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Nematofagni houby a jejich vyznam pri ochrané proti
had’atku Fepnému

Souhrn

Fytofagni had’atka jsou Skodlivé organismy, jez zpusobuji vyznamné hospodarské
ztraty. Z diivodu netcelné chemické ochrany a jeji environmentalni néro¢nosti, jsou vyvijeny
nové zpusoby ochrany proti zminénym had’atkam.

Mezi jednim zmoznych biologickych zplsobli ochrany, se jevi aplikace
nematofagnich hub zkoumanych v této praci. Jejich ucinnost vSak neni zcela jednoznacna,
nebot’ ve sklickové kultufe se zkoumané druhy hub (Dactylella oviparasitica, Lecanicillium
muscarium Pleurotus ostreatus, Stropharia rugosoannulata a smés izolata Arthrobotrys
oligospora, izolaty A. oligospora A5/10 a A10/10, piipravek Gliorex obsahujici konidie
Clonostachys rosea a Trichoderma harzianum) projevily jako u¢inné organismy pii regulaci
had’atka fepného (Heterodera schachtii), nebot’ u vSech druhti byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil v mortalit¢ vylihlych J2 larev oproti kontrolni varianté. V nddobovém
pokusu vsak nebyl prokdzan zadny statisticky vyznamny rozdil ve sniZzeni poctu cyst
a u druht Dactylella oviparasitica a smési izolatt Arthrobotrys oligospora bylo zaznamenano
zvyseni poctu cyst oproti kontrolni varianté.

V praxi tento zpusob ochrany neni dostate¢né spolehlivy, pro ptipadné uvedeni do

praxe je nutné pokracovat ve vyzkumu.

Klic¢ova slova: Heterodera schachtii, nematofagni houby, fepa cukrova



Nematophagous fungi and their impact against to sugar
beet cyst nematod

Summary

Plant parasitic nematodes are pests that cause significant economic losses. Due to ineffective
chemical protection and its environmental demands, new ways of protection against the
aforementioned nematodes are being developed.

Nematophagous fungi studied in this thesis seem to be one of the possible ways of
biological protection. Their effectiveness, however, is not entirely clear, because the slide
culture of the surveyed fungi species (Dactylella oviparasitica, Lecanicillium muscarium
Pleurotus ostreatus, Stropharia rugosoannulata, and a mixture of Arthrobotrys oligospora
isolates, isolates A. oligospora A5/10 and A10/10, and the Gliorex preparation containing
conidia Clonostachys rosea and Trichoderma harzianum) proved as effective organisms in
regulating the beet cyst nematode (Heterodera schachtii), as all species showed a statistically
significant difference in mortality of the hatched J2 larvae compared to the control variant.

The pot experiment, however, showed no statistically significant difference in
reducing the number of cysts, and in the species Dactylellaoviparasitica and a mixture of
Arthrobotrysoligospora isolates, the number of cysts increased in comparison with the control
variant.

In practice, this method of protection is not sufficiently reliable, and it is necessary to

continue the research before its possible introduction into practice.

Keywords: Heterodera schachtii, nematophagous fungi, sugar beet
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1 Uvod

Fytofagni had’atka jsou celosvétové rozsifena a zptsobuji vyznamné skody. V Ceské
republice se mimo dalSich fytofagnich had’atek bézné vyskytuje had’atko fepné (Heterodera
schachtii), které zptsobuje vyznamné ztraty pii produkci cukrové fepy (Beta vulgaris
var. altissima). Ztraty jsou kvantitativni i kvalitativni, nebot’ bulvy nedortistaji své maximalni
velikosti a pfi napadeni dochdzi ke snizeni cukernatosti.

Diky vyznamnym hospodarskym ztratdm, které had’atka zpasobuji, je nutné
nezanedbavat preventivni ochranna opatfeni pii péstovani cukrové fepy, ktera vychazeji ze
spravné agrotechnické prace, jako je napt. dodrzovani vhodného osevniho postupu, péstovani
,hepratelskych rostlin®, hubeni plevelnych hostitelskych druhi a podobné. Pokud se jiz
had’atka na pozemku vyskytnou, lze aplikovat nematocidy. Toto opatieni vSak neni pfili$
vyhodné, co se tyCe Gcinnosti, a piedstavuje velkou zatéz pro Zzivotni prostiedi. Z téchto
divodt je snaha o objeveni alternativni ochrany citlivych odriid cukrové fepy.

Alternativni ochranu muze predstavovat aplikace nematofagnich hub zkoumanych
vV této praci na urovni sklickové kultury a nadobového pokusu, které riznymi lapacimi

mechanismy hubi had’atka.



2 Cil prace a védecka hypotéza

Cilem prace bylo otestovat vliv vybranych mikroskopickych hub na mortalitu had’atka

fepného Heterodera schachtii.

Védeckd hypotéza: Existuji nematofagni houby, které mohou byt vyuzity pii ochrané

rostlin proti had’atku fepnému.



3 Literarni reSerse

3.1 Had’atko fepné (Heterodera schachtii)

Klasifikace dle Ravichandra (2014):

Ri¥e (Regnum): Animalia

Kmen (Phylum): Nemtoda
Trida (Classis): Secernentea
Rad (Ordo): Tylenchida
Podfad (Subordo): Tylenchina
Nadceled’ (Superfamilia): Tylenchoidea
Celed’ (Familia): Heteroderidae

Rod (Genus): Heterodera

Lorenzen (1985) povazuje had’atka za evolu¢né velmi Gspésné pseudocoelomatni
zivocichy rozmanitych velikosti, ktefi mohou byt parazity rostlin i zvitat. Jejich télo je kryto
kutikulou, pod kterou se nachazi epidermis a dale podélna svalovina, umoziujici vinivy
a mrskavy pohyb. Jejich evoluéni GspéSnost je rovnéz dana tim, ze sloZzeni kutily je velmi
variabilni. Li$i se v ramci rodu, ¢eledi, druhii a dokonce mezi jedinci stejného druhu (Brid and
Brid, 1991). K jejich tspésné Zivotni strategii patii schopnost upadnout do hluboké anabidzy
a vni prezit nepfiznivé podminky, stejné jako jejich vysoka reprodukcéni schopnost
(Womersley et al., 1989).

Ravichandra (2008) tadi H. schachtii mezi poloendoparaziticka had’atka, nebot’ jejich
télo je casteCné ukryto v kofenu a ¢asteCné na povrchu. Tento rod zatadil konkrétné do
skupiny had’atek ptisedlych. AvSak Bridge and Starr (2007) stejné jako Perry and Wright
(1998), ¢i Brid and Brid (1991) fadi rod Heterodera mezi had’atka ptisedla endoparaziticka.
Podle druhu napadaji endoparaziticka had’atka kotenova pletiva ¢asti nebo celym télem. Rod
Heterodera parazituje na cévnatych rostlinach pomoci styletu, ktery je del$i nez 17 pm
(Kudela a Braunova, 2007), podle Ravichandry (2014) ma H. schachtii stylet dlouhy
18 — 20 um.

Nékteré druhy zacinaji po proniknuti do kofene ihned parazitovat, jiné se nejdiive
pfemisti na optimalni misto, kterym byvé stfedni vélec, a Vv ném za€nou pfijimat potravu
astavaji se prisedlymi. Aby se vSak ke stfednimu valci dostaly, musi proniknout skrz

rhizodermis a primarni kiiru kotene (Perry and Wright, 1998). Cely vyvojovy cyklus dle
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Ravachandra (2014) trva kolem 30 dni. Www 2 uvadi jako dobu vyvoje jedné generace
4 — 8 tydnt. V Ceské republice se kazdoro&nd mize vyvinout 1 — 3 generace H. schachtii.

H. schachtii ma Siroky hostitelsky okruh rostlin zahrnujici 218 druhi z 23 celedi
(Steele, 1965). Ravichandra (2014) uvadi krom¢ cukrové fepy (Beta vulgaris var. altissima)
jako dalsi dualezité hostitelské rostliny zeli (Brassica oleracea var. capitata), brokolici
(Brassica oleracea var. botrytis italica), mitfik celer (Apium graveolens), fedkev setou
(Raphanus sativus var. sativus)., tufin (Brassica napus var. napobrassica) a dokonce fepku
olejku (Brassica napus subsp. napus). Na té vSak nebyla v praxi prokazana zadna piima
poskozeni (Kazda a kol., 2010). Dale napada Spenat (Spinacia oleracea), hof¢ici setou
(Sinapis alba) a mize parazitovat rovnéz na obilninach. Na nich vSak vyskyt nebyva

pravidelny ani v zamotenych oblastech (Stoklasa a Vaiiha, 1985).

1.1.1 Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus (obrazek 1) probiha v nékolika fazich a od urcité vyvojové faze se
jedna se o takzvané invazni stadium, které se vyvinulo ve vaji¢ku v cysté (Chen et al., 2004).
Jejich lihnuti z vaji¢ek ulozenych v cystach lze vyprovokovat difuzaty, které stimuluji stylet,
diky némuz se larvy vylihnou (Grundler et al., 1991). Tyto larvy vstupuji do rostlinnych
télo, az dojde k ruptufe rostlinné tkang. (Perry and Wright, 1998). J2 napadaji pfednostné
koteny v elongac¢ni fazi a po vniknuti do kofent migruji intracelularné ke stfednimu valci, kde
se stavaji imobilnimi (Doncaster and Seymour, 1973). J2 vSak jeS§t¢ nejsou sexualné
diferenciované. Diferenciace pohlavi probiha pravdépodobné az na zdklad€ mnozstvi a kvality
pfijaté potravy. Samci se pravdépodobné vyvinou z larev, které pfijaly mensi mnozstvi
potravy, ptipadé¢ méng kvalitni potravy. K diferenciaci na samice naopak dochézi, pokud larvy
piijaly vétsi mnozstvi potravy, popiipadé kvalitnéjsi potravy (Betka et al., 1991; Grundler and
Wyss, 1995; Grundler and Brockenhoff, 1997).

Samice

Ravichandra (2014) uvadi, Ze pokud se z J2 zacne diferencovat samice, dochazi ke
zméné téla larvy na tvar citronkovity. Samice jsou 0,5 — 0,8 mm dlouhé. Www 2 uvadi
obdobné rozméry, konkrétné¢ 0,6 — 0,8 mm. Pti pfemeéné samicek do citronkovitych tvarii

dochazi k ultrastrukturalnim a kolagenovym zménam v kutikule (Reddigari et al., 1986).
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Samice jsou nejdiive bélavé (obrazek 28), nazloutlé a pozdéji hnédnou. V Casnych fazich
vyvoje jsou V téle samice stoCeny Stihlé vajecniky, které produkuji vajicka, dokud nedojde
k naplnéni jejich t€lni dutiny (Ravichandra, 2014). Ravichandra (2008) uvadi, ze po smrti
samicCky se jeji t€lo stava cystou chranici vajicka. Jako ochrana pted predatory slouzi samicce
suberystalinova vrstva kryjici ¢ast téla vycnivajici z kotene, stejné jako slizovitd hmota
vytlaCovana z vulvalni oblasti obklopujici zadni konec téla. Tato vrstva je nasledné pokryta

pudnimi ¢asticemi. Sami¢ky pfijimaji potravu po cely svij Zivot (Ravichandra, 2014).

