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Abstrakt

Had’atka jako $kodlivy &initel jsou rozsitena po celém svété. V Ceské republice
jsou zaznamenany vyskyty had’atek po celém uzemi Cech, Moravy a Slezska, a proto je

v soucasné dob¢ dulezity vyvoj ochrannych opatteni proti témto Skodlivym ¢initelam.

Cilem diplomové prace bylo nalézt a charakterizovat nematofagni houby,
vyskytujici se na tizemi Ceské republiky a zhodnotit jejich inkorporaci do systémil

integrované ochrany "sensu Lato".

V integrované ochrané rostlin proti had’atku je nejvice perspektivni biologicka
ochrana, kterd se obecné vyznaCuje potlacovanim Skiidci pomoci jejich pfirozenych
nepratel. V SirSim slova smyslu se vyuziva pro jakoukoli podporu organismu, které se
n¢jak podileji na omezovani skiidcii, v omezeném vyznamu pro cilené vysazovani umeéle

namnozenych uzite¢nych organismi — bioagens.

V ramci biologické ochrany proti had’atkim se vyuzivaji pravé nematofagni houby,

na kter¢ je tato diplomové prace zaméfena.

Odbér vzorku byl proveden na 12 rlznych lokalitich a v téchto vzorcich byl
zjiStovan vyskyt nematofagnich hub. Dale byly mnozeny a udrzovany izolaty
nematofagnich hub zakoupené z banky Centraalbureau voor Schimmelcultures se sidlem

v Utrechtu v Holandsku.

Byla provedena optimalizace jednotlivych metod péstovani a mnozeni
monosporovych izolatl,, optimalizovdna byla teplota, pH a Zivné latky potiebné

k vytvareni lapacich struktur.

V pldnich vzorcich nebyly zjiStény Z4dné nematofagni houby. Pfi¢inou by mohly
byt nevyhovujici laboratorni podminky pro tvorbu lapacich struktur, coz vedlo

k ¢astecnému znemoznéni urceni nematofagnich hub.

Kli¢ova slova: had’atka, biologickda ochrana, nematofagni houby, lapaci struktury,

optimalizace metod.



Abstrakt

Nematodes like harmful factor are expanded all over the world. In the Czech
Republic the nematodes are distributed throughout territory of Czech, Moravia and Silesia.
Therefore development of preventive control methods against these harmful organisms is

important at present.

Aim of this diploma work was to find and to characterize nematophagous fungi
occurring in the Czech Republic and to valorize their incorporation into the system of

integrated plant control “sensu Lato”.

The biological control is mostly perspective in integrated control of plants against
nematodes. Principles of biological control consist in pests repression by means of their
natural enemies, support of organisms participant on pests regulation in the wider sense,
targeted introduction of artificially multiplied beneficial organisms (bioagens) in the

stricter sense.

In the terms of biological control against nematodes, the nematophagous fungi are

used especially.

Collection of samples was performed on 12 different localities and occurrence of
nematophagous fungi was searched in these samples. Isolates of nematophagous fungi
obtained from Centraalbureau voor Schimmelcultures (Utrecht, Holland) were multiplied

and maintained as well.

Optimalization of multiplication and cultivation methods of monosporic isolates
was performed. Temperature, pH and amounts of nutritive substances needed for trap

development were optimized.

Nematophagous fungi were not detected in the soil samples. Reason could be
unsuitable laboratory conditions for production of trap structures. Absence of trap

structures did not enable determination of nematophagous fungi partially.

keywords: nematodes, biological control, nematophagous fungi, trap development,

optimalization metods
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1. Uvod

Hadatka jako $kodlivy &initel jsou rozsifena po celém svéts. V Ceské republice
jsou zaznamenany vyskyty had’atek po celém tuzemi Cech, Moravy a Slezska, a proto je

v soucasné dobé diilezity vyvoj ochrannych opatieni proti t€émto Skodlivym cCiniteldm.

Mezi perspektivni metody ochrannych opatfeni se fadi biologickd ochrana, které
v poslednim desetileti zaznamenala vysoky nartist v oblasti ochrany rostlin. Klasickou
biologickou metodou potlacovani (regulace) skiidce je zavedeni parazitoidd, predatord
nebo patogenti do populace Skudct s tim, Ze se dosahne dlouhodobé rovnovazného stavu
bez opakovanych intervencnich zdsaht — tj. niz$i populacni hustoty Skidce, nez jaka by

panovala bez ptisobeni uvedenych regulacnich ¢initeld.

Pro vyuziti biologické ochrany proti had’atkiim byly provadény v zahrani¢i pokusy

s vyuzitim nematofagnich druht hub.

Nematofagni houby jsou uzplsobeny k vyzivé hadatky pomoci riiznych lapacich

struktur, jako napf. fixni oka, stahovaci oka, lepivé uzliky apod.

Vyskytuji se hlavné v organickych ptdéach, na tlejicim dfevé a kaie nebo ve

vykalech zvirat.

V soucasné dob¢ je vyuziti nematofagnich hub nejzkoumanéjsi metodou v ramci

biologické ochrany proti had’atktm.



2. Cil

Nalezeni a charakterizace nematofagnich hub, vyskytujicich se na tizemi CR a

zhodnoceni jejich inkorporace do systému integrované ochrany ,,sensu Lato®.



3. Literarni reserse

3.1. Had’'atka — zakladni rozdéleni
Had’atka poskozujici kofeny

a) Hadatka cystotvorna
b) Had’atka koienova (halkotvorna)

c) Pohybliva kofenové had’atka (volné zijici)
Had’4tka parazitujici prevdzné v nadzemnich ¢astech rostlin

a) Hadatka osni
b) Had’atka listova
¢) Hadatka skodici v kvétech (VLK, 1985)

3.1.1. Cystotvorna had’'atka

Cystotvorna had’atka byla poprvé zjisténa botanikem Schachtem (1859) na

kotenech cukrovky v Magdeburské oblasti. O nékolik let pozdéji pojmenoval Schmidt toto

had’atko Heterodera schachtii. V nasledujicich letech byla cystotvornd had’atka zjiSténa na

fad¢ dalsich plodin, pf. ovsu, jeCmenu, bramborich aj., kterd byla po urcitou dobu

povazovana za H. schachtii. (VLK, 1985)

3.1.1.1. Had’atko bramborové
Kmen: Nematoda Potts 1932
Ttida: Chromadorea Inglis 1982
Podttida: Chromadoria Pearse 1942
Réd: Rhabditida Chitwood 1933
Podiad: Tylenchida Thorne 1949

Nadceled: Tylenchoidae Orley 1880

Podceled’: Heteroderinae Filipjev & Schuurmans Stekhoven 1941

Rod: Globodera Skarbilovich 1959

Druh: Globodera rostochiensis



Globodera rostochiensis Wollenweber (1923) pochazi zoblasti And v Jizni

Americe, kde probihal jeho vyvoj spole¢né s hostitelskymi rostlinami (ZOUHAR, 2003).

Héad’atko ma obl¢, dlouze protahlé, neclankované télo, které se smérem k obéma
konciim zuzuje. Samicky v priibéhu vyvoje zdufuji do kulovitého tvaru a vyhfezavaji

z kotent (BRZESKI, 1998).

Samice prisedla na kotenech je 0,5 — 0,8 mm dlouh4, cysta zlutobild, pozdéji svétle
hnéda az cervenohnédd se zietelnym krékem. Samec je 1 mm dlouhy Ccervovity

(TABORSKY & SEDIVY, 1997).

Zpravidla se tvofi jedna generace do roka. Vajicka v cystach ziistavaji v pad¢. Na

popud kotenovych vyméski hostitelskych rostlin dochazi k jejich lihnuti (HANI, 1993).

Ptiznaky poskozeni se projevuji ohniskovitym zakrslym ristem. Listy jsou Zluté,

vadnou a usychaji. Tvofi se nadmérné mnozstvi zhnédlych kofent, zna¢né rozvétvenych

(HLUCHY, 2005).

3.1.1.2. Had’atko repné
Kmen: Nematoda Potts 1932
Ttida: Chromadorea Inglis 1982
Podtiida: Chromadoria Pearse 1942
Réd: Rhabditida Chitwood 1933
Podiéad: Tylenchida Thorne 1949
Nadceled’: Tylenchoidae Orley 1880
Podceled’: Heteroderinae Filipjev & Schuurmans Stekhoven 1941
Rod: Heterodera Schmidt 1871
Druh: Heterodera schachtii Schmidt 1871

Cystotvorné had’atko tepné (Heterodera schachtii) je jednim z nejvyznamnéjSich
Skiideti cukrovky. Ztraty na vynosech se jenom v Evropé odhaduji na 90 mil. EUR ro¢né

(KOUBOVA, 2009).



Samice 0,6 az 0,8 mm dlouh4, cysta citronkovita, zlutobild az cervenohnéda. Samec

1 mm dlouhy, §tihly, Gervovity (TABORSKY & SEDIVY, 1997).

Stovky vajicek zlstavaji v cystach v pid€. Kofenové vymesky hostitelskych rostlin
nebo vlhké a teplé pocasi dévaji podnét k vylihnuti larev, které pronikaji do kofend.
Zadeckova c¢ast samicky zduifi tak siln€, Ze dochézi k potrhani pletiv a uvniti kotent

zlistdva pouze hlavova ¢ast. Had’atko fepné ma 2 generace do roka (HANI, 1993).

Had’atko pieziva v pudé jako cysta vice neZ 10 rokti (TABORSKY & SEDIVY,
1997).

3.1.2. Halkotvorna had’'atka

Haélky na kofenech jako nésledek napadeni had’atky mohou byt zptisobeny druhy

v

riznych rodd. Nejvyznamnéjsi je rod Meloidogyne, jehoz zéastupci jsou obecné nazyvany

kotenova halkotvorna had’atka (VLK, 1985).

3.1.2.1. Meloidogyne hapla
Kmen: Nematoda Potts 1932
Ttida: Chromadorea Inglis 1982
Podtiida: Chromadoria Pearse 1942
Réd: Rhabditida Chitwood 1933
Podiéad: Tylenchida Thorne 1949
Nadceled’: Tylenchoidae Orley 1880
Celed’: Meloidogynidae Skarbilovich 1959
Podceled’: Meloidogyninae Skarbilovich 1959
Rod: Meloidogyne Goeldi 1892
Druh: Meloidogyne hapla

Larvy pronikaji Spickami do kofenti. Svymi vyméSky dréazdi kotfeny k tvorbé
halkovitych novotvarG. Pohlavné dospélé samice zduii a kladou do zelatinové hmoty
v halkach kolem 500 vajicek. Z vaji¢ek se vylihnou larvy, které jsou schopny napadat dalsi

rostliny. Vaji¢ka jsou schopna rovnéz pietrvavat delsi dobu v piidé (HLUCHY, 2005).



