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Abstrakt

Fytoparazitickd had’atka jsou skupinou mikroskopickych Skidct rostlin
zplsobujici zavazné ztraty na péstovanych komoditach a jejich vyznam je v CR &asto
opomijen. Vzhledem k vysoké Skodlivosti a problematické ochran¢ se fytoparaziticka
had’atka tadi k hospodarsky vyznamnym Sktdcim, které je tfeba potlaCovat vSemi
dostupnymi prostiedky. Vzhledem k nedostacujici chemické ochrané je kladen diraz
na nalezeni vhodné nahrady v podob¢ biologické ochrany. Vyuziti nematofagnich hub
je jednim z alternativnich feSeni, které by mohlo mit pozitivni dopad na boj proti
fytoparazitickym had’atktim.

Tato prace je zalozena na hypotéze, e v padach na uzemi CR jsou piitomny
nematofagni druhy hub, které lze izolovat a vyuzit k biologické ochrané proti
fytoparazitickym had’atktim.

Cilem prace bylo nalézt druhy nematofagnich hub, kterym by vyhovovaly
klimatické podminky CR, tyto druhy charakterizovat a otestovat moznost jejich
vyuZiti v systémech integrované ochrany rostlin proti fytoparazitickym had’atkam.

Odbér vzorkll pidy potiebnych pro zjist€ni vyskytu nematofdgnich druhii hub
vCR byl proveden na mistech spidou bohatou na organické latky, kde se
piedpokladal vyskyt téchto hub. Nematofagni aktivita jednotlivych izolath hub byla
testovana v in vitro a nasledné¢ in vivo podminkéich. Nasledné, byla testovana
schopnost riistu a reprodukce nematofagnich hub na agaru s pfimésmi. Oat meal agar
s ptimési zeolitu byl vyhodnocen jako nejlepSi kombinaci pro nasledné pouziti v
polnich podminkach.

Z pokusu, které byly provedeny v jednotlivych letech, vysSlo najevo, Ze
nejucinnéjSimi druhy nematofagnich hub, které by byly vhodné pro vyuZiti v rdmci
biologické ochrany proti fytoparazitickym had’atkim jsou houby druhu Arthrobotrys
oligospora, vyuzitelné pro siroké spektrum jednotlivych druhi had’atek a Stropharia
rugosoannulata, ktera byla neju¢innéjsi v potlacovani had’atek Meloidogyne hapla a

Bursaphelenchus xylophilus.

Klicova slova: nematofagni houby, biologickd ochrana, fytoparazitickd had’atka,

Arthrobotrys oligospora, Stropharia rugosoannulata
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Abstract
Plantparasitic nematodes are the group of microscopic pests of plants causing

serious losses to crops and their importance is often underestimated in the Czech
Republic. With respect to considerable harmfullness and difficult protection the
plantparasitic nematodes belong to the economically important pests that need to be
suppressed by all available means. As the chemical methods of protection are
considered inadequate, finding a suitable replacement in the formof biological control
would be highly desirable. One of the alternative solutions is the utilization of
nematophagous fungi that could have a positive impact on the pest management of
plantparasitic nematodes.

This work is based on the hypothesis that the soils in the Czech Republic are
inhabited by nematophagous species of the fungi that can be isolated and used for

biological control of plantparasitic nematodes.

The object of the work is to find the species of nematophagous fungi which
would be favoured by climatic conditions in the Czech Republic, to characterize these
species and to test a possibility of their use in the systems of integrated plant
protection againts plantparasitic nematodes.

The sampling of the soil needed to determine the incidence species of
nematophagous fungi in the Czech Republic was carried out in places with the soil

rich in organic matter, i.e., where the incidence of these fungi can be expected.

The nematophagous activity among isolates of the fungi was tested in vitro
and then in vivo conditions. Consequently,the ability of growth and reproduction of
the nematophagous fungi on the agar with admixtures was tested. The Oat meal
medium with zeolit has shown the best suitability for application of the fungi in the
field conditions. It has resulted from the experiments,that the most effective species of
nematophagous fungi which would be suitable for use for biological control of
plantparasitic nematodes, are Arthrobotrys oligospora applicable for a wide range of
different nematode species, and Stropharia rugosoannulata that was most effective in

suppressing the nematodes Meloidogyne hapla and Bursaphelenchus xylophilus.

Key words: nematophagous fungi, biological control, plantparasitic nematodes,

Arthrobotrys oligospora, Stropharia rugosoannulata
8
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1. Uvod

Fytoparazitickd had’atka jsou skupinou mikroskopickych Sktdct rostlin
zpusobujici zavazné ztraty na péstovanych komoditach a jejich vyznam je nejen v CR
¢asto opomijen. Odhaduje se, Ze celosvetove se fytoparazitickd had’atka podileji 10 %
na ztratach zemédélské produkce, pti¢emz v CR napi. Globodera rostochiensis maze
zpusobit ztraty, které dosahuji az 60 % z celkového vynosu. Vzhledem k vysoké
Skodlivosti a problematické ochran¢ se fytoparazitickd had’atka tadi k hospodaisky
vyznamnym Sktadctm, které je tfeba potlacovat vSemi dostupnymi prostiedky.

Dosavadni postupy ochrany rostlin proti témto Skodlivym organismim
zahrnovaly piedeviim aplikaci chemickych latek. V soudasné dobé neni v CR povolen
témet zadny chemicky ptipravek na ochranu rostlin proti fytoparazitickym had’atktm,
kromé chemického pfipravku Basamid granulat a DuPont™ Vydate®, u kterych je
vSak z divodu vysoké toxicity pro zivotni prostfedi snaha nahradit je jinymi, méné
toxickymi piipravky.

Dalsim zptisobem boje proti fytoparazitickym had’atktim je vyuziti fyzikalnich
metod, jako jsou propafovani pudy, solarizace apod., které lze vyuzit pouze na
mensich plochach naptiklad ve sklenicich. Z tohoto diivodu je potieba nalézt vhodnou
alternativu ochrany proti témto sktdctim.

Jako jednou z moznych vhodnych alternativ se jevi vyuziti nematofagnich hub
jako bioagens. Nematofagni houby se vyskytuji témét ve vSech pldnich
ekosystémech, zvlast¢ pokud piady obsahuji VvEétSi mnozstvi pro houby
nepostradatelnych organickych latek. Pro tyto druhy hub piedstavuji hadatka,
hostitele, ktery jim dodava Ziviny.

Mezi nejucinnéjs$i mikroskopické nematofagni houby se fadi predevsim druhy
Arthrobotrys oligospora, Arthrobotrys superba, Pochonia chlamydosporia a
z makromycet byl nematofagni ti¢inek zjistén u rodu Stropharia, ktery tvofi na svém
myceliu unikatni struktury nazyvané acanthocyty.
fytoparazitickym had’atkim ziskani prakticky pouzitelného ptipravku na bazi
nematofagni houby, jeZ by byl aplikovatelny a G¢inny v podminkach Ceské republiky.
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2. Prehled o soucasném stavu poznani

2.1. Fytoparaziticka hadatka

Had’atko je organismus Vvyznacujici se neclankovanym, nitkovitym tvarem
téla; (z feCtiny nema = nit’) odtud prameni jejich nazev nematoda (de Ley a Blaxter,
2002). Jsou to obecné Skadci velmi malych rozméru, jejichz velikost kolisa od 0,2
mm do n¢kolika milimetrii. Zpisobuji vyznamné onemocnéni rostlin, kdy rostliny
pfimo nezabijeji, ale snizuji vynosy na neekomickou turoven, navzdory spraévnému
agronomickému oSetfovani (zavlazovani, hnojeni, pouziti agrochemikalii, apod.)
(Jansson a Lopez-Llorca, 2004).

Fytoparaziticka had’atka napt. skupina halkotvornych a cystotvornych had’atek
napadaji vyznamné polni a zahradni plodiny, u nichz zpiisobuji zavazné vynosové
ztraty (Nordbring - Hertz et al., 2006). V soucasné dob¢ bylo popsano asi 4100 druht
fytoparazitickych had’atek (coz je téméf 15 % z celkového poc¢tu znamych druhti
hlistic). Za uc¢elem omezit nebo dokonce zabranit vstupu tohoto limitujiciho faktoru
do zemédélské vyroby, jsou provadény testy na pritomnost had’atek a studovana jejich
biologie (Perry a Moens, 2006).

Fytoparaziticka had’atka piislusi do tfech tada, Dorylaimida (hlistkové) ze
tfidy Adenophorea a Tylenchida a Aphelenchida (oba nazyvané hadata) ze tfidy
Secernentea. Pojem ,had’atka* je souhrnné oznaeni vesSkerych fytoparazitickych
druhi hlistic, ktery se bézné pouziva v rostlinolékaiské praxi. Vétsina ekonomicky
vyznamnych fytoparazitickych hadatek piislusi k fddu Tylenchida (Kidela a
Braunova, 2007, Mekete et al., 2012). Had’atka jsou znama také tim, Ze napomahaji
sekundarnimu napadeni hostitele nap¥. patogeny (Chen et al., 2004). Zivotni cyklus
had’atek zpravidla obsahuje faze tvorby vajicka, Ctyf larvalnich stupnit a dospé€lého
samecka a samicky (Perry a Moens, 2006). Had’atka jsou typicky pohlavné dimorfni.
Nicméné fada druhli postrdda ve svém vyvojovém cyklu samecky a mnozi se bud’
partenogeneticky, nebo mén¢ zfidka jako hermafrodité. Doba vyvoje se muze lisit
v zavislosti na daném druhu had’atka, kdy se nékteré druhy mohou vyvinout
Vv dospélého jedince jiz béhem nékolika hodin ¢i dni, a naopak u jinych druht jejich
vyvoj muze trvat i vice nez jeden rok (Walker a Tsui, 1968).

Dle agronomického ¢lenéni lze had’atka rozdélit do nasledujicich skupin:

had’atka napadajici kofeny a parazitujici v nadzemnich c¢éastech rostlin. Ty, které
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poskozuji kotfeny, se dale dé€li na had’atka cystotvornd, halkotvorna a volné Zijici.
Had’atka, ktera poskozuji nadzemni ¢asti, jsou pak osni, listova a poskozujici kvéty

(Perry a Moens, 2006).

2.1.1. Had'atka kofenova cystotvorna

Cystotvorna had’atka jsou zavaznymi Skidci mnoha plodin po celém svété
(Dackman a Nordbring-Hertz, 1985). Prvni ze zastupctu cystotvornych had’atek byl
popsan botanikem Schachtem (1859) na kofenech fepy cukrové v Magdeburské
oblasti. O nékolik let pozdé&ji pojmenoval Schmidt toto had’atko Heterodera schachtii
(Tanha Maafi et al., 2007). Cystotvorna had’atka odvozuji svij nazev ze zduielé
(cystam podobné) samicky, kterd obsahuje velké mnozstvi vajicek a larev prvniho

stupné uvnitt svého téla chranéného tvrdou kutikulou (Luc et al., 1988).

2.1.1.1. Haddtko repné Heterodera schachtii Schmidt, 1871

kmen: Nematoda (Rudolphi, 1808) Lankester, 1877

tiida: Secernentea VVon Linstow, 1905

podtiida: Tylenchia (Thorne, 1949) Inglis, 1983

fad: Tylenchida G. Thorne, 1949

podiad:Hoplolaimina Chizhov & Berezina, 1988

nadceled’: Hoplolaimoidea (Filipjev, 1934) Paramonov, 1967

celed’: Heteroderidae (Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941) Skarbilovich, 1947
podceled: Heteroderinae Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941

rod: Heterodera Schmidt, 1871

druh: Heterodera schachtii Schmidt, 1871

Zastupci skupiny Heteroderidae patfi mezi nejvice rozsifena fytoparaziticka
had’atka v zeméd¢lstvi, a to zejména v mirném pasmu (Sharma, 1998). Heterodera
schachtii patfi mezi nejdalezitéjsi Skidce cukrové fepy (Beta vulgaris). Poskozuje
dale vice nez 200 druhi rostlin v 95 rodech, které jsou fazeny do 23 rlznych celedi
(Amiri et al. 2002).

Velikost samicky je 0,6 az 0,8 mm, cysta je citronkovitého tvaru, zlutobila az
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gervenohnéda. Samec je 1 mm dlouhy, $tihly, Gervovitého tvaru (Taborsky a Sedivy,
1997). Cysty obsahuji nékolik set vaji¢ek S larvami, které zlstavaji uvniti vaji¢ek az
do druhého juvenilniho stadia (J2). Po vylihnuti se J2 pohybuje voln¢ v ptidé a napada
koteny hostitelské rostliny. Uvniti kofene larva vytvari tzv. syncytium, zZ n¢hoz se
zivi. Juvenilni larvy se poté vyvijeji bud v samicky, které zistavaji prisedlé a
postupné zdufuji a protrhavaji kofen, nebo v samce, ktefi opoustéji kofen a
vyhledéavaji sami¢ky vhodné k oplodnéni. Oplozena vajicka zlstavaji uvnitt samicky,
ktera pfi pfeméné na cystu umira (Perry a Moens, 2006).

Had’atko H. schachtii zptusobuje zavazné snizeni vynosu a snizuje rovnéz
obsah cukru v cukrové fepé vSude tam, kde se fepa péstuje a kde se toto had’atko
vyskytuje. V evropskych zemich byly odhadovany ztraty ro¢niho vynosu na cca 90
miliont euro (Miiller, 1999). Ptiznakové rostliny jsou na poli viditelné vétSinou
Vv ohniscich, fepa Spatné roste, vnéjsi listy vadnou, zloutnou a ptedcasné usychaji. Na
kofenu lze pozorovat nadmérnou tvorbu bocnich kofinkl (,,vousatost* fepy). Na
kotincich se zhruba od zacatku cCervence nachdzeji bélavé, pozdéji nahnédlé cysty
(Héni et al., 1993).

K ochrané cukrovky proti cystotvornym had’atkiim doposud neexistuje zadny
biologicky piipravek (Slaats et al., 2006). V CR je k dispozici pouze chemicky
pripravek Basamid granulat, ale kvuli jeho vysoké toxicit¢ je od jeho pouziti
upousténo.

V roce 2003 se v Cesku zadaly zkouset odriidy cukrové fepy tolerantni &i
rezistentni k H. schachtii. V roce 2009 byla po dvouletych statnich odridovych
zkouskach povolena odriida Bering s toleranci k had’atku fepnému a viru (BNYVV)
zpusobujiciho rizomanii a v roce 2011 odriida Vaclav, taktéz s toleranci proti obéma
$kodlivym organismiim. V soucasnosti jsou v CR tolerantni &i rezistentni odraidy fepy
pestovany na cca 1/3 ploch. V pfipad¢ rezistentnich odrid je otdzkou, zda v pribehu
nasledujicich let nemuze dojit k prolomeni rezistence a vyselektovani agresivniho

patotypu had’atka fepného (Chochola, 2011).
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2.1.1.2. Haddtko bramborové Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923),
Skarbilovich, 1959 a Globodera pallida (Stone, 1973)

kmen:Nematoda (Rudolphi, 1808) Lankester, 1877

tiida: Secernentea VVon Linstow, 1905

podtiida: Tylenchia (Thorne, 1949) Inglis, 1983

fad: Tylenchida G. Thorne, 1949

podiad: Hoplolaimina Chizhov & Berezina, 1988

nadceled’: Hoplolaimoidea (Filipjev, 1934) Paramonov, 1967

Celed’: Heteroderidae (Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941) Skarbilovich, 1947
podceled’: Heteroderinae Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941

rod: Globodera Skarbilovich, 1959

druh: Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923), Skarbilovich, 1959

druh: Globodera pallida (Stone, 1973)

Had’atko bramborové G. rostochiensis a G. pallida se nachazeji prakticky ve
vSech oblastech péstovani brambor na celém svété (Marks a Brodie, 1998). Jde o
celosvétové ekonomicky vyznamné druhy, ktefi pii vysoké populacni hustoté mohou
zpusobit az 60% ztraty na vynosu. Oba druhy jsou si velice blizce ptibuzné a
pochazeji z oblasti jihoamerickych And (Gaar a Cermak, 2013).

Samecek ma oblé, dlouze protdhlé, neclankované télo, které se smérem k
obéma konciim zuzuje. Samicky v prubéhu vyvoje zduiuji do kulovitého tvaru a
vyhtezavaji na povrch kotend (Brzeski, 1998). Velikost cysty je 0,3-0,8 mm. Cysta je
znaéné odolna proti vn&j§im vliviim a chrani vajicka fadu let (Rawsthorne a Brodie,
1986). Jejich zivotni cyklus je stejny jako v pripadé Heterodera schachtii.

Tato had’atka jsou specializovana pfedev§im na brambory, které jsou jejich
hlavni hostitelskou rostlinou (Sedivy, 1999). Napadaji ale mimo jiné i rajéata, lilek
jedly a fadu divoce rostoucich druhti pleveld, zejména z ¢eledi lilkovitych Solanaceae.
Oba druhy had’atek maji n€kolik odliSnych patotypti, které se lisi virulenci, schopnosti
napadat jednotlivé rostlinné druhy i napf. odriidy brambor (Gaar a Cermak, 2013).
Patoptypy jsou charakterizovany jejich schopnosti mnozit se na urcitych klonech a
hybridech rodu Solanum, které se pouzivaji pii Slechténi. Bylo zjisténo 5 patotypi
Globodera rostochiensis (Rol- Ro5) a 3 patotypy Globodera palida (Pal — Pa3)
(Kort et al., 1977).
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Piiznaky nejsou specifické. Had’atko bramborové se vétSinou vyskytuje v
ohniscich, ve kterych Ize pozorovat rostliny s hor§im vzristem, vadnouci, zloutnouci
nebo i s odumirajicim listovim. Dal§im pfiznakem je tvorba vétsiho poctu malych hliz
a tvorba postrannich kofinkti na bazalni ¢asti rostlin (Perry a Moens, 2006, Hudec a
Gutter, 2007).

Oba uvedené druhy had’atek jsou karanténnimi Skidci. Cysty zamoiuji padu
na desitky let, a proto se na zamotenych pozemcich pfijimaji mimotfadna karanténni

opatieni, aby se zabranilo dal$imu Sifeni (Rod et al., 2005).

2.1.2 Had'atka korenova halkotvorna

Doposud bylo z této skupiny had’atek popsano ptiblizné 100 druhi had’atek
rodu Meloidogyne. Nejrozsitenéjsi a ekonomicky dtlezité druhy jsou M. incognita, M.
javanica, M. arenaria, M. hapla, M. chitwoodi a M. graminicola. Halkotvorna
had’atka jsou predevsim tropické a subtropické organismy, nicméné M. hapla, M.
chitwoodi a M. fallax nemaji problém se ptizpusobit i mirnému podnebnému pasmu

(Mitkowski a Abawi, 2003).

2.1.2.1. Meloidogyne hapla Chitwood, 1949

kmen: Nematoda (Rudolphi, 1808) Lankester, 1877

tiida: Secernentea VVon Linstow, 1905

podtiida: Tylenchia (Thorne, 1949) Inglis, 1983

rad: Tylenchida G. Thorne, 1949

podiad: Hoplolaimina Chizhov & Berezina, 1988

nadceled’: Hoplolaimoidea (Filipjev, 1934) Paramonov, 1967
¢eled’: Meloidogynidae (Skarbilovich, 1959) Wouts, 1973
podceled: Meloidogyninae Skarbilovich, 1959

rod: Meloidogyne Goeldi, 1892

druh: Meloidogyne hapla Chitwood, 1949

Fytoparazitické had’atko Meloidogyne hapla je vyznamnym S$kidcem
kofenové zeleniny. V poslednich né€kolika letech doslo k zna¢nému narastu ploch

napadenych timto nekaranténnim druhem, a to zejména v oblastech s pis¢itou pudou a
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zvySenym zastoupenim kofenové zeleniny v osevnim postupu (Zouhar et al., 2012).
M. hapla ma Siroky okruh hostitelskych rostlin, krom¢é kofenové zeleniny z ¢eledi
mifikovitych napada i rostlinné druhy z dalSich celedi, napt. okurky, salat, papriku,
kostalovou zeleninu a rizné druhy okrasnych rostlin. M. hapla je endoparazit, takze
jeho vyvoj probiha uvnitt rostlinnych pletiv (Hudec a Gutter, 2007).

Samci maji hadovity tvar téla o velikosti 1 az 1,3 mm se zfeteln¢ odsazenou
hlavou od téla a ziji vétSinou v pude. Samicky maji hruskovity tvar téla o délce 0,55
az 0,79 mm a Siice 0,4 az 0,45 mm, Ziji v kofenech rostlin. Pocet generaci kolisa od
jedné generace v chladné oblasti az po 12 generaci ve sklenicich (Kazda a Prokinova,
2011, Perry a Moens, 2006, Nickle, 1991). Larvy pronikaji do tenkych kotinku
pomoci aktivniho ustniho bodce a vlivem vylu¢ovanych latek dochazi k tvorbé halek
(Hudec a Gutter, 2007). Napadené rostliny za sucha odumiraji ana kotfenech jsou
nepravidelné, az nékolik milimetrti silné ztlustlé halky, vyplnéné houbovitym
pletivem. Kulové kofeny zlstavaji kratké, ptipadné vytvareji velké mnozstvi

vlase¢nicovych kotinkd. (Rod et al., 2005).

2.1.3 Had4tka osni
2.1.3.1.Ditylenchus dipsaci Kiihn, 1857

kmen: Nematoda (Rudolphi, 1808) Lankester, 1877
tiida: Secernentea VVon Linstow, 1905

podtiida: Tylenchia (Thorne, 1949) Inglis, 1983
fad: Tylenchida G. Thorne, 1949

podrad: Tylenchina (Thorne, 1949) Chitwood, 1950
nadceled’: Anguinoidea Nicoll, 1935(1926)

celed’: Anguinidae Nicoll, 1935(1926)

podceled’: Anguininae Nicoll, 1935(1926)

rod: Ditylenchus Filipjev, 1936

druh:Ditylenchus dipsaci Kiihn, 1857

Had’atka rodu Ditylenchus jsou duleziti endoparazité vyssich rostlin a hub
(Fortuner a Maggenti, 1987, Evans et al., 1993). Mezi druhy s hospodarskym
vyznamem patii piedev§im D. dipsaci a D. destructor (Reed et al., 1979). D. dipsaci
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je jednim znejdéle znamych druht fytoparazitickych had’atek. V roce 1857 Kiihn
identifikoval a popsal had’atko zhoubné ve strboulech S$tétky plané (Dipsacus
fullonum) a nasledné v roce 1868 zpétné urcil toto had’atko jako pfi¢inu poskozeni
zita (Douda, 2007).