Samci

Jsou dlouzi obvykle 1,3 — 1,6 mm (Ravichandra, 2014). Jako J2 larvy maji ¢ervovity
tvar téla, ktery se méni po dosazeni kotfent, kde zacinaji pfijimat potravu, rostou a méni sviij
tvar téla z Cervovitého na vackovity a stdvaji se nemobilni. Sam¢i larvy pfijimaji potravu
pouze do konce tietiho larvalniho stadia, kdy ziji v primarni kife (Ravachandra, 2014). Jako
J4 se z nich opét stavaji pohyblivi jedinci a po poslednim svlékani hledaji pomoci sexualnich

feromont sami¢ky (Aumann, 1994).

Prianik

Larvy druhého vyvojového stupné H. schachtii, stejné jako larvy ostatnich
cystotvornych had’atek, protrhavaji svou vaje€nou blanu a premist'uji se z cysty ke kofinktm,
kde pomoci styletu pronikaji do kofenl a intracelularné v nich migruji, coZ jim usnadiuji
enzymy degradujici bunééné stény (Lee, 2002). Jednotlivé kofenové buiiky jsou v elongacni
zon¢ béhem dlouzivého ristu prodéravnény styletem (Gundler et al., 1991; Clemens et al.,
1994). J2 nejdfive proniknou pies rhizodermis do kofene, kde intracelularné migruji do
sttedniho vélce (Perry and Wright, 1998). Zde vytvoii neustale se zvétSujici syncitidlni bunky.
Jedna se o buiky vzniklé z vice bun€k, u kterych doslo ke slouceni bunécnych stén diky
metabolickym zméndm uvnitf bunék a vakuolarniho syst¢ému (Grundler et al., 1998). Pti
protoplastu ptivodné sousednich bun¢k (Staeheling, 1997). Timto zptisobem miize byt spojeno
az 250 bun€k (Hussey and Grundler, 1998). Zde se larvy po né€kolik tydnt zivi z téchto

speciadlnich bunék, vytvorenych v kotenech hostitelskych rostlin.
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1.1.2 Feromony
U hadatek rodu Hetrodera byly na zaklad¢ biologického testu provedené¢ho na

agarovém mediu detekovany sexualni feromony. Na agarovém nosici byli oddéleni samci od
samic celofanem a sexudlni feromony zpusobily, ze ob¢ pohlavi k sobé byla piitahovana,
takze se larvy hromadily u celofanu. Tento pokus probihal na n¢€kolika druzich had’atek rodu
Heterodera a Globodera. Na zéakladé tohoto pokusu byla prokdzana i mezidruhova
pfitazlivost u vétSiny jedincti. Mezi témito rody existuje nejméné 6 atraktantl, feromont

(Green, 1980).

1.1.3 Struktura cyst
Cysty jsou stejného tvaru a velikosti jako jsou samicky, nebot’ se utvofily z jejiho

mrtvého téla (Lee and Atkinson, 1976). To znamend, Ze jsou citronkovitého tvaru a dlouhé
0,6 — 0,8 mm. Barva je v ruznych odstinech hné€dé se zietelnou vrascitou skulpturou, ktera je
tvofena sténou délohy. Uvnitf jsou ukryta vajicka, ktera opousti larvy ve 2. instaru (tzv.
invazni stadium) (Gaur and Perry, 1991). J2 jsou bilé, hadovité larvy a asi 0,45 mm dlouhé
a 0,048 mm tlusté (Stoklasa a Vanha, 1985).

1.1.4 Struktura vajicek
V zavislosti na druhu je sloZzena z 1 az 5 vrstev, nej€astéji vSak z 3 vrstev (Clarke

etal., 1967).
1) Vnéjsi vrstva je lipoproteinova.
2) Prostiedni vrstva byva nejsilnéjsi, obsahuje chitin, kolagen (Clarke
etal., 1967) a proteiny.
3) Vnitfni vrstva byva lipidova a je permeabilni. Obvykle je sloZena
z 2 az 3 lipoproteinovych membran (Bird and McClure, 1976; Perry et al., 1982),
u Heterodera schachtii je vsak ¢tyfvrstva (Perry and Trett, 1986).

Vajicka jsou ledvinovitého tvaru o velikosti 110 x 43 um a v kazdé cysté jich byva
200 — 300 (Lee, 2002). Kazda a kol. (2010) uvadi, ze v 1 cysté¢ muze byt az 500 vajicek.
U rodu Heterodera vajicka piezivaji v pudé v cystach (Gaur and Perry, 1991). Podle Perry
and Moens (2013) jsou schopny zustat Zivotaschopné nékolik let, podle www 2 mohou zistat

Zivotaschopné az 7 let.

13



1.1.5 Vliv difuzati na lihnuti
Aby invazivni larvy zacaly opoustét vajicka a lihnout se, musi zaznamenat piiznivé

podminky prostedi, coz byva vhodna teplota, dostate¢né mnozstvi kysliku v pad¢, pfizniva
pudni vlhkost, vhodna struktura pudy a absence fyziologickych bariér, jako je diapauza.
Lihnuti naopak brani nepiiznivé podminky, jako je sucho, ¢i zamokiena puda (Lee, 2002).

V laboratornich podminkach je mozné podpofit lihnuti kofenovymi difuzaty. Tato
metoda je bézna u cystotvornych had’atek a rovnéz u M. hapla ¢i R. reniformis (Brzeski and
Hendricks, 1971). U¢innost rostlinnych difuzat ovliviiuje mnoho faktort. Témito faktory je
napf. stafi rostliny, kultivar, stejn¢ jako kondice, ve které rostlina je (Greco and Brandoniso,
1986). V souladu stimto tvrzenim Winslow and Ludwig (1957) zjistili, ze cukrova fepa
péstovand za kratkych dni produkuje rostlinné difuzaty, které vice podporuji lihnuti larev H.
schachtii nez rostliny péstované za dlouhych dni. Mezi umélé latky podporujici lihnuti patii
naptiklad mocovina, nékteré aminokyseliny a cukry (Clarke and Shepherd, 1967). V polnich
podminkach mohou lihnuti podpofit thiokarbamatové herbicidy (Feyaerts and Coosemans,
1992).

Cystotvornd had’atka Ize dle Khan (1985) na zéklad¢ lihnuti v pfitomnosti kofenovych
difuzatt rozdelit do 3 kategorii:

1) Nékolik J2 se lihne ve vodé¢, vétsina se vSak lihne v kofenovych
difuzatech (G. Pallida, H. cruciferae, H. corotae, H. goettingiana, H. humuli).

2) Ve vod¢ se lihne vice J2 larev, vétSina se vSak lihne v kofenovych
difuzatech (H. trifolii, H. galepsidis, H. glycines).

3) Velké mnozstvi J2 se lihne ve vodé¢, nejvice larev se vSak rovnéz

vylihne ve vod¢ s kotenovymi difuzaty (H, schachtii, H. avenae).

Lihnuti J2 larev v kotenovych difuzatech je leps$i strategii pro pieziti druhu, nebot
nedochdzi k lihnuti larev, pokud v blizkosti nejsou hostitelské rostliny, které uvoliuji
pozadované kotenové difuzaty. Tim padem vylihlé¢ larvy nehynou v disledku nemoznosti
najit hostitelskou rostlinu, kterd by jim poskytla potravu (Nijs and Lock, 1992).

Kolem nelihnoucich se nestimulovanych J2 byla zaznamenéna perivitelinova tekutina
obsahujici trehalosu, ktera zplsobuje dehydrataci J2 a tim zabrafuje jejich lihnuti. Jeji
koncentrace je rizna v zavislosti na druhu (Clarke et al., 1978). U H. schachtii byla
zaznamenana koncentrace 0,3 M (Perry et al., 1980) a u H. goettingiana 0,5 M trehalosy.
Zacatek lihnuti je tedy iniciovan propustnosti membrany, kterd umozni unik trehalosy
z perivitelinové tekutiny pies vajecny obal. U kazdého druhu je permeabilita membrany

rozdilna. U H. schachtii je membrana relativné snadno propustna, proto se vylihne velké
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mnozstvi larev i v Cisté vodé (Perry et al. 1983). Allelochemikalie obecné ovliviiuji funkci
Ca2?" iontdi, které ovliviiuji propustnost membrany (Atkinson et al., 1980). Propustnost
membrany tedy ovliviiuji kofenové difuzaty hostitelskych rostlin. Z toho diavodu dojde
k dalsimu lihnuti larev H. schachtii, jakmile dojde k dostate¢nému sniZeni koncentrace
trehalosy, nebot’ dojde ke zvysSeni metabolické aktivity a larvy opousti sva vajicka (Matrin,
1994). Ochranné lipoproteinové membrany mohou byt poskozeny, pokud na né zacnou
pusobyt lipazy, jez uvoliluji nematofagni houby. Vajicka v cystach vSak nejsou nikterak
poskozena pusobenim lipadz a pro vylihnuti mohou vyzadovat kotenové difuzaty (Perry and

Trett 1986).

3.2 Houby

Pudni had’atka (Nematoda) piedstavuji dtlezitou slozku pidni fauny a jsou dulezitym
zdrojem energie pro dalsi pidni organismy, jako jsou rozto¢i (Acarina spp.), chvostoskoci
(Collembola spp.) (Lee and Widden, 1996), a kofeny masozravych rostlin rod (Phileoxia spp.)
(Pereira et al, 2002). Dalsimi pfirozenymi neprateli jsou plosténky (Turbellaria spp.), ¢i
zelvusky (Tardigrada spp.) (Yeates and Wardle, 1996). Lee (2002) fadi mezi nepiatele
fytoparazitickych had’atek rovnéz bakterie, nebot’ nékteré druhy jsou schopné je parazitovat.
Lopez-Llorca, 2004), které se v pudé podileji na recyklaci uhliku, dusiku a dal§ich prvki
pochézejicich z t€él ulovenych had’atek (Mankau, 1980).

Nematofagni houby jsou mikroorganismy schopné potlacit populace fytoparazitickych
had’atek a to diky lapacim mechanismiim nebo toxiniim, které produkuji (Yang et al., 2007).
Objeveny byly rovnéz houby (Acremonium spp.), které produkuji toxiny, jez brani rostliny
pfed herbivory, hmyzem a omezuji pfijimani potravy a mnoZeni hadatek (Hallmann
and Sikora, 1994). Nematofagni houby jsou nevice rozsifeny v ptidach, jez obsahuji vysoky

obsah organické hmoty a jsou dostatecné aerované (Gray, 1987).

1.1.6 Prunik

Kutikula

Extracelularni hydrolytické enzymy, jako jsou protedzy, kolagendzy a chitindazy
umoznuji prunik pres kutikulu a nasledné bunééné traveni ulovenych had’atek (Lopez-Llorca

and Robertson, 1992; Lopez-Llorca et al., 2002). Tento proces mnohdy usnadnuje produkce
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toxint, které hostitele imobilizuji, a houba mize snadné&ji zahdjit proces penetrace (Grenache

etal., 1996).

Vajicka

Infekce vajicek probihd vétSinou pomoci chytinaz a protedz, nebot vajeCny obal
vétsSiny had’atek mé vnéjsi vitelinovou membranu a vSechny vrstvy vajecného obalu maji
chitinovou a lipidovou vrstvu, které se 1isi svou tloustkou. Zminéné enzymy vajecny obal

rozlozi a houba muze zacit parazitovat (Perry and Trett, 1986).