Kofeny jsou Casto zakrslé, abnormdlné nabchlé a znetvorené, né€kdy masivni.
Dokonce mtize ziistat jen malo aktivnich vldknitych kotent, rozsah skod nutné nekoreluje
s poctem hlistic, ale oboji se méni podle druhli z rodu Meloidogyne a hostitelské rostliny.
Na tykvovitych se vytvareji velké masité halky, na dalSich rostlindch mohou byt malé a
pevné. Spodni listy mohou blednout a v obdobi slune¢niho svitu mohou rychle chfadnout

(EVANS et al., 1993).

3.1.2.2. Meloidogyne incognita
Kmen: Nematoda Potts 1932
Ttida: Chromadorea Inglis 1982
Podttida: Chromadoria Pearse 1942
Réd: Rhabditida Chitwood 1933
Podrad: Tylenchida Thorne 1949
Nadceled’: Tylenchoidae Orley 1880
Celed’: Meloidogynidae Skarbilovich 1959
Podceled’: Meloidogyninae Skarbilovich 1959

Rod: Meloidogyne Goeldi 1892
Druh: Meloidogyne incognita Goeldi 1892

v

Meloidogyne incognita je nejCastéjSim a nejSkodlivéjsim druhem zrodu

Meloidogyne.

Samci jsou Cervoviti, 1,2-2 mm dlouzi. Sami¢ky maji t€lo bankovité 0,51-0,69 mm

dlouh¢ a 0,3-0,43 mm Siroké (VLK, 1985).

Had’atka pronikaji z pidy do kotfent. Jejich vymésky drazdi koteny k tvorbé halek.
Pohlavné dospélé samice hruskovité zduii a kladou do halek vajicka, z nichz se lihne dalsi
generace. Po rozpadu hélek se ¢erstvé nakladena vajicka uvoliuji do ptidy, kde mohou po

n&jaky &as pretrvavat (HLUCHY, 2005).



3.1.3. Osni had’atka

3.1.3.1. Had’atko zhoubné
Kmen: Nematoda Potts 1932
Ttida: Chromadorea Inglis 1982
Podttida: Chromadoria Pearse 1942
Rad: Rhabditida Chitwood 1933
Podiad: Tylenchida Thorne 1949
Nadceled: Sphaerularioidea Lubbock 1961
Celed’: Anguinidae Nicoll 1935
Podceled’: Anguininae Nicoll 1935
Rod: Ditylenchus Filipjev 1936
Druh: Ditylenchus dipsaci

Héd’atko zhoubné je rozsiteno ve vSech svétadilech a vSude patii k nejrozsitenéjSim

a nejskodlivéjsim had’atkim (STUSAK & TABORSKY, 1983).

Hadatko zhoubné (Ditylenchus dipsaci) zGstava, 1 ptres svij status karanténniho
Sktidce pti regulaci prostfednictvim rostlinnych past, jednim z nejvaznéjSich Skidca

postihujicich odvétvi péstovani cibulnatych rostlin v Evropé (WWW1).

Had’atka tohoto druhu dosahuji max. délky 1,5 mm a Sitky 35 um. Netvofi cysty.
Podle pritb¢hu teplot trva vyvoj jedné generace 3-6 tydnt, pocet generaci v jednom roce
byva vétsi (mize dochazet k rychlému nértstu). Vajicka a ,.trvalé” larvy mohou zistavat

v ptidé pripraveny k dal§imu vyvoji vice nez 1 rok (HANI, 1995).

Pronikaji do pletiv rostlin jako larvy, ve tkdnich pak télesné i pohlavné dospivaji

(STUSAK & TABORSKY, 1983).

Had’atko zhoubné je také schopno pfemist'ovat se prostiednictvim vlhké ptidy vice
nez dva metry za rok. Vstupuje do rostlin prostfednictvim malych poranéni nebo

piirozenych otvori (stomata, lenticely). Zivi se rostlinnymi §tavami, které saje po



injektovani svych travicich slin do bun¢k svym bodcem. PoSkozeni tkani a deformace

zpisobuji toxiny ve slinaich (WWW6).
3.1.4. Ochrana proti had'atkum

3.1.4.1. Preventivni opatreni

Ochrana v CR je fizena karanténnimi pfedpisy vyplyvajicimi ze zikona &. 187/1996
Sb. o rostlinolékaiské péci. Ty zahrnuji soubor opatieni, jako je povinné ohldsSeni vyskytu,
omezené pestovani brambor a jejich distribuce, ptipadné i povinné dodrzovani étyfletého
péstovani brambor (u Globodera rostochiensis) a péstovani odolnych odrid (TABORSKY
& SEDIVY, 1997).

Nejlevnéjsim a nejjednodusSim zplsobem ochrany je dodrZzovani spravnych

osevnich postupti (VLK, 1985).

VLK (1985) dale uvadi, Ze minimalizaci zapleveleni miizeme dosdhnout
zredukovani populaci Heterodera schachtii, k hubeni had’atek vyskytujicich se v zeming
po transportu cukrovky ze zamotfenych pozemkl muize byt pouzito hasené nebo nehasené

vapno v poméru 1 dil cukrovky na 4 dily zeminy.

Regulace populac¢ni hustoty H. schachtii pod prah hospodatrské skodlivosti je
mozna pouzivanim osevnich postupil se zastoupenim vét§iho poctu plodin a péstovanim
rezistentnich odriid cukrovky a rezistentnich meziplodin. Osevni postupy se zastoupenim
vice plodin vSak zemédé€lci z ekonomického hlediska nepouzivaji pfili§ Casto. Pii péstovani
rezistentnich meziplodin jako fedkev olejna nebo hoicice se musi vysev kvili dobrému

Gginku proti H. schachtii uskuteénit do poloviny srpna (KOUBOVA, 2009).

3.1.4.2. Fyzikalni ochrana

Fyzikalni metody jsou vyuzitelné pro asanaci semen a sadby, pouZzit Ize mofeni,
horkou vodou. U napadeného osiva, hliz, ¢i rostlin sadby je Casté oSeteni vodou pfi teploté
43,5 °C, po dobu 30 minut. Pro oSetfeni vysevniho substratu lze doporucit propafovani
pudy pfi teploté 90-95 °C po dobu 15-20 minut. Pro volné vysadby je mozné v teplejSich
klimatickych pasmech vyuzivat solarizace, kdy plida je zakryta polyetylénovou folii a

vystavena v pribc¢hu léta po dobu az 3 tydnl slunecnimu zafeni. Dochazi k prohrati



ptdniho profilu do hloubky 20-25 c¢cm a k eradikaci majoritniho podilu piidni mikrofauny.
V CR je aplikace této metody omezena klimatickymi podminkami (DUAN, 2003).

3.1.4.3. Chemicka ochrana

Pfima chemickd ochrana je relativné malo 0€inna, drahd a vyrazné sniZuje

biologickou aktivitu ptdy.

Existuje mnoho fumigujicich a mnoho nefumigujicich nematocidl, které byly
otestovany pro komercéni pouziti. Proti jejich béznému pouzivani hovoii mnoho
nedostatk®l, jako jsou toxicita, cena, fytotoxicita a dal§i. Ucinnost nematocidi je

srovnatelnd s asana¢nim efektem rezistentni odridy (ZOUHAR, 2003).
V soudasné dobé je v Ceské republice zakazano pouZivani viech dostupnych nematocid.

Nejvice perspektivni je v tuto dobu biologicka ochrana proti had’atktim.

3.2. Biologicka ochrana

Termin biologickd ochrana obecné oznacuje potlaCovani Skiidcti pomoci jejich
pfirozenych nepfatel. V §irSim slova smyslu se vyuziva pro jakoukoli podporu organismi,
které se n¢jak podileji na omezovani Skidci, v omezeném vyznamu pro cilené vysazovani
uméle namnozenych uziteCnych organismii — bioagens (analogicky ke slovu agens

oznadujicimu u¢innou latku) (TICHA a kol., 2001).

BAGAR a kol. (2003) uvadi, Ze biologicka ochrana je cilevédomé pouzivani zivych
organismil (roztoCli, hmyzu, hlistic, virt, hub, bakterii, aj.) pro udrzeni Skodlivych
biologickych ¢initelti (Skidci, choroby, plevelné rostliny) pod urovni jejich Skodlivého

mnozstvi v porostech kulturnich rostlin.

Klasickou biologickou metodou potlacovani (regulace) Skidce je zavedeni
parazitoidu, predatorti nebo patogent do populace Skidct s tim, Ze se dosahne dlouhodobé
rovnovazného stavu bez opakovanych intervencnich zasahli — tj. nizs§i populacni hustoty
sktidce, neZ jaka by panovala bez pisobeni uvedenych regula¢nich &initeld (HRDY a kol.,

1991).



Hlavnimi pojmy v biologické ochrané rostlin je bioagens a biopreparat.

Bioagens je organismus nebo jeho produkt, ktery se pouziva v biologické ochrang.

Bioagens se d€li na entomopatogenni mikroorganismy, na predatory a parazitoidy.

Biopreparat je prostfedek na ochranu rostlin, jehoz G¢innou slozkou je bioagens.
Biopreparaty se ziskdvaji péstovanim a mnoZenim bioagens v provoznich vyrobnich
zafizenich a jsou dostupné jako komeréni prostiedky ochrany rostlin (TABORSKY &
SEDIVY, 1997).

3.2.1. Biologicka ochrana proti had’atkiim

Odrtda aksamitniku rozkladitého (Tagetes patula) ,,Ground Control* je pouzivana
pii péstovani lilii v Nizozemsku (pted sdzenim) a tvrdi se, Ze ma az 95 %ni ucinnost proti
uréitym druhim had’atek, jestlize jeho kofeny, obsahujici silny Sirokospektralni bioxid,

jsou jedinym zdrojem potravy pro had’atka.

Neékteré plodiny urcené na zelené hnojeni mohou potlaCovat aktivni had’atka,
jestlize jsou pouzivany k ¢isténi pidy pied sadbou nebo setim rostlin. Nékteré druhy
brukvovitych rostlin, naptiklad hot¢ice odridy ,,Caliente* obsahuji pfirozené glukosinolaty
a které, kdyz jsou roziezany a zapraveny do pudy, tvoii MITC — sterilizacni latku

uvolnovanou nékterymi chemickymi fumiganty (WWW1).

Pro ucely biologické ochrany jsou vyuzivany také mnohé bakteridlni organismy
osidlujici rhizosféru i1 bakterie parazitujici vajicka rodu Meloidogyne spp. (SIDDIQI,
2000).