Samicky 1 samci jsou Stihli a dortstaji délky 1-2,2 mm a Sifky 35 pm. Stylet
maji kratky a kiehky (Perry a Moens, 2006).

Larvy ptfezimuji v ptidé a na jafe za vhodnych podminek pronikaji do rostlin.
Uvniti rostlin poté probihd cely Zivotni cyklus. Dospélé samicky kladou okolo 500
vajicek, znichz se po 2 dnech lihnou larvy druhého juvenilniho stadia. Larvy se
vyvijeji v dospelce behem 4-5 dnl a samicky Zziji vice nez deset tydni (Perry a
Moens, 2006, Nickle, 1991).

D. dipsaci se Zivi na parenchymatickych pletivech stonkd a cibuli a zptisobuje
zkrouceni stiednich lamel bunéénych stén, zdufeni a deformace (Reed et al., 1979). D.
dipsaci dava prednost tézkym pudam, které zadrzuji vodu. Vyskytuje se ve vice
rasach, jejichz okruhy hostiteli se vzajemné prekryvaji (Schwarz et al., 1996).
Napadené rostliny se vyskytuji v ohniscich. Had’atka jsou schopna ptezivat v padé
nékolik let v inaktivnim stavu. Takto mohou byt zavle€ena s ptidou nebo s rostlinami
na nové plochy (Rod et al., 2005). Jejich reprodukéni schopnost je velmi rychla
s zivotnim cyklem okolo 3-4 tydnt (Evans et al., 1993).

Sayre a Hwang (1975) ve své praci uvadi, ze D. dipsaci je znacné€ odolné vuci
nizkym teplotdm. Pfeckdva bez poskozeni 1 nejvétsi mrazy. V laboratornich
podminkach byli n&kteti jedinci Zivotaschopni i1 po uskladnéni v -150 °C po dobu 18

mésicu v 7,5% roztoku dimethyl sulfoxidu.
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2.1.3.2. Bursaphelechus xylophilus (Steiner & Buhrer) Nickle, 1934
kmen: Nematoda Potts 1932

tfida: Secernentea VVon Linstow, 1905

fad: Aphelenchida

Celed’: Parasitaphelenchidae

rod: Bursaphelenchus Fuchs, 1937

druh: Bursaphelenchus xylophilus (Steiner & Buhrer) Nickle, 1934
synonymum: Aphelenchoides xylophilus Steiner & Buhrer

Bursaphelenchus lignicolus Mamiya & Kiyohara

Had’atko B. xylophilus bylo poprvé popsano v USA jako Aphelenchoides
xylophilus (Steiner a Buhrer, 1934). Pozdéji bylo znovu popsano jako
Bursaphelenchus lignicolus kdyZ bylo uréeno, Ze je puvodcem onemocnéni vadnuti
borovic v Japonsku (Mamiya a Kiyohara, 1972), a které se vyskytuje rovnéz
v Severni Americe na riznych druzich borovic (Evans et al., 1993).

Toto had’atko ma 0,4 az 1,5 mm dlouhé¢ a §tihlé t&lo. Stylet je zakoncen malym
kulatym knoflikem. VyluCovaci pory jsou obvykle za stfednim bulbem (Nickle,
1991). Samicky se podobaji sami¢kam rodu Aphelenchoides, ale na rozdil od nich
maji kutikularni chlopen rozsitujici se dozadu ptes vulvu (Evans et al., 1993). Ocas
samicek je zaobleny, ostie Spicaty nebo konicky s mukrem. Samecci maji konec ocasu
silné obloukovity, rizné zaSpicatély s kratkou terminalni bursou (Nickle, 1991). Ve
vétsing ptipadi je vSak ocasni konec zaobleny (Anonym 1, 2013).

O B. xylophilus je znamo, ze ma dvé rizné etapy v jeho Zivotnim cyklu -
propagativni etapu a etapu rozsifovaci. V obou piipadech jsou jedinci pienaseni z
jednoho hostitele na dal§iho za Gcasti vektort, broukt rodu Monochamus (Wingfield,
1983).

Ptiznaky na borovicich byly nejprve pfisuzovany pouze dievokaznému
hmyzu, ktery se hojn¢ na napadenych stromech vyskytoval, ale pozd¢ji bylo zjisténo,

ze prvotni pfiznaky ptedchézeji fazi napadeni hmyzem (Rutherford et al., 1990)
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2.1.4. Hadatka ptdni volné Zijici
2.1.4.1.Caenorhabditis elegans Maupas, 1899
kmen: Nematoda Potts 1932

tiida: Secernentea

fad: Rhabditida

eled’: Rhabditidae Orley, 1880

rod: Caenorhabditis Osche, 1952

druh: Caenorhabditis elegans Maupas, 1899

C. elegans je Siroce pouzivano jako modelovy organismus pro studium
biologie obranyschopnosti. Popularita C. elegans vyplyva ze spojeni n¢kolika faktort:
jeho vyvojovy cyklus je prozkoumén na urovni jednotlivych bunék, je zndm jeho
kompletni genom a je vhodny pro genetické manipulace, v¢etné inhibice RNA (Stein
et al. 2001, Markaki a Tavernarakis, 2010). Vyzkumy provadéné na C. elegans byly
nastrojem k objasnéni molekularnich drah podilejicich se na mnoha lidskych
onemocnénich (Markaki a Tavernarakis, 2010). Genomova sekvence C. elegans se
sklada z 18 600 gend (Blaxter, 1998). V roce 1998 se C. elegans stal prvnim
mnohobunéénym organismem se zcela osekvenovanym genomem (C. elegans
Sequencing Consortium, 1998). Jeho genom se sklada z ptiblizné 100 milionti part
bazi, ma zhruba dvacetkrat vétsi velikost genomu nez E. coli, ale pouze 3 % z
velikosti lidského genomu. C. elegans ma spole¢nych mnoho genii a genovych
produkti s lidmi (ptiblizné 40% homologie) (Altun a Hall, 2005).

C. elegans je malé, volné zijici, pudni had’atko. Roste do délky 1,3 mm a
priméru 80 um. Je to hermafrodit, obvykle tvoii za sviij zivot cca 300 potomkil.
Mtze byt snadno chovan v laboratofi na agarovém substratu s bakterii Escherichia
coli, kterou se C. elegans zivi (Brenner 1974, Swanson et al., 1984, Deppe et al.,
1977, Artal-Sanz et al., 2006).
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2.2. Ochrana proti fytoparazitickym hadatkiim

Ochrana zemédé€lskych plodin pted fytoparazitickymi had’atky je znesnadnéna
nemoznosti pfesné lokalizace téchto skodlivych organismti v ptidé. Pfi snaze o G€inny
zasah pomoci pfislusnych chemickych prostfedkii je na tuto skute¢nost nutno brat
ohled, a proto je nezbytné pouziti maximalnich ptipustnych dévek chemické latky a
jeji kvalitni zapraveni do pady. U¢innou ochranu proti fytoparazitickym hadatktim
také znesnadiiuje sortiment nematocidll v registru povolenych ptipravkii na ochranu
rostlin. Hledani novych alternativnich zpiisobii ochrany na urovni bioagens je jednou
z cest, ktera by mohla vést k feSeni problémové situace v ochrané rostlin pted

fytoparazitickymi had’atky (Zouhar et al., 2010).

2.2.1. Preventivni opatreni

Zakladnim cilem preventivniho opatieni je zabrdnit pfenosu had’atek, a to
zejména na mista dosud nekontaminované (Gaar a Cermak, 2013).

Jde predevSim o dodrzovani vSech opatfeni minimalizujici Sifeni téchto
Sktidcti a to sdzeni jen uznané sadby z nezamotenych ploch, nepouzivat stroje a naradi
pouzivané na plochich zamofenych. U had’atka bramborového by se nemély
brambory na tomtéZz pozemku péstovat diive neZ za 4-5 let po sobé a jednim
z dulezitych aspektu je i vysazovani had’atkim odolnych odrud (Rod et al., 2005).
Héad’atka mohou byt pfendsSena také zneciSténymi nastroji nebo zavlahovou vodou,
kterou jsou splavovana do blizkych oblasti (Dreistadt, 2004). VSechny tyto sanacni
opatfeni zahrnuji inspekce a certifikaci rozmnoZovaciho materialu, které je prosté
had’atek, cisténi vybaveni a vyuziti karantény k zabranéni rizika rozSifeni had’atek

(Mai, 1977).

DalSim doplikovym opatfenim je vhodné organické hnojeni, které zvySuje
kapacitu vlhkosti piidy a obsah zivin, takze po aplikaci snizuje stres rostlin a stimuluje
rust kofenti, ¢imz zaroven kompenzuje negativni ptisobeni had’atek na vitalitu rostlin.
Navic vysoky obsah organické hmoty stimuluje aktivitu nepfatelskych organismi
kofenovych had’atek a tim ptispiva i k redukci poétu had’atek (Gaar a Cermak, 2013).

K omezeni reprodukce had’atek na nachylnych odriidach mohou byt vyuzity i
opatteni jako je pozdni vysadba a rané sklizen nebo likvidace plodin. Pozdni vysadba
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je praktikovana u so0ji na 20 az 40 % v oblastech produkce s6jovych bobu., Pti sklizni
jsou zjistovany dobré vysledky ve sniZzovani po¢tu populace had’atek Heterodera
glycines a Pratylenchus brachyurus pfitomnych v porostu (Bridge, 1996).

V ochrané rostlin proti fytoparazitickym had’atkim hraje vyznamnou roli také
Slechténi rostlin na rezistenci a toleranci vii¢i had’atkim. V ramci Slechténi se
intenzivné pracuje na odrtidach s riznym stupném odolnosti k had’atku fepnému, v
kombinaci s toleranci k pGvodci rizoménie. V soucasnosti v péstitelské praxi
pfevazuji tolerantni odridy, které toleruji zamoteni ptidy had’atkem fepnym, piicemz
nedochazi ke sniZzeni vynosu kofene a cukernatosti. Existuji i odridy s vysokym
stupném odolnosti — rezistence. Pfi jejich péstovani se populace had’atka v pudach
snizuje, maji tedy vyznamny fytosanitarni efekt, ale jejich vykonnost je zatim nizsi
nez u odrad tolerantnich (Bittner, 2013).

U nékterych patotypt hadatek G. rostochiensis a G. pallida je zjisténa
neschopnost mnozeni se na konkrétnich kultivarech brambor (single-gen resistence).
Naptiklad nejcastéji péstované rezistentni kultivary brambor (na zékladé genu HI
odvozeného od klonu S. tuberosum subsp. andigena) jsou odolné vici patotypu Rol

G. rostochiensis (Anonym, 1990).

2.2.2. Fyzikalni ochrana

OSetfeni horkou vodou byva uvadéno jako velmi efektivni zplisob ochrany
sadby. Ve vztahu had’atko — rostlina je vSak nutné pfedem provéfit znaéné mnozstvi
kombinaci had’atek/rostlinnych druht — kultivard. Dostupné udaje totiz ¢asto uvadéji
Casové a tepelné hodnoty, které sice zabijeji had’atka, Casto ale téZ mohou ohrozit
vlastni rostlinu. OSetfeni rostlinného materidlu horkem je velmi pracné a pouziva se
proto bud’ jako posledni moznost ochrany, nebo u vzacného rostlinného materidlu
(Gaar a Cermak, 2013).

Sterilizace pudy parou byla podrobné popsana Maasem v roce 1987, je to vSak
drahy postup a obvykle je pouzivan pouze pro malé plochy pid, jako jsou napf.
skleniky (Evans et al., 1993).

Fyzikalni metody jsou vyuzitelné pro asanaci semen a sadby, pouzit lze
naptiklad horkou vodou. U napadeného osiva, hliz, ¢i rostlin sadby je Casté oSetieni
vodou pii teploté 43,5 °C, po dobu 30 minut. Pro oSetfeni vysevniho substratu lze
doporucit propatovani pudy pfi teploté 90 - 95 °C po dobu 15 - 20 minut. Pro volné
vysadby je mozné v teplejSich klimatickych pasmech vyuzivat solarizace, kdy ptuda je
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zakryta polyetylénovou folii a vystavena v prubéhu Iéta po dobu az 3 tydna
slune¢nimu zafeni. Dochazi k prohfati padniho profilu do hloubky 20 - 25 cm a k
eradikaci majoritniho podilu ptdni mikrofauny. V CR je aplikace této metody
omezena klimatickymi podminkami (Duan et al., 2003, Katan, 1981). Experimenty se
solarizaci v polosuchych tropickych oblastech Indie snizily populace n¢kolika rodu
hlistic, v€etné Heterodera, Rotylenchus a Pratylenchus, a byly srovnatelné s fumigaci
do hloubky pfinejmensim 20 cm (Sharma a Nene, 1990). Nicméng, subletalni teploty
mohou mit pfimy vliv na dlouhodobou Zivotaschopnost had’atka, nebo mohou mit vliv
na interakce s jinymi pudnimi mikroorganismy, které zvysSuji ucinek biologické
ochrany (Chen et al., 2004).

2.2.3. Chemicka ochrana

Jelikoz vétSina fytoparazitickych had’atek travi alespon ¢ast svého Zivotniho
cyklu v padé, mohou byt na jejich likvidaci pouzity chemické latky, ackoliv je to u
velkych ploch obtizné a nakladné a obecné zavislé na vyuzivani chemickych latek
s vysokou toxicitou (Evans et al., 1993). Proto se z divodi omezené Géinnosti,
negativniho vlivu na Zivotni prostfedi a finan¢ni naro¢nosti chemické ochrana pouziva
jen vyjime&né (Gaar a Cermak, 2013).

V soucasné dobé¢ lze proti kofenovym had’atkim vyuzit systémovy piipravek
ze skupiny karbamati DuPont™ Vydate® (100 g/kg oxamyl), ktery se koncentruje
Vv kotenovém pletivu, coz je typické misto, kde se had’atka vyskytuji, rychle zabranuje
vyzivé a tim i poskozeni had’atky (Ingham et al., 2004). V CR je tento piipravek
registrovan do zeleniny, vinné révy, ovoce, brambor a cukrové fepy.

Do polnich podminek ptfipada v Gvahu i pouziti Basamid granulatu (u¢inna
slozka dazomet), jehoZ aplikace s sebou nese riziko kontaminace spodnich vod a jeho
pouziti nepfichazi v ivahu v systémech produkce biopotravin (Douda et al., 2011).

Na had’atko zhoubné je u nas pro Cesnekovou sadbu registrovdna z motidel

Sulka. PouZziva se v koncentraci 200 ml/5 | vody a doba piisobeni ¢ini 6 az 12 hodin.
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2.2.4. Biologicka ochrana

Vyuziti antagonistickych vztah mezi organismy za uc¢elem udrzeni jednoho z
nich pod ekonomickym prahem Skodlivosti je zdkladnim principem biologickych
metod ochrany rostlin (Kerry, 1987). Celkové jsou na svété v soucasné dobé k
dispozici prostiedky vyuzivajici téméf sto druht a kmend mikroorganismi, vice nez
padesat druhl pfirodnich produkti a stejny pocet semiochemikalii proti riznym
Skodlivym organismim (Bagar, 2011).

Praxe biologické ochrany rostlin proti Zivo¢iSnym Skiidciim je prozatim témeét
vyluéné orientovana na vyuzivani dvou (ze Ctyf) zédkladnich strategii: a) inundaci
prirozenych neptatel a b) sezoénni inokulaci ptirozenych neptratel. Ob¢ tyto strategie
stoji na spoleéném zakladu — biotechnologie produkce biomasy nematopatogennich
mikroorganismi, resp. Masové produkéni chovy vybranych druhd paraziti a
predatord. Nicméné, mezi vyznamné strategie biologické ochrany rostlin patii i
strategie ochrany, podpory a konzervace vyskytujicich se ptirozenych neptatel (Landa
et al., 2013). V poslednich letech byly podrobné ptezkoumavany biologie, ekologie a
potencidl biologické ochrany proti fytoparazitickym had’atkim (Kerry, 1987, Sikora,
1992). Nematologové nalezli pfirozené nepratele a celou fadou principd, podobnych
tém, které v soucasné dobé¢ studuji fytopatologové pro inhibici had’atek prendsenych

pidou (Kerry et al., 2005).

2.2.4.1. Vyuziti rostlin a rostlinnych latek

Za ucelem potlaceni riznych rodl kofenovych had’atek lze vyuzit aksamitnik
(Tagetes), obsahujici latku fungujici jako Sirokospektralni biocid. OsvédcCily se napf.
odridy Ground Control, Single Gold, Tangerine, Lemondrop, Happy Day ¢i hybrid
Polynema. Rostliny se vysévaji nahusto na zamoteny pozemek. Po n€kolika mésicich
se provede zaordvka a aksamitnik se tak vyuzije jako zelené hnojeni. Obdobné& funguyji
dalsi rostlinné druhy s vysokym obsahem glukosinolatii, napt. urcité odriidy hoicice ¢i
rokety seté (rukoly). Plosna asanace pomoci aksamitniki (Tagetes patula, T. erecta,
T. minuta) mize snizit populaci had’atek r. Pratylenchus az o 90 %. I nékteré dalsi
rostliny z ¢eledi hvézdnicovitych mohou pocty had’atek v ptidé ucinné regulovat (rody
Helenium, Gaillardia, Eriophyllum) (Gaar a Cermak, 2013).

Dalsi zpisob snizeni poctu had’atek na pozemku je pouziti riiznych rostlinnych
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latek. Rostliny produkuji Siroké spektrum tc¢innych latek, které vykazuji nematofagni
ucinek (Chitwood, 2002). Etanolovy kofennovy extrakt z Artemisia vulgaris ma
negativni dopad na rod Meloidogyne (Costa et al., 2003). Taktéz in vitro testovani
z nativnich rostlin Yucatanu odhalilo pozitvni t¢inek etanolového extraktu z Eugenia

winzerlingii na zivotaschopnost M. icognita (Cristobal-Alejo et al., 2006).

2.2.4.2. Vyuziti bakterii

Pro tucely biologické ochrany jsou vyuzivany také mnohé bakterialni
organismy osidlujici rhizosféru i bakterie parazitujici vajicka, napt. rodu Meloidogyne
(Siddiqui, 2000).

Rizné druhy bakterii rodu Pseudomonas ovliviluji Zivotaschopnost a
patogenitu $irokého okruhu had’atek. Pseudomonas fluorescens je nejvice studovanou
bakterii a udajné podporuje rust rostlin a redukuje poskozeni zplisobené had’atky
Globodera rostochiensis, Heterodera spp., Hirschmanniella gracilis, Meloidogyne
spp., Radopholus similis a Tylenchulus semipenetrans. P. fluorescens produkuje
Siroky okruh sekundéarnich metabolith a hydrolytickych enzymt, které jsou
pravdépodobné zdrojem nematicidni aktivity (Chen et al., 2004).

Druhy rodu Pasteuria jsou bakterialni obligatni hyperparazité hlistic. Proces
uchyceni endospor a jejich hostitelska specifita byly rozsahle studovany zejména s P.
penetrans na cystotvornych druzich had’atek (Keith a Yitzhak, 2011). P. penetrans je
nejcastéji aplikovana bakterie v biologické ochrané proti fytoparazitickym had’atkim
(Chen a Dickson, 1998).

Vroce 1998 byly zvefejnény studie Niere et al., z kterych vyplyva, ze
nepatogenni Kmen Fusarium oxysporum meél antagonisticky ucinek na had’atko
Radopholus similis, kdy pii sklenikovych experimentech doslo k snizeni popula¢ni
hustoty had’atek.

2.2.4.3. Vyuziti houbovych organisml

V poslednich dvaceti letech byly zaznamenany tii aspekty, které mély
vyznamny vliv na perspektivu a pftilezitost pro biologickou ochranu rostlin proti
fytoparazitickym had’atkim; bylo to stazeni nékterych nematicidd z trhu z divodu

ochrany zdravi a prostfedi, zjiSténi pozitivniho vlivu nematofagnich hub na snizeni
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populace hadatek a fada komeréné vyvinutych produktd =zaloZzenych na
nematofagnich houbach a bakteriich.

Hadatka jsou pfitomna v témef kazdém metru Ctverenim pidy po celém
svété. Fytoparazitickd had’atka maji nepiiznivy dopad na rostliny, avSak nematofagni
houby mohou pomoci zni¢it mnoho z téchto had’atek pred tim, nez zplisobi jesté vetsi
Skody (Hauser, 1985).

Pro zachyceni, zabiti a utilizaci had’atek se vyvinuly u nematofagnich hub
specialni struktury, které umoznuji zachyceni had’atek; jde o adhesivni hyfy, vétve,
sit¢ nebo knofliky, fixni oka a stephanocysty. Adhezivni hyfy nebo vétve jsou
vétsinou produkovany niz§imi houbami, Ascomycoty jako jsou napt. rod Arthrobotrys
a Dactylaria a Deuteromycoty(Chen et al., 2004).

Aby mohly houby efektivné ,,lapat* svou potravu, mnoho druhti hub vyvinulo
schopnost detekovat nékteré zchemickych latek, které hadatka pouzivaji ke
komunikaci, nebo jsou dilezité pro jejich rust. Tyto chemické latky jsou detekovany,
pokud se had’atko pohybuje blizko houby. V ptipad¢€, ze houba potiebuje Ziviny, které
ji nejsou jinak dostupné, vytvari v oblasti, ve které detekovala chemické latky
had’atek, pasti, do kterych lapa svou potravu (Hsueh et al., 2013).