1.1.7 Rozdéleni nematofagnich hub
Podle (Siddiqui and Mahmood, 1996; Li et al., 2000; Nordring-Hertz et al. 2011) lze

nematofagni houby rozdélit dle zplisobu ziskévani potravy do 3 skupin na:

1) Lapaci

Tyto houby jsou hostitelsky méné specifické a mohou zit 1 saprofytickym
zpusobem zivota (Gray, 1987, Dackman and Nordring-Hertz 1992). Maji rtizna lapaci
zatizeni z lepivych hyf, siti, uzlikii nebo vétvi a Skrticich ok (Nordring-Hertz et al.,

2011), které jsou tvoteny vrstvami extracelularnich polymert (Tunlid et al., 1991).

2) Parazitické

VétSinou se jednd o obligatni parazity (Barron, 1977; Gray, 1987). Tyto houby
produkuji nelepivé spory, které larvy musi pozfit nebo lepivé spory, které ptilnou ke kutikule
larvy (Jansson et al., 1987; Barron, 1982). Spory atakujici svého hostitele v ném vykli¢i,
kolonizuji jej a nasledné ho zabiji. Z mrtvého hostitele proristaji svymi hyfami a poté vytvari
konidiofor (Barron, 1969). Parazitické houby neprodukuji lapaci sit¢ a vaje¢ny obal mtze byt
jedinou hlavni bariérou branici vajicka pied infekci. Pied penetraci musi nejdiive spory
pomoci apresorii ptilnout. To se d¢je diky zelatinové vrstvicce, kterd byla pozorovana mezi

apresorii a skofapkou, ¢i povrchem kutikuly (Gray, 1987).
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3) Produkujici toxiny

Tyto houby jsou schopné produkovat toxiny, popiipadé utvary, jako jsou akantocyty
nebo stefanocysty, které umoznuji nematofagni houb¢ ulovit had’atka (Luo et al., 2004; Luo
et al., 2006).

Podle ekologického hlediska lze nematofagni houby rozdélit do 4 skupin: na
endoparazitick¢é houby, dravé houby, houby parazitujici vajicka, pfipadné¢ samicky
cystotvornych a halkotvornych had’atek a houby produkujici toxiny (Barron and Thorn,
1987).

1.1.8 Lapaci zarizeni
Lapaci zatfizeni mohou byt tvofena spontanné nebo v reakci na piitomnost had’atek

(Jansson and Nordring-Hertz, 1980). Aktivita dan¢ho lapaciho zatizeni zaleZi na stavu zivin
v substratu (Cooke, 1962). Ruzné parazitické houby se vyskytuji vzdy pii urcitém stupni
rozkladu organického materidlu v ptidé. Pouze nékolik druht je aktivni po vic nez nékolik
tydnd. Pravé tyto druhy jsou hojné rozsifeny na stanovistich, kde se vyskytuji had’atka, na

kterych parazituji (Lee, 2002).

Nemodifikované lepivé hyfy

Jednd se o lapaci =zafizeni, kter¢ je typické pro Zygomycetes, nebot’ diky
neptehradkovanému mycelimu nemohou vytvaret specialni lapaci Gtvary (obrazek 2). Hyfy
jsou bud’ lepivé po celé plose, nebo je adhezivni latka pouze v misté, kde doslo ke kontaktu

s had’atkem (Gray, 1987).

Lepivé vétve (vybézky)

Jedna se o nejjednodussi morfologickou lapaci strukturu zastupujici nemodifikované
hyfy. Jsou tvofeny z 1 — 3 bunck. Vétve jsou lepivé celé a mohou se spojovat do obloukt

nebo tvorit dvourozmémé sité (obrazek 3) (Gray, 1987).
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Lepivé sité

Lepivé sité (obrazek 4, obrazek 5) se vyvinuly zlepivych vétvi. Jedna se
0 trojrozmérné lapaci site, jejichz povrch je cely lepivy. Had’atko se ptichyti a zaplete do site.
Lepivé sité se tvoii ze vzptimenych postrannich vétvi vyristajicich z vegetativnich hyf.
Nasledné se staci a spojuji se s nosnou hyfou. Dalsi postranni hyfa se tvofi z nosné hyty nebo
jiz vzniklé smycky (oka) a tvofi dalsi smycku. Tento proces probihd, dokud se nevytvoii sit’
spojenych ok mimo nosnou hyfu. Nejznaméj$im predstavitelem tohoto lapaciho ustroji je

Arthrobotrys oligospora (Gray, 1987).
Lepivé uzliky

Jedna se o kulovité bunky pokryté adhezivni latkou (obrazek 6). Tvofi se na konidiich,
vegetativnich hyfach nebo stopkach - prehraddkovaném vlakné tvofeném na vegetativni hyfe.
Jednotlivé lepivé bunky mohou pokracovat v ristu a tvofit fetézce a nasledné prstence. Pii
zachyceni had’atek dochazi k vytvoreni silné vrstvy lepivé latky. Pokud se pii pokusu o
osvobozeni oddéli lepivy uzlik od hyfy, neni jeho funkce naruSena ahouba pronika
mechanicky 1 enzymaticky skrz kutikulu (Gray, 1987). U kmene Basidiomycota byvaji ve
tvaru piesypacich hodin (Barron, 1977).

Fixni oka

Fixni oka (obrazek 7) jsou malo cCasty lapaci mechanismus. Oka jsou tvofena
vzpiimenymi laterdlnimi vétvemi vyrUstajicimi z vegetativni hyfy. Nejdfive vznikd tenka
hyfalni vétev, ktera tloustne a zakfivuje se. Vysledkem je 3 az 4 bunécné oko (Gray, 1987) na

jehoz vnitini stran¢ byva adhezivni vrstva (Dowsett and Reid, 1979).

Stahujici (Skrtici) oka

Mechanické nelepivé lapaci Gtvary tvorené 3 bunikami spojenymi do prstence, ktery je
spojen s nosnou hyfou kratkym nékolika bunéénym utvarem (obrazek 8). Pokud had’atka
vstoupi do prstence, aktivuji vnitini stranu bunék a do nékolika sekund dojde k jejich stazeni

(obrazek 9). Pokud se prstenec oddéli od hyfy, nedochazi ke ztraté jeho funkce (Gray, 1987).
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Stefanocysty

Tyto lapaci struktury (obrazek 10) jsou tvoieny dvoubunéénymi Utvary sloZzenymi
Z bazalni bunky podobné poharku a terminalni kulovité buiiky. V misté jejich spojeni jsou
lepivé vyrastky (Gray, 1987), na které se mohou pfichytit had’atka. Jakmile se tak stane,
vytvofi rychle infekéni hyfu atakujici lapend had’atka, ktera prorostou myceliem (Liou

et Tzean, 1992).

Akantocyty

Jsou velké ostnaté hvézdicovité bunky (obrazek 11), které mohou probodnout télo

(obrazek 12) had’atek a tim jej znehybnit a usmrtit (Luo et al., 2006).

1.1.9 Zkoumané nematofagni houby

Arthrobotrys oligospora

Klasifikace (www 4):
RiSe (Regnum): Fungi
Kmen (Phylum): Ascomycota
Pododdéleni (Subdivision): Pezizomycotina
Trida (Classis): Orbiliomycetes
Podtrida (Subclassis): Orbiliomycetidae
Rad (Ordo): Orbiliales
Celed’ (Familia): Orbiliaceae
Rod (Genus): Arthrobotrys

Arthrobotrys oligospora je hlavné saprofyticka houba vyskytujici se na rozkladajicim
se organickém materidlu, odkud ziskava Ziviny. Je povaZovana za nejbeznéji se vyskytujici
houbou schopnou lapat had’atka (Niu and Zhang, 2011). Konidiofory vznikajici pti
nepohlavnim zplsobu rozmnozovani vyrlstajici ze substratu ¢i vzdusného mycelia. Jsou
nevétvené, 350 — 450 um dlouhé a nesou nékolik skupin sympodialné tvofenych vejcitych ¢i
hruskovitych konidii (22 — 27 um x 8 — 15 pm) (Domsch et al., 1980). Woronin (1870) zjistil,
ze A. oligospora muze vytvaret lapaci sit’ tvofenou ze vztyCené bocéni vétve rostouci

z vegetacni hyfy a zakfivujici se k rodiCovské hyf¢ a tim vytvaret smycky. Také pozoroval, Ze
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konidiofory se mohou piimo vyvinout v lepivou lapaci sit’, nicmén¢ tehdy jesté neznal tcel
téchto struktur. Tento fakt potvrdili Dackman and Nordring-Hertz (1992), kteti popsali
i funkci vytvotfenych struktur. Je zjisténo, ze A. oligospora produkuje chemické substance -
nematotoxiny, které paralyzuji had’atka (Oltholf and Estey, 1963). Tato houba produkuje
rovnéz kolagenazy (Tosi et al., 2002), které jsou dulezité pii rozkladu kutikuly had’atek,
nebot’ vétSina proteinlt v jejich kutikule je tvofena kolagenem (Tosi et al., 2002).
A. oligospora dale produkuje extracelularni serin proteasu PII, ktera umoziuje penetraci do
kutikuly had’atek a vnitrotélni traveni hostitele (Ahman et al., 2002) stejn¢ jako umoziuje
rozklad kaseinu, Zelatiny a vaje¢ného obalu (Tunlid et al., 1994; Zhao et al., 2004; Wang
etal., 2006a,b). A. oligospora potlacuje vyskyt hadatek, nepiisobi vSak negativné na
mikroorganismy, podilejici se na mykorhize, ani na bakterie vazici dusik (Niu and Zhang,
2011). Popisovand houba vytvaii nékolik druhi mycelidlnich struktur, které¢ uplatiiuje pii
predaci. Mize se jednat o konididlni pasti, hyfalni spiradly a neddvno objevena apresoria stejné

jako o troj dimenzalni sit¢ (Nordring-Hertz, 2004).

Gliorex

Jenda se o pomocny rostlinny piipravek, jehoz vyrobcem je FYTOVIA, s. r. 0. Gliorex
je dispergovatelny prasek bélavé barvy obsahujici konidie hub Clonostachys rosea,
Trichoderma harzianum a inertni plnidlo. Zminéné druhy se ptirozené vyskytuji v pudé, kde
rozkladaji organické zbytky, ¢imz zvySuji pfijem Zivin z piidy. Tim dochazi ke zvySeni poctu
vzeslych rostlin, zvySeni dynamiky rustu a ke zvySeni celkové odolnosti a vynostnosti rostlin
(www 3). Tento efekt mize byt také zptisoben faktem, Ze se houby podili na endomykorhize
a endomykorzhize. Pti aplikaci Gliorexu je také mozné ptes zimu rozlozit sklerocia nékterych
hub (Claviceps spp., Sclerotinia spp., Botrytis spp., Rhizoctonia spp. a Verticillium spp.) a to
jiz od 7°C (www 1).
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Clonostachys rosea

Klasifikace (www 10):

RiSe (Regnum): Fungi
Kmen (Phylum): Ascomycota
Pododdéleni (Subdivision): Pezizomycotina
Trida (Classis): Sordariomycetes
Podtiida (Subclassis): Hypocreomycetidae
Rad (Order): Hypocreales
Celed’ (Familia): Bionectriaceae

Rod (Genus): Clonostachys

Clonostachys rosea je houba schopna potlaéit populaci hadatek i sporulaci
patogenické houby Botrytis cinerea (Zhang et al., 2008). Karlsson et al. (2015) ji oznacuji
jako mykoparazitickou houbu, kterd obsahuje malé mnozstvi chitindz oproti druhiim
Trichoderma. Li et al., (2006) uvadi, ze C. rosea produkuje stejné jako A. oligospora také

serine protedzy usnadiiujici parazitaci.

