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1. Uvod

S rostouci intenzitou péstovani vzrustd hospodaisky vyznam Skodlivych organismii,
jakozto jejich ochrany a prevence pred témito chorobami. Celosvétovym trendem se dnes
stavaji noveé zavadeéné preslechténé odridy, slibujici na jedné strané¢ vysoké vynosy a na
stran¢ druhé sniZenou obranyschopnost, souvisejici s rychlym vyvojem a Sifeni Skadci. Dalsi
negativni skute¢nosti je i nadmérné pouzivani neselektivnich pesticid vedouci k indukci
pfemnozeni sekundarnich $kiidcti a oziveni populaci cilovych paraziti. V globalnim méfitku
vSak chemicka ochrana stdle dominuje v podruci slepé vidiny relativné snadného pouziti,
rychlého nastupu Uc¢inku a v ranych stadii oSetfeni, také vysokych vynost. Tento pohled je
ovSem kratkozraky a po Case se setkavdme s problémy neodbornych aplikaci, vedouci
k hospodaiskym a ekologickym Skodam ¢i vytvotenim silné resistentnich druhd $kodlivych
organismi. Za jednoho z vinikii je povazovan stile se zvétSujici trh s potravinami a
zemédelskymi komoditami. Snaha o co nejvétsi zisky a uspokojeni vysoké poptavky vede ke
zjednoduSeni osevnich postupt, coz samoziejm¢ zkracuje interval mezi péstovanim stejné
plodiny. Dale zde miizeme zatfadit minimalizaci péstebni technologie ¢i koncentrace jednoho
druhu plodiny do velkych ploch. Zna¢né rozdily v zachovani zdravi rostlin jsou patrné i na
zfizeni a systému hospodateni daného statu. Vyspélé staty si mohou dovolit fesit ekologické a
kvalitativni otdzky produkce, zatimco rozvojové zemé se cCasto potykaji s problémy
nedostatku potravin a feS$i pfednostné sniZeni ztrat v ramci nepiiznivych vlivi. Financni
stranka véci se fadi mezi jeden z nejdilezitéjSich faktord. Neochota péstiteli dobrovolné ze
svych zdroji hradit naklady spojené s ochranou Zivotniho prostfedi. Dostavame se tedy do
rozporu mezi ekonomické zajmy péstitell a ekologické zajmy spole¢nosti. Pozadavky
konzumentli na levné a kvalitni potraviny ostfe hrani¢i s ndkladnym vyuzitim jinych
nechemickych metod hospodateni. Urcitou hnaci silou vS§ak mohou byt cilené finan¢ni dotace
od statu pro relativné nové moznosti integrované ochrany rostlin a to predev§im pro
biologickou ochranu, ktera se dnes u nas i ve svété tési velké oblibé. Jistou nevyhodou je
pottebnd hlubsi znalost aplikace pfipravku na Skodlivy organismus, jakoZto i spravné
nacasovani pouziti. Vysledkem je pak odména ve formé& zdravého zivotniho prostiedi a
dlouhodobé udrzitelna kontrola nad nebezpecnymi Skidci.

Cilem prace je objektivné posoudit a overit moznost vyuziti mykoparazitické houby C.
minitans v ochran¢ rostlin proti hlizecce obecné S. sclerotiorum. Realizovat modelovou studii
polyfaktoridlni charakteristiky vybranych kment mykoparazitické houby C. minitans se
zaméienim na hodnoceni rtistovych a produkénich vlastnosti kment na umélych Zivnych ptdach a

ptirozenych substratech.



2. Literarni ptehled

2.1  Biologicka ochrana rostlin

Biologickd ochrana je systém, ktery vyuzivd pfirozenych antagonisti nebo jejich
produktl za ucelem regulace populaci skodlivych organismi. Moderni prosttedky biologické
ochrany jsou vysoce a dlouhodobé ucinné a zaroven jsou Setrné k lidskému zdravi a
zivotnimu prostfedi a maji nizkou nebo viibec zadnou toxicitu k necilovym druhim. Tim
zvySuji bohatost, diverzifikaci a stabilitu pfirodnich systémut v zemédélské krajiné a umoziuji
kvalitni produkci (Anonym 1 - Biocont Laboratory spol s.r.o., 2008).