Nékteré nematofagni houby produkuji nematotoxiny, které znehybiiuji nebo
zabijeji had’atka. Ultrastrukturdlni a histochemické studie naznacuji, Ze pronikani
pokozkou hlad’atek zahrnuje i aktivitu hydrolytickych enzymu (Jansson a Nordbring-
Hertz, 1988).

Spole¢nym znakem nematofagnich hub je pfitomnost ¢etnych cytosolickych
organel, které se v buiice vytvaieji béhem zachycovani had’atka bunkami hyf (Heintz
a Pramer, 1972). DalSim spolenym rysem je pfitomnost rozsahlych vrstev
extracelularnich polymerd, které jsou povazovany za vyznamné pii uchyceni povrchu
had’atka do pasti (Tunlid et al., 1991).

Jednotlivé druhy se 1i8i v saprotrofickych a parazitickych schopnostech.
Zatimco houby, které tvoii pasti a houby napadajici vajicka ptezivaji saprotroficky
v pude¢, tak endoparazitické houby jsou vétSinou zavislé na had’atkach jako na
nutri¢énim zdroji, a jsou tedy obligatnimi parazity (Nordbring-Hertz et al., 1997).

V navaznosti na vyvoj pasti probiha proces infekce ptes stejny sled udalosti:
upevnéni bun€k pasti na povrch had’atka, penetrace kutikuly a vstfebavani zivin z
usmrcené¢ho had’atka (Fekete et al., 2008).

Nematofagni houby mohou byt limitovany mnozstvim jedinct had’atek, které
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jsou k dispozici a had’atka jsou naopak redukovana nematofagnimi houbami (Hauser,
1985).

Nematofagni houby lze naleznout ve vsech hlavnich skupinach hub, véetné
niz§ich (chytridiomycetes a zygomycetes) a vysSich hub (ascomycetes,
basidiomycetes a deuteromycota). V¢étSina nematofagnich hub véetné téch, které
pouzivaji lapaci struktury a endoparazitickych druhti patii do deuteromycota
(nepohlavni houby).

Taxonomické postaveni nékterych z téchto druht bylo upfesnéno objevem
odpovidajici pohlavni faze houby (Pfister, 1997).

Nematofagni houby byly nalezeny ve vSech regionech svéta, od tropickych
oblasti po Antarktidu. Byly hlaSeny ze zeméd¢lské, zahradni a lesni pidy, a jsou
obzvlasté hojné na pudach bohatych na organicky material (Nordbring-Hertz, 2006).

Uz v roce 1969 Decker zaznamenal, ze vétSina nematofidgnich hub se
vyskytuje v listovce a pidach bohatych na humus, coz je jeden z diivodl pro¢ brat na
zietel dostatecné zasobeni pid organickou hmotou, zejména v oblastech s vyskytem
fytoparazitickych had’atek.

V zemédé@lskych plidach mirného podnebného pasma je vyskyt nematofagnich
hub zavisly na sezonnich podminkach. V nejvétsim poctu a hustoté se nematofagni
houby vyskytuji na konci 1éta a na podzim. Je to pravdépodobné zplisobeno vyssi
teplotou pidy a zvySenym piisunem organickych zbytkl. Nejhojnéji se nachazeji
V hornich 20 cm pldy, a téméef vibec nejsou hloubéji jak 40 cm pod povrchem
(Barron, 1977, Jansson a Lopez-Llorca, 2004, Nordbring-Hertz et al., 2006).

A. oligospora, P. chlamydiospora a dal$i nematofagni houby maji rovnéz
schopnost kolonizovat kofeny rostlin nebo infikovat dal§i houby (mohou byt
mykoparazity). A. oligospora pii napadeni dalsi houby obtaci své hyfy okolo hyfy
hostitele a to ma za nasledek rozpad bunééné cytoplazmy hostitele bez penetrace.

(Bordallo et al. 2002, Nordbring-Hertz et al., 2006).
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2.3.1. Vybrané druhy nematofagnich hub

2.3.1.1. Stropharia rugosoannulata Farl. ex Murrill 1922

fiSe: Fungi

oddéleni: Basidiomycota

podkmen: Agaricomycotina Doweld
tfida: Agaricomycetes

podtiida: Agaricomycetidae

rad: Agaricales

Celed’: Strophariaceae

rod: Stropharia

druh: Stropharia rugosoannulata Farl. ex Murrill

Druhy rodu Stropharia jsou saprofyté rostouci na tlejicim dieve, pudé€, hnoji,
Vv travé nebo mezi mechy (Knudsen a Vesterholt, 2008). Do Evropy byla Stropharia
rugosoannulata introdukovana v 50. letech 20. stoleti za u¢elem umélé kultivace. V
60. letech téhoz stoleti byla nalezena v Némecku pobliz Berlina na slamé z krecht
brambor; jedna se o prvni nalez v ptirozeném prostiedi (Watling a Gregory, 1987).

Na uzemi CR se nachazi okolo 11 druhdi, znichz hospodatsky
nejvyznamnéj$im je Stropharia rugosoannulata, ktera se u nas péstuje za ucelem
konzumace plodnic (Jablonsky a Sasek, 2006).

Druhy rodu Stropharia maji fialovohnédé az tabakoveé hnédé spory a objevuji
se na dfeve, travniku, kompostovych hromadéch a zvifecim trusu.

Houby rodu Stropharia mohou produkovat unikatni hvézdicovité bunky, které
se nazyvaji acanthocyty (Luo et al., 2006). Tato schopnost hub rodu Stropharia
formovat acanthocyty se zda byt charakteristikou celého rodu a konstantni vyskyt
téchto struktur naznacuje, ze maji taxonomickou hodnotu (Readhead, 1984, Norvell a
Redhead, 2000).

Vnimani acanthocytt jako urcujiciho znaku pro rod Stropharia (Fr.) Quel. se
datuje do 80. let 20. stoleti. Tyto ostnaté utvary byly poprvé pozorovany Farrem
(1980) na podhoubi v kultute, ale také je nalezl na bazalnim myceliu (u Upati tienc)
susenych vzorkl téméf vSech druhti Stropharia, které zkoumal. Farr (1980) dale

poznamenava, ze aCanthocyty se vyskytuji témét vyhradné v rhizomorfech, ale
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vyjimeéné se nachazeji i na ¢astech basidiomat.
Také molekularni studie prokazali, ze acanthocyty jsou vhodnym

morfologickym znakem rodu (Moncalwo et al. 2002).

2.3.1.2. Arthrobotrys oligospora Fresen. 1850

fiSe: Fungi

odd¢leni: Ascomycota

podkmen: Pezizomycotina

ttida: Orbiliomycetes

podtiida: Orbiliomycetidae

rad: Orbiliales

Celed’: Orbiliaceae

rod: Arthrobotrys

druh: Arthrobotrys oligospora Fresen. 1850

Rod Arthrobotrys byl popsan Cordou v roce 1839 na zékladé typového
zastupce Arthrobotrys superba Corda 1839. Druh Arthrobotrys oligospora byl poprvé
popsan Freseniem v roce 1850 (Gray, 1987). Nematofagni aktivity si vSak povsimnul
Zopf a zaznamenal ji az v roce 1888, kdy jako prvni prokazal zachyceni zivého
had’atka touto houbou.

Arthrobotrys oligospora je nejcastéjsi, nejvice rozsiteny a doposud nejlépe
zkoumany druh nematofagni houby. Houba byla izolovana z mnoha rtznych
substratli, z komposti, hnijiciho dfeva a zvitecich vykali (Drechsler, 1937, Domsch
et al., 1980). Mize rist v symbioze s rhizosférou zeméd¢lskych plodin a rostlin, coz
je velmi c¢asté v hornich 30 cm vrstvy zeminy. Vyskyt byl zjistén i v hloubce vice jak
40 cm (Persmark et al. 1996).

Konidiofory této houby jsou dlouhé, stihlé, jednoduché, piehradkované,
pruhledné, mirn¢ zvétsené ve Spicce i sporulujici oblasti (Barnett a Hunter, 1999).
Vzpiimené konidiofory podpiraji 20-30 skupin 5-20 dvoubunéénych 16-30 pm
dlouhych a 8-16 um Sirokych spor zietelné vroubkovanych ulozenych v kalisku,
jejichz distalni burika je asi dvakrat tak velka nez proximalni bunika (Haard, 1968).

A. oligospora patii do skupiny nematofagnich hub, které vytvareji lapaci
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struktury. Kromé tvorby typickych lepivych siti formuje tento druh v ramci
spirdly a apresoria. VSechny tyto struktury jsou utvafeny v ramci morfologické
adaptace houby jako odezva na okolni podminky prostfedi (Nordbring - Hertz et al.
2006). Mnoho druhti z rodu Arthrobotrys netvoii pasti spontanné, ale v zavislosti na
podminkach prostiedi, zejména na pFitomnosti hlistic, které jsou dilezité pro indukci
tvorby pasti. Zivotni projevy A. oligospora jsou riiznorodé. Neni jen parazitem hlistic,
ale i saprofyt a parazit jinych hub (Yang et al., 2011). Dale je A. oligospora
modelovym organismem pro pochopeni interakci mezi nematofagnimi houbami a

jejich hostitelskymi had’atky (Yang et al., 2011).

2.3.1.3. Verticillium chlamydosporium Goddard 1913

fiSe: Fungi

oddé¢leni: Ascomycota

podkmen: Pezizomycotina O. E. Erikss. & Winka
ttida: Sordariomycetes

podtiida: Hypocreomycetidae

rad: Hypocreales

Celed: Plectosphaerellaceae

rod: Verticillium Ness

druh: Verticillium chlamydosporium Goddard 1913

Druh Verticillium chlamydosporium je znamy jako ptidni houba od roku 1913
a je celosvétoveé rozsifeny (Chen et al., 2004). Prvni zminka o V. chlamydosporium
jako parazitu cystotvornych had’atek byla uvedena Willcoxem a Tribeaem v roce
1974 po izolaci této houby z vajicek Heterodera schachtii. V roce 1975 Kerry
izoloval V. chlamydosporium i z H. avenae.

V. chlamydosporium je fakultativni endoparazit vaji¢ek cystotvornych a
halkotvornych had’atek. Tato houba byla také zaznamenana na vajickach plzi a na
hyfach raznych druhd hub. V. chlamydosporium mutze kolonizovat rhizosféru
nékterych druht rostlin. Tvorba mycelia v ptidé je omezena ve Srovnani s ristem

houby v rhizosféfe, vyjimkou jsou organicky bohaté pudy (Kerry, 2001, de Leij a
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Kerry, 1991).

Mnozi se na mase vajicek vytvofenych fytoparazitickymi had’atky na
kofenech nachylnych rostlin, kde produkuje robustni konidie. Po napadnuti vajicek
houbou dochazi k jejich zniceni a tim i k naruseni Zivotniho cyklu (de Leij a Kerry,
1991).

V. chlamydosporium vytvaii apresoria, jenz pronikaji st€énou vajicka had’atka,
appressorium dava vzniknout infekéni hyf€, z které se rozbiha mycelium kolonizujici
vajicka (Morgan-Jones et al., 1983). Houba sténou vajicka pronika jak mechanicky
tak pfi pruniku vyuziva i enzymatickou hydrolyzu (Lopez-Llorca a Robertson, 1992).

Pro $iteni V. chlamydosporium v pudé jsou dulezité konidie, které jsou
produkovany na vrcholcich jednoduchych phialid (de Leijl et al., 1993).

Potencial V.chlamydosporium jako nematofagniho biologického ochranného

vvvvvv

methylbromidu v zemédé¢lstvi (Thomas, 1996).
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3. Védecké hypotézy a cile

Hypotéza

V ptdach na tizemi CR jsou piitomny nematofagni druhy hub, které lze

izolovat a vyuzit k biologické ochrané proti fytoparazitickym had’atkim.

Cil prace
Cilem préce je nalézt druhy nematofagnich hub kompatibilnich k podnebnim

podminkam v CR, a tyto druhy charakterizovat a otestovat moznost jejich vyuziti v

systémech integrované ochrany rostlin proti fytoparazitickym had’atkiim.
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4. Material a metody
4.1. Izolace jednotlivych druhi had’atek

Pro testovani nematofagni aktivity vybranych izolati nematofagnich hub bylo
nejdiive zapotiebi ziskat had’atka, ktera byla nasledné pouzita v in vitro a in vivo
pokusech. V téchto pokusech bylo pouzito 5 druht fytoparazitickych had’atek, a to
Meloidogyne hapla, Ditylenchus dipsaci, Globodera rostochiensis, Heterodera
schachtii, a Bursaphelenchus xylophilus. K in vitro pokusim bylo vyuzito i volné

vey

zijici had’atko Caenorhabditis elegans.

4.1.1. Meloidogyne hapla

V pokusech, pfi kterych byla zkoumana imobilizace a mortalita had’atek byla
pouzita had’atka druhu M. hapla izolovana z napadenych mrkvi ziskanych z lokality
Litovel. Chov had’atek byl proveden na rostlinach rajcete (odruda Tornado, Semo). Po
ttech mésicich byly kofeny rajcete obarveny 0,01% eosinem pfi teploté 4 °C po dobu
3 hod., aby se dosahlo zviditelnéni vajecnych vakt had’atek. Takto obarvené vaky
byly nematologickou jehlou pieneseny do fyziologického roztoku. Poté byly vajecné
vaky umistény na sito (primérem ok 25 um) ponoiené v destilované vodé v Petriho
misce 0 objemu 50 ml. V takto pfipraveném prostiedi se had’atka ponechala lihnout
po dobu péti dnl. V druhém vyvojovém stupni had’atek byla provedena uprava
koncentrace suspenze obsahujici had’atka pomoci centrifugace pti 3000 g po dobu 15

minut. Takto pfipravena had’atka byla vyuzita pro nasledné experimenty.

4.1.2. Ditylenchus dipsaci

Druh D. dipsaci byl izolovan z ¢esneku, odruda Elin, pochazejiciho z lokality
Blatnice pod Svatym Antoninkem a. Jednotlivé Cesnekové strouzky byly na jemno
nakrajeny, a poté plaveny pomoci Baermannovy nalevkové metody po dobu 6 hodin.
Nasledné byla vyplavena had’atka odlita na hodinové sklicko a odpipetovana
mikropipetou do pfipravené 2 ml mikrozkumavky s destilovanou vodou. Had’atka
byla 2x promyta v destilované vodé a pomoci centrifugace pii 6 000 g a ptipadného

fedénibyla upravena jejich koncentrace v suspenui.
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4.1.3. Globodera rostochiensis

Druh G. rostochiensis pouzity pfi testovani pochazel z lokality Sluknov a
jednalo se o patotyp RO1 cesky standard. Plida s rostlinnymi zbytky byla vysuSena pfi
teploté 25 °C a cysty byly plaveny pomoci Fenwickovy konve. Cysty byly ulozeny do
sklenénych vialek s prody$nym vickem. Zivotaschopnost embryonti byla stanovena
umisténim cyst do kotfenového difusatu rostlin bramboru po dobu 14 dnl pii
laboratorni teploté. Pomoci stereomikroskopu bylo pozorovéno lihnuti had’atek

v dvoudennich ¢asovych periodéch.

4.1.4. Bursaphelenchus xylophilus

Had’atko B. xylophilus bylo ziskano z Portugalska. Toto hadatko bylo
mnozeno V in Vvitro podminkach v Petriho miskach na zivném médiu s nakultivovanou
houbou Botrytis cinerea, ktera je alternativnim zdroje Zivin pro tento druh. Nejdiive
byly pfipraveny Petriho misky s Malt extrakt agarem s piidavkem glycerolu, ktery
zabranoval sporulaci houby. Na toto médium byla poté naockovana Botrytis cinerea
sterilni jehlou. Takto pfipravené misky byly kultivovany pfi teploté 21 °C po dobu 3
dni. Po tfech dnech byly ptfidany samic¢ky had’atka B. xylophilus v mnozstvi deseti

kusu.

4.1.5. Caenorhabditis elegans
C. elegans byl ziskan od MUDr. Marty Kostrouchové z PiF UK v Praze. Toto
had’atko bylo mnozeno a uchovévano dle metod popsanych nize, které byly

zvefejnény v certifikované metodice sepsané Zouharem et al. v roce 2010.
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4.1.5.1. Priprava pevného kultivacniho média pro Caenorhabditis
elegans

material:

NaCl

namnozené bakterie E. coli OP50 v tekutém médiu
bakteriologicky pepton

Agar

destilovana voda

pufr 1 M KPOa4 (108,3 g KH2PO4, rozpusténo v 1 | H,O, pH 6,0), (sterilizovano pii
teploté 121 °C po dobu 20 minut)

1M CacCl;, (sterilizovano pti 121 °C po dobu 20 minut)

roztok cholesterolu v etanolu (5mg/ml)

1 M MgSQy, (sterilizovano pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut)
2 | Erlenmayerova baiika

mikropipety

parafilm

sterilni Petriho misky (60, 90 mm)

nematologicka jehla

hlinikova folie

postup:

Do Erlenmayerovy banky bylo pfidano 3 g NaCl, 17 g agaru a 2,5 g peptonu.
Ve bylo doplnéno 975 ml destilované vody. Zivné médium bylo sterilizovano po
dobu 40 minut a teploté 121 °C. Po sterilizaci bylo médium ochlazeno na teplotu cca
55 °C z duvodu piidani 1 ml cholesterolu v etanolu, 1 ml 1M roztoku MgSOg, 25 ml 1
M roztoku pufru KPO4a 1 ml 1M roztoku CaCl,.
Takto pfipravené zivné médium bylo rozlito do Petriho misek. Nasledné byly tyto
Petriho misky ponechany 2-3 dny pfi laboratorni teploté z diivodu zjisténi ptipadné
kontaminace. Za tuto dobu dojde i k odpafeni piebyteéné vlhkosti, ktera znesnadiuje
pozorovani had’atek svételnym mikroskopem. Po tiech dnech bylo do stiedu Petriho
misek napipetovano 500 ul tekuté kultury bakterii. Namnozené bakterie E. coli OP50

na Petriho miskach byly inkubovany pfes noc pfi laboratorni teploté.
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Den po naoc¢kovani bakterii na Petriho misky byla ptidana had’atka (cca 20 ks
gravidnich samicek), kterd byla pfedem promytd v destilované vodé a pfenesena

pomoci nematologické jehly.

4.1.5.2. Priprava tekutého média pro C. elegans

Material

zakladni roztok pro S médium:
5,85 g NaCl

1 g K;PPO4

6 g KH,PO4

1 ml roztoku cholesterolu v etanolu (5mg/ml)

doplnéni na 1 1 destilované vody a provedena sterilizace v autoklavu pfi teploté 121
°C po dobu 20 minut
1M citronan sodny (pH 6.0):

20 g monohydratu kyseliny citronové

293,5 g monohydratu citronanu sodného

doplnéni vodou na 1 | a provedena sterilizace v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu
20 minut

roztok stopovych prvki:

1,86 g disodné soli EDTA

0,69 g FeSO4x7H,0

0,2 g MnCl,x4H,0

0,29 g ZnSO4x7H,0

0,025 g CuSO4x5H,0

doplnéni vodou na 1 | a provedena sterilizace opét pii stejné teplote¢ a dobé jako v

ptredeslych krocich, tento roztok byl poté uchovavan ve tmé.

1M roztok MgSOy - sterilizace v autoklavu
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S médium:

11 sterilniho zdkladniho roztoku

10 ml 1M roztoku citronanu sodného (pH 6,0)
10 ml roztoku stopovych prvki

3 ml 1M CaCl,

3 ml 1M MgSO,

4 Petriho misky obsahujici C. elegans
koncentrovana suspenze E. coli OP50

1 I sterilni ldhev se Sroubovacim uzaveérem

50 ml sterilni centrifuga¢ni zkumavky s vickem

postup:

Sterilni S médium v mnozstvi 250 ml bylo inokulovano v 1 | sterilni 1dhvi
koncentrovanou suspenzi E. coli, ktera byla pfipravena centrifugaci 2-3 1 tekuté
kultury E. coli v LB médiu pii 3000 x g po dobu 10 minut. Do Petriho misek s
pevnym zivnym médiem obsahujicim C. elegans bylo pfidano 5 ml S média a obsah
byl pfelit do lahve k S médiu inokulovaného bakteriemi. Lahev byla tfepana na
ttepacce pii teploté 20 °C. Intenzita kmitl by méla byt takova, aby byla kultura dobie
provzdusnéna. Kultura byla kontrolovana odebranim kapky suspenze a prohlédnutim
pod mikroskopem. Pokud byly bakterie had’atky spotfebovany (roztok uz neni kalny),
bylo zapotiebi pridat dalsi bakterie do S média. Kultivace byla ukoncena zpravidla po
4-5 dnech. Lahev byla posléze umisténa na led po dobu 15 minut, aby doslo k usazeni
had’atek. Poté byla odsata vétSina tekutiny z 1dhve a zbytek byl preveden do 50 ml
sterilni centrifugacni zkumavky. Centrifugace byla provadéna po dobu 2 minut pfi

1150 x g, aby byla ziskana peleta had’atek, zbytek prebytecné tekutiny byl odsat.
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4.1.5.3. Priprava bakterii pro vyZivu C. elegans metodicky postup dle
prace Stiernagle (1999)

material:

vychozi kultura E. coli OP50

LB agar (pH 7,0)

tekuté LB médium

sterilni Petriho misky (60, 90 mm)

50 ml sterilni centrifuga¢ni zkumavky s vickem

slozeni LB agaru:

10g bakteriologického tryptonu

5 g kvasni¢ného extraktu (Bacto-yeast)
5g NaCl

15 g agaru

doplnéni vodou na 11 a sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 20 minut

slozeni tekutého LB media:

10 g bakteriologického traptonu

5 g kvasni¢ného extraktu (Bacto-yeast)

5 g NaCl

doplnéni vodou na celkovy objem 11 a sterilizace v autoklavu pfi teploté€ 121 °C po

dobu 20 minut

Postup:
Kultura E. coli byla ptfeo¢kovana na LB agarové plotny, které byly

podstoupeny sterilizaci. Takto byly ziskany jednotlivé kolonie bakterii, kterymi bylo
inokulovano 30 ml sterilniho tekut¢ého LB média, které bylo rozlito v 50 ml
zkumavkach. Bakterie byly pfi teploté¢ 37 °C inkubovany pies noc. Tekuté kultury
bakterii byly dale pouzity k pfipravé kultivaénich médii, na kterych probihalo

mnozeni C. elegans.
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4.1.5.4. Zamrazovani C. elegans pomoci tekutého média

material:

S pufr

S pufr + 30% glycerol

Petriho misky s pevnym kultivaénim médiem pro C. elegans obsahujici larvy 1. a 2.
vyvojového stupné bez bakterii

50 ml sterilni centrifuga¢ni zkumavky s vickem

1,5 ml sterilni mikrozkumavky

Postup zmrazovani:

Do Petriho misek (5-6 ks) s C. elegans byl pfidan S pufr v takovém mnozstvi,
které bylo nasledn¢ zamrazeno. S pufr s hadatky byl prelit do centrifugacni
zkumavky. Dale byl ptidan stejny objem S pufru s 30% glycerolem a cela smés
dikladné promichana. Smés byla rozdélena po 1 ml do mikrozkumavek, které byly
umistény uzaviené v polystyrenovém boxu nejméne po dobu 12 hodin do mraziciho
boxu (-80 °C). Z polystyrenového boxu byly tyto mikrozkumavky nasledujici den

pfemistény do mraziciho boxu (-80 °C), pro dlouhodobé uchovani.