Priibéh infekce

Pti parazitaci dochazi nejdiive béhem 1 — 2 dni k pfilnuti konidie na povrch kutikuly
had’atek (obrazek 13), jejich imobilizaci a nasledné smrti. Poté dochazi ke kliceni konidii
a jejich invazi (obrazek 14) do téla hostitelt s pomoci hydrolytickych enzymu, jako jsou
proteazy a chitinazy (Lopez-Llorca et al., 2002; Zhao et al., 2005; Li et al., 2006; Gan et al.,
2007). Nasledn¢ dochézi k rastu mycelia uvnitt parazitovaného téla, rozkladani tkani a jejich
vyuziti jako potravniho zdroje, k ¢emuz obvykle dochézi 3. den. Béhem dalSich 1 — 2 dni
dochdzi k proristani mycelia na povrch téla. Béhem nésledujicich 2 dni dochazi k postupné

degradaci té€la had’atek a ristu novych konidii (Zhang et al., 2008).
Trichoderma harzianum
Klasifikace (www 9):

RiSe (Regnum): Fungi
Kmen (Phylum): Ascomycota

Pododdéleni (Subdivision): Pezizomycotina
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Trida (Classis): Sordariomycetes
Podtiida (Subclassis): Hypocreomycetidae
Rad (Order): Hypocreales
Celed’ (Familia): Hypocreaceae

Rod (Genus): Trichoderma

Trichoderma harzianum byla popsana jako u¢inny bioregulator regulujici had’atka
Melidogyne sp. Tato houba hadatka zabiji svymi toxiny stejné¢ jako hyfami. Dochazi
k omezeni lihnuti larev a jejich pohybuschopnosti (Pérez et al., 2006). U¢innost této houby
byla prokazana rovnéz Rodriguez et al. (2006) u Meloidogyne spp. Nematocidni ucinky
houby Trichoderma harzianum byly popsany rovnéz u borovicového hadatka
Bursaphelenchus xylophilus, u kterého T. harzianum napada tieti vyvojové stadium (Maehara,
2008).

Dactylella oviparasitica

Klasifikace (www 8):
RiSe (Regnum): Fungi
Kmen (Phylum): Ascomycota
Pododdéleni (Subdivision): Pezizomycotina
Trida (Classis): Orbiliomycetes
Podtiida (Subclass): Orbiliomycetidae
Rad (Order): Orbiliales
Celed’ (Familia): Orbiliaceae

Rod (Genus): Dactylella

Davies and Spiegel (2011) oznacili Dactylella oviparasitica za fakultativniho parazita
a saprofytickou houbu schopnou vyuzit jako zdroj potravy také vajicka had’atek rodu
Heterodera. Tato houba je rovnéz schopna parazitovat na samicich Heterodera spp., coz
potvrzuje i Sayre (1986). Neni vSak znamo, pro¢ nékdy dojde Kk potlaceni vyskytu had’atek
a jindy ne. Mohou to ovliviiovat fyzikalni ¢i chemické vlastnosti pidy, pfirodni podminky ¢i
organickd hmota v pidé¢ a dalsi faktory (Davies and Spiegel, 2011). Stirling and Mankau
(1979) popsali rychly prunik hyf D. oviparasitica do vajicek had’atka rodu Meloidogyne
a vznik apresorii pfi kontaktu s vajicky. Houba pravdépodobné pronika vajeCnym obalem

mechanicky, ackoli je schopna penetrace rovnéZ pomoci chitindzy a dalSich enzymad.
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U had’atek Meloidogyne bylo rovnéz zjisténo napadeni samicek. Toto zjisténi bylo mimo jiné
prokazano i u H. schachtii. Vyzkum prokazal, Ze vajicka obsahujici J2 parazitaci vétSinou
unikla, ackoli J2 mimo vajicka byla parazitovana, z ¢ehoz vyplyva, ze zrald vajicka jsou
odoln¢;jsi napadeni, nez vajicka nezrala.

Tato houba produkuje rovnéz spory, avSak ve vajickach klidové spory, jako jsou
chlamydospory, neprodukuje. V jinych studiich byly ve vajickach prilezitostné sledovany
konidie. Produkované spory se stavaji nastrojem pro parazitaci, nebot” diky zelatinové
vrstvi¢ce vytvoiené mezi apresorii a skofapkou mohou ke svému hostiteli prilnout (Stirling

and Mankau, 1979).
Lecanicillium muscarium

Klasifikace (www 5):
RiSe (Regnum): Fungi
Kmen (Phylum): Ascomycota
Trida (Classis): Ascomycetes

Rod (Genus): Lecanicillium

Rod Lecanicillium ma v biologické ochrané Siroké pouziti, nebot” pusobi jako
antagonista fytoparazitickych had’atek, nékterych druhtit hmyzu, ¢&i jako antagonista
fytoparazitickych hub. Z hmyzu potlacuje mSice ¢i molice, do nichZ pronikd mechanicky
| enzymaticky. Pokud se jedna o potlacovani fytoparazitickych hub, dochazi ke kolonizaci
rostlinnych tkani a naslednému spusténi indukované systémové rezistence (Goettel et al.,
2008). L. muscarium takto ptsobi proti padli (Verhaar et al., 1997, Verhaar et al., 1998,
Askary et al., 1998, Dik et al., 1998 and Miller et al., 2004), ¢i rodu Phytium (Benhamou and
Brodeur, 2001). Pfi potlacovani populace had’atek dochdzi k infikovani a nasledné kolonizaci
samicek, cyst a jejich vajicek (Meyer et al., 1997). Ke kolonizaci za¢ind dochézet jiz 16 hodin
po inokulaci. 3 dny po inokulaci byly pozorovany penetracni otvory v samickach a sténach
cyst (Meyer and Wergin, 1998). K priniku skrz kutikulu, pfipadné jiné struktury, dochézi
pomoci chytindz a v mensi mife rovnéz diky produkci protedz a lipaz. Po proniknuti dochézi
ke kolonizaci hostitele a ristu konidii (Mulyati et al., 2015). L. muscarium je také schopno
produkovat sekundarni metabolity, jenz ptisobi toxicky na had’atka, konkrétné¢ mohou
znemoziovat lihnuti J2. Tuto schopnost vSak maji pouze nékteré kmeny (Shinya et al., 2008).
K napadeni jsou nachylné&jsi nezrala vajicka v porovnani se zralymi vajicky, kterd obsahuji J2

(Chen and Chen, 2003, Irving and Kerry, 1986; Kim and Riggs, 1991).
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Pleurotus ostreatus

Klasifikace (www 6):
RiSe (Regnum): Fungi
Kmen (Phylum): Basidiomycota
Trida (Classis): Agariomycetes
Podtiida (Subclassis): Agariomycetidae
Rad (Order): Agaricales
Celed’ (Familia): Pleurotaceae

Rod (Genus): Pleurotus

Houby rodu Pleurotus paralyzuji had’atka toxocystami. Jedna se o blastokonidie
obklopené kapickami obsahujici toxin. Toxocysta byla poprvé popsdna jako lepivy uzlik
(Thorn and Barron, 1984), nicméné nejsou k had’atkim tak ptilnavé jako pravé lepivé uzliky
a polapi pouze 30 — 50 % chycenych had’atek. Misto toho béhem 30 sekund had’atka znehybni
toxinem obsazenym v tekutiné (Thorn and Barron, 1984; Saikawa and Wada, 1986; Barron
and Thorn, 1987; Stalpers et al., 1991). Paralyzovana, nikoli polapena ob&t je napadena
specializovanymi hyfami pronikajicimi otvory do hostitele, kde ho za¢ne travit (Thorn and
Barron, 1984; Saikawa and Wada, 1986; Barron and Thorn, 1987). To je odlisné od lepivych
uzlikd, u kterych dochazi k infekci skrz epidermis, v misté kontaktu s uzlikem a povrchem
had’atka. Utok pomoci toxinti je pro had’atka druhové specificky a dochdzi k paralyzaci
had’atek i jejich paraziti (Barron, 2003). U¢inky jedu jsou nevratné. Pasobi destruktivné na
nervovou soustavu stejné jako na svaly, nebot’ ovliviiuje propustnost membran. Tento toxin
ma rovnéZz fatalni disledky na nékteré duhy hmyzu a hub (Kwok et al., 1992).

Povrch kapicek obsahujici toxin je kryt pruznym obalem. Jakmile se had’atka priblizi,
dojde k prilnuti kapic¢ky k jejich té€lu a naslednému prasknuti pruzného obalu (Truong et al.,
2007).

Toxocyty se vyvijeji souCasné pii tvorbé plodnic, k cemuz dochdzi v neptfitomnosti
had’atek. Vyvijeji se pouze ze vzduSnych hyf, které dokoncily jaderné déleni. V Casném
vyvoji toxocyst vytéka tekutina ze SpiCky sterigmat a urcité latky puvodné obsazené
Vv tekutin€ vytvaii na povrchu kapicky zminény pruzny obal (Truong et al., 2007). Jako dalsi
uloha, kterou zastavaji toxocysty, se jevi kromé ziskavani zivin z had’atek také ochranna

funkce proti fungivornim had’atktim a jiné mikrofauné (Barron, 2003).
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Stropharia rugosoannulata

Klasifikace (www 7):
RiSe (Regnum): Fungi
Kmen (Phylum): Basidiomycota
Trida (Classis): Agariomycetes
Podtiida (Subclassis): Agariomycetidae
Rad (Order): Agaricales
Celed’ (Familia): Strophariaceae

Rod (Genus): Stropharia

Tato houba roste v lese, na loukach, kompostech, zvifecim hnoji (Luo et al., 2006), ¢i
nepiili§ hojné na klfe a rozkladajici se slamé& v zahradach, parcich a na loukach. Jedna se
0 americky druh péstovany na zahradach (Antonin, 2006). Tato houba muize produkovat
bunky nazyvané akantocyty (Farr, 1980), které ptisobi jako lapaci zatizeni had’atek (Luo et al,
2006). Ackoli je tato houba predacn€ velmi Gc€innd, neni v pidé pfili§ saprofyticky
konkurenceschopnd, nebot’ rist mycelia a tvorba akantocytll je energeticky naro¢ny proces
a je houbou uptednostiiovan pied predaci (Gray, 1987). Aby byla S. rugosoannulata na poli

ucinna, je potiebné ji do pudy dodat v dostate¢ném mnozstvi (Poppe, 2000).

3.3 Skodlivost

Had’atka jsou Skodlivé organismy zpusobujici celosvétové v zemédélstvi velké ztraty
(Oka et al., 2000). Barker (1998) uvadi, ze had’atka celosvétové v zeméd¢€lstvi a lesnictvi
kazdoro¢né zpiisobuji ztraty dosahujici 78 miliard dolard.

Cystotvornd had’atka maji relativné rychly reprodukéni cyklus, vysokou reprodukéni
kapacitu a nizky prah Skodlivosti (Davies and Spiegel, 2011). Jako kritické mnoZstvi se uvadi
20 — 40 cyst na 100 g pldy, coZ znamena 1000 — 1500 vajicek nebo larev (Kazda a kol.,
2010).

