesté potvrdit nebo vyvratit. V kazdém piipad¢ 1ze konstatovat, Ze testovany
piipravek, resp. jeho G¢inna slozka — konidie Clonostachys rosea, si uchovavaji dostate¢né

vysokou zivotnost po dobu nejméné sedmi mésicii.



[ Zavér

V testech in vitro bylo prokdzano, ze pH mirné¢ ovliviiuje antagonistickou aktivitu
Clonostachys rosea. Avsak Clonostachys rosea stale inhibuje rust vybranych patogent
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani a Botrytis cinerea a to nejlépe v mirné kyselém,
neutralnim a mirné zésaditém pH. Z vysledkt sklenikovych pokust usuzujeme, ze upravené
pH téz mirn¢ ovlivituje antagonistickou aktivitu Clonostachys rosea. Dalo by se tedy
predpokladat, Ze testovany piipravek by bylo mozné vyuzivat k ochrané rostlin, rostoucich
na puadach srozlicnymi hodnotami pH. Vysledky sklenikovych pokusti nam vSak stéle
nepiinas$i dostatecné informace o chovéni testované¢ho piipravku. Proto je nezbytné tyto
vysledky ovéfit vV polnich pokusech.

Testovany piipravek, resp. jeho G¢inna slozka — konidie Clonostachys rosea, si uchovavaji

dostate¢n¢ vysokou Zivotnost po dobu nejméné sedmi mésict.
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