Rizné druhy Pseudomonas byly Casto hlaSené, ze ovliviuji Zivotaschopnost a
patogenitu Sirokého okruhu hadatek. Pseudomonas fluorescens je nejvice studovanou
bakterii a udajné zvySuje rast rostlin a redukuje poskozeni had’atky zptisobené Globodera
rostochiensis, Heterodera spp., Hirschmanniella gracilis, Meloidogyne spp., Radopholus
similis a Tylenchulus semipenetrans. Pseudomonas fluorescens produkuji Siroky okruh
sekundarnich metabolitd a hydrolytickych enzymi, které jsou pravdépodobné zdrojem

nematicidni aktivity (CHEN et al., 2004).
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KHAN et al. (1992) se také zminuje, ze princip pusobeni P. fluorescens a B.

subtilis je zalozen na produkci nematotoxickych metabolitd.

Jako bioagens je mozné pouzit grampozitivni bakterie Pausteria penetrans, které
omezuji mnozeni had’atek a moznost invaznich larev penetrovat do kotenti (JAFFEE et al.

1998).

Dle SAYRE a STARRA (1988) je Pasteuria penetrans bakteridlni parazit
cystotvornych had’atek, ktery vykazuje ohromny potencidl jako biokontrolni cinitel.
Pasteuria penetrans napadd 205 druht hlistic patfici do 96 rodi z51 zemi na 5

kontinentech a riznych ostrovech v Atlantiku, Pacifiku a Indickém oceéanu.

CHEN et al. (1996) uvadi, ze tfi druhy z rodu Penetrans jsou parazité rostlinnych
parazitickych hlistic. Pasteuria penetrans na Meloidogyne spp., Pasteuria thornei na
Pratylenchus spp. a Pasteuria mishizawae na cystotvornych had’atkach rodu Heterodera a

Globodera.

KOUBOVA (2008) uvadi, Ze rostliny mohou diky kolonizaci endofytickymi
nepatogennimi izolaty Fusarium oxysporum ziskat systémovou rezistenci vic¢i had’atkim.
Ta poskytuje v nékterych péstitelskych systémech biologickou alternativu ochrany

k syntetickym nematocidiim.

vvvvvv

had’atkiim, patii nematofagni houby, fadici se do entomopatogennich hub.

3.2.2. Nematofagni houby

Houby patfi mezi nejdéle znamé a nejCastéji determinované mikroorganizmy
asociované s hmyzem. Vztahy mezi houbami a hmyzem jsou velmi rozmanité. Ve Skale
vztahti ,,hmyz — houba“ lze naptiklad nalézt vztahy saprofytické, symbiotické,
mutualistické 1 parazitické. Zvlastni skupinu hub predstavuji druhy, které mohou vyvolavat
primdrni onemocnéni riznych vyvojovych stadii hmyzu (tzv. houby entomopatogenni).
V soucasné dobé¢ je zndmo vice nez 750 druht hub, které mohou pusobit jako obligatni

nebo fakultativni ptivodci onemocnéni mnoha druhtt hmyzu (LANDA, 1998).
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Prvni endoparazitickou houbu objevil Lohde v roce 1874, byl to druh
Harposporium anguillulae. O 14 let pozdéji bylo popsano lapéani hlistic jednim z
nejbéznéjSich druhii nematofagnich hub Arthrobotrys oligospora. Dnes je zndmo pies 100
druhti endoparazitickych hub, nejvice jich patii do celedi Zoopagaceae (patiici mezi pravé
plisn¢) a Moniliaceae (patiici mezi houby nedokonalé - Fungi imperfecti). Nékteré
endoparazitické houby jsou vodni a nejzndméjsi z nich je Zoophagus insidians, lapajici
vifniky. VétSina nematofagnich hub zije v ptidé€ a na rGznych organickych substratech, jako
je listova hrabanka, hnij, tlejici dievo a rizné rostlinné zbytky. Pfikladem muze byt pravé

zminéna houba Arthrobotrys oligospora (WWWS5).

Obecné plati, Ze schopnost lapani kofisti je u hub vyjimecna a v prib&hu vyvoje se
objevila vicekrat u riznych skupin hub. Mezi ptibuznymi druhy velmi ¢asto nachazime jak
houby lapajici kofist, tak druhy uplatiujici jiny zptasob vyzivy a jen malo hub lapajici

kofist je striktng obligatnich (BECVAR, 1999a).

Nematofagni druhy hub jsou pfirozeni neptatelé hlistic a vyvinuly velmi
sofistikované strategie, které zpusobuji bud’ nakazeni hlistic nebo jejich chyceni.
Nematofagni houby spadaji do dvou Sirokych skupin, a to do skupiny parazitujici hlistice
malymi sporami nebo zoosporami zpusobujicimi infekci, nebo do skupiny hub, které
hlistice chytaji a pouzivaji modifikované lapaci struktury. V pfirodé¢ nematofagni houby
pomahaji recyklovat uhlik, dusik a dalsi dalezité¢ elementy z Casto zna¢né biomasy hlistic

v pudé, kterou se zivi mikrobialni destruenti (GRAY, 1986).

Nematofagni houby jsou obligatorni parazité, kteti potiebuji hlistice k pieziti, jini
jsou fakultativni nebo oportunisticti parazité, kteti mohou ptezivat saprofyticky a jini maji
charakteristické rysy, které jsou stfedem mezi témito dvéma kategoriemi. Nematofagni
houby mohou byt rozd€leny na ty, které maji rozsahly hyfovy rist vn¢ jejich hostitelti jako
napf. hlisty chytajici houby a oportunisticti parazité vajicek had’atek, a na ty houby, které
jsou hlavné endoparazitické (PERRY & MOENS, 2006).

VSsichni prozatim zndmi zastupci, jejichz zplisob vyzivy je zaloZen na lapani kofisti,
patii do oddéleni Eumycota. Jednou vyraznou skupinu nalezneme ve tfidé Zygomycetes,
specidlné v fadu Zoopagales. Patii sem zejména obligatni predatofi, které miizeme nalézt

ve vlhké pude, kompostu, exkrementech zivoc¢ichli a ve vodé. Skupinou, ve které 1ze nalézt

12



zdaleka nejveétsi mnozstvi endoparazitickych hub (asi 100 druht), je podkmen

Deuteromycotina (BECVAR, 1999a).

Nematofagni houby jsou rozsifené hlavné v pudach bohatych na humus
s rozkladajicimi zbytky. Vyhovuje jim pomérné vysoka vlhkost, teplota v rozmezi 10-
30°C, pH neutralni nebo slabé alkalické, dostatené provzdu$néni a piitomnost had’atek

(saprofytickych nebo parazitickych) (VLK,1985).

3.3.1. Lapaci struktury nematofagnich hub

Pasti hub se vyznacuji velkou riznorodosti. Existuji napf. pasti, které jsou
fylogeneticky nestejného ptivodu, piestoze jejich morfologie a mechanismus chytani jsou
podobné (napt. lepkavé vybeézky u nékterych zdstupci skupin Ascomycotina,
Zygomycotina, Basidiomycotina). Na druhé stran¢ se setkavame s morfologicky i funkéné
zcela lisicimi se typy pasti, které jsou naopak fylogeneticky ptivodu ptibuzného (napft.

fixni, $krtici oka a sité u rodti Monacrosporium a Arthrobotrys) (BECVAR, 1999b).

BECVAR (1999a) dale uvadi, ze na vznik pasti piisobi celd fada faktorti jak
exogennich tak endogennich. Mezi endogenni lze zafadit dispozice urcit¢ého kmene
k tvorbé pasti a stadium v ontogenezi, tj. stafi mycelia. Exogenni regulace je mnohem vice
prozkouména — lze sem zatadit napf. nutriéni hodnotu substratu — za nedostatku lehce
vyuzitelnych zivin je indukce tvorby pasti vyssi. Déle sem patii produkce latek

potencionalni kofisti, jejichz ptitomnost v prostiedi indukuje tvorbu pasti.

ANONYM (2008) uvadi, ze nematofagni houby v ¢istych kulturach viibec netvofti

lapaci struktury.
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3.3.2. Typy lapacich struktur

Prisedly lepkavy uzlik (viz obr. 1) (,,sessile adhezive knob*) je mnohojaderné syncitium

obalené lepivou substanci. Méti 12-20 um (WWW3).

Neékdy tyto buiky maji tendenci k proliferaci a pak

ot : mohou tvofit kratké vétve, které se n€kdy ohybaji a mohou tvofit
oblouky. Tento typ pasti je velmi rozsifeny (b&ézny je napt. u rodu
u-l""-'_'_--"l-

muzeme najit i u nékterych druhli rodu Nematoctonus (nepohlavni

~g: Monacrosporium ze skupiny Deuteromycotina). Lepkavy knoflik

stadium rodu Hohenbuehelia, Tricholomataceae, Basidiomycotina),

obr.1 ktery ma nckteré drobné morfologické odliSnosti a jeho zéastupci jsou
vyrazné€ specifi¢ti - chytaji jen nékteré druhy nematodd. Funkéné podobny typ pasti je

stefanocysta (WWW4).

Stopkaty lepkavy uzlik (viz obr. 2) (,stalked adhezive knob*) je opét bunika, kryta

lepkavou  substanci, tentokrdt ovSem  vynesend  kratkym,

n¢kolikabunéénym vlaknem nad mycelium houby. Chytdna mohou
byt had’atka (n€kdy nepfilis selektivné), ale napt. i chvostoskoci -
knoflik je v tomto ptipadé nékolikandsobné zvétSeny a simuluje

spermatofory kofisti. Lepkavé stopkaté knofliky jsou typické pro

n¢které druhy rodt Dactylella a Monacrosporium (WWW4).

obr. 2

Postranni mycelialni vétve (viz obr. 3) (,,hyphal branches®, ,adhezive columns®) jsou

dalsi  nejjednodussi  morfologickou  chytaci strukturou

z nemodifikovanych lepicich hyf. Pfimé vétve vytvoiené z 1-3 bunck,
které se pravidelné spojuji, tvoifi jednoduché lepici obruce nebo
dvojrozmérné sité, které jsou vzhledem podobné uhackované tadce.

Cela vétev je pokryta tenkou vrstvou lepidla tak, ze hlistice mohou

byt chyceny, jestlize ptijdou do kontaktu s nékterou ¢asti vétve

obr.3 (GRAY, 1986).
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Casto vyristaji vedle sebe a maji tendenci k anastomézam. Vyskytuji se u &asti

rodu Monacrosporium (WWW4).

GRAY (1986) uvadi, Ze nejcastéjSim izolovanym druhem v mirnych ptidach, ktery

vytvaii lepici vétve je Dactylella cionopaga.