Poskozeni se projevuje krnénim rostliny, jeji bledsi barvou a za horkych dni horsi
schopnosti obnovit turgor. Spodni listy postupné Zloutnou, klesaji k zemi a nasledné
odumiraji. Srdéckové listy nadéle rostou, jejich vyvoj je vSak zpomalen. Pokud neni napadeni
piili§ velké, napadené fepy na podzim obnovuji svij rast. Pii sklizni vSak nejsou zcela
vyzralé. To dokazuji i1 svéze zelené srdéckové listy. Nasledkem nevyzralosti mize pii

skladovani dochdzet k hnilobam (Stoklasa a Vaiha, 1985). Na kofenovém systému se
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poskozeni projevuje zkracenim hlavniho kotfene a celerovitosti. Bulvy maji mnoho
postrannich kotfinkl se zachycenymi samicemi nebo cystami. Dochazi k tzv. vousatosti fepy.

Napadeni byva ohniskovité a klesa pfi ném cukernatost kofene (Www 2).

3.4 Ochrana

V boji proti fytoparazitickym had’atkim Ize pouzit pesticidy (nematicidy), nicméné ty
mohou zpiisobit fadu dalSich problému, jako je znecisténi Zivotniho prostfedi a zanechéani
dlouhodobych rezidui v pude€. Z téchto divodii je snaha o vyvinuti kvalitnich biologickych
prostiedku kontroly a to formou biologickych agens, jako jsou pravé nematofagni houby
(Siddiqui and Mahmood, 1996; Nordring-Hertz et al., 2011; Yang et al., 2007)

U specifickych paraziti vSak byva problém, ze vyznamné redukuji populaci had’atek
teprve, pokud jejich populace dosahuje vysoké hustoty. Jako dal§i problém u typu této
regulace muze byt i fakt, ze nékteré houby nezabrani had’atkim v napadeni rostlin, nebot’
parazituji az na jejich vajickach (Davies and Spiegel, 2011).

Ptedpokladem uspésné ochrany je nevytvaret ptiznivé podminky pro fytoparaziticka
had’atka. V tomto piipad¢ se jedna predevSim o zajiSténi nepfitomnosti hostitelskych rostlin,
lépe feceno jejich likvidaci, pokud se jedna o plevele, tj. merliky (Chenopodium spp.), lebedy
(Atriplex spp.), fedkev ohnici (Raphanus raphanistrum), hoic¢ici (Sinapis spp.), kokosku
pastusi tobolku (Capsella bursa pastoris) (Kazda a kol., 2010), ptacinec obecny (Stellaria
media), pampelisku (Taraxacum spp.), lilek obecny (Solanum nigrum), ¢i hluchavku
objimavou (Lamium amplexicaule) (Stoklasa a Vaiha, 1985). Pokud se jedna o jiné
hostitelské rostliny, péstované plodiny, je nevhodné péstovat je pied cukrovou fepou (Beta
vulgaris var. altissima). Jedna se o opakované péstovani cukrové fepy na stejném pozemku,
péstovani fepky olejné (Brassica napus subsp. napus) nebo jiné brukvovité piedplodiny.
Naopak je vhodné zatazovat do osevniho postupu ,,neptatelské rostliny*, jakymi jsou napf.
Zito seté (Secale cereale), kukufice seta (Zea mays), vikev seta (Vicia sativa), hrach sety
(Pisum sativum), konisky bob (Vicia faba), cibule kuchynska (Allium cepa) nebo Cesnek
kuchynsky (Allium sativum) (Kazda a kol., 2010).

Jako dalsi preventivni opatieni je vhodné provadét zelené hnojeni, diky kterému dojde
ke zvySeni pidni mikrobidlni aktivity a tim podpofe antagonisti fytoparazitickych had’atek
(Lee, 2002). K zavéru, ze existuje korelace mezi potlatenim vyskytu H. schachtii

a mikrobialni aktivitou pudy dospéli rovnéz Borneman and Becker (2007).
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Vyznamné lze také omezit vyskyt had’éatek aplikaci kompostu. To ve své praci
potvrdili Renco et al. (2007), kdy do kvétinadcli smichali pliidu infikovanou cystami rodu
Globodera s kompostovanou zeminou. Vyzkum prokazal, ze vSech pét typi kompostu
(aruzné koncentrovaného) potlacilo do rizné miry vyskyt vajicek i larev hadatek rodu
Globodera. Dalsi studie toto zjisténi potvrzuji a dodavaji, ze timto zptsobem dochazi
Kk podpofeni uzitecnych volné zijicich had’atek (McSorley and Frederick, 1999) jako je
Rhabditidae a Cephalobidae, coz jsou saprofyticka had’atka (Hunt et al., 1973). Diky dodani
organického materidlu dochdzi rovnéz k podpofe odolnosti rostlin proti napadeni had’atky
diky stimulaci rustu rostlin a jejich kofend (Renco et al., 2007). Kaplan and Noe (1993),
Ryckeboer and Coosemans (1996a), Sharma et al. (1997), Verma et al. (1997), Riberio et al.
(1998) a Chen et al. (2004) ve svych studiich dokazuji, Ze piidanim kompostu nejen Ze dojde
ke snizeni pocetnosti populace had’atek, ale rovnéz ke zvySeni vynosu. Tyto pozitivni U€inky
kompostu vS§ak nebyly zaznamenany u vSech typi kompostu pouzitych v jinych studiich, jak
dokladaji Szczech et al. (1993), McSorley et al. (1997), ¢i Zhao et al. (2003). Vyznamné
snizeni populace Heterodera schachtii pii péstovani v kompostované zeminé zaznamenal
rovnéz Schlang (1993) a Ryckeboer and Coosemans (1996b). Zaznamenali také snizeni
pohyblivosti J2 larev u H. schachtii pii péstovani rostlin v kompostované zeming.

Pro potlaceni vyskytu fytoparazitickych had’atek Ize také uplatnit nematocidy, avSak
V praxi se tato pfimé chemickd ochrana neprovadi. Na trhu se vSak jiz vyskytuji tolerantni
nebo rezistentni odridy (Kazda a kol., 2010).

V minulosti se jako nejucinngj$i metoda jevila metoda péstovani vyhlazovacich
rostlin, pii které se na husto vysévaly druhy bohaté kotenicich hostitelskych rostlin. VétSinou
se jednalo o jarni fepici nebo fepku. Tyto rostliny byly vysévany 10. — 15. dubna a porost byl
likvidovan 20. — 30. kvétna. Tento proces se mohl opakovat v zavislosti na intenzit€ napadeni.
Podstatou této metody bylo vyprovokovat larvy k lihnuti a napadeni vyhlazovacich rostlin,
které byly ve vhodném terminu zaorany, ¢imz doslo k zaschnuti kofinkt, na kterych jiz larvy

parazitovaly a jejich naslednému umrti (Stoklasa a Vanha, 1985).

27



4 Metodika

V pokusu byl testovan alternativni zptisob ochrany proti H. Schachtii na citlivé odriudé
cukrové fepy Alpaca. Ochrana byla zaloZzena na zaklad¢ aplikace nematofianich hub.
Konkrétné byly pouzity houby Dactylella oviparasitica, Pleurotus ostreatus, Stropharia
rugosoannulata, Lecanicillium muscarium, a Arthobotrys oligospora (smés izolatd a izolaty

A5/10 a A10/10) a Gliorex obsahujici Clonostachys rosea a Trichoderma harzianum.

4.1 Extrakce cyst z pudy

Cysty pro pokus byly ¢aste¢né ziskany z pudy z pole, na kterém byl zaznamenan
vyskyt H. schachtii, a ¢astecné z infikovanych rostlin cukrové fepy, jez byly péstovany
Vv kvétinacich ve skleniku.

Piida obsahujici cysty, byla nejdfive vysuSena a nasledné proplavena ve Fenwickové
konvi (obrazek 15), kde doslo k oddéleni cyst od podstatné ¢asti pudy a jejich zachyceni spolu
s dalsimi organickymi a anorganickymi materialy na sitku (Southey, 1986) o velikosti ok
0,255 mm. Nasledné byly cysty vybirany a ukladany do 2 ml mikrozkumavky typu Eppendorf

témito zplsoby:

1) Vybiranim cyst pod binolupou OLYMPUS SZ 61
Pti tomto zpisobu vybirani cyst dochdzi k vybirani cyst pomoci nematologické

jehly (obrazek 16).

2) Nasavanim
Sitko s vyplavenymi cystami bylo ponechdno k vyschnuti. Néasledné byly cysty
vybirdny pomoci Zafizeni pro manudlni sbér cyst fytoparazitickych had’atek druhu

Globodera rostochiensis (obrazek 18) a nasavany do 50 ml zkumavky.

3) Odvalovanim

Proplaveny suchy materidl ze sitka byl rozprostfen na horni ¢ast naklonéné
roviny, jez byla umisténa na tfepace IKA KS 260 basic (obrazek 17), ktera byla
zapnuta na 320 RPM. Zaroven byl proplaveny materidl pro vys$i vytéznost cyst
protiran $téteckem. Diky citronkovitému tvaru cyst doslo k jejich skutaleni do Petriho

misky umisténé pod tfepackou.
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4.2 Napéstovani hub

Jednotlivé houby byly péstovany a udrzovany na pevném mediu slozeném z ovesného
agaru (72 g/l) (obrazek 19), na ktery byly nasledné naockovany (obrazek 20). Kultivovany
byly v termoboxu pii teploté 23°C.

Pro pokusy bylo mycelium mnoZeno v tekutém kultivaénim mediu (Obrazek 21)
0 slozeni Malt Extract Powder, Rafined (30 g/l) + Peptone Bacteriological (5 g/l) pii teploté
24 °C.

4.2.1 Priprava mycelia pro pokusy

Vysterilizované a vychladlé medium z Malt Extract Powder, Rafined a Peptone
Bacteriological, bylo umisténo do Erlenmeyerovych ban¢k s disruptory a naockovano
zkoumanymi druhy hub. Erlenmeyerovy baiky byly umistény na tiepacku IKA KS 260, ktera
byla nastavena na 160 RPM a byly zde ponechany pfi teploté 24°C 14 dni, béhem kterych
mycelium jednotlivych druhti hub dostate¢né narostlo.

Nasledné bylo mycelium promyto pod tekouci vodou v sitku o priméru ok 0,040 mm
(obrazek 22) a nafedéno destilovanou vodou v poméru 1:1 (s vyjimkou Gliorexu, ktery nebyl
promyvan). Nafedéné mycelium (obrazek 23) bylo namixovano piistrojem Ultra turax IKA

(obrazek 24) pii 8 000 otackach a tim ptipraveno k inokulaci.

4.3 Nadobovy pokus

Sklenikovy pokus byl zalozen do kvétinact o objemu 500 ml. Pokus byl zalozen v 9
variantach a 7 opakovanich. Pro pokus byla pouzita autoklavovana ptda pfti teploté 121°C po
dobu 20 minut.

Do kazdého kvétinace byla zaseta do hloubky cca 2 cm 3 semena cukrové fepy. Na
dno kazdého kvétinace byl umistén CtvereCek z netkané textilie, aby se zabranilo propadani
hliny. Na textilii byla vlozena cca 1,5 cm vrstva pidy, na kterou bylo vlozeno 5 plnych cyst
(obrazek 25), které byly nasledné zasypany pidou. Nasledné byl kazdy kvétinac zalit 20 ml
mycelia (obrazek 26).