Postup rozmrazovani:

Mikrozkumavka s had’atky byla ponechéana pfi laboratorni teploté, aby doslo k
roztati. Obsah byl pfelit do Petriho misky s pevnym kultivaénim médiem pro C.
elegans inokulovanym bakteriemi E. coli. Pohybujici se had’atka byla pozorovatelna
za n¢kolik minut. Po 2-3 dnech bylo pfeneseno jednotlivé 10-15 jedincii do dalsi
Petriho misky s mediem bylo sledovano, zda se potomstvo spravné vyviji a zda
samicky v pravidelnych tfidennich intervalech kladou vajicka a nedochazi k

vyvojovym abnormalitam.

Pro pouziti had’atek pti pokusech s izolaci nematofagnich hub z pudy a v testu
nematofagni aktivity, ktery je popsan niZe, byla hdd’atka nejprve zbavena piipadnych
kontaminantl, v tomto pfipad¢ Slo o bakterie E. coli. Pro odstranéni byla pouzita

nasledujici metoda.
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material:

sterilni destilovana voda

ampicilin

mikropipeta

Petriho misky s 1% vodnim agarem
kadinka

1,5 ml mikrozkumavky

10 ml polypropylenové $picky

parafilm

postup:

Had’4tka z pevného kultivacniho média byla smyta sterilni destilovanou vodou
do kadinky a pak byl pfeveden obsah do mikrozkumavky. K hadatkim byl
ptipipetovan ampicilin (cilova koncentrace 1pg/ml) Po 30 minutach byla provedena
centrifugace pii 6 000 x g po dobu 4 minut a had’atka byla shromazdéna na dné
mikrozkumavky. Mikropipetou byl odebran supernatant a pfipipetovana sterilni
destilovana voda. Po promichani byla provedena opé&tovna centrifugace.

Nasledovalo ¢isténi had’atek autonomnim pohybem v agaru, pii kterém doslo
béhem 24 hodin ke sterilizaci nejen povrchu had’atek, ale 1 jejich zaZivaciho traktu.
Nejprve byla pfipravena draha pro pohyb had’atek pomoci 10 ml polypropylenové
Spi¢ky k automatické pipeté. Sterilni jednordzova Spicka byla nejprve utésnéna
nekolika vrstvami parafilmu na jejim zizeném konci. Takto pfipravena Spicka byla
naplnéna sterilnim 1% vodnim agarem v mnoZstvi 5 ml a zakryta parafilmem. Sterilni
medium (1% vodni agar musi mit pfi nadlévani teplotu cca 40 °C, aby se ptedeslo
roztaveni pouzitého parafilmu.

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 300 pl sterilni destilované vody. Ze
zuzen¢ho konce Spicky po ztuhnuti agaru byl odstranén parafilm a Spicka byla
vnofena do této mikrozkumavky tak, aby se nedotykala dna a byla zafixovana
parafilmem. Suspenze byla napipetovana piimo do agaru. Po 24 hodinach se had’atka
nachdzela jiz v mikrozkumavce, odkud je bylo mozné piimo vyuZzit k nasledujicim

testam.
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4.2. 1zolace nematofagnich hub

4.2.1. Sbér ptidnich vzorki
Pidni vzorky byly odebirany z piid bohatych na organicky material (pole,

lesni hrabanka atd.) v réiznych oblastech CR. Cca 300 g puidy bylo odebrano lopatkou
do igelitového uzaviraciho pytliku, ktery byl oznacen Cislem a ulozen do krabic.
Jednotlivé vzorky pudy byly po pfevozu do laboratoife rozprostfeny na tacky a

prosuseny v laboratornich podminkach.

4.2.2. Zivna média
K izolaci nematofagnich hub a k dal§im experimentim byla pouzita tato zivna

média

Adgar s bengilskou Cerveni - Rose bengal agar (RBA) (Himedia)

Slozeni: g/l
Dextrosa 10
dihydrogenfosforec¢nan draselny 1
sojovy pepton 5
bengalska ¢erven 0,05
siran hofecnaty 0,5
agar 15

Bramboro-dextrozovy agar - Potato dextrose agar (PDA) (Himedia)

sloZeni: g/l
bramborova infuse 200
dextrosa 20

agar 15
Ovesny agar - Oat meal agar (OA) (Himedia):
sloZeni: g/l
ovesna mouka 6

agar 12,5
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Agar se sladovym extraktem - Malt extract agar (MEA) (Himedia)

sloZeni: g/l
sladovy extrakt 30
mykologicky pepton )
agar 15

Kukuii¢ny agar - corn meal agar (CMA) (Himedia)

sloZeni: g/l
obilna infuze 50

agar 15
vodni agar (VA)

slozeni: g/l

agar 159

Jednotlivé Zivné pldy byly pfipraveny dle pokynl vyrobce a sterilizovany
v autoklavu po dobu 20 min pii teploté¢ 121 °C. Po ochlazeni média na teplotu cca 55
°C bylo k médiu pfidano antibiotikum - tetracyklin (0,2 g/l), aby byla potlacena
ptipadna kontaminace bakteriemi. Médium bylo rozlito do Petriho misek (60, 90 mm)
V lamindrnim boxu.

Tekuté médium:

Slozeni: g/l

Dextrosa 10
dihydrogenfosforec¢nan draselny 1
siran hofecnaty 0,5
sojovy pepton 5
bengalska cerven 0,05

Po sterilizaci média v autoklavu (20 min, 121 °C) byl po vychladnuti ptidan
tetracyklinv mnozstvi 0,2 g/1.
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4.2.3. Izolace s vyuzitim ptidniho vyluhu

K pfipraveni vyluhu z jednotlivych usuSenych ptidnich vzorka bylo pouzito 10
g pudniho vzorku, které bylo pfisypano k 50 ml destilované vody v Erlenmayeroveé
baiice 0 objemu 250 ml. Barnky byly uzavieny buni¢inou a hrdlo a alobalem a
umistény na tfepaCku Ika Vibrax OS 10 Basic a tfepany po dobu 20 minut pii
rychlosti 150 rpm. Po sejmuti z tfepacky byl ptudnivyluh ponechan 10 minut v klidu,
aby doslo k sedimentaci pudnich ¢astic na dno barky.

Vyluh byl aplikovan na jednotlivé Petriho misky s zivhym médiem (PDA,
CMA a RBA) pomoci pipety, a to v mnozstvi 1000 pl na jednu misku. Poté byl
rozetfen pomoci sterilni tyCinky a Petriho miska byla zaparafilmovana. Cela aplikace
probéhla ve sterilnich podminkach flowboxu. Petriho misky byly nasledn¢ umistény
do termostatu pti (teplota 22 °C). Kazdy den byla provedena vizualni a mikroskopicka
kontrola pritomnosti hub a urCovani dle kli¢e. Pfipadné nematofagni houby byly

odizolovany a pfeockovavany na nové zivné médium.

4.2.4 Izolace s vyuzitim ptidnich castic

Ususené ptidni vzorky byly najemno rozdrceny a v mnozstvi 2 g aplikovany
sterilni 1zic¢kou na Petriho misku s zivhym médiem (PDA, CMA, RBA, VA), které
obsahovalo 0,2 g/l Sirokospektralniho antibiotika tetracyklinu. Tetracyklin byl pfidan
z diivodu zabranéni pfipadnému ristu bakterii a tim znehodnoceni pokusu. Na takto
ptipravené médium byla nasledné aplikovana had’atka Caenorhabditis elegans
v mnozstvi 20 kust. Takto pfipravené Petriho misky byly fadné zaparafilmovany a
inkubovany V termostatu pii 22 °C. Kazdy den byly Petriho misky prohlédnuty
pomoci binokuldrniho mikroskopu a pomoci klice bylo urCeno, zda se jedna o
nematofagni houby. Pfipadné vzorky jednotlivych hub byly odizolovany na dalsi
Petriho misky. Postupné bylo provedeno nékolikanasobné preockovavani k ziskani

¢isté kultury jednotlivych izolatd hub.

41



Nematofagni houby jako kli¢ k biologické ochrané rostlin proti fytoparazitickym had’atkim

4. 2. 5. Izolace acanthocyti Stropharia rugosoannulata

Izolace s vyuzitim parafilmu

Tato technika je zaloZena na metodé izolace acanthocytl pomoci parafilmu,
kterou zvetejnil ve svych studiich Luo et al. (2006).

Z namnozeného mycelia Stropharia rugosoannulata, které tvotilo acanthocyty
se tyto hvézdicovité utvary odebiraly pomoci parafilmu. Parafilm byl nékolikrat za
sebou lehce pfilozen na mycelium a poté omyt destilovanou vodou nad sterilni Petriho

miskou.

Izolace s vyuZitim celofanové membrany
Na Petriho misky sCMA byla na povrch zivného média aplikovana

celofdnova membréana. Na tuto membranu bylo naockovano malé mnozstvi mycelia
nematofagni houby Stropharia rugosoannulata. Misky byly poté zaparafilmovany a
vlozeny do termostatu. Inkubace probihala po dobu 3 dnii pii teplot¢ 22 °C. Po tiech
dnech byly narostlé acanthocyty smyvany pomoci destilované vody z povrchu
celofanové membrany do hodinového sklicka. Odtud byly ziskané acanthocyty

nasledné odebrany pomoci pipety do pfipravené mikrozkumavky.

4.3. Uchovavani nematofagnich druht hub

Byly provedeny testy dvou rtiznych zpisobti uchovavani nematofagnich hub,
které byly vyuzity k dal$im pokusim a zaroven budou dale slouzit jako sbirkové

kultury.

4.3.1. Lyofilizace
Postup je zaloZen na sublimaci zmrzlé vody pfi nizkém tlaku a teploté. Jeho

vyhoda spocivd vtom, Ze nedochdzi k ptimému piechodu vody z kapalného do
plynného skupenstvi, coz je v mnohych pfipadech pfi¢ina poskozeni suSené¢ho
materialu.

Byla upravena mikrozkumavka pro potieby lyofilizace tim, Ze byl do vicka
vyfiznut otvor a piekryt jemnou tkaninou, kterd byla k vicku pfilepena. Do
jednotlivych mikrozkumavek bylo vlozeno mycelium o celkovém objemu 1 ml.

Mikrozkumavky byly vloZzeny do mraziciho boxu a zmrazeny na -60 °C.
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Druhy den byly mikrozkumavky se vzorky vlozeny do lyofilizatoru a prob&hla
lyofilizace, ktera trvala 3 dny.

4.3.2. Sikmé agary

Dalsi moznost uchovavani nematofagnich hub spociva ve vyuziti Sikmych

agaru, které byly zality parafinovym olejem.

Piiprava parafinového oleje

Parafinovy olej byl rozlit do 12 cm zkumavek asi do 2/3 objemu, uzavien kovovym
uzavérem a prikryt alobalem. Zkumavky byly néasledné sterilizovany v autoklavu pii
teploté 111,5 °C po dobu 30 minut.
Po sterilizaci byly zkumavky ponechiany vychladnout a poté vlozeny do
horkovzdu$ného sterilizatoru, kde doslo k odpateni vody, kterd zpiisobuje zakaleni
oleje.
Vysouseni bylo obvykle provadéno 5-6 hodin pii teplot¢ 90 °C pii nékolika
opakovanich, dokud nebyl olej ¢iry, ne mléény. Postupné byly odebirany jednotlivé
zkumavky.
Sikmy agar

Pro ptipravu Sikmych agari byly pouzity 12 cm zkumavky, corn meal agar
asirokospektralni antibiotikum tetracyklin. Jednotlivé zkumavky byly ve sterilnim
prostiedi flowboxu naplnény cca do 1/3 objemu a uzavieny kovovym uzévérem, ktery
byl sterilizovan nad plamenem. Poté byly zkumavky umistény na dfevénou podlozku,
ktera méla sklon 30°. Zkumavky byly ponechany v této poloze, dokud nedoslo ke
ztuhnuti agaru, poté byly az do pouziti umistény v chladnicce pfi teploté 4 °C, az do

dalsiho pouziti.

Oc¢kovani hub na Sikmv agar

Oc¢kovani nematofagnich hub na Sikmé agary pobihalo ve sterilnim prostiedi
flowboxu. Do kazdé zkumavky se Sikmym agarem bylo jehlou sterilizovanou nad
plamenem naockovano mycelium nematofagni houby, zkumavka byla opét uzaviena
kovovym sterilnim uzavérem a zafixovana parafilmem. VSe bylo fadn€ oznaceno a
uloZeno do termostatu pii teploté 25 °C. Po nariistu mycelia bylo provedeno zaliti
sterilnim parafinovym olejem.

Jednotlivé izolaty ve zkumavce byly zality parafinovym olejem zhruba do 1-2 cm nad
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koncem agaru. Konec zkumavky byl nasledné po zaliti ozehnut a uzavien ozehnutym
vickem. Vicko bylo nésledné zaparafilmovano.

Na kazdou zkumavku s myceliem byla pouzita jedna zkumavka s parafinovym
olejem, pokud olej zbyl, nebyl uz dale pouzit na dalsi zkumavku. Zbytky oleje ve

zkumavkach byly dolity nesterilizovanym olejem a znovu sterilizovany.

4. 4. Diagnostika izolovanych nematofagnich hub

Pti izolaci byla zaroven provedena diagnostika nematofagnich hub. Nejdiive
byla pouzita pfimd metoda — kultiva¢ni metoda a vyuziti diagnostiky pomoci svételné
mikroskopie. Pti téchto metodach byly jednotlivé nematofagni houby uréeny do rodu.
Pro podrobngjsi urceni byla po ziskani Cistého izolatu pouzita molekularné biologicka

diagnostika.

4. 4.1. Morfologicka diagnostika

Pro morfologickou diagnostiku jednotlivych druhii nematofagnich hub byl
pouzit ur€ovaci kli¢, ktery sestavili Wang a Mc Sorley (2003).

4. 4.2. Molekularné biologicka diagnostika

Izolaty nematofagnich hub, u kterych bylo zapotfebi nésledné zatazeni do

druhil pro pozd¢jsi pokusy, byly podrobeny molekularné biologické diagnostice.

4.4.2.1. Izolace DNA
U jednotlivych vzorki byla nejdiive provedena izolace DNA pomoci

komer¢niho kitu DNeasy Plant Minikit (QIAGEN) podle metodického postupu

vyrobce.

MnozZstvi 50 mikrogramii vzorku mycelia bylo seskrabnuto do tfeci misky, zmraZeno
pomoci tekutého dusiku a rozdrceno.

Kazdy vzorek byl rozdélen do dvou mikrozkumavek.

Do jednotlivych mikrozkumavek bylo pfipipetovano 400 ul roztoku AP1 a obsah byl
promichan na vortexu. Poté byly mikrozkumavky vlozeny do vodni lazné¢ nebo
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termostatu o teploté¢ 65 °C po dobu 10 minut. V prabéhu inkubace byl obsah
v mikrozkumavkach 2 -3x promichan.

Nasledné bylo pfidano 130 pl roztoku AP2. Po promichani byly mikrozkumavky
vlozeny po dobu 5 minut na led.

Mikrozkumavky byly poté centrifugovany pii 20 000 g po dobu 5 minut.
Supernantant byl piepipetovan do fialovych kolonek mikrozkumavek a 2 minuty
centrifugovan pii 20 000 g. Ze spodni c¢asti kolonky byl odpipetovan obsah v
mnozstvi 400 pul a prenesen do novych mikrozkumavek a k nému bylo pfipipetovano
675 ul roztoku AP3/E a smés byla promichana.

Pipetou bylo pfeneseno mnozstvi 650 pul do bilych kolonek mikrozkumavek a poté
nasledovala centrifugace pii otackach 20 000 g po dobu 1 minuty. Obsah ve spodni
¢asti kolonky byl vylit a centrifugace byla opakovana.

Po opétovné centrifugaci byla kolonka ptemisténa do nové mikrozkumavky a do
kolonky bylo napipetovano 500 ul roztoku AW. Nasledovala dalsi centrifugace pii
otackach 20 000 g po dobu 1 minuty. Spodni ¢ast byla vylita a byl ptidan opét roztok
AW v mnozstvi 500 pl a nasledovala centrifugace pii stejnych otackach jako v
ptedchozim kroku po dobu 2 minut.

Kolonka byla pfemisténa do nové 2 ml mikrozkumavky. Do kolonky bylo
napipetovano 50 pl eluéniho pufru AE. Po inkubaci po dobu 5 minut pfi laboratorni
teploté nasledovala centrifugace pii otackach 20 000 g po dobu 1 minuty. Izolovana

DNA byla uchovavana pfi teploté -20 °C do dalsiho pouZiti.

4. 4.2.2. Polymerazovd retézova reakce

DNA byla amplifikovana pomoci polymerazové fetézové reakce, s vyuzitim
primerti nasedajicich univerzalné na cistron ribozomalni DNA obsahujici mezerniky 1
a 2 a gen pro subjednotku ribozomu 5,8 S.

Primery, které byly pouzity, maji tuto skevenci:
ITS1 5'-TCCGAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS4 5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3”

Tyto dva oligonukleotidy (ITS1 a ITS4) jsou specifické pro rDNA hub a byly

vybrany kvuli naslednému sekvenovani a porovnani v databazi NCBI (National

Center for Biotechnology Information).
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Slozeni smési pro PCR:

pufr pro Taqg polymerazu (ThermoScientific) -2,5 ul (1x)

MgCl, 1,5 pl (1,5 mM)

Taq polymeraza (ThermoScientific) 0,5ul (2,5UV)

dNTP (ThermoScientificy - 0,25 pl (0,4 mM kazdého nukleotidu)
primer mix -+ 0,4 ul (0,4 mM kazdého nukleotidu)
izolovana DNA - 110l

ddH,O e doplnit do 25 pl

Pro kazdy vzorek byly pfipraveny CcCtyfi reakce pro amplifikaci DNA
fragmentu.
Program termocykléru pro PCR:
94 °C 3 minuty
94 °C 2 minuty
60 °C 30 sekund
72 °C 2 minuty
30x od druhého kroku
72 °C 4 minuty
4 °C
Program byl optimalizovan v podminkéch nasi laboratofe na termocykléru MJ
Research PTC 200. Vysledky amplifikace DNA fragmenti byly zkontrolovany

pomoci horizontalni agar6zové elektroforézy.

Pro ucely sekvenovani byla pouzita pro amplifikaci DNA usekt Pfu polymeraza

Slozeni smési pro PCR:

pufr 5 ul (1x)

dNTP 0,5 ul (0,4 mM kazdého nukleotidu)
pmix 0,8 ul (0,4 mM kazdého nukleotidu)
pfu polymeraza 1ul(2,5VU)

DNA 2 ul

ddH20 40,7 pul

Program termocykléru pro PCR byl stejny jako v pfedchozim ptipadé.
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Po ukonceni PCR byla provedena horizontalni elektroforéza na 1,5%
agardzovém gelu. Do kazdé jamky byl aplikovan vysledny produkt PCR v mnozstvi
50 pl, ktery byl pted aplikaci do jamek smichan s barvivem pro elektroforetickou
separaci (nanaseci barvivo Loading dye).

Z vysledného gelu byly vyfezany amplifikované fragmenty DNA, které byly

pouzity pro nasledujici sekvenaci.

4. 4.2.3. Izolace fragmenti DNA z agarosového gelu

Pro nasledné zaslani vzorkl k sekvenaci bylo nutné provést izolaci DNA
z vyfezanych fragmentl (zjistovani Cistoty a koncentrace jednotlivych vzorkl) a
ligaci.

Agardzovy gel, ktery obsahoval fragmenty DNA jednotlivych vzorki byl
nejdiive zvazen v mikrozkumavkach a hmotnost byla zaznamenana. Pro izolaci byl

vyuzit Gene JET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific).

V prvnim kroku byl k vyfezu gelu pfidan pufr Binding Buffer v poméru 1:1.
Mikrozkumavky byly viozeny do vodni 1azné na 10 minut pii 50 °C, aby doslo
K uplnému rozpusténi gelu v pufru. Poté byl do mikrozkumavek pridan izopropanol

opét v poméru 1:1. VSe bylo promichano pomoci vortexu.