Fixni oka (viz obr.4) (,,non-constricting rings) Tento lapaci mechanismus se vyskytuje

jen u ctyt druhii nematofagnich hub, které chytaji hlistice. Fixni
oka jsou produkované piimymi bocnimi vétvemi vyristajici
z vegetativni hyfy. Vétev je z pocatku velmi §tihl4, ale pak zesiluje
a zakfivuje se a vytvaii tii az Ctyfbunécny prstenec. Hlistice jsou
chyceny pasivné vstoupenim do kruhu, ktery se zaklini kolem

jejich té€la (GRAY, 1986).

obr. 4

Na vnitiku prstenu byla pozorovana lepici vrstva, podobna lepicim sitim a lepicim

knoflikim (DOWSETT & REID, 1979).

Vyskytuji se pouze u n€kolika druhii napt. u Dactylella leptospora a vzdy spolu se
stopkatymi knofliky (nejsou totiz pfili§ efektivni a chybi jim adhezivni vrstva). Pomoci

téchto pasti jsou neselektivné chytani drobni hlisti (WWW4).

Stahujici oka (viz obr.5) (,,constricting rings*) jsou vytvofeny ze tfi obloukovitych bunck,

které tvoii prsten. Ten je spojen s hyfou kratkou stopkou. Hlistice
vstoupenim stimuluje vnitini povrch bunék, které se po kratké
dobé (2-3 s) stdhnou kolem kofisti, kterd je rychle pfidrzena

uvniti prstene (GRAY, 1986).

7

obr. 5 Tyto pasti jsou pomérné Casté a vyskytuji se pouze u obligatnich

predatorii (jsou zndmy u mnoha druht rodi Dactylella, Dactylaria, Arthrobotrys a

Monacrosporium. Kofisti téchto hub jsou opét predev§im hadatka, ale rovnéz
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mohou byt lapeni nejrazn€j$i dal§i drobni Zzivocichové (napt. nékteti viinici)

(www4).

Je to moznd nejvice agresivni a UspéSné chytaci zafizeni nalezené u celedi

Hyphomycetes, kde je zndmo 12 druhii produkujicich skrtici prsteny.

U nckolika druht bylo zaznamenano produkovani obrovskych nebo
makroskopickych prstenci na vyzivném agaru, ackoli divod pro to je nejasny.

Makroprstence byly vyvolané u druhii Dactylella brochopaga (GRAY, 1986).

INSELL a ZACHARIAH (1978) zjistili, ze tyto makroprstence jsou schopny

fungovat zcela normalné¢.

Sité (viz obr. 6) (,nets”) jsou tvofeny mnozstvim vzajemné propojenych obloukl a

smycek (www4).

Sité jsou obaleny lepivou substanci. O¢ka méti 20-59 pm. Maji

vysoky lapaci podil in vitro, diky jejich trojrozmérnému

uspotadani (WWW3).

Lepici sité jsou evolu¢nim vyvojem z lepicich vétvi a jsou tvoteny
pfimou postranni vétvi vyrastajici z hlavni hyfy, pokiivenim

dochazi ke spojeni s matetskou hyfou (GRAY, 1986).

obr.6 Vyskytuji se spiSe u fakultativnich predatorti (ktefi jsou schopni
rychlého rlstu i1 pfi Cisté saprotrofni vyziveé) jako doplikovy zdroj dusikatych latek.
Nejcastéjsi koftisti jsou had’atka, ale chyceno miize byt Siroké spektrum organismi, protoze
sitovi predatofi nejsou piilis selektivni. Sit€ jsou béznym lapacim zafizenim u nékterych

druhii roda Arthrobotrys, Monacrosporium, Geniculifera, a Dactylella (WWW4).
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Nespecifické vybézky (viz obr.7) (,,protuberances®) a hyty s polstaii adhezivni latky jsou

morfologicky v podstat¢ neodliSitelné pasti od normalnich hyf

predatora. V literatufe je zminovan tento ¢i podobné typy pasti i u

iy dalsich hub se schopnosti predace. Ze skupiny Deuteromycotina lze
napt. uvést rody Haptocara, Triposporina, Pedilospora a Tridentaria,

/ /\;\ které pouzivaji k lapani koftisti (nejCastéji améb nebo had’atek) bud’

nespecifickych adhezivnich vybézki nebo polokulovitych bunék s

lepkavou vrstvou (WWW4).

obr.7

Stefanocysty (viz. obr.8) jsou jedine¢né reprodukéni struktury, ziejmé druhy konidii nebo

spor, piritomné u Basidiomycetes urodi Hyphoderma. Typicka
stephanocysta sestdvd z poharu, zékladni bunky a termindlni

kulovité bunky (CHEN et al., 2004).
~

obr.8 V ekvatoridlni ¢asti stefanocysty je prstenec vyristkd, které
jsou kryty adhezivni vrstvou. Mechanismus chytani je v podstaté stejny jako u lepkavych

ptisedlych knoflikit (WWW 4).

LIOU a TZEAN (1992) zpozorovali, ze stephanocysty také funguji jako lapaci
zafizeni hlistic. Dvoubunécéné stephanocysty jsou lepivé a mohou se pripojit k hlistici,
zatimco jsou piipojené nebo odd€lené od hyfy nebo jsou na kratkych stopkach. IThned se
zmocni hlistice, vytvoii infek¢ni Cep a poté kotist zkonzumuje.

Toxické hyfy (viz. obr. 9). S timto fenoménem se mizeme setkat pouze u né¢kolika druhti

rodu Hyphoderma. Potravou této houby se stavaji pouze mykofagni

7 had’atka, ktera vyhledavaji hyfy hub, napichuji svymi stilety jejich
/j‘f bunécné stény a vysavaji obsah. Bunécny obsah je toxicky a po

pohlceni je kofist ihned znehybnéna. Ochromenou kofist poté
/W obriistaji hyfy houby a na vice mistech ji penetruji (BECVAR,
1999Db).
obr.9
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3.4. Popis jednotlivych druhi nematofagnich hub
3.4.1. Paecilomyces fumosoroseum

Rie: Fungi
Oddéléni: Eumycota
Pomocné odd¢€léni: Deuteromycotina
Pomocna tiida: Hyphomycetes
Rad: Moniliales
Rod: Paecilomyces

P.  fumosoroseus (Wize) A.H.SBr. & G. Sm., nilezi do vléknitych
entomopatogennich hub (Deuteromycotina: Hyphomycetes). Rod Paecilomyces (P.
fumosoroseus, P. farinosus, P. lilacinus, P.variotii) reprezentuje Siroce polyfagni
entomofagni, akarifagni a nematofdgni druhy hub, které iniciuji infekce na zdstupcich
z mnoha fadt hmyzu (Orthoptera, Thysanoptera, Coleoptera, Homoptera, Lepidoptera,
Diptera), fytofagnich roztoCich (napt. sviluskoviti — Tetranychidae) a nékterych druzich

had’atek (napft. cystotvornd had’atka z rodtt Globodera, Heterodera) (WWW5).

Hlavni determinacni znaky druhu jsou detekovany na morfologickych strukturach
sporulujicich kultur. V koloniich P. fumosoroseus se na vzdusném myceliu nejdiive
vytvareji konidiofory, které jsou na hyfach umistény pieslenovitym zpiisobem. Na koncich
konidioforti se nésledné¢ formuji konidiogenni phialidy (3-6 phialid / 1 konidiofor), na
kterych se vytvareji ovalné konidie. Konidie se na koncich phialid oddé€luji postupné,
nejmladsi konidie je vzdy v kontaktu s phialidou a odtlacuje starsi konidie dal do tvoticiho
se fetizku. V jednom fetizku konidii pfichyceném na konidiogenni phialidé miize byt
ptitomno i vice nez 50 konidii. P. fumosoroseus mize mit jest¢ dalsi morfologické stadium

(blastospory), které vznikaji pti riistu v submerzni kultufe (tekuta zivna pada) (WWW2).

Povrch kultur P. fumosoroseum, a zvlasté pak povrch jednotlivych konidii je silné
hydrofobni. Po pieliti povrchu kolonie P. fumosoroseum vodou, plavou uvolnéné konidie

(zpravidla stale udrzujici formu kompaktnich fetizkll) po povrchu vody, kde tvofi prasnou,
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nesmacenlivou vrstvu a jsou snadno rozpraseny i pti malém pohybu vzduchu (OSBORNE

& LANDA, 1992).

Spory jsou Casto prosttedkem pro rozptylovani a pfenos entomopatogennich hub,
musi se dostat do kontaktu s hlistem, na kterém vykli¢i a potom pronikne pokozkou

(JAMES, 2001).

3.4.2. Hirsutella rossiliensis
fiSe Fungi
oddéleni: Ascomycota
ttida: Sordariomycetes »
tad: Hypocreales
celed’: Clavicipitaceae
rod: Hirsutella
druh: Hirsutella rhossiliensis
Hirsutella rhossiliensis byla poprvé popsana v roce 1980 podle vzorku sebraném ve

Walesu v roce 1953 (CHEN et al., 2004).

STURHAN a SCHNEIDER (1980) vyizolovali tuto houbu z cyst chmelovych
hlistic Heterodera humuli a pojmenovali ji jako Hirsutella humuli (syn. Hirsutella

rhossiliensis).

Houba ma Siroky okruh hostitelti véetné rostlinnych parazitickych hlistic, volné

zijicich hlistic a roztoc¢i, ackoli rizné druhy izolatlh maji rozmanité hostitelské preference

(CHEN et al., 2004).

H. rhossiliensis se ptirozené vyskytuje v zemédélskych ptudach. Parazituje rizné
druhy fytoparazitickych had’atek. Lepivé mucilagenni konidie H. rhossiliensis se ptichyti
na kutikulu had’atek. Béhem dvanacti hodin se vytvofti kli¢ni hyfa, ktera penetruje kutikulu
had’atka. V hostiteli se vytvari infekéni bulbus, zn€hoz vyrtstaji asimilaéni hyfy a
proristaji t€lem had’atka. S postupnym riistem mycelia hostitel hyne. Nové vytvofené hyfy
vyrlstaji z téla had’atka a vytvareji vzdusné mycelium s fialidami, na nichz se tvofi nové

spory. Jak ve sklenicich, tak i na poli mize H. rhossiliensis zpisobovat vysokou mortalitu
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fytoparazitickych had’atek. Vysoka hustota populace had’atek podporuje vyskyt této houby
v piidé (KOUBOVA, 2009).

V ptipadé¢ H. rhossiliensis se jednd o nadéjny antagonisticky organismus, jehoz

integrace do souCasnych strategii ochrany rostlin by mohla byt pomérné snadna (WWW?7).

3.4.3. Verticillium chlamydosporium

syn. Pochonia chlamydosporia, syn. Diheterospora chlamydosporia

fiSe Fungi
oddéleni: Ascomycota
tiida Sordariomycetes
tad Hypocreales
rod Verticillium Ness
druh: Verticillium chlamydosporum Goddard 1913

Verticillium chlamydosporium byla uvedena jako ptidni houba od roku 1913 a je

celosvétove rozsirena (CHEN et al., 2004).