Rostliny byly péstovany Vv izolatoru Japan po dobu 5 mésict (obrazek 27). Rostly tedy
v nefizenych podminkach, které byly ovlivnény venkovnim pocasim. Rizena byla pouze

zavlaha.
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Pokus bys vyhodnocen na zakladé vyplaveni cyst z ptidy a jejich naslednym vybranim
ze sitka pomoci nematologické jehly a binolupy OLYMPUS SZ 61. Vysledky byly poté
statisticky vyhonoceny (viz kapitola 4.5).

4.4 Sklickova kultura

Sklickova kultura byla zaloZena na podloznich sklickach vybavenych mikrojamkami
pro tesovani zivych kultur v 9 variantach, ve 4 opakovanich (obrazek 30). Do kazdého sklicka
bylo umisténo 25 zivych larev H. schachtii, 15 ul pfipraveného mycelia a 500 ul okysli¢ené
vody. Mortalita larev byla vyhodnocovana kazdych 24 hodin pocitanim pod binolupou
OLYMPUS SZ 61.

4.4.1 Lihnuti a pFiprava larev

Nejdiive bylo zjistovano, V jakych podminkach se larvy lihnou nejlépe. Jejich lihnuti
bylo zkouSeno v Cisté vodé a v difuzatech z fedkvicky seté a cukrové fepy. Difuzaty byly
pfipraveny v 50 ml zkumavkach, jez byly z 1/2 vysypéany sklenénymi vysterilizovanymi
kulickami, které byly zality destilovanou vodou. Na povrch sklenénych kuli¢ek byla umisténa
3 semena. Rostliny do 1 tydne pfi teplot¢ 24°C vyrostly a vytvotily difuzaty. Nebyly vSak
zaznamenany prilisné rozdily v mnozstvi vylihlych larev, tudiz larvy pro pokus byly lihnuty
Vv Cisté okyslicené vode.

Cysty ziskané vyplavenim byly nadrceny (Obrazek 35) a umistény na Sikmé sitko
s pramérem ok 0,03 mm (obrazek 31), které bylo umisténo v zaparafilmované Petriho misce.
Zde bylo sitko ponechéno pii teplot¢ 24°C 14 dni. Za tuto dobu se vylihlo dostate¢né
mnozstvi larev pro pokus.

Nékteré larvy vSak byly mrtvé, proto byla pro jejich oddéleni od Zivych larev
uplatnéna Baermannova metoda:

Do nalevky zakoncené hadi¢kou a uzaviené tlackou bylo vlozeno sitko a jedna vrstva
papirového kapesnicku, do kterého se nalila voda s vylihlymi larvami. Do nalevky byla dolita
voda tak, aby byl kapesni¢ek ponofen (obrazek 32). Takto byla nalevka ponechana 16 hodin.
Za tu dobu zivé larvy pronikly do spodni casti hadicky, odkud je bylo mozné odpustit do
kadinky (Baermann, 1917).
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Piiprava pokusu

Takto ziskané larvy byly néasledné promyty v 1,5 ml zkumavkach typu Eppendorf
v centrifuze 4x destilovanou vodou a 2x okyslicenou vodou pii otackach 8000 RFC po dobu
10 minut. Promyvani probihalo tak, ze po probéhnuti centrifugacniho cyklu bylo odebrano ze
zkumavky polovina objemu vody (750 pl). Stejny objem byl nasledné do zkumavky opét
napipetovan a cely proces se opakoval, dokud nebyly larvy dostatecné promyty a ptipraveny
pro pouziti na sklickovy pokus.

Tento pokus byl zaloZzen po dobu 6 dni, béhem nichz kazdych 24 hodin probihalo
pomoci svételné mikroskopie na pfistrojich OLYMPUS SZ 61 a NIKON TMS (obrazek 33)

pocitani zivych a mrtvych larev a nasledné zaznamenani a vyhodnoceni vysledk.

4.5 Statistické vyhodnoceni
Vysledky byly zhodnoceny ve statistickém programu STATISTISTICA 12 na hladiné

prikaznosti 0=0,05.
4.5.1 Nadobovy pokus
Vysledky byly vyhodnoceny pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA).
4.5.2 Sklickova kultura

Ziskana data byla ptevedena na % mortality (tabulka 2), aby bylo dosazeno Gaussova
rozdéleni. Procentualni data byla transformovana pomoci arcsin root square values metody

podle vzorce:

. X
= arcsin | ——
Y V100,

Tranformovana data byla vyhodnocena pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu.

31



5 Vysledky

5.1 Nadobovy pokus

Pro nadobovy pokus bylo tieba ziskat cysty. Ty lze ziskat jednou z 3 vysSe uvedenych
metod. Jako nejméné U¢innd metoda se projevilo ziskavani cyst pomoci odvalovaci metody,
nebot’ zminéna metoda byla primarné vynalezena pro ziskavani kulovitych cyst Globodera
rostochiensis a H. schachtii ma cysty citronkovitého tvaru, které se pomérn¢ neochotné
odvalovaly do sbérné Petriho misky. Vybirani cyst pomoci nasavani se jevilo jako
nejrychlej$i metoda, avsak mnohé cysty se pfilepily na st€ny sbérné hadice, a spolu s cystami
se do sbérné zkumavky dostaly i dalsi necCistoty. Vybirani cyst pod binolupou bylo Casové
nejnaroc¢néjsi, avsak nedochazelo zde k Zadnym ztratam a vybrany material neobsahoval dalsi
necistoty.

Po proplaveni pudy, v niz byla péstovana cukrova fepa v izolatoru typu Japan, byly

vyplaveny cysty (tabulka 1). Statistické vyhodnoceni je vidét na grafu 1.

Varianta; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(8, 47)=3,9641, p=,00119
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznatuji 0,95 intervaly spolehlivosti
35 . . . : : . : : .
30
25+
20 +
15 +
10 +

Pocet cyst

-10

kontrola b
Gliorex |

Arthroborys oligospara
Dactylella oviparasitica
Lecanicillium muscarium
Pleurotus ostreatus
Arthroborys oligospora ASM0 ¢
Stropharia rugoscannulata +
Arthroborys oligospora A10/10 |

Varianta

Graf 1 Statistické vyhodnoceni nadobového pokusu
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Na grafu 1 nejsou sledovany zadné statisticky vyznamné rozdily. Je ovsem sledovan
trend snizeni poctu cyst vzhledem k neoSetfené kontrole a to v pfipadé vsech aplikovanych
hub s vyjimkou houby Dactyllela oviparasitica a Arthrobotrys oligospora. Z grafu je také
patrné, ze jednotlivé izolaty Arthrobotrys oligospora maji rozdilnou uc¢innost. Arthrobotrys
oligospora A5/10 ma téméf totoznou ucinnost jakko Arthrobotrys oligospora A10/10.

Ucinnost téchto izolath se vSak vyrazné lisi od ucinnosti smesi izolatd této houby.

5.2 Sklickova kultura

V této casti experimentu byla kazdy den pokusu zjistovdna mortalita J2 larev
(obrazek 34), které byly pro pokus predlihnuté. Lihnuti probihalo v difuzatech a okyslicené
vod¢, avSak nebyly zaznamenany zadné rozdily v lihnuti. Mnozstvi vylihlych larev se lisilo
Vv zavislosti na roénim obdobi, kdy se od fijna larvy lihly ve velmi malém mnozstvi. Primérné
se ze 40 cyst vylihlo 15 larev. Larvy se zacaly opét lihnout v lednu, kdyz byly cysty nejméné
tyden umistény v lednicce, kterd imitovala zimni obdobi. Je tedy pravdépodobné, ze
H. schachtii ma ,,vnitini biologické hodiny*, které ji znemoznuji lihnuti larev pfed zimnim
obdobim.

Pii napéstovani mycelia doslo ke kontaminaci houby Dactylella oviparasitica, ¢imz
doslo k napéstovani neznamého druhu houby. Pro zajimavost bylo v pokusu pokracovano
I S touto houbou, ktera je ve vysledcich oznacena jako Kontaminace.

Na zéklad¢ statistického vyhodnoceni je patrné, Ze statisticky vyznamné rozdily mezi
zkoumanymi variantami jsou pouze prvni 2 dny. 3. den je zaznamenany statisticky vyznamny
rozdil pouze u kontaminované varianty. PO zbytek dni pokusu neni zjist€én mezi zadnou

variantou a kontrolou zadny statisticky vyznamny rozdil. Toto zjisténi vyplyva z grafu 2.
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Z Graf 3 lze vycist, ze prvni den byl patrny vyrazny statististicky vyznamny rozdil
V ptsobeni na mortalitu J2 larev u vSech variant, az na variantu s Gliorexem. Nejvyraznéji na
vylihlé larvy pusobila neznama houba — Kontaminace, nasledné Dactylella oviparasitica
a Pleurotus ostreatus.

Prvni den pokusu nebyl pfili§ zfetelny rozdil v pisobeni jednotlivych izolat

A. oligospora, avsak jako nejvice ucinny se projevil izolat A5/10.
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Druhy den pozorovnani (graf 4) byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily
pouze u Gliorexu, Arthrobotrys oligospora a Stropharia rugosoannulata. Ostatni varianty se
svou ucinnosti neprojevily jako statisticky vyznamné a s vyjimkou Arthrobotrys oligospora
A10/10 nedoslo ke zvyseni mortality larev oproti kontrolni variantg.

Z grafu je patrné, ze rizné izolaty jednoho druhu hub maji odlisnou u¢innost. Oproti 1.
dni pokusu doSlo k prohloubeni rozilli v u¢innosti jednotlivych variant. Jako nejucinnéjsi se
zde projevila smés izolatd Arthroborys oligospora, mén¢ ucinna byla A. oligospora A10/10

a jako nejméné ucinna se projevil izolat houby A. oligospora A5/10.
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Treti den pozorovani (graf 5) byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil pouze
U kontaminované varianty. U oOstatnich variant byla zaznamenana pouze nepatrn¢ vyssi
mortalita J2 larev. Jednotlivé izolaty Arthrobotrys oligospora se jiz neprojevovaly pfilis

rozdilnym Gcinkem.

5.3 Nadobovy pokus vs. sklickova kultura

Pfi porovnavnani Uc¢innosti jednotlivych variant ve sklickové kultufe a nadobovém
pokusu jsou ziejmé rozdily v ucinnosti jednotlivych druhli hub. Z vysledkl rovnéz vyplyva,
ze na ucinnost maji vliv také podminky, ve kterych je pokus provadén (nadobovy
pokus x sklickova kultura).

V nadobovém pokusu vyslo, Zze aplikace jednotlivych hub neni pro ochranu pfili$
u¢inna. Ve sklickové kultufe se vSak vSechny druhy hub, v¢etné Dactylella oviparasitica
a Arthrobotrys oligospora, u kterych v nadobovém pokusu doslo ke zvyseni poctu cyst,

projevily jako Gc¢inné.
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6 Diskuse

Nematofagni houby jsou zivé organismy, tudiz jejich ucinnost a vyskyt jsou silné
ovlivnény podminkami, ve kterych se vyskytuji. Z tohoto diivodu mize byt jejich ucinnost

a chovani zna¢né rozdilné.