Obsah mikrozkumavky byl pfenesen na kolonku Vv mikrozkumavce a
centrifugovan po dobu 1 minuty pfi otackach 12 000 g. Spodni ¢ast kolonky byla
vylita a na kolonku byl pfidan promyvaci pufr v mnozstvi 700 ul a opét nasledovala
centrifugace po dobu 1 minuty pii stejnych otackach. Tento krok byl
zopakovan.Kolonka byla ptremisténa do nové 1,5 ml mikrozkumavky. Na kolonku byl
aplikovan elucni pufr a po 5ti minutovém pusobeni byla opét provedena centrifugace
1 minutu. Mikrozkumavky byly ulozeny do mraziciho boxu pifi -50 °C. U takto
ziskanych vzorkl byla provednena horizontalni agarézova elektroforéza, na kterou
byly vzorky aplikovany v mnozstvi 5 pl. Podle snimkii byla vypocitana koncentrace
v mg/ul DNA.

M¢feni ¢istoty a koncentrace DNA bylo provadéno na spektrofotometru.
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4.4.2.4. Ligace PCR produktu do plazmidu a transformace plazmidového
vektoru do bakteridlnich bunék

Pro namnozeni bakterii E. coli bylo pouzito pevné LB medium v mnozstvi
17,5 g, které bylo smichano s 500 ml destilované vody. Nasledn¢ byla provedena
sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Po sterilizaci bylo LB medium
schlazeno na 50 °C a byl pfidan ampicilin v mnozstvi 0,5 ml. Do pfipravenych
Petriho misek o priméru 9 mm bylo LB medium rozlito ve sterilnim prostiedi
flowboxu. Takto ptipravené Petriho misky byly ponechany ve sterilnim prostfedi do
druhého dne, kdy byly pouzity pfi transformaci.

Déle bylo pfipraveno 500 ml LB media, do kterého vSak nebyl ptfidan
ampicilin. Na toto medium byly po aplikaci na Petriho misky nao¢kovany bakterie E.
coli GM2163 od firmy Thermo Scientific. Misky nebyly zaparafilmovany a byly

ulozeny dnem vzhtiru do termostatu pii 37 °C do druhého dne.

CloneJET PCR Cloning Kit provadény pokus na ledu

pfiprava plazmidu: Reaction buffer 10 pl
produkt PCR vypocteno z tabulky
pJET 1,2/blun/ 2,5 ul
ddH20 vypocteno z tabulky
T4 DNA ligase 1l

Po napipetovani do mikrozkumavek probéhla inkubace po dobu 5 minut pfi

laboratorni teploté.

Transformace
Do mikrozkumavek s C mediem predehfatych na 37 °C byla pienesena

kolonie z narostlych bakterii. Mikrozkumavky byly poté 2 hodiny tfepany na
trepacce.

Poté byla provedena centrifugace pii 12 000 X g po dobu 1 minuty. Bakterie zlstaly
na dné a horni obsah byl odpipetovan. T-solution (A) a T-solution (B) byl smichan a
na kaZdou peletku bakterie v mikrozkumavce bylo pouZito mnozstvi 420 pl T-
solution (A+B). Peletka byla jemné rozpusténa, spiSe omyvana a poté byla
mikrozkumavka inkubovana 5 minut na ledu. Nésledovala centrifugace 1 minutu pfi
12 000 x g a poté byl vylit supernatan. Bunky byly znovu rozpustény v 120 pul a opét
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inkubovany 5 minut na ledu.
Obsah mikrozkumavek byl rozd€len na 2x 50 pl a bylo knému pifidano 5Sul
pfipravenych plazmidi a vSe bylo inkubovéano 5 minut na ledu.

Dale byla provedena aplikace 50 ul obsahu mikrozkumavek na Petriho misky
s LB mediem s piimé&si ampicilinu a proveden roztér bakterialni klickou. Petriho

misky byly inkubovany pies noc v termostatu pti 37 °C.

Testovani pfitomnosti fragmentd v plazmidech

Z Petriho misek byla odebrana kolonie bakterii a vlozena $pi¢kou mikropipety
do vicka malé mikrozkumavky, do které bylo pfedtim napipetovano jednotlivé

mnozstvi latek potfebnych k PCR, které¢ jsou zaznamenany nize.

pufr 2,5 ul (1x)
MgCl, 1,5 ul (1,5 mM)
dNTP 0,25 ul (0,4 mM kazdého nukleotidu)

pJet R a F (primer mix)0,4 ul (0,4 mM kazdého nukleotidu)
Taq polymeraza 0,2 ul (2,5 V)
DNA 1pl
dd H20 19,15 ul

Po PCR byla provedena horizontalni agar6zova elektroforéza. Pozitivni
vzorky byly odeslany na sekvenaci do firmy Macrogen.

Ziskané sekvence byly upraveny a pomoci BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (zakladni vyhledavaci kli¢) byly porovnany sekvence s databazi a

zjistény jednotlivé druhy nematofagnich hub.
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4.5. Testovani nematofdgni aktivity ziskanych hub
4.5.1. In vitro testovani

4.5.1.1. Testovani nematofagni aktivity ziskanych izolatt z ptdnich
vzorki

Izolaty, které nesporulovaly a bylo tedy obtizné je urcit, byly pfeockovany na
1,5% vodni agar a sporulace byla indukovana jednak svétlem a jednak pifidanim
vodného extraktu z had’atek k podpoteni tvorby lapacich orgdnd. Dale byl proveden
test nematofagni aktivity u jednotlivych izolatl, u kterych by se mohlo jednat o
nematofagni druh.
Pro testovani nematofagni aktivity bylo pouzito modelového organismu had’atka
Caenorhabditis elegans. Nematofagni houby byly pfeockovany na 1,5% vodni agar a
ke kazdému izolatu bylo piidano 500 ks C. elegans. Izolaty MHzP 1-9 byly ziskany
z pud napadenych Meoidogyne hapla (Suchdol, parcelky za skleniky) a izolaty GR-C
byly odebrany z cyst Globodera rostochiensis. Tyto pak byly pouzity pro zjistovani
nematofagni aktivity. Tets byl proveden ve 4 opakovanich.

Byly vybrany izolaty nematofagnich hub, které mély predpoklady k vyuZiti
v ramci biologické ochrany proti fytoparazitickym had’atkim. Na téchto izolatech,
které byly pofizeny ze sbirkovych kultur zbanky Centraalbureau voor
Schimmelcultures se sidlem v Utrechtu v Holandsku (Arthrobotrys oligospora,
Dactylaria oviparasitica, Dactylaria candida, Dactylaria lysiphaga a Verticillium
chlamydosporium), byla provedena optimalizace metody testovani nematofagnich hub
pomoci sklickovych kultur. Nasledné byla tato metoda vyuzita k pokusiim na nami

vyizolovanych nematofagnich houbéch.

4.5.1.2. Testovani mortality had3atek s vyuzitim nematofagnich hub
pomoaoci sklickovych kultur

Pro péstovani nematofagnich hub na sklicku bylo pouzito 20% rose bengal
agar. Medium bylo sterilizovano po dobu 20 minut pii 121 °C. Do Petriho misek byl
vloZen kulaty filtra¢ni papir navlhéeny destilovanou vodou, na ktery byl polozen
vrchni dil malé Petriho misky o priméru 60 mm a vse bylo vysterilizovano pod UV
zatenim v flowboxu po dobu 30 minut. Nasledné byla podlozni sklicka vlozena
steriln¢ do Petriho misek (na vrchni dil malé Petriho misky) a sklenénou ty¢inkou
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byla nanesena na sklicko kapka agaru a jehlou vysterilizovanou nad plamenem bylo
do kapky agaru naneseno malé mnozstvi mycelia testovaného izolatu nematofagni
houby. Poté byl agar pfikryt krycim sklickem. Na okrajich byl ponechan maly volny
prostor pro naslednou aplikaci had’atek. Petriho misky byly zafixovany parafilmem a
inkubovany v termostatu pii teplot¢ 22 °C. Po naristu houbového izolatu byla
nasledn¢ provedena aplikace urc¢it¢tho poctu had’atek do mezery mezi krycim a
podloznim sklickem pomoci pipety. Mnozstvi aplikovanych had’atek bylo
kontrolovano pod binokularnim mikroskopem. Vse bylo opét dukladné zafixovano
parafimem a inkubovano pfi teploté 22 °C. Kontrola byla provadéna po 2, 4 a 24 hod.
Bylo provedno sedm opakovani od kazdé varianty plus negativni kontrola.

Pro testovani nematofagni aktivity izolovanych hub byla vyuzita

had’atka druhu Globodera rostochiensis, Meloidogyne hapla a Ditylenchus dipsaci.

4.5.1.3. In vitro testy imobilizace a mortality had’atek pomoci
Stropharia rugosoannulata a Arthrobotrys oligospora

5. 4. 3.1. Testovani nematofagni aktivity Stropharia rugosoannulata
na Bursaphelenchus xylophilus

Pro testovani byl pouzit izolat houby S. rugosoannulata, ktery byl izolovan
z infikované sldmy ziskané¢ z komeréné dostupného zdroje. Nejdiive byl proveden
pokus s homogenatem B. xylophilus za G¢elem zjisténi reakce S. rugosoannulata na
ptitomnost had’atek. Homogenat byl ptipraven ze 100 kust had’atek C. elegans, ktera
byla vlozena do 25 ml falkonky s pfidanou destilovanou vodou v mnozstvi 10 ml.
Nasledné byla had’atka ve falkonce rozdrcena. Na Petriho misku s 1,5% vodnim
agarem bylo naockovano malé mnoZstvi mycelia a po tfech dnech inkubace pfi teploté
22 °C byl pipetou aplikovan homogenat C. elegans v mnozstvi 500 ul. Dalsi den
probéhlo vyhodnoceni pomoci stereomikroskopu.

Testy imobilizace a mortality byly provedeny dle pfedchozi metody kultivace
nematofagnich hub pomoci sklickovych kultur. Po nartistu houbového izolatu bylo
nasledn¢ ptidano 10 kust had’atka B. xylophilus na sklicko.

Vyhodnocovani nematofagni aktivity bylo provedeno po 2, 24 a 48 hod. Testovani

bylo provedeno v 10. opakovani.
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4.5.1.3.2. Testovani ucinnosti nematofagni aktivity Stropharia
rugosoannulata a Arthrobotrys oligospora na fytoparaziticka had’atka
Meloidogyne hapla

Pro testovani byl pouzit izolat houby Stropharia rugosoannulata, ktery byl
izolovan z infikované slamy ziskané z komercné dostupného zdroje. Kultivace byla
provedena na zivném médiu MEA po dobu 5 dni pii teploté¢ 21 °C. Izolaty A.
oligospora byly ziskany z ptdnich vzorkd, které byly odebrany z pole (lokalita
Hradistko, GPS 50°9'46.001 " N 14°53'47.022 " E).

Pii jednotlivych pokusech s nematofagnimi houbami S. rugosoannulata a A.
oligospora bylo do Petriho misky sjednotlivymi izolaty hub piidano pomoci
nematologické jehly 5 kust had’atek Meloidogyne hapla. Jako kontrola byla pouzita
Petriho miska s zivnym médiem bez izolatl hub, na kterou bylo aplikovano taktéz 5
kusti had’atek Meloidogyne hapla. Misky byly inkubovany v termostatu pii teploté 21
°C a vyhodnoceni imobilizace a mortality had’atek bylo provedeno v ¢asovém sledu 4
a 24 hodin pomoci binokularniho mikroskopu. Pokus byl proveden ve 20
opakovanich a ziskané vysledky byly zaznamenany do tabulky a vyhodnoceny

pomoci ANOVA, a nasledné Tukeyho testem v programu Statistica 9.0.

4.5.2. In vivo testy

4.5.2.1. Nadobové pokusy

K namnozeni nematofagnich hub bylo pouzito tekuté medium, které bylo
vysterilizovano v autoklavu pii teplot¢ 121 °C v mnozstvi 1000 ml. Po sterilizaci a
nasledném zchladnuti na 45 °C bylo ptfidano antibiotikum tetracyklin v mnozstvi 0,1
o/l Do sterilniho vychladlého tekutého media bylo ve flowboxu pfidano mycelium
nematofagni houby a Erlenmayerova nadoba byla nasledné vlozena na tfepacku lka
vibrax OS 10 Basic umisténou v termostatu, ktery byl nastaven na 22 °C. Medium
s houbou bylo ttepano pti 150 rpm , dokud se houba nenamnozila, obvykle 14 dni.

Poté bylo mycelium nematofagni houby filtrovano pfes sito, aby doslo k
oddéleni média od mycelia, na situ bylo mycelium navic nékolikrat promyto
destilovanou vodou, ¢imz doslo k vétsimu vyplaveni média z mycelia.

Mycelium houby o hmotnosti 20 g bylo pfevedeno do oznacenych 50 ml
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plastovych zkumavek, které byly pfes noc umistény v lednici pfti teploté 4 °C.

Druhy den byla provedena aplikace mycelia do pudy. Mycelium z kazdé
zkumavky bylo peclivé promichano v uzaviené nadob¢ s 400 g sterilni pidy. Na dno
kvétinaca (0 objemu 500 ml), byly vlozeny ¢tverce netkané textilie, aby nedochazelo
k odplaveni zeminy. Na dno byla vsypana sterilni pida do vySky 7 cm. Takto bylo
pfipraveno osm kvétinacu pro kazdy izoldt nematofagni houby. Pida smichana
s myceliem byla nasledn¢ umisténa do kvétindcl. Sedm kvétinaci bylo inokulovano
izolaty a osmy kvétina¢ byl pouzit jako kontrolni (prost jakéhokoliv inokula), do néjz
byla doplnéna pouze sterilni ptida. Do kazdého kvétinae byly poté na povrch
aplikovany vajeéné vaky hadatek v mnozstvi 5 kust nebo samotnd hadatka
v mnozstvi 20 kusii a zasypany 5 cm sterilni pudy. Bylo tedy pfipraveno osm
kvétinaci pro kazdy druh fytoparazitického had’atka. Vsechny kvétinaée byly
nasledné osety. U Meloidogyne hapla se jednalo o semena mrkve obecné (Daucus
carota L.) odruda Flakkeer, u Globodera rostochiensis o semena rajcete tyckové
(Lycopersicon esculentum Mill.) odriida Torino F1 a u Ditylenchus dipsaci o semena
¢ekanky salatové (Cichorium intybus L.).

Po 12 tydnech bylo provedeno vyhodnoceni. U Meloidogyne hapla byly
spocitany vSechny halky na kotfenech, které¢ byly hadatky zpisobeny. Had’atka
Ditylenchus dipsaci byla vyplavena pomoci Baermannovy nalevkové metody a
spocitana v hodinovém sklicku. U had’atek Globodera rostochiensis byla nejdiive
puda vysuSena a nasledné proplachovana pomoci Fenwickovy konve, vyplavené cysty
byly poté spoc€itany na sitech. Nasledné byly vSechny udaje vyhodnoceny pomoci
programu Statistica 11.

4.5.2.2. Polni pokusy

Testovani nematofagni aktivity v polnich podminkdch bylo provadéno
s vyuzitim izolatu Arthrobotrys oligospora. Inokulum bylo namnoZeno pomoci
velkoobjemové fermentace v tekutém malt extraktmédiu. Po dobu 11 dni bylo
mycelium kultivovano v 2 | Erlemayerovych bankach s disruptory. Poté bylo
mycelium piefiltrovano pomoci sit s primérem ok 0,04 mm a uskladnéno pfi teploté
10 °C.

Dva dny pted aplikaci mycelia na pozemek byla provedena homogenizace

pomoci nozového homogenizatoru. Jako pokusné pole byl vybran pozemek zamoteny
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M. hapla. V ramci pokusu byl pozemek rozdélen na 5 variant, kdy kazda parcelka
zabirala plochu 10 ar. Mezi jednotlivymi parcelkami se nachéazely izola¢ni pasy o
Sifce 1 m. Jedna varianta byla oSetfena 5 kg mycelia A. oligospora, a to pomoci
vysokotlakého motorového postiikovace. Poté byla provedena ptiprava pozemku pied
setim mrkve za pomoci rotacniho zdhonkovace. Po 14 dnech od této pifipravy byla na
pozemek vyseta mrkev (odriida Diana).

Po 15 tydnech byla provedena sklizeii mrkve a vyhodnoceni ziskanych dat.
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4.6. Testovdni schopnosti riistu a reprodukce nematofdgnich hub
na agarech s riiznymi nutricnimi primésmi

Material:

Zivna media (Corn meal agar, Oat meal agar)

Sterilni destilované voda

Nutri¢ni pfimési (nosice):

Vermikulit — pfidavek do substratu pro rostliny a houby

Kaolin — substrat pro rist hub a rostlin

Mastek — velmi jemny inertni nosi¢, vyuzivany pro Bauveria bassiana

Experlit — pomocna padni latka pro vylehéeni a provzdusnéni pudy, stabilizace
vlhkosti pfi zakladani travnatych ploch

Zeolit — ptiznivé plsobeni na rist a vyvoj plodin, zlepSuje trodnost a zvySuje vynos
pestovanych plodin

Antibiotikum tetracyklin

Hlinikova folie

500 ml Erlenmayerovy banky

Parafilm

Sterilni jehla

2 ml mikrozkumavky

Na jednotlivé pokusy bylo navdzeno ur¢ené mnozstvi agaru (17,5 g Oat meal
agaru, 8,5 g Corn meal agaru) a smichano v Erlenmayerové baiice s 500 ml
destilované vody, poté bylo pfiddno 6 ml objemové nutriéni piimési, kterd byla
rozmé€lnéna v oscilaénim mlynku. Uzaviena banka byla vloZena do autoklavu a
sterilizovana pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut.
Po zchlazeni na teplotu cca 55 °C bylo pfiddno Sirokospektralni antibiotikum
tetracyklin v mnozstvi 0,1 g/l.
Pokusy byly provadény spouzitim 11 rlznych izolath nematofagni houby
Arthrobotrys oligospora. U kazdého izolatu bylo provedeno naockovani na jednotlivé
Petriho misky s OA a CMA, do kterych byly pfimichany jednotlivé piimési. Takze
kazdy izolat byl naockovan na samostatny OA a na OA s Vermikulitem, Zeolitem,

Mastkem, Experlitem a Kaolinem. To samé bylo realizovano u pokusu s CMA
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agarem. VSechny pokusy s piimésmi byly provedeny v 10. opakovani.

Pii oc¢kovani ve flowboxu bylo na jehlu nabrano malé mnozstvi agaru z misky, na
kterou byla houba nasledn¢ pienesena. Lehkym dotykem agaru na mycelium
nematofagni houby doslo k zachyceni spor na agar a ten byl néasledné¢ pfenesen na
pfipravenou Petriho misku. Petriho misky byly poté fadné¢ zaparafilmovany a
uchovavany v termostatu pii pokojové teploté 21 °C a s dennim osvétlenim.

Mg¢teni bylo provadéno v urcitych ¢asovych etapach ato 1,2, 3, 6 a 7. den od
naockovani. Prvni a druhy den byl rGst mycelia méfen pomoci binokularniho
mikroskopu, dal$i dny pak klasickym pravitkem, kdy byl méfen primér kruhu, ktery
mycelium tvofilo. Pozorovani rstu mycelia bylo u nékterych nutri¢nich pfimési
ztizené nepruhlednosti jednotlivych misek pii  pozorovani binokularnim
mikroskopem. Jednalo se ptedev§sim o vermikulit a mastek. V téchto ptipadech bylo
Vv prvnich dvou dnech pfistoupeno k méteni pouze pouhym okem viditelného mycelia
na povrchu. Vsechny Cciselné tdaje byly zaznamenany do tabulek a nasledné

vyhodnoceny v programu Statistica 11.
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5. Vysledky
5.1. Izolace nematofagnich hub

5.1.1. Sbér piidnich vzorkii

Celkem bylo ziskano z rtiznych oblasti Ceské Republiky 85 ptidnich vzork®L.
Oblasti s GPS soufadnicemi jsou zaznamenany v tabulce ¢. 1, kterd je zafazena do
priloh. Sbér byl proveden v oblastech bohatych na organicky material (pole, hrabanka,
kompost, atd.).

5.1.2. Izolace nematofagnich hub z piidnich vzorkaii (s vyuZitim
ptidniho vyluhu a ptidnich cdstic)

Byly provedeny pokusy se tfemi metodami izolace a nésledné kultivace
jednotlivych izolatl nematofagnich hub, aby bylo dosazeno optimalni metody, pfi
které by doslo k vytvareni lapacich organti a idealniho rtstu houby.

Metoda kultivace na 1,5% agaru byla z vysledki vyhodnocena jako nejvhodnéjsi
metodou K izolaci a kultivaci nematofagnich hub.

5.3. Uchovdvdni jednotlivych izoldtii nematofdagnich hub

5.3.1. Lyofilizace

Lyofilizace byla provedena u izolati druhu Arthrobotrys oligospora a
Stropharia rugosoanullata. Rust mycelia po opétovném naockovani lyofilizovanych
vzorkl byl pozorovan jen u izolatu nematofagni houby A. oligospora A1/10. Ostatni

izolaty neprokazovaly zddnou rGstovou schopnost.

5.3.2. Sikmé agary

Celkem bylo pfeockovano na §ikmé agary 12 izolatd nematofagni houby A.
oligospora ( A1/10, A2/10, A3/10, A4/10, A5/10, A6/10, A7/10, A9/10, A10/10,
Al11/10 a A12/10) a S. rugosoannulata. Takto zakonzervované izolaty nematofagnich
hub byly ulozZeny pfi teplot¢ 4 °C a piipraveny pro nasledné pouziti a piipadné

uchovani jako sbirkové kultury.
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Obrazek. 2: Sikmé agary pfipraveny k nao&kovani nematofagnich hub

5.4. Morfologicka a molekuldarné biologicka diagnostika
izolovanych nematofdagnich druhii hub

Bylo vyizolovano a ur¢eno velké mnozstvi saprofytickych a fytopatogennich
hub ptedevsim zrodu Aspergillus, Rhizopus, Penicillium a Fusarium.
Z nematofagnich hub, které byly vyizolovany §lo o rod Arthrobotrys.