WILLCOX & TRIBE (1974) objevili jeji patogenitu na vajickach hadatek, byla

také nalézana na riznych had’atkach hlavné druhy z rodu Heterodera a Meloidogyne.

GAMS (1988) roziadil houbu do dvou druhti a dvou variet: Verticillium
chlamydosporium Goddard var. chlamydosporium, Verticillium chlamydosporium var.
catenulatum, Verticillium suchlasporium var. suchlasporium a Verticillium suchlasporium

var. catenatum.

Nematofagni izolaty houby se rozrlstaji na vajecnych shlucich, které vytvotily
patogenni hlistice na kofenech citlivych rostlin, kde vytvareji robustni chlamydospory. Jak
houba napadéd vaje¢né shluky, vajicka jsou zni¢end a zivotni cyklus hlistic je naruSeny.
Zvyseny pocet houbovitych propaguli byl zaznamenan v pidach, které jsou supresivni

k obilnym hlisticim (KERRY & CRUMP, 1998).
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Rzné houbové izolaty jsou znamé kolisdnim Gc¢innosti jejich biologické ochrany a
jak rostlinni hostitel¢, tak hostitelé ze zastupcti hlistic, jsou soucasti této interakce

(BOURNE et al., 1994).

3.4.4. Dactylaria candida (Nees) Saccardo1886
syn. Dactylium candidum Nees1817

syn. Dactylella candida (Nees) De Hoog et V. Oorschot 1985
syn. Arthrobotrys candida (Nees) Schenk, Kendrick & Pramer

oddéleni: Eumycota

tiida: Deuteromycetes (Fungi imperfecti)

tad: Moniliales (Hyphomycetes)
celed: Moniliaceae
podceled’: Hyalophragmiae
rod: Dactylaria Seccardo 1880
druh: candida (Nees) Saccardo 1886

Mycelialni rastova rychlost a hustota D. candidy je srovnatelnd s Arthrobotrys
dactyloides, ale jeji mycelium je znatelné jemné&jsi. Konidiofory D. candidy nesou na svém
vrcholu 3 skupiny 5-7 mnohobunéénych vietenovitych spor, jejichZ centralni buiika je veétsi

nez ta na spodu i na vrchu.

D. candida vyviji dva druhy pasti: 15-23 pm velké fixni prstence na 10-35 um
dlouhych stopkéch a 4-7 um dlouhé, 3,8-6 um Siroké lepivé uzliky na 4-15 pm dlouhych
stopkach (DRECHSLER, 1937).

3.4.5. Dactylella lysipaga Drechsler 1937
fiSe: Fungi
podrise: Dikarya

kmen: Ascomycota
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podkmen: Pezizomycotina
tfida: Ascomycetes
rad: Orbiliales
celed’: Orbiliaceae
rod: Dactylella
druh: Dactylella lysipaga Drechsler 1937

Konidiofory jsou velké, Sstihlé, jednoduché, pruhledné, nckolika- bunécné,
elipsoidni, fusoid valeckovity, neseny po jednom na vrcholu nebo ve volném shluku na

vystupujicich zubovitych vyristcich. Parazituje na saprofitickych nebo parazitickych

had’atkach (BARNETT & HUNTER, 1999).

3.4.6. Arthrobotrys brochopaga (Drechsler) S. Schenck, W.B. Kendr. &
Pramer 1977
fiSe: Fungi
kmen: Ascomycota
tiida: Ascomycetes
rad: Orbiliales
celed: Onychiuroidea
rod: Arthrobotrys

druh: Arthrobotrys brochopaga (Drechsler) S. Schenck, W.B. Kendr.
& Pramer 1977

3.4.7. Arthrobotrys dactyloides Drechsler 1937
tiSe: Fungi
kmen: Ascomycota

tfida: Ascomycetes
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rad: Orbiliales
celed’: Hypogastruroidea
rod: Arthrobotrys

druh: Arthrobotrys dactyloides Drechsler 1937

A. dactyloides vykazuje vyznamné pomalejsi a husty hyfovy rast nez vétSina druhil

vytvarejici sité, jako napt. A. superba a A. oligospora.

Na vrcholu vzptimeného nerozvétveného 200-400 um velkého konidioforu nese
skupinu 4-10 dvoubunécnych, podlouhlych, elipsoidnich, mirn¢ zaktivenych 35-45 pum

dlouhych a 6-10 um Sirokych spor na 5 um dlouhych sterigmatech (DRECHSLER,1937).

Starsi kultury vyvijeji samostatné zluté, kulovité¢ az 15 um velké chlamydospory

(HAARD, 1968).
3.4.8. Arthrobotrys oligospora Fresen. 1850

fiSe: Fungi
kmen: Ascomycota
ttida: Ascomycetes
tad: Orbiliales
celed’: Hypogastruroidea
rod: Arthrobotrys
druh: Arthrobotrys oligospora Fresen. 1850

Arthrobotrys oligospora je nejCastéjs$i, nejvice rozsifeny a doposud nejlépe
zkoumany druh nematofagnich hub. VSudypfitomnd houba byla izolovana z mnoha

ruznych substratii, z komposti, hnijiciho dfeva a zvitecich vykali.

Pokud jde o jeji ristové chovani a tvar jejich lepicich trojrozmérnych siti, je

podobny A. superba (DRECHSLER, 1937).
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Konidiofory jsou dlouhé, s§tihlé, jednoduché, prehradkované, prihledné, mirné

zvétsené ve Spiccee 1 sporulujici oblasti (BARNETT & HUNTER, 1999).

Vzpiimené konidiofory podpiraji 20-30 skupin 5-20 dvoubunéénych 16-30 pum
dlouhych a 8-16 pum Sirokych spor zietelné vroubkovanych ulozenych v kaliSku, jejichz

distalni butika je asi dvakrat tak velka jak proximalni buitka (HAARD, 1968).
3.4.9. Monacrosporium phymathophagum
tiSe:Fungi
odd¢leni: Ascomycota
ttida: Orbiliomycetes
tad:Orbiliales
celed: Orbiliaceae
rod: Monacrosporium Oudem. 1885
druh: Monacrosporium phymatophagum

Konidiofory jsou velké, obvykle jednoduché, prithledné, stihlé, pevné. Spory jsou
jednotlivé v okoli hrotu, prthledné, néckolika-bunééné obvykle fusoid s jednou vétsi
bunkou (blizko stfedu). Je saprofyticka v ptidé nebo na dievé nebo parazituje na had’atkach

(BARNETT & HUNTER, 1999).

Monacrosporium ellipsosporum (Deuteromycotina) ma lapaci struktury pokryty
mucin-specifickym  hemaglutininem s  afinitou k  nékterym  ZivociSnym

mukopolysacharidim (WWW4).
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4. Metodika

4.1. Odbér vzorku
Odbér vzork byl proveden na 12 ruznych lokalitich. Vzorky byly odebirany
v mnozstvi 150 g do plastikovych sackit pomoci lopatky. Poté byly fadné oznaeny a

vloZeny do ptepravky.

tab. 1: Mista odbéru vzorku

misto odbéru vzorku typ pudy oznaceni vzorku
Hoftatev jaro kompost HI1
Hotatev podzim kompost HP2
Chrastany 1 orna puda CH3
Chrastany 2 orna puda CH4
Sadska A lesni piida SAS
Sadska B lesni pida SB6
Sadska C lesni piida SC7
Dolinek ml. orna puda DMS
Dolinek st. ornd puda DS9
Sklenik kompost SK10
Chynice 1 orna pida CHI11
Chynice 2 orna pida CHI12

4.2. Izolace hub z pudnich vzorku
Z pudnich vzorkt byly houby izolovany pievedenim ptidy do roztoku a naslednou

aplikaci na agarovou plotnu.

Nejdiive bylo navazeno od kazdého vzorku 10 g a k tomuto mnozstvi bylo pfidano

50 ml destilované vody. Oba komponenty byly smichany v Erlenmayerovych baiikach.
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Erlenmayerovy baiky byly umistény na tfepacku Ika vibrax OS 10 Basic a po 20
minutach tfepani pii rychlosti 150 rpm se vzorky nechaly 10 minut sedimentovat. Poté
probéhla aplikace na agarovou plotnu. Aplikace probehla ve flow boxu, kde byly vSechny
pomucky fadné vydesinfikovany 70 % etanolem. A to tak, Ze byly ponotfeny do etanolu a

poté nahtaty nad kahanem.

Pro optimalni rtst byl proveden pokus s n€kolika typy agarovych ploten. Jako
materidl pro vyrobu agarovych ploten byl pouzit potato dextrose agar, rose bengal agar a

oat meal agar.

4.2.1. Redéni

Vzorky byly zfedény v posloupné fadé od 10" do 107", Ze vzorki pievedenych do
roztoku byl pipetou odebran 1 ml a pridan do 10 ml destilované vody. Tak vzniklo fedéni

107!, vie bylo n&kolikrat opakovéano az do fedéni 107'°.

4.2.2. Roztéry na misku

Pidni roztoky jednotlivych vzorkli byly aplikovany na agarovou plotnu pipetou
v mnozstvi 1000 pl a poté rozetfeny hokejkou, kterd byla pfed kazdym roztérem

desinfikovana v 70 % etanolu a zahiata nad plamenem.

Kazdy vzorek byl aplikovan na pét agarovych ploten, které byly popsany,

zafixovany parafilmem a ulozeny do termostatu pii nastavené teploté 25 °C.

4.2.3. Priprava agaru

Rose bengal agar:

slozeni: g/l
dextrosa 10
dihydrogenfosfore¢nan draselny 1
sojovy pepton 5
bengalska Cervenl 0,05
siran hofecCnaty 0,5
agar 15
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Bylo navazeno 17,5 g agaru a smichdno v Erlenmayerové bance s 500 ml
destilované vody, poté byla banka uzaviena a pii zahfivani ve vodni 1dzni doslo k plnému
rozpusténi agaru v destilované vodé€. Po rozpusSténi probéhla sterilizace v tlakovém hrnci

pti teploté 121°C po dobu 15 minut.

Potato dextrose agar:

SloZeni: g/l
Bramborova infuse 200
Dextrosa 20
Agar 15

Na ptipravu 500 ml sterilniho média bylo navazeno 19,5 g potato dextrose agaru,
ktery byl rozpustén v Erlenmayerové bance v 500 ml destilované vody. Po zahtivani az do
uplného rozpusténi, probéhla sterilizace v tlakovém hrnci pii teploté 121 °C po dobu 15

minut.

Konecéné pH sterilniho média bylo 5,6.