6.1 Lihnutilarev pro sklickovou kulturu

Ovlivnitelnost H. schachtii okolnimi podminkami se projevila jiz pii piipravé
sklickové kultury, kdy se jako vyznamny lihnouci faktor projevilo ro¢ni obdobi, nebot” od jara
az do srpna se larvy ochotn¢ lihly. Od fijna se larvy témeéi piestaly lihnout (v priiméru se ze
40 cyst vylihlo 15 larev). Opétovné lihnuti larev nastalo v lednu. Neni vSak znadmo, zda se
larvy zacaly lihnout diky zméné rocniho obdobi nebo nasledkem teplotniho Soku, ktery
utrpély, nebot’ byly na 1-3 tydny umistény do chladnicky. U cyst, které byly v chladnicce
uloZeny 1 tyden, byl zaznamenan vyssi pocet vylihlych larev, oproti cystam, které byly stale
v pokojové teploté. Jest€¢ vyssi pocet vylihlych larev byl zaznamenan u cyst, které byly
v chladni¢ce 2 tydny. U cyst umisténych v chladni¢ce 3 tydny bylo zaznamenano nejveétsi
mnozstvi vylihlych larev.

Vzhledem k problematickému lihnuti larev, byla zkouSena také podpora lihnuti larev
pomoci rostlinnych difuzati z fedkvicky seté a cukrové fepy. Nebyl v§ak zaznamenan zadny
vyznamny rozdil v mnoZstvi vylihnutych larev v okyslicené vod¢ a difuzatech. Tento zavér je
Vv rozporu s tvrzenim Khan (1985), ktery uvadi, ze ackoli se velké mnozsvi larev H. schachtii

lihne v ¢isté vode, jeste vice larev se vylihne ve vodé s kofenovymi difuzaty.

6.2 Dactylella oviparasitica

Vliv plidnich podminek na G¢innost nematofagnich hub dokladd pokus Yin et al.
(2003), ve kterém byla z pud, kde byl vyskyt H. schachtii nejvice potlacen, zjisténa v cystach
pritomnost houby Dactylella oviparasitica. Nematofagni ucinky Dactylella oviparasitica
potvrdili také Olatinwo et al. (2006a), kteti zminénou houbu indikovali na supresivnich
pudach. Naopak na pudach, které nebyly supresivni, nebyla tato houba témét detekovatelna.

Na zaklad¢ téchto zjisténi Olatinwo et al. (2006b) zalozili nadobovy pokus, Vv némz
inokulovali houbou Dactylella oviparasitica fumigovanou pidu. Za 11 tydnd doslo ke
stejnému potla¢eni had’atek (82 %), jako na supresivnich pudach. Pti pokracovani pokusu

trvajicim dal$ich 5 tydnt, bylo zjisténo, Zze H. schachtii byla v nadobovém pokusu potlacena
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298 % a v nefumigovanych ptidach byla potlacena z 94 — 97 %. Tento trend zvySujici se
ucinnosti podpofili Stirling and Mankau (1979), kdyz prokazali, ze ¢im del$i dobu je
Meloidogyne v kontaktu s D. oviparasitica, tim se zvySuje mnozstvi napadenych vajicek.
Zminéné zjisténi je vSak vrozporu s vysledky této prace, nebot v nadobovém pokusu
trvajicim 5 mésict doslo oproti kontrole k naristu mnozstvi cyst.

Rozdilné pisobeni D. oviparasitica je ocividné i pii porovnani nadobového pokusu
a sklickové kultury, jez byly provadény v této praci, nebot’ v nadobovém pokusu vyslo
rozdilné pasobeni D. oviparasitica na H. schachtii oproti sklickové kultuie. U¢innost houby
D. oviparasitica, jez se projevila prvni den pokusu sklickové kultury, je v souladu ze
zjisténim Stirling and Mankau (1979), kteti u had’atka rodu Meloidogyne zaznamenali, Ze
hyfy zacinaji pronikat do vajicka jiz 18 hodin po inokulaci a po 60 hodinach bylo mozno ve
vajickach pozorovat viditelné hyfy. Uginnost této nematofagni houby dokazuji rovnéz
vysledky tfidenniho sklickového pokusu Zouhara a kol. (2010), kteti uvadi, Zze
D. oviparasitica zabiji kolem 40 % had’atek Ditylenchus dipsaci, kolem 21 % Globodera

rostochiensis a kolem 41 % Meloidogyne hapla.

6.3 Lecanicillium muscarium

Lecanicillium muscarium se v nadobovém pokusu prokazalo jako ucinné, nebot’ doslo
oproti kontrolni varianté¢ ke snizeni poctu cyst, avSak tento vysledek nebyl statisticky
vyznamny. Uginnosti druhu této houby se zabyvali Shinya et al. (2008) na Heterodera
glycines a zjistili, ze ur¢ité kmeny inhibuji lihnuti larev z vyvinutych vajicek. Jiné kmeny
pusobi nematocidné diky prokdzané vysoké toxicité vici vajickim, ve kterych se nebyly
schopny vyvinout J2 larvy. VétSsina kment pusobi nematocidné diky své schopnosti
zneskodnit J2 larvy. V souladu s vysledky této prace potvrdili Uziel and Sikora (1992) na
svém dvoumési¢nim experimentu ucinnost L. muscarium a u vSech zkoumanych izolati
prokazali napadeni cyst Globodra pallida konidiemi od 4 do 63 % cyst podle zkoumaného
izolatu. Vétsina izolath napadla 45-63 % cyst. Jesté vysSsi ucinnost zaznamenali Meyer and
Huettel (1996), ktefi zjistili 85% sniZzeni mnozstvi cyst H. glycine oproti kontrolni varianté.
Nizs8i G¢innost L. muscarium byla zaznamenana pii soucasné aplikaci sexualnich feromontl,
které se pouzivaji ke znemoznéni nalezeni samicky samcem, nebot’ samec ji neni schopen
najit diky absenci pfirozeného gradientu sexualniho feromonu. Pifi soucasném pouziti
V. lecanii-vanilinova kyselina a V. lecanii-syringova kyselina, byla zaznamenana u¢innost

Z 68 % a 80 %.
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Ve sklickové kultufe byl zaznamenan rychly nastup Gcinnosti, coz dokazuje statisticky
vyznamnd Gc¢innost zjisténd prvni den pokusu. Toto tvrzeni je Vv souladu se zjisténim Meyer
and Wergin (1998), ktefi zjistili, ze Lecanicillium muscarium je schopné zacit kolonizovat
vajicka had’atek béhem 16 hodin a do samicek zacina pronikat télnimi otvory po 3 dnech od
inokulace. Toto zjisténi by mohlo byt divodem, pro¢ byla tfeti den pokusu zaznamenana

zvysena mortalita larev v porovnani s kontrolni variantou.

6.4 Stropharia rugosoannulata

Stropharia rugosoannulata je schopna imobilizovat volné Zijici had’atka Panagrellus
redivivus béhem nékolika minut a béhem 24 az 28 hodin je zcela degradovat. Béhem n¢kolika
hodin je schopna imobilizovat Bursaphelenchus xylophilus (Luo et al., 2006). Toto zjisténi je
v souladu s vysledky této prace, nebot’ ve sklickové kultuie byla po prvni 2 dny zaznamenana
statisticky vyznamna mortalita larev. Rovnéz Zouhar et al. (2013) potvrdili, Ze béhem prvniho
dne, konkrétné jiz po 4 hodinach od inokulace, znehybnuje S. rugosoannulata larvy a po 24
hodinach bylo v pokusu prokazano znehybnéni téméf 100 % larev. K obdobnému vysledku
dospéli také Luo et al. (2006), ktefi zaznamenali, Ze dojde ke znehybnéni 90 %
Bursaphelenchus xylophilus jiz po 15 minutach v blizkosti mycelia této houby.

Stropharia rugosoannulata je velmi GU¢inna v laboratornich podminkach, avsak
V polnich podminkach je znevyhodnéna svou nizsi konkurenceschopnosti, coz je dano tim, ze
tvorba akanthocytdl je energeticky naro¢na, stejné jako tvorba mycelia (Gray, 1987). Tato
houba se neprojevila jako pfili§ vyznamny bioregulator ani v nadobovém pokusu provadéném

V této praci.

6.5 Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus se v nadobovém pokusu neprojevila jako pfili§ u¢inna biologicka
kontrola proti H. schachtii. Doslo ke snizeni mnozstvi cyst, av§ak tento rozdil nebyl oproti
kontrole statisticky vyznamny. Ve sklickové kultufe se P. ostreatus projevila jako u€inna,
nebot’ prvni den doslo ke zjisténi statisticky vyznamné mortality, respektive nehybnosti larev.
Nasledujici dny jiz nebyly G€inky statisticky vyznamné. ZjiStény rychly znehybiiujici t¢innek
podporuji vysledky pokusu Barron and Thorn (1987), ktefi zaznamenali, Zze ke znehybnéni
larev dojde béhem 30 sekund aZ né&kolika minut. To je v souladu se zjiSténim Truong et al.
(2007), kteti udavaji, ze ke znehybnéni larev dojde béhem 50 — 60 sekund plsobenim

toxocyst. Pokud se vSak larvy dostanou mimo plisobeni toxint, napiiklad umisténim do cisté
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vody, dojde k vymizeni u¢inkti toxocyst a larvy opét zacnou vegetovat. Absence toxini tedy
mize byt pfic¢inou snizené UCinnosti V dal§ich dnech pokusu a hlavni pfi¢inou zji§téné
mortality mize byt pouze piirozena mortalita larev. Toto tvrzeni je vSak v rozporu s Kwok et
al. (1992), ktefi tvrdi, ze uCineky jednu jsou nevratné.

Larvy nejsou schopny opétovného vegetovani ani po umisténi do ¢isté vody, pokud se
k oSetfeni pouzije extrakt z plodnic hub. V tomto pfipadé je zaznamenana umrtnost u had’atek
riznych rodu pii pouziti Pleurotus ostreatus 77 %. Jako jesté G¢innéjsi se projevila P. florida

s 99% mortalitou had’atek a se 100% mortalitou P. citronopileatus (Khan et al., 2014).

6.6 Arthobotrys oligospora

Tato houba se v nadobovém pokusu nejevila jako ucinna biologicka ochrana, nebot
nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily oproti kontrole a ve varianté¢ smési izolatit doslo
K navyseni pocétu cyst oproti kontrolni varianté. Ve skli¢kové kultufe vSak byla vyhodnocena,
jako vyznamna nematofagni houba, nebot’ prvni den se jevily jako statisticky vyznamné
oproti kontrole oba izolaty, stejné jako smés izolatl této houby. Druhy den se jako statisticky
vyznamna svym nematofagnim Gc¢inkem jevila pouze smés izolatli, coz miiZze byt dano SirSim
spektrem enzymi, jez produkuji jednotlivé izolaty. Nicméné ve shod¢ s naSimi vysledky ze
skli¢kové kultury Zouhar a kol. (2010) uvadi, ze je tato houba schopna zabit témét 97 % larev
Ditylenchus dipsaci. Jesté vyssi ucinnost byla prokazana u had’atek Globodera rostochiensis,
kde byla zaznamenana prumérna mortalita 100 %. Nizs8i ucinnost se projevila u Meloidogyne
hapla, kde bylo prokdzano napadeni téméf 80 %. Tyto vysledky byly zaznamenany pii
tiidennim sklickovém pokusu. Timper and Brodie (1993) prokazali také ucinnost na had’atko
Pratylenchus penetrans. Zouhar et al. (2013) zaznamenali ucinnost této houby jiz po jejim
4 hodinovém pusobeni od inokulace. Za stejnou dobu pusobeni se vsak jako uCinngjsi

projevila Stropharia rugosoannulata.