Celkem bylo ziskano 12 jednotlivych monosporovych izolatd, které byly po
uréeni pomoci svételného mikroskopu a klice, zaslany k osekvenovani. V tabulce €. 2

jsou zaznamenany jednotlivé monosporické izolaty zaslané k osekvenovani.

tab. 2: Druhy nematofagnich hub ziskané z ptidnich vzorkt

vzorek druh vzorek druh

Al A. oligospora A6/10 A. oligospora
Al/10 A. oligospora AT7/10 A. oligospora
A2/10 A. oligospora A8/10 A. superba
A3/10 A. oligospora A10/10 A. oligospora
A4/10 A. oligospora Al11/10 A. oligospora
A5/10 A. oligospora A12/10 A. oligospora

58


https://www.email.cz/download/i/NNpKgk_bgvnK0ATvBadXpMs_naDlqp8saSyPg0j3FAVorvlVQ7hNtKO2JfgvwrEEis49EHQ/P9051591.JPG

Nematofagni houby jako kli¢ k biologické ochrané rostlin proti fytoparazitickym had’atkim

5.5. Ziskané druhy nematofdagnich hub

Béhem pokusi bylo ziskano 11 izolati nematofagni houby A. oligospora a 1
izolat A. superba izolovanych z pid na uzemi CR, které byly uloZeny do sbirkovych
kultur katedry ochrany rostlin na CZU. Déle byla sbirka rozsifena o izolaty ziskané ze
sbirkovych kultur zbanky Centraalbureau voor Schimmelcultures se sidlem
v Utrechtu v Holandsku (Arthrobotrys oligospora, Dactylaria oviparasitica,
Dactylaria candida, Dactylaria lysiphaga a Verticillium chlamydosporium) a o izolat
Stropharia rugosoannulata izolovany =z infikované slamy ziskané zkomeréné

dostupného zdroje. V tabulce €. 3 jsou uvedeny vsechny ziskané druhy nematofagnich
hub.

tab. 3: Ziskané druhy nematofagnich hub, ulozené do sbirkovych kultur katedry

ochrany rostlin na CZU

oznaceni
vzorku druh ziskano
Al Arthrobotrys oligospora izolovano z pidniho vzorku ¢.18
Al/10 Arthrobotrys oligospora izolovano z pidniho vzorku
A2/10 Arthrobotrys oligospora izolovano z pudniho vzorku ¢.23
A3/10 Arthrobotrys oligospora izolovano z pudniho vzorku ¢.35
A4/10 Arthrobotrys oligospora izolovano z pidniho vzorku ¢.35
A5/10 Arthrobotrys oligospora izolovano z pudniho vzorku ¢.38
A6/10 Arthrobotrys oligospora izolovéano z pidniho vzorku ¢.40
A7/10 Arthrobotrys oligospora izolovano z pudniho vzorku ¢.40
A8/10 Arthrobotrys superba izolovano z ptidniho vzorku ¢.40
A10/10 Arthrobotrys oligospora izolovano z pudniho vzorku ¢.43
Al11/10 Arthrobotrys oligospora izolovano z pidniho vzorku ¢.46
Al12/10 Arthrobotrys oligospora izolovano z ptidniho vzorku ¢€.50
SA Stropharia rugosoannulata | infikovana slama z komeréné dostupného zdroje
Monacrosporium banka Centraalbureau voor Schimmelcultures
MP phymatophagum (Utrecht, Holansko)
banka Centraalbureau voor Schimmelcultures
AR Arthrobotrys oligospora (Utrecht, Holansko)
banka Centraalbureau voor Schimmelcultures
DO Dactylaria oviparasitica (Utrecht, Holansko)
banka Centraalbureau voor Schimmelcultures
DL Dactylaria lysiphaga (Utrecht, Holansko)
banka Centraalbureau voor Schimmelcultures
DC Dactylaria candida (Utrecht, Holansko)
Verticillium banka Centraalbureau voor Schimmelcultures
VCH chlamydosporium (Utrecht, Holansko)
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5.6. Testovani nematofdgni aktivity ziskanych hub
5.6.1. In vitro testovani

5.61.1.. Testovani nematofagni aktivity ziskanych izolatti z pudnich
vzorku

Jak je znazornéno v grafu 1 byl detekovan statisticky vyznamny rozdil mezi
kontrolni variantou a variantami oSetfenymi izolaty MHzP8, GR-C a GR-C

U ostatnich izolatli nebyla prokazana zadna nebo téméf zadnd mortalita. U
izolatt MHzP8, GR-C(zf) a GR-C (kZ) byla nasledné prodevena izolace, amplifikace
DNA a ptiprava DNA pro odeslani k osekvenovani. Druh nematofdgni houby se
potvrdil pouze u vzorku MHzP8, kde se jednalo o Arthrobotrys oligospora. U vzorku

GR-C (zf) a GR-C (kz) se v obou piipadech jednalo o Penicillium spp.

graf 1: Mortalita C. elegans v zavislosti na pusobeni ziskanych izolati z ptidnich

vzorku (tab. 3, kapitola Ptilohy)
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5.6.1.2. Testovani mortality had'atek s vyuzitim nematofagnich hub
pomoci sklickovych kultur

Byla testovana mortalita tfi druhti had’atek (Ditylenchus dipsaci, Meoidogyne
hapla a Globodera rostochiensis). Tyto vysledky byly zvefejnény Vv praci Zouhar et
al. (2010).

5.6.1.2.1. Testovdni mortality Ditylenchus dipsaci
V ramci varianty Ditylenchus dipsaci prokazaly nejvétsi G¢innost nematofagni

houby druhu A. oligospora (pram. mortalita had’atek 97 %), D. oviparasitica (pram.
mortalita had’atek 54%) a A. candida (prum. mortalita had’atek 40 %).
Udaje, které jsou znazornény v grafu 2, zaznamenavaji statisticky pritkazné

rozdily v mortalit¢ had’atek oproti kontrole.

Graf 2: Mortalita Ditylenchus dipsaci v zavislosti na druhu nematofagni houby (tab. 3

a 4, kapitola Ptilohy)
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5.6.1.2.2. Testovani mortality Globodera rostochiensis
Globodera rostochiensis byla nejvice potlatena nematofagnim druhem A.

oligospora, kde mortalita had’atek dosahovala 100 %. Vysokou t¢innost méla taktéz
D. lysipaga (mortalita had’atek 86 %) a D. phymatophaga, u které byla mortalita
had’atek oproti dvéma piedeslym druhtim niZ$i a dosahovala 34 %. Udaje o mortalité

jsou zaznamenany v grafu 3.

Graf ¢. 3: Mortalita Globodera rostochiensis v zavislosti na druhu nematofagni houby
(tab. 5 a 6, kapitola Ptilohy)
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5.6.1.2.3. Testovani mortality Meloidogyne hapla

V piipadé Meloidogyne hapla byly vSechny testované druhy nematofagnich
hub uc¢inné, coz je zaznamenano v grafu 4. Nejucinnéjsi byla A. oligospora, u které
byla zaznamenana 80% mortalita had’atek. Témét totozny vysledek byl i u D.
lysipaga a to 79 %. D. phymatophaga dosahovala 66% mortality had’atek. U ostatnich

druhti nematofagnich hub byla zaznamenana mortalita had’atek nizsi nez 50 %.
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Graf 4: Mortalita Meloidogyne hapla v zavislosti na druhu nematofagni houby (tab. 7

a 8, kapitola Ptilohy)
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Druh Arthrobotrys oligospora byl nejvice u¢inny ze vSech testovanych

nematofagnich hub, a to vic¢i vS§em druhiim had’atek.

5.6.1.3. In vitro testy imobilizace a mortality hadatek pomoci
Stropharia rugosoannulata a Arthrobotrys oligospora

5.6.1.3.1. Vysledky testovdani nematofdagni  aktivity  Stropharia
rugosoannulata na Bursaphelenchus xylophilus

Pfed samotnym testovanim nematofagni aktivity byla zjiStovéna reakce
Stropharia rugosoannulata na aplikaci homogenatu B. xylophilus a nasledna
produkce acanthocyti. Na obr. 1 je zietelné viditelnd masivni tvorba acanthocytu,
které se zaCaly vytvafet jiz 24 hod po aplikaci homogenatu Bursaphelenchus

xylophilus na mycelium Stropharia rugosoannulata.
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Obr. 1: Tvorba acanthocytt po 24 hodinach od aplikace homogenatu B. xylophilus

V grafu 5 a 6 (tab. 9, kapitola Pfilohy) je zaznamenana imobilizace a mortalita B.
xylophilus v jednotlivych ¢asovych periodach. B. xylophilus byl imobilizovan jiz po 2
hod. od aplikace na mycelium, kdy u nékterych had’atek doslo i k usmrceni. Vysoka
mortalita had’atek byla zaznamenana po 24 hod a po 48 hod doslo k usmrceni u 84 %

vSech had’atek.

Graf 5: Imobilizace Bursaphelenchus xylophilus pomoci Stropharia rugosoannulata

@ 2.hod imobilizace
| 24. hod imobilizace
048. hod imobilizace
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Graf 6: Mortalita Bursaphelenchus xylophilus ptisobenim Stropharia rugosoannulata
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5.6.1.3.2. Vysledky ucinnosti  nematofdgni  aktivity = Stropharia
rugosoannulata a Arthrobotrys oligospora na fytoparaziticka hdadadtka
Meloidogyne hapla

Oba druhy vybranych hub vykazovaly vysokou nematofagni aktivitu vici
fytoparazitickému had’atku Meloidogyne hapla (tab. 10, kapitola Ptilohy). Nicméné
druh Stropharia rugosoannulata byl G¢inngjsi jiz pii kratkém casovém intervalu 4
hod.

Druh Arthrobotrys oligospora mél po 4 hod nizkou imobiliza¢ni u¢innost vaci
M. hapla. Pii vyhodnocovani po 24 hod doslo k zaznamenani rapidniho nartstu
ucinnosti u tohoto druhu.

U Stropharia rugosoannulata byla po 24 hod zjisténa téméi 100% ucinnost na

immobilizaci had’atek.
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5.6.2. In vivo nadobové testy
5.6.2.1. Globodera rostochiensis

5.6.2.1.1. Vysledky statistického hodnoceni ucinnosti nematofagnich
hub na hadatko Globodera rostochiensis ve sklenikovych fizenych
podminkach

Z grafu 7 je jednoznacné, ze nejvice had’atka potlacoval izolat nematofagni
houby AO 1/10. Je zde zfejmy statisticky prukazny rozdil mezi kontrolou a
jednotlivymi variantami. Izolaty AO 1/10 a SR vykazovaly index Pf/Pi 0,97 a 0,67. U
izolati AO 3/10 a AO 5/10 byl zaznamenan index Pf/Pi mezi 1,3-2,8, tento vysledek
se taktéz vyznamné liil od kontroly. AO 7/10 a AO 12/10 s indexem Pf/Pi od 8,11 do

15,9 byly uznany za nevhodné pro pouziti k potlaceni had’atek G. rostochiensis.

graf 7: Nematofagni aktivita jednotlivych izolat nematofagnich hub vuci had’atku
Globodera rostochiensis ve sklenikovych tizenych podminkach (tab. 11, kapitola
Ptilohy)

Varianta; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(6, 42)=13,970, p=,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaduiji 0,95 intervaly spolehlivosti
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5.6.2.2. Meloidogyne hapla

5.6.2.2.1. Vysledky statistického hodnoceni ucinnosti nematofagnich
hub na hadatko Meloidogyne hapla ve sklenikovych fizenych
podminkach

Pfi testovani nematofagni aktivity na Meloidogyne hapla byl detekovan
statisticky vyznamny rozdil u izolatu A12/10. Z grafu 8 Ize vy¢ist, ze snizeni poctu

halek oproti kontrolni varianté bylo patrné i u izolati A1/10 a SR.

graf 8: Nematofagni aktivita jednotlivych izolath nematofagnich hub vuci had’atku

Meloidogyne hapla ve sklenikovych fizenych podminkach (tab. 12, kapitola Pfilohy)

Varianta; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(6, 38)=1,2040, p=,32542
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuii 0,95 intervaly spolehlivosti
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5.6.2.3. Ditylenchus dipsaci

5.6.2.3.1. Vysledky statistického hodnoceni ucinnosti nematofdgnich hub na
hadatko Ditylenchus dipsaci ve sklenikovych Fizenychpodminkdch

V piipadé¢ D. dipsaci nebyla prokazana zadnd nematofagni aktivita u
testovanych izolata (graf 9), nepotvrdily se tak vysledky ziskané v ptedchozich in

vitro testech.

Graf 9: Grafické znazornéni G¢innosti nematofagnich hub na D. dipsaci v fizenych
podminkéch (tab. 13, kapitola Ptilohy)

Varianta; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(2, 18)=,02177, p=,97849
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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5.6.3. In vivo polni testy

Pro testy Vv polnich podminkiach byl vybran izolat nematofagni houby
Arthrobotrys oligospora A1/10. Tento izolat vykazoval v ptechozich pokusech
nejvetsi ucinnost vici fytoparazitickym had’atkam.

V grafu €. 10 je vidét pisobeni vybraného izolatu na snizeni poctu halek M.
hapla na mrkvi seté. Z grafu je patrné, ze pii pouziti izolatu A. oligospora A1/10 bylo
po vyhodnoceni zjisténo sniZzeni vyskytu halek na mrkvi seté oproti kontrole.
Utinnost aplikace vybraného izolatu nematofagni houby druhu Arthrobotrys

oligospora byla v polnich podminkach potvrzena.
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Graf 10: Vysledky polniho pokusu G¢innosti vybraného izolatu A. oligospora na

snizeni po¢tu halek M. hapla na mrkvi seté
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5.7. Testovdni schopnosti riistu a reprodukce nematofdgnich hub
na agarech s riiznymi nutri¢nimi primésmi
Tabulky vysledkti z méfeni ristové schopnosti izolatt A. oligospora na OA a

CMA s rliznymi nutri¢nimi pfimésmi jsou zafazeny do ptiloh.

Vysledky zprvniho dne méfeni vykazovaly zna¢né rozdily v ristu mezi
jednotlivymiizolaty Arthrobotrys oligospora v zavislosti na druhu agaru a nutri¢ni
piimési. Nejvétsi rastovou schopnost prokazal izolat A7/10 na corn meal agaru
(CMA) s nutri¢ni pfimési experlitu. Téméf totoznou ristovou schopnost vykazovaly i
izolaty A2/10 a A7/10 péstované na CMA s nutricni piimési kaolinu. Obecné
nejpomalejsi rustovou schopnost mél izolat A3/10 jak na CMA, tak na OA, pricemz

rozdily v rastu A3/10 mezi jednotlivymi nutriénimi ptimési byly minimalni.

Graf 11: rist mycelia na OA s jednotlivymi pfimésmi - 1. den méfeni (tab. 14 a

statisticky vyhodnoceny graf 12, kapitola Ptilohy)
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Graf 13: Rust mycelia na CMA s jednotlivymi pfimé€smi - 1. den méfeni (tab. 15 a
statisticky vyhodnoceny graf 14, kapitola Ptilohy)
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Po 48 hodinach od naockovani prokazovaly nejvétsi rust izolaty A1/10 a
A2/10 na OA s nutri¢ni pfimé&si mastku. Stejné izolaty mély podobnou rychlost ristu i
na experlitu. Izolat A3/10 byl se svoji rustovou schopnosti opét vyhodnocen jako

nejhorsi, za 48 hodin vyrostl jen 0 5,1 mm.

Graf 15: rust mycelia na OA s jednotlivymi pfimési - 2. den méfeni (tab. 16 a

statisticky vyhodnoceny graf 16, kapitola Ptilohy)

30

Ekontrola

Hexperlit
W mastek
Wkaolin
M zeolit

mvermikulit

71



Nematofagni houby jako kli¢ k biologické ochrané rostlin proti fytoparazitickym had’atkim

Graf 17 : rast mycelia na CMA s jednotlivymi pfimésmi - 2. den méfeni (tab. 17 a
statisticky vyhodnoceny graf 18, kapitola Ptilohy)
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Pfi hodnoceni ristu po 72 hodinach doslo opét k vyraznym zménam
Vrychlosti narGstu mycelia mezi jednotlivymi izoldty nematofagni houby A.
oligospora. Nejvétsi prumér mycelia dosahly izolaty A6/10, A4/10 a A5/10 vSechny

péstovany na OA s nutri¢ni piimé&si zeolitu.

Graf 19 : rGst mycelia na OA s jednotlivymi pfimésmi - 3. den méfeni (tab. 18 a
statisticky vyhodnoceny graf 20, kapitola Ptilohy)
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Graf 21 : rust mycelia na CMA s jednotlivymi pfimésmi - 3. den méfeni (tab. 19 a

statisticky vyhodnoceny graf 22, kapitola Ptilohy)
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Pfi méfeni po 144 hodinach byly u nékterych izolatt Petriho misky zcela
pokryty myceliem, pfedevS§im u izolatd péstovanych na CMA. Nejvice izolati pak

dosahlo rustového maxima u CMA s nutri¢ni pfimési experlitu.

73



Nematofagni houby jako kli¢ k biologické ochrané rostlin proti fytoparazitickym had’atkim

Graf 23 : rGst mycelia na OA s jednotlivymi pfimésmi - 6. den méfeni (tab. 20 a
statisticky vyhodnoceny graf 24, kapitola Ptilohy)
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Graf 25: rGst mycelia na CMA s jednotlivymi pfimésmi - 6. den méfeni (tab. 21 a
statisticky vyhodnoceny graf 26, kapitola Ptilohy)
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Vysledky po 168 hodinach od naockovani A. oligospora byly téméf u vSech
izolatl stejné, houba dosdhla maximalniho ristu mycelia na Petriho misce. Vykyvy
vristu se nachazely u izolatu A3/10, ktery vykazoval jednoznaéné nejhorsi
schopnosti rtistu oproti ostatnim izolatim. V porovnani CMA viici OA byly lepsi

vysledky zjistény pii péstovani A. oligospora na Corn meal agaru.
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Graf 27: rGst mycelia na OA s jednotlivymi pfimésmi - 7. den méfeni (tab. 22 a

statisticky vyhodnoceny graf 28, kapitola Ptilohy)
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Graf 29: rist mycelia na CMA s jednotlivymi pfimésmi - 7. den méfeni (tab. 23 a
statisticky vyhodnoceny graf 30, kapitola Ptilohy)
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Rust vSech izolat na zivnych médiich, do kterych byla ptidana nutriéni smés,
nebyl oproti kontrole ovliviiovan, naopak dochazelo k rychlejsimu rtstu v prvnich

dnech hodnoceni, nez tomu bylo u kontroly.
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6. Diskuze

Na biologickou ochranu rostlin je v poslednich letech pohlizeno jako na novy
perspektivni zplisob boje proti skodlivym organismim s prakticky nulovou zatézi na
zivotni prostfedi. V naSich experimentech byla feSena problematika biologické
ochrany rostlin proti fytoparazitickym had’atkiim s vyuzitim nematofagnich hub ato s

diirazem na ptvodni izolaty z tzemi CR.

Z vysledkl naSich pokust v pfedchozich letech vyplynulo, Ze nejefektivné;si
pro pouziti v biologické ochrané rostlin proti fytoparazitickym hadatkim je
nematofagni houba druhu Arthrobotrys oligospora, ktera vykazovala v zahranici
dobré vysledky napf. pii testovani nematofagni aktivity na Meloidogyne graminicola
v Indii (Sing et al., 2012), a v nékterych zemich je v soucasné dobé& jiz pouzivana
v ramci biologické ochrany. Diulezitym aspektem pro vhodnost této nematofagni
houby, je i schopnost kolonizace rhizosféry polnich plodin, aniz by dochazelo
k snizovani jejich vynost a zhorseni jejich ristu (Niu a Zhang, 2011).

Na zakladé studii Deckera (1969) a Nordbring-Hertze (2006) byly odebirany
vzorky z pudy pfedevsim na lokalitich dobte zasobenych Zivinami nebo na lokalitach
zamotenych fytoparazitickymi had’atky. Na téchto lokalitach se pfedpokladal zvySeny
vyskyt nematofagnich hub, které by mohly byt vyuzity pro ziskdni vhodného izolatu
vyuzitelného k biologické ochrané proti fytoparazitickym had’atkim. Dle Persmarka
et al. (1996) se nematofagni houba A. oligospora vyskytuje nejcastéji v horni vrstvé
zeminy cca do 30 cm pod povrchem, proto byly vzorky pidy odebirany jen do
maxima této hloubky.

Sou¢asné byl provadén i prizkum oblasti CR za téelem nalezeni hub
Stropharia rugosoannulata a Stropharia aeruginosa, jenz byly shledany jako velmi
zajimavy druh vradmci biologické ochrany proti hadatkim vzhledem k tvorbé
acanthocytli na svém myceliu, které slouzi k usmrceni had’atek. Na podzim roku 2012
byla nalezena S. aeruginosa Vv oblasti Sedl¢anska, po odebrani vzorkd se vsak
nepodatilo namnozit mycelium a provést dalsi pokusy.

Pro izolaci nematofagnich hub z pidnich vzorkt byly optimalizovany izola¢ni
metody, které byly uvefejnény ve studiich Warcupa (1950) a Routiena (1957).
Nejdiive probéhly pokusy s vyuzitim pudnich vyluhti aplikovanych na plnohodnotna
zivnd média. Pfi této metodé nedochazelo ke sporulaci ani k tvorbé¢ lapacich organt,
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proto se od této metody ustoupilo a byla nahrazena metodou aplikace rozmélnéného
pudniho vzorku na Petriho misky s zivnym médiem. Pii vyuziti plnohodnotného
média byl opét problém v absenci tvorby lapacich orgénti, coz bylo nasledné vyteseno
vyuzitim 1,5% vodniho agaru a pfidanim had’atek, coz je zminovano v praci Persson a
Jansson (1999), kde byla tato metoda uspéSné vyuzita pii ziskdvani nematofagnich
hub z padnich vzorki. Tato metoda byla vyhodnocena jako optimalni pro izolaci
jednotlivych druhi nematofagnich hub. Absence Zivin v zivném médiu u téchto hub
evokovala po pridani had’atek rast lapacich organd. U hub byla taktéZ pozorovana
masivni tvorba spor. Touto metodou byla taktéz potvrzena studie Zopfa (1888), ktery
se ve své praci zmifluje 0 tom, Ze lapaci organy se zacinaji tvofit, pokud je houbou
zjisténa pritomnost had’atka, a pokud je prostfedi, v kterém se nematofagni houba
nachazeji, chudé na ziviny.