Oat meal agar:

Slozeni: g/l
Ovesna mouka 60
Agar 12,5

Na pfipravu 500 ml sterilniho média bylo navazeno 36,25 g oat meal agaru a
v Erlenmayerové baiice rozpusténo v 500 ml destilované vody. Sterilizace probéhla

v tlakovém hrnci pii teploté 121 °C po dobu 20 minut.

Konec¢né pH sterilniho média bylo 7,2.

4.2.4. Priprava monosporickych izolata
Aby bylo docileno monokultury bylo provedeno pieockovani jednotlivych kolonii

hub na dalsi agarové plotny se Sirokospektralnim antibiotikem tetracyklinem.

Pfeockovani bylo provadéno nékolikrat, az do té doby, dokud nevznikla

monokultura houby.
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4.2.5. Vzorek Horatev jaro

Jelikoz byla zjisténa podobnost izolatu z pudniho roztoku ze vzorku Hotétev jaro se
vzorkem nematofagni houby Arthrobotrys oligospora, byl vzorek n¢kolikrat pieockovan,
az do vzniku monosporové kultury, a nasledné odnesen na katedru botaniky

ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy RNDr. Alen¢ Kubatové, kterd vzorek urcila.
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4.3. Pochonia chlamydosporia - pouZiti jako modelového
organismu pro optimalizaci metod
P. chlamydosporia byla napéstovana na rose bengal agaru, potato dextose agaru a

v tekutém médiu.

tekuté médium:

Na 500 ml destilované vody bylo navazeno:
5 g dextrosy

0,5 g dihydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho
0,25 g siranu hotfecnatého

2,5 g sojového peptonu

0,025 g bengalské cervené

Vafit 15 minut ve 121 °C v tlakovém hrnci.

Celkové mnozstvi 500 ml tekutého média bylo rozlito po 50 ml do kazdé
Erlenmayerovy barky.

Do jednotlivych banék bylo pfidano po vychladnuti na 45 °C pipetou 100 pl
tetracyklinu, ktery byl rozpustén v mnozstvi 0,1 g na 500 ml v dd H,O.

Poté byl piidan vzorek mycelia P. chlamydosporia, Erlenmayerovy banky byly

uzavieny a vloZeny na tfepacku Ika vibrax OS 10 Basic do termostatu pfi teploté 21 °C.

4.3.1. Naockovani sterilniho substratu

Pro naockovéani bylo pouzito 2 g sporulujiciho mycelia Pochonia chlamydosporia a

50 g sterilniho substratu.

Sporulujici mycelium bylo pfevedeno do vodného roztoku v mnozstvi 2 g mycelia
Pochonia chlamydosporia. na 100 ml destilované vody. Roztok byl poté vmichan do

sterilniho substratu.

Erlenmayerova banka snaoCkovanym sterilnim substritem byla vlozena na

ttepacku Ika vibrax OS 10 Basic po dobu 20 minut pfi rychlosti 150 rpm .
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Naockovany sterilni substrat byl poté aplikovan pipetou v mnozstvi 1000 pl na
agarovou plotnu, kterd obsahovala rose bengal agar s pfidavkem Sirokospektralniho
antibiotika tetracyklinu. Po rozetfeni na agarovou plotnu byly Petriho misky o priméru 8

cm zafixovany parafilmem a vloZeny do termostatu pfi teploté 21 °C.

Po 5 dnech probéhlo vyhodnoceni vysledki.

4.4. Izolaty nematofagnich hub

Jako modelové organismy pro potifebu urcovani nematofagnich hub byly pouzity
monosporické izolaty hub zbanky Centraalbureau voor Schimmelcultures se sidlem
v Utrechtu v Holandsku. V tabulce 2 je uveden ptehled monosporickych izolati, které byly

zakoupeny.

Izolaty byly naockovany na Petriho misky s potato dextrose agarem, rose bengal
agarem a oat meal agarem, ktery obsahoval Sirokospektralni antibiotikum tetracyklin
v mnozstvi 0,1 g na 500 ml agaru. Byly pouzity misky o priméru 8 cm. Reinokulace byla

provedena 1x za 3 tydny.

tab.2: Piehled monosporickych izolatti nematofagnich hub

Monosporické izolaty Oznaceni vzorku
Arthrobotrys oligospora AROI1
Arthrobotrys dactyloides ARD2
Arthrobotrys brochopaga ARB3

Dactyllaria candida DAC4

Dactylella lysiphaga DAL5S

Dactyllaria oviparasitica DAO6
Monacrosporium phymatophagum MOP7
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4.4.1. Optimalizace zivnych latek ve sterilnich médiich

Pro zjisténi reakce houbovych izolati na nedostatek Zivin ve sterilnim médiu byla

provedena optimalizace Zivnych latek.

U sterilnich médii byl zménén pomér procentudlniho zastoupeni jednotlivych

zivnych latek, a to na 100 %, 75 %, 50 % a 25 %.

Do agaru, kterého bylo navazeno 3,75 g, byly postupné piidavany jednotlivé zivné

latky. Pomér mnozstvi je udan v tab. 3. Poté byl agar se Zivnymi latkami rozpustén v 250

ml destilované vody.

tab.3: Mnozstvi obsahovych latek ve sterilnim médiu, pfi rizném fedéni, rozpusténo v

250 ml destilované vody
obsahové latky/fedéni 100 % 75 % 50 % 25 %
agar 3,75 3,75 3,75 3,75
sojovy pepton 1,25 0,9375 0,625 0,3125
dextrosa 2,5 1,875 1,25 0,625
dihydrogenfosfore¢nan 0.25 0.1875 0.125 0.0625
draselny
siran hotecnaty 0,125 0,09375 0,06125 0,03125
bengalska Cerven 0,0125 0,009375 0,006125 0,003125

Po rozpusténi byla provedena sterilizace v tlakovém hrnci po dobu 20 minut.

Nasledné byl agar rozlit ve flowboxu do Petriho misek o priméru 6 cm. VSechny misky

byly fadné€ oznaceny a zafixovany parafilmem. Poté byly misky vlozeny do termostatu pfi

teploté 21°C, do doby neZ probéhla aplikace nematofagnich hub.

Inokulace nematofagnich hub prob¢hla ve flow boxu, kde byl vzorek mycelia

prenesen na jednotlivé agarové plotny vysterilizovanou jehlou. K sterilizaci byl pouzit
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70 % etanol a plamen.

Po tfech dnech probéhlo vyhodnoceni.

4.5. Vyuziti had'atek pro detekci lapacich organu
Pro zjistovani zda nematofagni houby tvoii v laboratornich podminkach lapaci

organy byly pouzity had’atka druhu Ditylenchus dipsaci a Caenorhabditis elegans.

4.5.1. Extrakce had'atek
Nejdiive byla provedena izolace hadatek. Materidl, z kterého byly hadatka

izolovana, byl ¢esnek napadeny had’atky. Cesnekové strouzky byly nakrajeny nadrobno
kuchyiiskym nozem a nasledné bylo provedeno vyplavovani. Pro vyplavovani hadatek
byla pouzita modifikovand nalevkova metoda dle Baermanna (viz.obr. 42). Bylo pouZzito

suchého materidlu, a proto vyplavovani trvalo 4 hodiny.

Vysledny extrakt byl odlit na hodinové sklicko a pod stereomikroskopem Olympus
SZ61 byla hadatka mikropipetou odpipetovana do malého mnoZzstvi destilované vody

v mikrozkumavce.

4.5.2. Sterilizace had’atek
Mikrozkumavky z had’atky byly vlozeny do centrifugy a centrifugovany pii 6000 x

g 4 minuty. Mikropipetou byla odebrana vrchni vrstva destilované vody z mikrozkumavky

a nasledn¢ byla pfipipetovana nova destilovana voda. Vse bylo opakovéano jesté 1x.

Dalsi krok byl proveden v laminarnim flow boxu, kde byly veskeré pomicky

vydesinfikovany 70 % etanolem.

Spi¢ka k pipeté o objemu 10 ml byla na izkém konci utdsnéna parafilmem, ktery
byl v n¢kolika vrstvach. Poté byla naplnéna 9 ml sterilniho média. Sterilnim médiem bylo
6,3 g agaru rozpuSténém v 500 ml destilované vody a sterilizované po dobu 20 minut
v autoklavu. Pfi nalévani musi mit médium niz§i teplotu, aby nedoslo k roztaveni

parafilmu.

Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml bylo napipetovan 1 ml destilované vody.
Z uzkého konce Spicky, po ztuhnuti agaru, byl odstranén parafilm a Spicka byla sefiznuta

tak, aby se po vnoteni Spicky do mikrozkumavky nedotykala dna.
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Spoj mikrozkumavky se Spickou byl utésnén nékolika vrstvami parafilmu. Do
vrchni ¢asti Spicky byla napipetovana suspenze had’atek a destilované vody. Suspenze

musi byt napipetovana pfimo do agaru. Poté bylo vSe ponechano dva dny pfi teploté 17 °C.

Po dvou dnech byla odejmuta Spi¢ka od mikrozkumavky a mikrozkumavka byla
uzaviena. Mikrozkumavka byla vlozena do centrifugy a zpusténa pfi rychlosti 6 000 x g po

dobu 4 minut. Nasledné byla pipetou odsata prebyte¢na destilovana voda.

4.5.3. Aplikace had’atek na agarové plotny

Had’4tka byla aplikovdna na agarové plotny, na kterych byly piedpéstovany
monosporové izolaty nematofagnich hub. Pro aplikace byla vyuzita mikropipeta, kterou
byla aplikovéana suspenze had’atek o objemu 500 pl. Poté byly agarové plotny zafixovany a

ponechany v termostatu o teploté 21 °C. Po tiech dnech prob&hlo vyhodnoceni.

4.6. Urcovani nematofagnich hub

Zjistovani nematofagnich hub bylo provedeno pomoci svételného inverzniho

mikroskopu (Olympus BX41), pti béZném zvétSeni 600x.

K determinaci jednotlivych druhi nematofagnich hub bylo pouzito klice, ktery
sestavili WANG a MC SORLEY (2003).