6.7 Gliorex

Pii aplikaci a nasledném vyhodnoceni napéstované Clonostachys rosea a Trichoderma
harzianum z piipravku Gliorex, nebyla v nadobovém pokusu zjisténa oproti kontrole
statisticky vyznamna ucinnost, ackoli Rodriguez (2006), ¢i Maehara (2008) ve svych
pokusech (viz nize) zjistili vysokou u¢innost zkoumanych hub.

Ve sklickové kultuie se smés Clonostachys rosea a Trichoderma harzianum projevila

jako statisticky vyznamnd az druhy den pokusu. Prvni a tfeti den byla zaznamenédna vyssi
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mortalita oproti kontrolni varianté, nejednalo se vSak o statisticky vyznamné vysledky.

Vysokou uc¢innost téchto hub zaznamenali rovnéz Baloyi et al. (2011) (viz nize).

Clonostachys rosea

Baloyi et al. (2011) prokazali ucinnost této houby na hadatcich parazitujicich
Vv ovcich. Pii provadéném fekalnim testu, pii némz se ke zhomogenizovanému trusu pridala
C. rosea, bylo zjisténo, Ze jeji ucinnost se pohybuje od 44 do 69,9 %. Vyssi t€innost zminéné
houby autofi zaznamenali pfi druhém pokusu, v némz vyextrahovali larvy z trusu a nasledné
je infikovali C. rosea. V tomto pifipadé byla zaznamenana vyssi mortalita larev pohybujici se
mezi 62,7 a 89,3 %.

Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum se jevi jako G¢inna houba pti ochrané proti hadatku
borovicovému Bursaphelenchus xylphilus, nebot byla zaznamenana infekce 80 %
inokulovanych broukdi Monochamus alternatus, ktefi nasledkem napadeni touto houbou
prenaseji méné larev Bursaphelenchus xylphilus Maehara (2008). Pii péstovani zeleniny se
tato houba projevila jako G¢inny bioregulator had’atek rodu Meloidogyne spp. Byla zjisténa
52 — 82% tuspésnost oproti kontrole (Rodriguez, 2006). Pii napadeni rajc¢at Meloidogyne spp.
byla prokazana ucinnost mnoha izolati T. harzianum. Jako dal$i pozitivni ucinek bylo
zaznamenano zvyseni rustu rostlin (Dababat et al., 2005).

Rovnéz dal$i druhy rodu Trichoderma spp. maji nematocidni uc¢inky na Maloidogyne
incognita. Trichoderma asperellum je schopna potlait na rajceti J2 larvy az z 80 %.
Trichoderma brevicompactum je schopna snizit produkeci vajicek az o 86 % a nasledkem toho
zvysit produkcei az o0 30 %. Jesté vétsiho ucinku dosahuje T. asperellum na mrkvi, kdy dochazi

az k 94% snizeni J2 larev v porovnani s kontrolni variantou (Affokpon et al., 2011).

41



[ Zavér
Tato diplomovéa prace se zabyvala jednim z alternativnich zplisobt ochrany cukrové

fepy proti H. schachtii.

Na zékladé vysledki bylo zjisténo:

J Pasobeni hub se lisi v zdvislosti na podminkach, ve kterych byly
pokusy provadény. Vyssi nematofagni u€innost byla prokazana ve sklickové kultuie
V porovnani s nadobobym pokusem. Lze tedy pfedpokladat, ze v polnich podminkéach
se ucinnost bude opét lisit a bude zavisla rovnéz na mnozstvi aplikovaného inokula.

o Rychlost ptisobeni jednotlivych hub se odviji od mechnismu jejich
ucinku.

o Ve sklickové kultufe se vSechny zkoumané druhy prokézaly

vyznamnym nematofagnim G¢inkem.

o Byly prokazany rozdily v Géinnosti jednotlivych izolati Arthrobotrys
oligospora.
o Vyznamnym nematofagnim ucinkem se projevila také varianta

kontaminovana neznamym druhem houby.
Tato zavéreCna prace prokdzala, ze nematofagni houby mohou byt povazovany za

potencialni uspésné regulatory H. schachtii. Aby vsak byla zajisténa jejich spolehliva

ucinnost Vv praxi, je tfeba nadale pokracovat ve vyzkumu.
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9.2 Tabulky
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Tabulka 1 Nadobovy pokus — cysty
Kontrola Arthroborys oligospora
Opakovany Bile cvsty | Hnéde cvsty [Prazdneé cvsty] Opakovany Bileé cvsty | Hnade evsty [Prazdneé cvsty]
1 5 12 7 1 6 31 13
2 11 3 7 2 26 32 3
3 0 34 16 3 3 & 0
4 5 5 5 4 12 11 16
£ 4 3 & £ 3 & 19
& 36 23 16 & 6 &0 2
7 0 7 7 7 0 15 17
Daceylelln oviparasitica Lecanicillium wscarium
Opakovan] Bilé cysty | Hoedé cysty [Prazdné cvsiy| Opakovan] Bilé cysty | Hoedé evsty [Prazdné cvsiy]
1 105 117 35 1 0 2 10
2 11 15 18 2 0 10 16
3 108 44 12 3 0 3 11
4 0 3 & 4 10 33 13
5 3 6 13 5 1 4 o
& 15 33 14 & 5 5 16
7 0 21 18 7 0 3 3
Pleurotus ostreatus Gliorex
Opakovany Bile cvsty | Hnade cvsty [Prazdneé cvsiy Opakovany Bile cyvsty | Honade cvsty [Prazdne cyvsiy]
1 0 3 15 1 1 3 10
2 4 5 12 2 0 4 0
3 47 28 19 3 50 0 13
4 125 39 14 4 34 7 7
5 4 3 13 5 1 7 15
& 25 13 3 & 1 4 14
7 g 11 13 7 0 4 20
Arthroborys oligospore AS10 Arthroborys oligospora A1W10
Opakovani Bilé eysty | Hoéde cysty [Prazdné cysiy| Opakovani Bilé eysty | Hoedé eysty [Prazdné cysiy|
1 30 62 2 1 2 3 6
2 2 3 15 2 2 3 4
3 0 0 19 3 4 6 3
4 0 0 15 4 7 15 10
5 0 1 3 5 1 2 7
& 0 4 g & 0 3 18
7 0 3 13 7 3 4 15
Seropharia rugoscannulate
Bile cvsty | Hnade cvsty [Prazdme cysty]
1 32 17 15
2 2 6 10
3 4 6 3
4 1 4 18
5 3 6 6
& 0 & 10
7 0 2 10
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Tabulka 2 Mortalita larev (x 100 %)

1. den 2. den 3. den 4, den 5. den 6. den
Lecanicillium muscarium 0,886077 0 0,722734|0,937744 | 1,209429 | 1,167739
Lecanicillium muscarium 0,934664 | 0,387597 | 0,684719| 0,848062 | 0,785398 | 0,955317
Lecanicillium muscarium 0,886077| 0,27055 |0,684719|0,874098 | 0,886077 | 0,977597
Lecanicillium muscarium 0,814827|0,292843|0,811726 | 0,974053 | 0,886077 | 1,064352
Clonostachys rosea 0,599314 | 0,57051 |0,659058|0,927295|0,982794 | 0,886077
Clonostachys rosea 0,2314770,830916 | 0,765393 | 0,986422 | 0,927295 | 0,862628
Clonostachys rosea 0,523599 | 0,785398 | 0,693981 | 0,803921 | 0,955317 | 0,803921
Clonostachys rosea 0,61548 | 0,693981 | 0,659058 | 1,107149 | 1,140622 | 1,217055
Pleurotus ostreatus 0,955317|0,339837 | 0,584374|1,047198|1,047198 | 0,974053
Pleurotus ostreatus 1,064352 | 0,237941| 0,633052 | 0,886077 | 0,835482 | 0,835482
Pleurotus ostreatus 0,7137240,225513 | 0,75907 | 0,76158 |0,785398 | 0,955317
Pleurotus ostreatus 1,021329 | 0,440511 | 1,249046 | 0,934664 | 0,841069 | 0,874098
Kontrola 0,286757|0,463648 | 0,511973| 1,000286 | 0,940025 | 1,000286
Kontrola 0,411517|0,496932 | 0,647285| 1,107149 | 1,150262 | 0,955317
Kontrola 0,321751|0,353742 | 0,61548 | 1,1832 |1,047198|1,006854
Kontrola 0,2379410,387597 | 0,411517| 0,940025 | 1,034735 | 1,107149
Arthroborys oligospora A10/10|0,636132 | 0,636132 | 0,75907 | 0,937744|1,006854 | 1,197004
Arthroborys oligospora A10/10|0,636132 | 0,75907 |0,918545| 0,9056 |1,096811 |0,955317
Arthroborys oligospora A10/10 | 0,876816 | 0,536061 | 0,693981 | 1,047198 | 1,021329 | 1,257068
Arthroborys oligospora A10/10|0,785398 | 0,61548 |0,523599 | 0,659058 | 0,886077 | 0,911738
Arthroborys oligospora A5/10 |0,878528 | 0,408638 | 0,729728|0,821143|0,916526 | 0,916526
Arthroborys oligospora A5/10 |0,894969 | 0,25268 | 0,61548 | 0,901832|0,803921 | 1,079914
Arthroborys oligospora A5/10 |0,845543|0,411517 | 0,557599|0,766875 | 0,927295 | 0,927295
Arthroborys oligospora A5/10 | 0,75907 | 0,50974 |0,701674|1,167739|1,175697 | 1,150262
Arthroborys oligospora 0,864677|0,684719 | 0,897445| 1,107149 | 1,006854 | 1,240374
Arthroborys oligospora 0,538663 | 0,673352 | 0,785398 | 0,955317 | 0,668964 | 1,107149
Arthroborys oligospora 0,713724|0,601264 | 0,665196| 0,9056 |1,175697 |1,175697
Arthroborys oligospora 0,668964 | 0,886077 | 0,61548 |1,021329|0,986422 | 1,271462
Stropharia rugosoannulata 0,807144 | 0,76158 |0,823898|1,192568 | 1,085747 | 0,955317
Stropharia rugosoannulata 0,785398| 0,61548 |0,643501|1,000286 | 1,047198 | 1,047198
Stropharia rugosoannulata 0,633052 | 0,743683 | 0,719994 | 1,069703 | 1,159279 | 1,140622
Stropharia rugosoannulata 0,9553170,652251 | 0,420534 | 0,923511 | 0,536061 | 0,969532
Dactylella oviparasitica 0,830916 | 0,387597 | 0,684719 | 1,021329| 0,901832 | 1,107149
Dactylella oviparasitica 0,982794|0,330423(0,693981| 0,9056 |1,021329| 1,1832
Dactylella oviparasitica 0,986422|0,411517 | 0,886077 | 1,006854 | 0,955317 | 0,927295
Dactylella oviparasitica 1,028157 | 0,555121 | 0,696698 | 1,000286 | 1,034735 | 0,971482
Kontaminace 0,9117380,306277 | 1,167739| 1,130286 | 1,249046 | 1,570796
Kontaminace 0,934664 0 0,982794 | 1,570796 | 1,069703 | 1,220691
Kontaminace 0,997593|0,339837 | 0,869122 | 0,982794 | 1,107149 | 1,570796
Kontaminace 1,028157 {0,420534 | 1,089521 | 1,1832 |1,006854 |1,289761
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