Vzhledem Kk obtiznosti ziskavani jednotlivych izolatl nematofagnich hub
z pidy bylo zapotiebi nalézt také vhodnou formu dlouhodobého uchovavéni téchto
hub pro dalsi pokusy. Za timto ucelem byly provedeny pokusy s lyofilizaci a
péstovanim nematofagnich hub na Sikmych agarech. VéEtsi uspésnost v dlouhodobém
uchovavani mélo péstovani na Sikmych agarech, jelikoZ lyofilizované vzorky mély pfi
pokusech s opétovnym namnozenim velmi nizkou schopnost ristu a vytvaielo se
predevsim sterilni mycelium. V rdmci téchto pokusti bylo vyuzito poznatkll ze studii
Cazin et al. (1989) a Mueller et al. (2004), kde je pro dlouhodobé uchovavani hub
uptednostiiovana metoda péstovani na Sikmych agarech. Tato metoda je rychla, levna,
nevyzaduje vysoké naroky na uchovavani a lze ji vyuzit i u hub, u kterych je
nevhodna kryokonzervace.

Izolace a nasledné pieneseni spor nematofagnich hub slouzilo k namnozeni
jednotlivych izolati pro dal§i pokusy. Problematickd byla predevSim izolace
acanthocytt. Luo et al. (2006) uvadi jednoduchy zpusob izolace, kdy je provadén
odbér acanthocytli z mycelia pomoci parafilmu, ktery je na mycelium pfilozen.
Acanthocyty se zachyti na parafilm a jsou nasledné¢ smyty destilovanou vodou do
pfipravené misky. Pfi naSich pokusech bylo dosdhnuto minimdlniho odbéru
acanthocytli touto metodou. Z jednotlivych misek bylo po pfikladani parafilmu
ziskdno pouze 5-10 acanthocytl, které byly castecné poskozeny. Z tohoto divodu
bylo pfistoupeno K metod¢ kultivace S. rugosoannulata na celofanové membrané
(Sigler et al., 2005). Pti této metode doslo k vyraznému zlepseni izolace acanthocyti,

jak v mnozstvi, tak i v kvalité ziskanych acanthocytii. S vyuzitim této metody budou v
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budoucnu provadény dalsi pokusy, vzhledem k tomu, Ze pro pfipravu vhodného
bioagens bude nezbytné nutné optimalizovat metodu produkce acanthocyti ve
velkych objemech a dale pak metodu izolace téchto struktur v mnozstvi a kvalité

dovolujicich jejich dalsi vyuziti.

Pro pozorovani nematofagni aktivity jednotlivych izolath nematofagnich hub
byla modifikovana metoda testovani uc¢innosti pomoci metody sklickovych kultur. Po
nartistu nematofadgnich hub na podloznich sklickach probihala aplikace had’atek a
nasledné pozorovani pod binokularnim mikroskopem. Pfi pozorovani byly zajimavé
pfedev§im rozdily v rychlosti usmrceni had’atek jednotlivymi druhy nematofagnich
hub. Nejvice aktivni byla A. oligospora, u které se uz po par hodinach zacala tvofit

lapaci oka a jiz druhy den dochdzelo k prvnimu zachyceni had’atek.

Testy, pfi kterych byla zjiStovdna nematofagni aktivita u makromycéty S.
rugosoannulata se shodovaly s vysledky pokust, které byly provedeny Luem et al.
vroce 2006. Tato houba prokazala v pokusech vysokou nematofagni aktivitu a
rychlou u¢innost na znehybnéni jednotlivych had’atek a poté i nasledné usmrceni.
Zajimavosti bylo, Ze v pokusech shadatky druhu Meloidogyne hapla doslo po
usmrceni had’atek k naslednému rychlému rozkladu pomoci hyf, které prorostly
celym télem had’atka. U had’atek B. xylophilus byla téla had’atek patrna i po par dnech
od usmrceni a doslo spise k rozkladu jednotlivych tél nez ke straveni. Tento poznatek

by byl vhodny k podrobnéjsimu zkouméni tohoto jevu.

S. rugosoannulata se projevila jako vysoce ucinna v pokusech s imobilizaci a
mortalitou had’atek a v porovnani s A. oligospora mé¢la jak vyssi ucinnost, tak zde byl
i Casove kratsi interval od pocatku imobilizace az do usmrceni had’atka. Po 24
hodinach byla u S. rugosoannulata prokazana témét 100% ucinnost na immobilizaci
had’atek druhu Meloidogyne hapla, coz je vlastnost, ktera je pro vyuziti nematofagni
houby jako bionematicidu vysoce pozitivni. A. oligospora pomalejsi Uc¢innost
vynahrazuje vys$si spektrem puasobnosti. V pokusech byla s Gispé$nosti testovdna na
Siroké sSkale hadatek (Ditylenchus dipsaci, Meloidogyne hapla, Globodera

rostochiensis, Bursaphelenchus xylophilus, Caenorhabditis elegans).
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In vivo testy byly provadény jak v rdmci nadobovych pokust, tak i jako polni
pokusy na jednotlivych parcelkach. Pro tyto pokusy bylo zapotiebi napéstovat velké
mnozstvi mycelia. Nejlépe se osveédcilo péstovani mycelia v tekutém médiu, u kterého
bylo jednodus$i nésledné odstranéni média pomoci filtrovani pies sito. Po
prefiltrovani a procisténi destilovanou vodou bylo ziskano mycelium, které bylo
vyuzitelné pro nddobové pokusy ve skleniku i pro nasledné parcelkové pokusy. Pro
rychlej$i nartist mycelia byly pouzivany velkoobjemové Erlenmayerovy banky

s disruptory, které napomahaly promichdvani mycelia pfi tfepani na tfepacce.

Dal$im krokem pro zjisténi vhodnosti jednotlivych izolati nematofagni houby
A. oligospora jako organismu s ,,bionematicidnim* u¢inkem bylo testovani schopnosti
ristu a reprodukce na agarech s riznymi nutri¢nimi pfimésmi. Od téchto pokust byly
oc¢ekavany vysledky, které by poukédzaly na vhodny vybér nosice pii aplikovani
nematofagni houby v polnich podminkach. K pokusiim bylo vybrano pét riznych
nutri¢nich ptfimési (vermikulit, kaolin, mastek, experlit a zeolit) a 11 riznych izolati

nematofagni houby A. oligospora.

Vsechny vysledky byly nésledné statisticky vyhodnoceny. Jednotlivé izolaty
A. oligospora mély v zavislosti na ¢ase rtiznou rychlost ristu. Nékteré izolaty mély
nejvetsi prirtstky v prvnich par dnech a pak se jejich rlst zpomalil, naopak u jinych
izolatl byl pozorovan pomalejsi pribéh ristu na zacatku a po par dnech nastoupil
rychly nartst mycelia. Nekteré izolaty mély po celou dobu pozorovani pravidelny
nariist. Obecné vzato bylo patrné, Ze vétSina izolatl nematofagnich hub méla vyssi
rychlost rustu na agarech s nutri¢nimi pfimésemi nez na samostatnych agarech bez
pouziti ptimési, které slouzily jako kontrola. Nejvhodnéjsi kombinaci pro kultivaci
nematofagni houby A. oligospora se pii testech jevilo pouziti smési zeolitu a Oat meal
agaru, na niz houba projevila nejrychlej$i schopnost nartistu mycelia. Kiigiik (2005)
ve svych pokusech s Trichoderma harrzianum vyuzil zeolit, ktery byl stejné jako
Vv naSich testech vyhodnocen jako nejvhodnéjsi varianta nosi¢e. Dale uvadi, Ze ve
formé¢ alginatovych pelet s pridanim zeolitu mé houba 70% zivotaschopnost pfi

nasledném uchovéavani pii teploté 4 °C a 30 °C po dobu 6 tydnti.

Dalsi pokusy ukézi, zda je tato kombinace U€inna pfi pouziti v rdmci testovani
Vin vivo podminkich na zamofeném pozemku. Od toho se pozd¢ji budou odvijet
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postupy k vyvinuti idealni kombinace houby a nosice, které budou nasledné vyuzity

pro biologickou ochranu proti fytoparazitickym had’atkam.
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7.Zaver

Prvni ¢ést prace byla vénovana optimalizaci kultivacnich a izola¢nich metod,
které se staly zédkladnim pilifem pro praci s jednotlivymi druhy nematofagnich hub.
Béhem pokust bylo ziskano 11 izolati nematofagni houby A. oligospora a 1 izolat A.
superba izolovanych z piid na uzemi CR, které byly ulozeny do sbirkovych kultur
katedry ochrany rostlin na CZU. Dale byla sbirka roziifena o izolaty ziskané ze
sbirkovych kultur z banky Centraalbureau voor Schimmelcultures se sidlem
v Utrechtu v Holandsku (Arthrobotrys oligospora, Dactylaria oviparasitica,
Dactylaria candida, Dactylaria lysiphaga a Verticillium chlamydosporium) a o izolat
Stropharia rugosoannulata izolovany z infikované slamy ziskané zkomeréné
dostupného zdroje.

Dalsi ¢ast disertaéni prace byla vénovéana testovani v in vitro podminkach.
Vysledky z pokusi s izolaty nematofagnich hub, které¢ byly ziskany ze sbirkovych
kultur, byly uvetejnény v publikaci Evaluation of the pathogenicity of selected
nematophagous fungi vydané v roce 2010 v Czech Mycology. Z vysledki je ziejmé,
Ze nejucinnéj$im izolatem je Arthrobotrys oligospora, ktera mé vybornou t¢innost na
potlaceni vSech testovanych druhli had’atek. V zavislosti na téchto pokusech mohly
byt provadény navazujici in vitro testy s izolaty, které byly ziskany z ptidnich vzorki
odebranych na uzemi CR. Vysledky téchto testd byly shrnuty v publikacich, které
byly vydané v letech 2011-2013. Testované izolaty nematofagnich hub Arthrobotrys
oligospora a Stropharia rugosoannulata vykazovaly vin vitro testech pozitivni
vysledky v potlacovani had’atek a vzhledem k tomu, ze byly izolovany z pidy a
infikované slamypochazejici z Ceské republiky jsou povazovany zakompatibilni
S pfirodnimi podminkami na naSem Gzemi.

Treti ¢ast prace byla vénovana testovani vin vivo podminkéach, kdy byly
provadény nddobové a polni pokusy. V ramci nddobovych pokust byla testovana
efektivita vybranych izolati Arthrobotrys oligospora a Stropharia rugosoannulata na
mortalitu Globodera rostochiensis, Meloidogyne hapla a Ditylenchus dipsaci. Na
zaklade in vivo nadobovych testl byl vybran izolat nematofagni houby A. oligospora
A1/10, ktery vykazoval nejlepsi vysledky zhlediska rychlosti rastu, sporulace,

vytvareni lapacich struktur a efektivity pisobeni na mortalitu had’atek. Tento izolat
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byl poté vyuzit pii testovani v polnich podminkach, kdy byl zjistén pokles vyskytu
halek na kofenech mrkve po oSetieni pokusného pole myceliem tohoto izolatu.

Posledni ¢ast prace byla zamétena na testovani schopnosti riistu a reprodukce
nematofagnich hub na agarech sriznymi nutriénimi pfimésmi. K pokusiim bylo
vybrano pét riznych nutri¢nich pfimési (vermikulit, kaolin, mastek, experlit a zeolit) a
11 riznych izolati nematofagni houby A. oligospora. Nejvhodnéjsi kombinaci pro
kultivaci nematofagni houby A. oligospora bylo pouziti smési zeolitu a Oat meal
agaru. Toto slozeni kultivaéniho media je vhodné pro mnozeni Arthrobotrys
oligospora za ucelem vyroby biologického piipravku na bazi nematofagnich hub.

Pro dalsi testovani nematofagnich hub bude vyuzito vysledki ptedevs§im z in
vivo pokusii a z testovani schopnosti rastu a reprodukce nematofiagnich hub na
agarech s riznymi nutri¢nimi pfimésmi. VSechny tyto poznatky budou v budoucnu
pouzity pro dosaZeni optimalniho vyuziti nematofagnich hub v biologické ochrané.
Tato prace davéa uceleny piehled nad problematikou a je zdkladem pro detailnéjsi

vyzkum v budoucich letech.
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Obr. 3. Izolace nematofagnich druhti hub z pudnich vzorki (Petriho misky s CMA)

Obr. 4. Izolaty A. oligospora s jednotlivymi pfimésmi pfipravené k méteni
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Obrazek 7: Acanthocyty tvofené nematofagni makromycetou Stropharia

rugosoannulata

Obrazek 8: Nahiivani rose bengal agaru pro aplikaci na podlozni sklicko pfii ptiprave

sklickovych preparati

98



Nematofagni houby jako kli¢ k biologické ochrané rostlin proti fytoparazitickym had’atkim

Obrazek 9: Stropharia aeruginosa nalezena na lokalité Pocepice v okrese Pfibram
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Tabulka 1: GPS soufadnice lokalit, z kterych byly sebrany ptidni vzorky pro izolaci

nematofagnich druhti hub

vzorek €. GPS sourtadnice lokality vzorek €. GPS souradnice lokality
1 N50 00.843 E16 38.592 44 N49 41.354 E14 38.161
2 N50 03.093 E16 32.569 45 N49 41.293 E14 38.173
3 N50 06.852 E16 14.741 46 N49 39.689 E14 34.556
4 N50 25.371 E1501.191 47 N49 35.647 E14 22.476
5 N5027.833 E15 10.940 48 N49 35.553 E14 22.579
6 N50 25.867 E15 26.602 49 N49 35.587 E14 25.649
7 N50 22.332 E15 33.937 50 N49 32.509 E15 22.355
8 N50 23.393 E15 34.635 51 N49 15.447 E17 41.652
9 N50 23.472 E15 34.469 52 N49 16.455 E17 42.345
10 N50 23.077 E15 34.727 53 N49 20.485 E17 46.035
11 N5022.212 E15 35.727 54 N49 34.067 E17 34.022
12 N50 21.005 E15 37.830 55 N49 34.788 E14 30.989
13 N5020.417 E15 38.433 56 N49 26.699 E14 20.442
14 N50 19.572 E15 38.630 57 N49 26.840 E14 17.949
15 N50 19.560 E15 38.629 58 N49 28.284 E14 23.642
16 N50 19.571 E15 38.651 59 N49 24.414 E14 12.582
17 N5019.216 E15 38.812 60 N49 25.247 E14 1.911
18 N50 19.227 E15 38.824 61 N49 28.669 E13 48.083
19 N50 15.614 E15 48.378 62 N49 32.086 E13 48.876
20 N50 16.370 E15 48.770 63 N49 32.668 E13 43.149
21 N50 20.077 E15 56.222 64 N49 43.378 E14 0.829
22 N50 16.802 E15 58.325 65 N49 43.378 E14 0.829
23 N50 15.592 E15 58.074 66 N49 47.468 E14 8.246
24 N50 15.598 E15 58.085 67 N49 47.5652 E14 8.8959
25 N50 15.606 E15 58.030 68 N49 47.75808 E14 9.31884
26 N50 15.597 E15 58.033 69 N49 48.0177 E14 7.97988
27 N50 10.052 E16 02.723 70 N49 48.15864 E14 7.11348
28 N5007.173 E16 13.591 71 N49 49.06836 E14 12.17628
29 N50 06.331 E16 17.623 72 N49 50.52306 E14 16.95222
30 N5006.341 E16 17.596 73 N49 49.75248 E14 8.34174
31 N49 53.078 E16 28.051 74 N49 49.75248 E14 8.34174
32 N49 51.735 E16 29.494 75 N50 7.9209 E14 22.23156
33 N49 47.445 E16 29.806 76 N50 7.87842 E14 22.16298
34 N49 42.803 E17 03.490 77 N50 7.44456 E14 21.4773
35 N49 42.801 E17 03.500 78 N50 7.45242 E14 21.79206
36 N49 45.113 E16 54.590 79 N506.24762 E14 19.41924
37 N49 44,708 E16 51.660 80 N49 15.42336 E14 27.09762
38 N49 44,702 E16 51.646 81 N500.2529 E12 54.81252
39 N49 44,700 E16 51.670 82 N49 56.013 E15 54.10938
40 N49 42.448 E16 44.893 83 N49 19.292 E15 28.401
41 N49 48.805 E14 30.766 84 N49 50.49186 E14 19.18746
42 N49 44.649 E14 40.566 85 N49 58.55766 E13 15.90624
43 N49 44.273 E14 40.675 86 N49 53.89074 E12 46.90236
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Tabulka 4: Mortalita C. elegans v zavislosti na pusobeni nematofagnich hub

12 3

0,0000 | 0,0000

e

0,0000

Tukeyty HSD test proménna Mortalta (Tabukal)

Priblizné pravo&podobnosti pro post hoc testy

Chyba: mezizkup PE = 00248, 2v = 40,000

Varianta {1} {2 {3t W {5 {6} i il 8

¢ buriky 04340 | 0,0000 | 00000 | 02701 | 00000 | 07488 | 01582 | 15438 | 01118
1 MHzP 0,975313| 09753130, 3| 0975313 40 0,897508/ 0,
i WHzPZ | 0,975313 1000000 0 & 1,000000) 077
3 WHzP3 31 1,000000 0 §(1,000000| 0,772270/ 1,000000
4 WHzP4 0103] 1,000000 0,
5 WHzP5
6 WHzPG
7 WHzP? 1,000000 1,000000) 1,000000
2 WHzP2 C | 0,000145] 0,000145(0,000145(0,
9 WHzPY 08| 1,000000 1,000000 1,000000
10 GR - C (Zlutofialove mycelum) 2
11 GR - C (mycelum kandrkove Zluté 5| 0,000145] 0,000145(0,
12 GR-C (e 13/ 1,000000/ 1,000000| 0,
13 GR-C (nevirazng, bilé mycelum) 1311,000000| 1,000000 0, 7
14 Kontrola|| 0975313 | 1,000000/ 1,000000| 0 £ 1000000 077227

3| 1,000000
5[ 1,000000

5| 0975313 | 0675313 0975313
5 1,000000| 1,000000 1,000000
5 /1,000000] 1,000000  1,000000
5| 0,999936 | 0,995936| 0,995936

1,000000  1,000000

1,000000 1,000000

0000148 000014

1,000000  1,000000

1,000000

1,000000

1,000000
1,000000

Tabulka 5: Jednorozmérny test mortality Ditylenchus dipsaci

nematofagni houby

V zavislosti na druhu

Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

Jednorozmérmné testy vyznamnosti pro Mortalita (Data Ditylenc

sC Stupné PC F p
Efekt volnosti
Abs. ¢len [ 15,0737 1/15,0737 205,197. 0,0C
Houba 18,7468 6 3,1244: 42,533 0,0C
Chyba 4,6279 63 0,0734!

Tabulka 6: Mortalita Ditylenchus dipsaci v zavislosti na druhu nematofagni houby -

vyhodnoceni analyzy rozptylu metodou Tukeytiv HSD test

Tukeylv HSD test; proménna Mortalita (Data Ditylenchus)
Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = ,07346, sv = 63,000

Houba {1} 2} {3} {4}
buriky ,13179 | 1,4919 | ,63375 | ,03464

{5}
85163

{6}
,10466

{7}
0,0000

Monacrosporium phymatophagi 0,00013 0,00202' 0,98405
Arthrobotrys oligospor| 0,00013 0,00013|0,00013
Dactylaria oviparasiti((0,00202' 0,00013 0,00024

Dactylaria lysipag| 0,98405 0,00013 0,00024
Dactylaria candid|0,00013: 0,00015' 0,55471: 0,00013
Pochonia sp|[0,999991 0,00013 0,00102: 0,99727
Kontrol¢g) 0,92963 0,00013 0,00016: 0,99995

~N|o|o|s|w|N k|0

0,00013

0,00015

0,55471
0,00013

0,00013
0,00013

0,99999
0,00013
0,00102.
0,99727
0,00013:

0,97667.

0,92963
0,00013
0,00016
0,99995
0,00013
0,97667.
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Tabulka 7: Jednorozmérny test mortality Globodera rostochiensis v zavislosti na

druhu n

ematofagni houby

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Mortalita (C
Sigma-omezenda parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

SC | Stupné PC F p
Efekt volnosti
Abs. ¢len | 28,0068. 1 28,0068 1263,94. 0,0C
Houba 20,1554 6/ 3,3592: 151,60: 0,0C
Chyba 1,3738: 62 0,02211

Tabulka 8: Mortalita Globodera rostochiensis v zavislosti na druhu nematofagni

houby -vyhodnoceni analyzy rozptylu metodou Tukeytiv HSD test

Tukeylv HSD test; proménna Mortalita (Data Globodera)
Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,02216, sv = 62,000

bunky

Houba

{1}
61397

2}
1,5708

8}
46513

{4}
1,2741

{5}
,09398

{6}
44477

{7}
0,0000

Monacrosporium phymatophagi
Arthrobotrys oligospor
Dactylaria oviparasiti

Dactylaria lysipag
Dactylaria candid
Pochonia sp

~N|o|la|slw|N|k|ox

Kontrol¢

0,00013

0,29201.

0,00013
0,00013

0,16270:

0,00013

0,00013

0,00013
0,000791
0,00013
0,00013
0,00013

0,29201
0,00013

0,00013
0,00014
0,99993
0,00013

. 0,00013
0,000791
0,00013

0,00013
. 0,00013
0,00013

0,00013
0,00013
0,00014
0,00013

0,000191
0,81332

0,16270:
0,00013
0,99993.
0,00013
0,000191

0,00013

0,00013
0,00013
0,00013
0,00013
0,81332
0,00013

Tabulka 9: Jednorozmérny test mortality Meloidogyne hapla

nematofagni houby

V zavislosti na druhu

Efekt

Jednorozmémé testy vyznamnosti pro Mortalita (Data Meloidog
Sigma-omezena parametrizace

sC Stupné
volnosti

PC

Dekompozice efektivni hypotézy

F

p

Abs. ¢len | 36,9765
Houba

Chyba

9,8056: 5 1,9611.
4,3418° 54 0,0804!