Kli¢ k uréovani nematofagnich hub

1. endoparaztické houby (podhoubi v zivotnim cyklu pfevazné uvnitt had’atka)............ 2

1. predatorni houby (podhoubi v Zivotnim cyklu ptevazné vné had’atka)............ ........13

2.asimila¢ni hyfy uvnitf hostitele jsou preménény v infekéni hyfy, které vyrastaji z
hostitele, produkujici lepici buniky nebo ingestivii SPOTY ........cccveveieerieeiieenieniienna e 3

2.vegetativni hyfy uvniti hostitele jsou pfeménény do sporangii produkujici zoospory nebo

produkujici spory, zygoSpory N€bo aZyZOSPOTY ....vvevnriinrreenreenrinireenieeeieeesinenee a9
endoparazitické houby s lepivymi buiikami nebo ingestivnimi vytrusy

3. hyfy nepiehrddkovane .............coooiiiiiiiiiiiic e 4

3. hyfy prehradkovan. ... ..o e 4

4. hyfy s€ SVOrKOVYM SPOJENTIM. ...ouuiiiii ittt ettt e e e e e e e eeeee e D

4. hyfy bez svorkoveho Spojeni..........o.ceviiiiiiiniiii e e el

a. Nematoctonus
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5. hyfy nesouci lepivé bunky (uzliky)

a. Nematoctonus robustus Jones

b. N. concurrens Drechs.

c. N. haptocladus Drechs.

d. N. campylosporus Drechs.
5. hyfy nenesou lepici bunky, ale vyrabéji lepivé uzliky na konidiich ......................
6. produkujici chlamydospory .

a. Nematoctonus pachysporus Drechs
b. N. tylosporus Drechs.
6. neprodukujici chlamydospory
a. Nematoctonus leiosporus Drechs.
b. N. leptosporus Drechs.

7. spory vyrustajici na strigmatech, zadné phialidy

a. Drechmeria coniospora (Drechs.) Gams & Jansson
7. spory vyrustajici na phialid€..............o 08
8. lepici spory

a. Hirsutella rhossiliensis Minter & Brandy

b. H. minnesotensis Chen, Liu, Chen
8.vlaknité spory

a. Harposporium helicoides Drechs.

b. H. oxycoracum Drechs.

c. H. subuliforme Drechs.
8. obloukové spory

a. H. anguillulae Lohde (Karling)

b. H. liliputanum Dixon

c. H. crassum Shepard
8. spory ptfimé nebo mirné zakiivené

a. H. baculiforme Drechs.

b. H. sicyodes Drechs.
8. spory tvaru hrachového lusku, ostnaté v jednom nebo obou koncich

a. H. bysmatosporum Drechs.

b. H. diceraeum Drechs.
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9. vegetativni hyfy uvnitf hostitele vyvinuté v konidiofory vychdzejici z hostitele,
produkujici spory
a. Meristacrum asterospermum Drechs.

endoparazité produkujici spory

9. vegetativni hyfy uvnitt hostitele transformované do sporangii produkujici vytrusy....10
10 Sporangium (zoosporangium) produkujici pohyblivé zoospory..........ccccceveeeeenn 11
10. Sporagium produkujici nepohyblive SpOTY.......cceevviciiiriiiiiiieciiee e 12
11. Zoospory nebicikaté, zadné zygospory, Zzadné dormantni spory
a. Catenaria anguillulae Sorokin
b. Rhizophydium sp.
11. Zoospory se dvéma biciky, tvorba zygospor, produkce dormantnch spor
a. Lagenidium caudatum Barron
b. Myzocytium vermicola (Zopf) Fischer
c. M. glutinosporum Barron
d. M. humicola Barron & Percy
e. Nematophthora gynophila Kerry & Crump
12. spory kulaté nebo mnohosténné s lalokovitymi ptivésky.
a. Haptoglossa heterospora Drechs.
12. kyjovité vytrusy
a. Protascus subuliformis Dangeard

houby lapajici had’atka

13. morfologicky nemodifikované hyfy..............oo 14
13. morfologicky upravené hyfy tvofici lapaci struktury.............coovevenencnncnenn . 17
14. hyfy neptehradkované se zlutymi lepivymi substancemi....................ccceeeeeeen 15
14. hyfy piehrddKovane. ..........cccooo oo e 16

lepivé mycelium

15. produkce spor na jednoduchych konidioforech
a. Stylopage hadra Drechs.
b. S. leiohypha Drechs.
c. S. grandis Drechs.

15. absence spor, tvorba chlamydospor
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a. tvorba postrannich chlamydospor: Cystopage lateralis Drechs.

b. tvorba vsunutych chlamydospor: C. intercalaris Drechs.

c. chlamydospory na zaktivenych hyfach nebo vsunuté chlamydospory: C. cladospora
Drechs.
16. rozdvojené spory

a. Triposporina aphanopaga Drechs.
16. rozvétvena spora tficipa

a. T.ridentaria implicans Drechs.
17.hyfy nepiehradkované, postranni vétve nesou Spatné rozlisitelné lepivé uzliky

a. Acaulopage pectospora Drechs.
17. hyty prehrddkované.......... .. ..o e L8
18. hyfy tvofici lepivé vétve, nékdy formované do jednoduchych 2-rozmérnych siti,

konidiofory jednoduché, jednotlivé terminalni konidie

lepivé vétve
a. Monacrosporium cionopagum (Drechs) Subram [Dactylella cionapaga Drechs]

Synonym: M. gephyropagum (Drechs) Subram. [Dactylella gephyropaga

Drechs.]
18. hyfy tvofici na stopkach nebo beze stopek lepivé uzliky...............ccoevvieeiieeeennn 19
18. hyfy tvofici na stopkdch fixni oka, né€kdy doprovazené stopkatymi lepivymi
UZIT Ky e e 21
18. hyfy tvorici stopkata stahujici $€ OKa..........vvviniiiniiiiii it e 22
18. hyfy propojené 2 nebo 3- rozmérnymi lepivymi sitémi.................ocevvieviiieniiinennn. 23

19. konidiofory rozvétvené
a. Arthrobotrys haptospora (Drechs.) Schenck, Kendr & Pramer [Dactylaria

haptospora Drechs.|

b. Monacrosporium haptotylum (Drechs.) Liu & Zhang [D. haptotyla Drechs.]

Synonym: M. candidum (Nees.) Liu & Zhang; D. sclerohypha Drechs

c. M. asthenopagum (Drechs.) Rubner [Dactylella asthenopaga Drechs.]
19. konidiofory jednoduch@.......... ... 20
20. lepivé uzliky beze stopky
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a. Monacrosporium phymatopagum (Drechs.) Subram. [Dactylella phymatopaga
Drechs.]
20. lepivé uzliky beze stopky nebo kratkd stopka, Casto tvorici kratké fetezce lepivych
uzlika

a. M. parvicolle (Drechs.) Cooke & Dickinson [Dactylella parvicollis Drechs.]

b. M. lobatum (Dudd.) Rubner [Dactylella lobata Dudd.]

c. M. robustum (McCulloch)
20. lepivé uzliky vzdy na stopce

a. M. ellipsosporum (Preuss) Cooke & Dickinson [Dactylella ellipsospora (Preuss)
Grove]

b. M. mammillatum (Dixon) Cooke & Dickinson [D. mammillata Dixon]

fixni oka

21. lepivé uzliky se nevyskytuji

a. Monacrosporium leptosporum (Drechs.) Rubner [Dactylella leptospora Drechs. ]
21. lepivé uzliky se vyskytuji, konidofory jednoduché

a. Monacrosporium lysipagum (Drechs.) Subram. [Dactylella lysipaga Drechs.]
21. lepivé uzliky se vyskytuji, konidiofory rozvétvené.

a. Monacrosporium candidum (Nees) Liu & Zhang [Dactylaria candida (Nees) Sacc.
Drechs.]

Synonym: M. haptotylum (Drechs) Liu & Zhang

stahujici se oka

22. spory vyrustajici v termindlnim shluku na konidioforech.

a. Arthrobotrys anchonia Drechs.

b. 4. dactyloides Drechs.

c. A. brochopaga (Drechs.) Schenck, Kendrick & Pramer [Dactylella brochopaga
Drechs.]

d. A. gracilis (Dudd.) Schenck, Kendrick, & Pramer [Dactylaria gracilis Dudd]
22. konide vyrustajici po jednom na jednoduchych konidioforech.

a. Monacrosporium polybrochum (Drechs.) Subram. [Trichothecium polybrochum
Drechs.]

b. Monacrosporium acrochaetum (Drechs.) Cooke [Dactylella acrochaeta Drechs.]
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c. M. doedycoides (Drechs.) Cooke & Dickinson [D. doedycoides Drechs.]

e. M. stenobrochaum (Drech.) Subram. [D. stenobrocha Drechs.]

f. M. bembicodes (Drech.) Subram [D. bembicodes Drechs.]

g. M. turkmenicum (Sopronov) Cooke & Dickinson [D. turkmenica Sopronov]

h. M. coelobrochum (Drechs) Subram. [D. coelobrocha (Drechs.) Subram.]

3-rozmérné sité

23. spory s jednou prepazkou
a. Arthrobotrys cystoporia (Dudd.) Mekht. [Trichothecium cystoporium Dudd.]
b. Duddingtonia flagans (Dudd.) Cooke [T. flagrans Dudd.]
c. T. pravicovi Soprunov
d. T. globosporum var globosporum Soprunov
e. T. globosporum var microsporum Soprunov
f. T. globosporum var roseum Soprunov
g. Arthrobotrys arthrobotryoides (Berl.) Lindau Drechs.
h. A. conoides Drechs.
1. A. oligospora Fresenius
J- A. superba Corda.
k. 4. longispora Soprunov
1. A. oviformis Soprunov
m. A. doliformis Soprunov
n. A. kirghizica Soprunov
0. A. cladodes var cladodes Drechs.
p. 4. cladodes var macroides Drechs.
q. A. robusta Dudd.
1. A. musiformis Drechs.
23. spory s vice nez jednou ptepazkou.
a. Monacrosporium eudermatum (Drechs.) Subram [Dactylaria eudermata Drechs].
b. M. psychrophilum (Drechs.) Cooke & Dickinson [Dactylaria psychrophila (Drechs)
Subram. ]

c. M. megalosporum (Drechs) Subram. Dactylella megalospora Drechs.
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d. M. reticulatum (Peach) Cooke & Dickinson [Dactylella reticuluta Peach]

e. M. thaumasium (Drechs.) de Hoog & Oorschot [Dactylaria thaumasia Drechs.]

f. Arthrobotrys polycephala (Drechs.) Rifai [D. polycephala Drechs.]
g. A. pyriformis (Juniper) Schenck, Kendr. & Pramer [Dactylaria pyriformis
Juniper]

h. A. scaphoides (Peach) Schenck, Kendr. & Pramer [Dactylaria scaphoides Peach]

1. M. gampsosporum (Drechs.) Rubner [Dactylaria gampsospora Drechs.]

http://agroecology.ifas.ufl.edu/nematophagous%20fungi/Key%20for%20NTF.htm
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6.Vysledky

6.1. Redéni
K docileni optimalniho ristu hub bylo pouzito fedéni jednotlivych roztokl ptidnich

vzorkd.

wewr

roztokii na 107,

6.2. Monosporové izolaty

Monosporové izolaty byly napéstovany na 3 rtiznych agarech, a to na potato
dextrose agaru, oat meal agaru a rose bengal agaru, pficemZ nejrychlejsi rist se projevil pii
pestovani na rose bengal agaru u vSech monosporovych izolatd, kromé izolatu Dactylaria
dactyloides a Dactyllaria oviparasitica. U téchto izolatd byly optimalizovany podminky

pro péstovani na potato dextrose agaru.