1/ 36,9765/| 459,878 0,00000¢
24,390(| 0,00000!

Tabulka 10: Mortalita Meloidogyne hapla v zavislosti na druhu nematofagni houby -

vyhodnoceni analyzy rozptylu metodou Tukeytiv HSD test
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Tukeylv HSD test; proménna Mortalita (Data Meloidogyne)
Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = ,08040, sv = 54,000

Houba

{1}
1,0028

2}
1,1160

{3} {4}
68618 | 1,2185

{5} {6}
,68673 | 0,0000

Monacrosporium phymatophagt
Arthrobotrys oligospor
Dactylaria oviparasitic

Dacty

laria lysipag
Pochonia sp
Kontrole

0,94666.

0,94666.

0,14340' 0,01586:
0,536911 0,96477:
0,14470 0,01605!
0,00013: 0,00013:

0,14340 0,53691!

0,01586: 0,96477:
0,00146.

0,00146

1,00000' 0,00148

0,00015:. 0,00013:

0,14470 0,00013:
0,016050,00013
1,00000' 0,00015.
0,00148 0,00013
0,00015.
0,00015.

Tabulka 11: Mortalita a imobilizace Bursaphelenchus xylophilus pomoci Stropharia

rugosoannulata

imobil. po | mortalita | imobil. po| mortalita |imobil. po| mortalita
2.hod | po2.hod | 24.hod | po24.hod | 48.hod | po 48. hod
1. opakovani 5 0 1 9 0 10
2. opakovani 4 1 2 6 1 8
3. opakovani 2 0 4 3 0 8
4. opakovani 1 0 4 6 0 10
5. opakovani 0 0 2 3 2 6
6. opakovani 2 0 4 3 1 7
7. opakovani 0 0 2 5 1 7
8. opakovani 3 1 3 5 0 10
9. opakovani 1 3 5 4 0 10
10.
opakovani 4 2 4 4 0 8
kontrolal 0 0 0 0 0 1
kontrola2 0 0 0 0 0 0
kontrola3 0 0 0 0 0 0

Tab. 12: Imobilizace juvenilnich stadii Meloidogyne hapla pomoci Stropharia
rugosoannulata (izolat SA) a Arthrobotrys oligospora (izolat AO 1/10).

primérny pocet
immobilizovanych

primérny pocet
pohyblivych hadatek

% pomér
immobilizovanych hladina vyznamnosti v ANOVA

druh inkubacni doba hadatek +/- SO +/-S0 hadéatek +/- SO pro immobilizovana hadatka
Stropharia rugosoannulata 4h 41+14 09+14 81.7+27.5 0.000121
Arthrobotrys oligospora 4h 0.9+0.8 41408 17.8+15.6 0.021786
kontrola 4h 0.0£0.0 5.0+0.0 0.0+0.0
Stropharia rugosoannulata 24h 49103 0.1+£03 98.3+5.8 0.000121
Arthrobotrys oligospora 24h 3.0t£1.0 2.0+1.0 60.0£20.0 0.000121
kontrola 24h 0.0+0.0 5.0+0.0 0.0+0.0
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Tabulka 13: Ucinnost jednotlivych izolatd nematofignich hub na G. rostochiensis

Vv fizenych podminkéach

Tukeylv HSD test; promé&nnindex pf/pi (Tabulka2)
Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC =9,2000, sv = 42,000

\ICDU'I-POOI\)H_('}

AO 3/1(|0,01923:/ 0,99594
AO 5/1((0,01381. 0,99886: 1,00000
AO 7/1(|0,23292' 0,000141 0,00014
AO 12/1( 0,99654: 0,00066: 0,00364

SR| 0,00664  0,99998 0,99972

1,00000' 0,00014

0,00014.
0,00014
0,00256 0,56845
0,99997 0,00014

Varianta {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}
buriky 7,1429 | 51429 | 1,5143 | 1,3143 | 11,000 | 8,1143 | ,88571

kontrole 0,00346:0,01923 0,01381. 0,23292'| 0,99654: 0,00664

AO 1/1(}0,00346 0,99594 0,99886. 0,000141 0,00066: 0,99998

|1 0,00364: 0,99972

0,00256 | 0,99997

0,56845: 0,00014

0,00122

0,00122.

Tabulka 15: Vyhodnoceni G¢innosti jednotlivych izolatd nematofagnich hub na D.

dipsaci v tizenych podminkach

Tukeyliv HSD test; proménna Pocet hadatekna gr:
Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 3933,9, sv = 18,000

Varianta {1} {2} {3}
C. buriky 206,57 | 199,57 | 203,14
1 kontrole 0,97639' 0,99435.
2 A. oligospor|[ 0,97639' 0,99384:
3 S. rugosoanulat| 0,99435. 0,99384

Tabulka 16: Vyhodnoceni 1. dne testovani schopnosti ristu a reprodukce izolatl

nematofagni houby A. oligospora na OA s jednotlivymi pfimésmi

A1/10 [a2/10 [a3/10 [a4/10 |as/i0 |ae/10  [a7710  [a9/10  [a10/10 |Aa11/10 |A12/10
kontrola 1,8 1,7 1,3 2,1 34 31 2,8 1,7 2,4 2,1 3
experlit 5,9 7,3 1,5 1,6 2,3 3,8 3 2,1 2 438 6,4
mastek 7,5 8,3 1,6 2,9 3,6 2,1 1,9 2,7 3 3,3 3,8
kaolin 43 3,8 1,6 2 4,6 2,2 2,8 1,7 2 5 8,2
zeolit 1,9 1,2 1,1 2 43 42 31 1,6 2,6 2,8 3,7
vermikulit 3,8 3,6 2,1 3,4 6 3,2 3,1 2,5 2,7 3 3,4

Tabulka 17: Vyhodnoceni 1. dne testovani schopnosti rdstu a reprodukce izolath

nematofagni houby A. oligospora na CMA s jednotlivymi pifimésmi

A1/10 [A2/10 [Aa3/10 [a4/10 |as/10  |ae/10  |A7/10  |a9/10  |A10/10 [A11/10 ([A12/10
kontrola 1,7 1,6 1,2 1,9 1,8 1,9 1,7 1,9 1,1 2 2,5
experlit 8,8 8,2 1,2 6,8 8,3 4,6 9,4 6,9 5,9 3,1 2,2
mastek 1,9 1,2 1,1 1,4 1,6 1,9 2 2,6 2,2 1,3 1,5
kaolin 4,1 8,8 1,2 5,2 6,9 3 8,8 5 3,7 2,4 1,5
zeolit 2,7 3,2 1,2 1,5 1,8 1,7 2,7 2,8 1,9 2,5 3,1
vermikulit 1,8 1,5 1,4 4 4 4,2 3,2 41 3,55 3,5 1,2

104



Nematofagni houby jako kli¢ k biologické ochrané rostlin proti fytoparazitickym had’atkim

Tabulka 18: Vyhodnoceni 2. dne testovani schopnosti ristu a reprodukce izolath

nematofagni houby A. oligospora na OA s jednotlivymi pfimésmi

A1/10 |A2/10 |A3/10 [A4/10 [As/10  |ae6/10  |a7/10  [A9/10  [Aa10/10 |A11/10 [A12/10
kontrola 12,6 12,7 4,1 12,2 13,7 13,3 14,3 10,9 15,2 12,4 17,1
experlit 19,7 22,3 6,3 9,7 9 13,5 11,4 15,3 12,4 19,9 21
mastek 24,1 24, 5,9 11,7 13 14 10,1 12 9,8 10,6 9,1
kaolin 17,2 20,2 10,6 13 18,4 13,6 15,5 13,9 14 19,2 21,8
zeolit 8,1 8 9,5 15,9 15,9 14,9 14,3 14,5 13,4 14,1 18,5
vermikulit 16,1 12,7 3,9 7,2 21,2 11,7 7,5 4,4 8,2 6,8 5,9

Tabulka 19: Vyhodnoceni 2. dne testovani schopnosti ristu a reprodukce izolatt

nematofagni houby A. oligospora na CMA s jednotlivymi pfimésmi

A1/10 A2/10 |a3/10 [a4/10 [as/10  [ae/10 |Aa7/20  [Aa9/10  |A10/10 [A11/10 |[A12/10
kontrola 3,3 3,3 2,1 4,2 4,2 4,2 3,7 4,1 2,8 4,1 4,5
experlit 13,6 8,4 1,5 7,5 9,3 18,3 18,8 17,1 19,6 16,9 18,2
mastek 13,6 8,4 1,5 7,5 9,3 18,3 18,8 17,1 19,6 16,9 18,2
kaolin 17 19,3 2,1 14,8 17,9 10 18,9 17 19 13,9 15,1
zeolit 31,8 32,7 46 19,8 23,7 12,2 24,4 28 37,8 33,3 20,3
vermikulit 16,1 12,7 3,9 7,2 21,2 11,7 7,5 4,4 8,2 6,8 5,9

Tabulka 20: Vyhodnoceni 3. dne testovani schopnosti ristu a reprodukce izolatt

nematofagni houby A. oligospora na OA s jednotlivymi piimésmi

A1/10 |A2/10 |A3/10 [A4/10 [A5/10 |a6/10 |Aa7/10 [A9/10  [A10/10 |A11/10 [A12/10
kontrola 29,5 27,7 13,1 27,5 30,9 30,5 28,7 25,4 32 27,9 32,3
experlit 33,1 32,3 17,8 30,4 32,8 24, 27,7 29,4 28,2 36,9 38,9
mastek 37,5 40,3 24,6 27,2 27,9 26,5 25,1 28,5 21,1 17,6 18
kaolin 37,1 37,6 19,7 23,3 38,7 22,6 29,7 30,3 28,9 37,8 41,1
zeolit 42,4 33,3 21 45 44,6 48,2 37,1 17 34,8 26,6 39,2
vermikulit 39,9 39,8 31,8 21,1 43,1 23,7 28,8 28 25 15,5 21,3

Tabulka 21: Vyhodnoceni 3. dne testovani schopnosti ristu a reprodukce izolatt

nematofagni houby A. oligospora na CMA s jednotlivymi pifimésmi

A1/10 A2/10 |a3/10 [a4/10 [as/10  [ae/10  [a7/10  [Aa9/10  [Aa10/10 [A11/20 [A12/10
kontrola 18,3 17,3 15,3 17,9 17 16,1 17,3 20,4 18 19,5 20,6
experlit 37,5 39 22,4 35,7 38,6 24,5 34,5 34,7 32,1 27,8 29,2
mastek 31,6 24,8 2,6 31,1 28,9 26,6 32,1 31,6 40,2 31 33,4
kaolin 35,7 37,3 13,9 33 37 22,7 35,1 32,9 33,7 28,1 29,5
zeolit 31,8 32,7 46 19,8 23,7 12,2 24,4 28 37,8 33,3 20,3
vermikulit 30 29,5 28,8 36,6 36,4 231 34,9 32,9 35,1 35,4 19,8
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Tabulka 22: Vyhodnoceni 6. dne testovani schopnosti ristu a reprodukce izolath

nematofagni houby A. oligospora na OA s jednotlivymi piimésmi

A1/10 |A2/10 |A3/10 [A4/10 [As/10  |ae6/10  |a7/10 [A9/10  [Aa10/10 |A11/10 |A12/10
kontrola 60,9 59,4 46,7 65,6 64,2 62,8 64,4 62,4 68,5 68,6 67,3
experlit 52,7 52,6 34,6 48,4 52,9 36,7 48,1 47,4 43,8 40,8 40,9
mastek 81,6 83,2 40,5 60,1 57,9 49,6 49,6 66,3 54,9 58,5 54,6
kaolin 63,8 64,8 39,6 35 69,3 35,6 39,7 43 47,1 56,7 65,3
zeolit 81,3 61,6 36,5 81,4 85 85 85 36,7 76,1 50,7 82,5
vermikulit 73 77,5 68,9 65,5 77,4 38,6 83 81,8 66,6 68,8 58,1

Tabulka 23: Vyhodnoceni 6. dne testovani schopnosti ristu a reprodukce izolatd

nematofagni houby A. oligospora na CMA s jednotlivymi pifimésmi

A1/10 A2/10 |a3/10 [a4/10 [as/10  [ae/10  [a7/10  [Aa9/10  [Aa10/20 [A11/10 [A12/10
kontrola 54,1 52,5 41,6 55 48,3 50 53,3 57,7 60,3 55,1 55,6
experlit 85 85 76,4 85 85 71,9 85 85 85 85 84,4
mastek 85 83,9 62,3 84,6 85 67,5 61,6 60,5 66,3 63,5 62,2
kaolin 85 84,6 55,2 76,6 81,7 56 82,4 77,8 85 82,7 84,3
zeolit 85 85 62 85 84,4 61,1 85 85 85 80,5 79,8
vermikulit 85 84,3 61,9 51,2 52,8 53,3 69,6 73 72 67,7 75,6

Tabulka 24: Vyhodnoceni 7. dne testovani schopnosti ristu a reprodukce izolatt

nematofagni houby A. oligospora na OA s jednotlivymi pfimésmi

A1/10 [A2/10 [A3/10 |Aa4/10 |As/10  |ae/10  |A7/10  [A9/10  [Aal0/10 |A11/10 |A12/10
kontrola 83 79,8 67,7 84,3 82,4 71,7 80,3 80,3 84,5 83,5 84,1
experlit 85 85 85 85 81 72,1 81,5 78,4 75 71,7 79,4
mastek 85 85| 63,75 84,1 83,9 82,8 85 85 85 85 83,1
kaolin 82,6 82,5 61,7 71,4 83,9 65,8 70 78,2 72,8 77,8 84,3
zeolit 85 85 68 85 85 85 85 73,7 85 83,3 85
vermikulit 85 85 84,5 81,7 85 67,8 85 85 82,9 83,3 79,7

Tabulka 25: Vyhodnoceni 7. dne testovani schopnosti ristu a reprodukce izolatt

nematofagni houby A. oligospora na CMA s jednotlivymi pifimésmi

A1/10 A2/10 A3/10 A4/10 A5/10 A6/10 A7/10 A9/10 A10/10 |A11/10 |A12/10
kontrola 81,8 74,4 67,5 76,8 78,6 75,5 75,7 83,3 83,7 82,8 80
experlit 85 85 85 85 85 85 85 85 85 85 85
mastek 85 85 75,3 85 85 85 85 84,1 82,9 78,9 82,4
kaolin 85 85 77,7 84,1 85 83,3 83,2 85 84,6 85 85
zeolit 85 85 81,6 85 85 75,8 85 85 85 85 85
vermikulit 85 85 73,5 85 85 82,9 83,1 80,7 78,4 85 85
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Graf 12: Testované izolaty A. oligospora na OA mediu s pfimésmi a doba hodnoceni 1. den
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Graf 14: Testované izolaty A. oligospora na CMA mediu s pfimésmi a doba hodnoceni 1. den
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Graf 16: Testované izolaty A. oligospora na OA mediu s pfimésmi a doba hodnoceni 2. den
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Graf 18: Testované izolaty A. oligospora na CMA mediu s ptimésmi a doba hodnoceni 2. den
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Graf 22: Testované izolaty A. oligospora na CMA mediu s ptimésmi a doba hodnoceni 3. den
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Graf 24: Testované izolaty A. oligospora na OA mediu s pfimésmi a doba hodnoceni 6. den
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Nematofagni houby jako kli¢ k biologické ochran¢ rostlin proti fytoparazitickym had’atkim

Graf 26: Testované izolaty A. oligospora na CMA mediu s ptimésmi a doba hodnoceni 6. den
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Nematofagni houby jako kli¢ k biologické ochran¢ rostlin proti fytoparazitickym had’atkim

Graf 28: Testované izolaty A. oligospora na OA mediu s pfimésmi a doba hodnoceni 7. den
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Graf 30: Testované izolaty A. oligospora na CMA mediu s pfimésmi a doba hodnoceni 7. den
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Nematofagni houby jako kli¢ k biologické ochrané rostlin proti fytoparazitickym had’atkim

Kli¢ k urcovani nematofdagnich hub

1. endoparaztické houby (podhoubi v Zivotnim cyklu pievazné uvnitt had’atka) ..... 2

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

2.asimilacni hyfy uvnitt hostitele jsou preménény v infekéni hyfy, které vyrustaji z

hostitele, produkujici lepici buniky nebo ingestivii SPOry .......ccceeevverveeieenieeeneenenns 3

2.vegetativni hyfy uvnitt hostitele jsou pfeménény do sporangii produkujici zoospory

nebo produkujici spory, zygospory nebo azygospory............eveeeveriieenieeniieena et .9

endoparazitické houby s lepivymi butikami nebo ingestivnimi vvtrusy

3. hyfy nepfehrddKovane............coooiiiiiiiii e 4
3. hyfy prehrddkované. ... ... 4
4. hyfy se svorkovym SpOjenim..........oouiviiiiiiiitiiieieeeeeeeee e e ee e e eeene D
4. hyfy bez svorkovEho SPOJeni.........ccvviiiiiiiiniiiiii et sreeesvee e e eaees ]

a. Nematoctonus
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 buiiky, ale vyrabéji lepivé uzliky na konidiich ................... 6
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€. ... e 08
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Nematofagni houby jako kli¢ k biologické ochrané rostlin proti fytoparazitickym had’atkim

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.
9. vegetativni hyfy uvnitt hostitele vyvinuté v konidiofory vychézejici z hostitele,
produkujici spory
a. Meristacrum asterospermum Drechs.
endoparazité produkujici encysting spory

9. vegetativni hyfy uvniti hostitele transformované do sporangii produkujici

740 10 0P 10
10 Sporangium (zoosporangium) produkujici pohyblivé zoospory.........cccceeee.... 11
10. Sporagium produkujici nepohyblive SPOTY.......cccevvvieiiiiriiieiiiiieieeeeee e 12

11. Zoospory nebicikaté, zadné zygospory, zddné 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
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e. Nematophthora gynophila Kerry & Crump

12. spory kulaté nebo mnohosténné s lalokovitymi piivesky.
a. Haptoglossa heterospora Drechs.

12. kyjovité vytrusy

a. Protascus subuliformis Dangeard

houby lapajici had’atka

13. morfologicky nemodifikované hyfy..............coooiiiiiiii i, 14
13. morfologicky upravené hyfy tvotici lapaci struktury............ccccooeevveeveneen. . 17
14. hyty neptehradkované se zlutymi lepivymi substancemi..................cccccceeeen . 15
14. hyty prehradkované...............oooiuiii i 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
a. tvorba postrannich chlamydospor: Cystopage lateralis Drechs.
b. tvorba vsunutych chlamydospor: C. intercalaris Drechs.
c. chlamydospory na zakiivenych 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 neptehradkované, postranni vétve nesou Spatne rozliSitelné lepivé uzliky
a. Acaulopage pectospora Drechs.
17.hyfy ptehrddkované............ ...coooiiiiiiiiieee e e L8
18. hyfy tvorici lepivé vétve, nékdy formované do jednoduchych 2-rozmérnych siti,

konidiofory jednoduché, jednotlivé terminalni konidie

lepivé vétve
a. Monacrosporium cionopagum (Drechs) Subram [Dactylella cionapaga Drechs]
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Synonym: M. gephyropagum (Drechs) Subram. [Dactylella gephyropaga Drechs.]

18. hyfy tvoftici na stopkach nebo beze stopek lepiveé uzliky............cccccvveneennnnnn 19
18. hyfy tvofici na stopkach fixni oka, nekdy doprovazené stopkatymi lepivymi
UZIT Y e e 21
18. hyfy tvorici stopkata stahujici s€ oka...........ccoovviiiiiiiiii i el 22
18. hyfy propojené 2 nebo 3- rozmérnymi lepivymi sitémi......................ccce.eeee.23

lepivé uzliky
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@. ..o 20
20. lepivé uzliky beze stopky

a. Monacrosporium phymatopagum (Drechs.) Subram. [Dactylella phymatopaga
Drechs.]
20. lepivé uzliky beze stopky nebo kratka 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 nevyskytu;ji
a. Monacrosporium leptosporum (Drechs.) Rubner [Dactylella leptospora
Drechs.]
21. lepivé uzliky se vyskytuji, konidofory jednoduché

a. Monacrosporium lysipagum (Drechs.) Subram. [Dactylella lysipaga Drechs.]
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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 terminalnim shluku na konidioforech.

a. Arthrobotrys anchonia Drechs.

b. A. dactyloides Drechs.

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

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

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

b. Monacrosporium acrochaetum (Drechs.) Cooke [Dactylella acrochaeta
Drechs.]

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 piepazkou
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.
i. A. oligospora Fresenius
J. A. superba Corda.

k. A. longispora Soprunov
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I. A. oviformis Soprunov

m. A. doliformis Soprunov

n. A. kirghizica Soprunov

0. A. cladodes var cladodes Drechs.

p. A. cladodes var macroides Drechs.

g. A. robusta Dudd.

r. A. musiformis Drechs.
23. spory s vice nez jednou piepazkou.

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.

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]

i. M. gampsosporum (Drechs.) Rubner [Dactylaria gampsospora Drechs.]
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Seznam zkratek pouZitych v textu

J2 — larva had’atka druhého juvenilniho stadia
BNYVV - Beet necrotic yellow vein virus

LB medium - standardni médium pro kultivaci E.coli
CMA — corn meal agar

OA — oat meal agar

MEA — malt extrakt agar

RBA — rose bengal agar

PDA — potato dextrose agar

VA - vodni agar

ITS — nekddujici oblast nachazejici se mezi velmi konzervovanymi kédujicimi
oblastmi

18S a 28S rRNA.

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dNTP - deoxyribonukleotid trifosfat

Taq polymeraza - DNA polymeréaza z Thermus aquaticus
ddH,0 — re-destilovana voda

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool)

PCR - polymerazova fetézova reakce

g - relativni odstiediva sila
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