Napéstované monosporové izolaty byly zdokumentovany fotoaparatem Konica
Minolta Dimage Z20.

Agary:
Oat meal agar - OA
Rose bengal agar - RBA

Potato dextrose agar - PDA

Obr.10: Dactyllela lysiphaga - RBA
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Obr.11: Arthrobotrys brochopaga -RBA

Obr.12: Dactyllaria oviparasitica - PDA

Obr.13: Dactyllaria dactyloides - PDA
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Obr.14: Dactyllela candida — OA Obr.15: Dactyllela candida-RBA

Obr.16: Monacrosporium phymatophagum Obr.17: Monacrosporiumphymatophagum

OA RBA

Obr.18: Pochonia chlamydosporia - RBA

ol #
£t L
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6.3 Aplikace hadatek na nematofagni houby vypéstované na
agaru o ruznych zivnych hodnotach

Po aplikaci had’atek druhu Caenorhabditis elegans bylo provedeno vyhodnoceni
tvorby lapacich orgdnti u nematofagnich hub. V tabulce €. 4 jsou uvedeny vysledky tohoto

pokusu.

Tab. 4: Tvorba lapacich struktur v zavislosti na procentudlnim zastoupeni jednotlivych

Zivin
Hadatka / % zivin 100 % 75 % 50 % 25%
Ditylenchus o o
zadné zadné minimalni minimalni
dipsaci
Caenorhabditis
zadné stiedni vysoké stiedni
elegans

Jako optimalizace metody péstovani nematofagnich hub na zivnych médiich byla

nejlepsi metoda s 50 % zastoupenim zivin v médiu.
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6.4. lIzolace druhu Pochonia chlamydosporia ze sterilniho
substratu

U Pochonia chlamydosporia byly optimalizovany podminky pro péstovani
monosporového izolatu na agarové plotn€. Bylo zjisténo, Ze nejvice perspektivni je volba

rose bengal agaru a nasledné uchovani vzorku pfi teploté 21 °C v termostatu.

Pro izolaci Pochonia chlamydosporia ze sterilniho substratu byla pouzita metoda
namnoZeni na tekutém médiu (obr.19). Tato metoda zajistila uplné pievedeni P.
chlamydosporia do sterilniho substratu a urychleni postupného rozristani. Testy ukazaly,
ze P. chlamydosporia je schopna opétovné vyrust po naoCkovani na sterilni substrat a je

tedy moznost vyuziti této houby jako bioagens v ochrané¢ proti had’atkim.

Obr.19: Pochonia chlamydosporia napéstovana v tekutém médiu
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6.5. Izolace hub z odbéru pudnich vzorku
Izolace byla provedena na tfech rtiznych agarech. Byly pouzity potato dextrose
agar, bengal rose agar a oat meal agar. Optimalni rist byl zaznamenan pii pouziti rose

bengal agaru, a proto byl tento agar pouzivan pii vSech ostatnich pokusech.

Ve vzorcich bylo zjisténo velké mnozstvi saprofytickych hub, u kterych bylo

obtizné piesné urceni.

Jednotlivé izolaty ze vzorka pidnich roztoka byly nafoceny fotoaparatem Konicou

Minoltou Dimage Z20.

obr. 20: Chrastany1

obr. 21: Chrastany 2

ChBti oo
e S
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obr. 22: Chynicel

Na obr. 22 vpravo je znazornéna hlenka Aceria sp., jejiz vyskyt byl zaznamenan ve
vzorku Chynice 1. ZvétSeno pod binolupou Olympus. Déle zde byla objevena houby
Penicillium sp.

obr. 23: Chynice 2

Ve vzorku Chynice 2 se vyskytovala nejcastéji houba z rodu Penicillium sp. a fad
Mucorales.

obr. 24: Dolinek st.
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obr. 25: Dolinek ml.

Ve vzorku Dolinek ml. se vyskytovaly houby z rodu Rhyzopus spp. a Fusarium spp.

obr. 26: Sadska A

obr. 27: Sadska B

Ve vzorku Sadska B byla objevena houba z rodu Microsporum spp.
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obr. 28: Sadska C

Vpravo na obr. 28 je znazornéna hlenka Aceria sp., ktera se vyskytovala ve vzorku
ze Sadské C. Zvétseno pod stereomikroskopem Olympus SZ.

obr. 29: Hoftatev jaro

Ve vzorku z Hofatve jaro byla zjisténa houba Pseudallescheria boydii

(anamortfy Scedosporium apiospermum a Graphium eumorphum), kterd je
ptilezitostnym patogenem.
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obr. 30: Hofatev podzim

obr. 40: Sklenik

49



6.6. Vzorek Horatev jaro

Byla pozorovana urcita podobnost s Arhtrobotrys oligospora, jak je vidét na
obr. 41. Proto byl vzorek odeslan na katedru botaniky ptirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy RNDr. Alené Kubatové, kterd zného urcila houbu Pseudallescheria boydii

(anamorfy Scedosporium apiospermum a Graphium eumorphum,).

obr. 41: Porovnani Arthrobotrys oligospora se vzorkem z Hotatve jaro
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5. Diskuze

Zakladnim piedpokladem pro uspé$né ziskani monosporickych izolatd hub, které
byly vyizolovany z pudnich roztoku, bylo pouziti Sirokospektralniho antibiotika, fadné

vydesinfikovani flowboxu a aseptické pracovani se vzorky.

VLK (1985) udava, ze nejvice se nematofagni houby vyskytuji v supresivnich
pudach a pidadch humusem bohatych s rozkladajicimi se zbytky, a proto byla k provedeni
pokustli pouzita kompostovana pida a puda lesni (hrabanka), u kterych byl predpokladan
vyskyt nematofagnich hub.

Nematofagnim houbam vyhovuje pomérné vysoka vlhkost, teplota v rozmezi 10-
30°C, pH neutralni nebo slabé alkalické, dostatené provzdu$néni a piitomnost had’atek
(saprofytickych nebo parazitickych), proto jsme optimalizovaly podminky pro péstovani
téchto hub. Teplota byla optimalizovana na 21 °C a bylo provedeno také vyrovnani pH

agarovych ploten na neutralni pH.

Nematofagni houby ve vzorcich nebyly objeveny, coz mohlo byt zplisobeno tim, ze
v laboratornich podminkach nebyly schopny produkovat lapaci struktury. Z tohoto divody
bylo ¢astecné znemoznéno ureni, zda se nematofagni houby vyskytovaly v odebranych

pudnich vzorcich.

V naSem pokusu jsme také zjistovali, zda izolaty nematofagnich hub Arthrobotrys
oligospora, Arthrobotrys dactyloides, Arthrobotrys brochopaga, Dactylaria candida,
Dactylella lysiphaga, Dactyllaria oviparasitica a Monacrosporium phymatophagum jsou

schopny v laboratornich podminkéch vytvaret lapaci struktury.

Pro pokusy s izolaty nematofagnich hub byly vyuzity hadatka rodu Ditylenchus
dipsaci a Caenorhabditis elegans. Pouziti obou dvou rodii bylo zdivodnéno snadnym
ziskavanim a chovem. U Ditylenchus dipsaci probéhla izolace z Cesneku. Pfi izolaci se

osvédcila nalevkova metoda dle Baermanna.

Po pfidani vysterilizovanych had’atek rodu Ditylenchus dipsaci nebylo zjiSténo
z4dné vytvareni lapacich struktur, coz se shoduje s vysledky uvedené ANONYMEM
(2008), ktery tvrdi, ze nematofagni houby v Cistych kulturach netvofi lapaci struktury.
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Bylo tedy mozné, ze houby mély velky pfijem Zivin z agarovych ploten, a proto
nereagovaly na pfidanou kofist tvorbou lapacich struktur. Na popud této moznosti byl
proveden dal$i pokus, v kterém bylo zménéno fedéni zivin v agarech a to na 100 %, 75 %,

50 %, a 25 %. Lapaci struktury se ani v tomto piipad€ nevytvofily.

BECVAR (1998) navzdory piedchozimu tvrzeni uvadi, Zze v umélych podminkach
dochazi k vytvoteni lapacich struktur, ale az po ptidani kofisti. Proto byl proveden dalsi
pokus s piidanim tentokrat padnich had’atek Caenorhabditis elegans na agarové plotny, v

kterych byly nafedény Ziviny a to na 100 %, 75 %, 50 %, a 25 %.

Caenorhabditis elegans byl naockovan na Arthrobotrys oligospora, u které bylo dle
literatury ocekavano tvoreni lapacich struktur ve formé fixnich ok, do kterych se had’atka

zachytavaji a jsou prorustany infekéni hyfou.

Po naockovani byla objevena tvorba fixnich ok u natedéni na 25 % a 50 %, ¢im se
potvrdili idaje BECVARE (1998a), ktery uvadi, Ze potencionalni kofisti tj. had’atka tvoii
latky, jejichz pfitomnost v prostiedi indukuje tvorbu pasti a Zze za nedostatku lehce

vyuZzitelnych Zivin je indukce tvorby pasti vyssi.

Nedavno byla rovnéz doloZena periodicita tvorby pasti u Arthrobotrys oligospora
na myceliu pfimo v ptdé¢, s periodicitou kolem 29 hodin, kterd souvisela s maximy obsahu

mineralnich latek v myceliu predatora.
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7.Zaver

Tato diplomova prace by méla ptispét k dalsimu studiu nematofagnich hub, které se
vyuzivaji jako pfirozeny nepratelsky organismus v biologické ochrané rostlin proti

had’atkim.

Vypéstovani nematofagnich hub v laboratornich podminkéch vyzaduje optimalizaci
pusobeni prostfedi a to vyrovnani pH, stabilizaci teploty, a pro tvorbu lapacich struktur
ptidani kofisti, v zavislosti na tomto zjisténi, budou povedeny jesté dalsi pokusy, které se

budou zaméfovat na optimalizaci jednotlivych metod péstovani nematofagnich hub.

V budoucnu by mél byt vyzkum zaméfen na vyuziti nematofignich hub

v biologické ochrané a jejiho v¢lenéni do integrované ochrany rostlin.
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obr.42: Nalevkova metoda dle Baermanna
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obr. 43: Lapaci sité u Arthrobotrys oligospora
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obr.44: Spory bakterie Pasteuria penetrans zachycené na hadatku
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obr. 45: Arthrobotrys oligospora chytajici hadatko

obr. 46: Dactyllaria candida obr. 47: Spora Arthrobotrys superba
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