Prvni pouZil v roce 1919 termin biologickd ochrana k oznaceni pouZiti ptirozenych neptatel
K boji proti hmyzim $kidcim H. S. Smith. Tato teze byla pak pozdgji uptesnéna De Bach
(1964), ktery definoval biologickou ochranu jako ¢innost pfirozenych nepiatel (parazitd,
predatorii nebo patogennich mikroorganismi) udrzet populacni hustotu skodlivého organismu

Celkove¢ jsou na svété v soucasné dobé k dispozici prostiedky vyuzivané v biologické
ochrané na bazi témét sto druhli a kmend mikroorganismi, vice nez padesat druht
makroorganismu, asi padesat druhii pfirodnich produkti a stejny pocet semiochemikalii
(Bagar 2007). V piisném ekologickém duchu muze byt pouziti biologické ochrany rostlin
povazovano za strategii, ktera podporuje nebo zcela obnovuje biologickou diverzitu
Vv agroekosystémech a to prostfednictvim klasické a/nebo augmentativni strategie biologické
ochrany rostlin (Altieri, 1994). Vyhodou pouZzivani biopreparati na bazi mikroorganismi
nebo makroorganismu je hlavné nezatéZzovani zivotniho prostiedi, z cehoz vyplyva, ze se daji
upotfebit zejména v chranénych oblastech ¢i v ochrannych pasmech vod. Nevyhodou vSak
muZe byt pomaly nastup U¢innosti biopreparatu, ¢asto omezena doba skladovatelnosti, nutna
znalost bionomie jak patogena, tak i uZiteného organismu (parazitoid, predator,

entomopatogen, mykoparzit) (Bagar 2007).



2.2 Strategie biologické ochrany rostlin

Strategie inokulativni introdukce

Inokulativni metoda (tzv. klasickd biologicka ochrana) spociva ve vysazeni malého
poctu endemického nebo neendemického druhu piirozeného neptatele nebo druhu
patogenniho mikroorganizmu do prostfedi, kde je rozSifen Skodlivy organismus. Muze se
jednat i 0 reintrodukci bioagens do arealu, ve kterém se jiz diive vyskytovalo. Cilem
inokulativni introdukce je zajistit dlouhodoby efekt, kterého lze dosédhnout v ptipadé
uspésného uchyceni se nové (re)introdukovaného druhu bioagens (adaptace, reprodukce a
namnozeni, pfirozen¢ Sifeni v novém aredlu....). Bioagens snizi vyskyt §kodlivého organismu
na nizkou, hospodatsky akceptovatelnou Urovei a ndsledné se mezi nimi vytvoii dlouhodoba

rovnovaha. Takto vyvazeny systém dlouhodobé brani kalamitnimu namnozeni Skodlivého

organismu (Bagar 2007; Landa 2002).

Strategie augmentativni introdukce

Strategie augmentativni (augmentace — zvétSeni, zesileni, roz$ifeni) - hlavnim
principem této strategie je pfimd manipulace s populacemi endemickych nebo neendemickych
druhil pfirozenych neptatel (mykoparazitickych a antagonistickych organismil) s cilem zvysit
jejich supresivni G¢innost. Augmentativni strategie vyuziva praktické realizace této strategie
ve velkokapacitnich biotechnologiich produkce mikroorganizmi a jejich komer¢ni dostupnost

ve formé standardnich biologickych biopreparati (mikroorganizmy).

a) Inundativni introdukce (inundace — zaplaveni, ptekryti) — jednorazové nebo opakované
introdukce zpravidla velkého mnoZstvi bioagens s cilem dosdhnou okamzZité suprese Sifeni a
vyvoje chorob.

b) Sezénni inokulativni introdukce — opakované introdukce pfirozenych neptatel a
bioagens s cilem dosahnout jak okamzité suprese ptivodcii onemocnéni rostlin, tak i po celou
dobu péstitelského cyklu. V porovnani s inundativni metodou je hlavni rozdil sezoénni
inokulace v tom, ze struktura programu biologické ochrany neni smérovana pouze na
jednorazovou supresi vyvojového cyklu fytopatogenniho mikroorganizmu, ale na navozeni
stavu, ve kterém ani pfi vice infekénich cyklech fytopatogenni houby nedojde k ptekroceni
tolerovatelné urovné (ekonomicky prah skodlivosti). Touto metodou jsou realizovany velmi
efektivni komplexni programy biologické ochrany raznych druhli zelenin (zejména

plodovych) péstovanych ve sklenicich a folivnicich.



Strategie podpory a konzervace ptirozenych neptatel

Podpora pfirozenych antagonistli, kdy nejde o pouziti prostfedkii biologické ochrany
jako takovych, protoze zadné bioagens do systému nedodavdme. Snahou je podporovat
pfirozené piirodni systémy, dlouhodobou stabilitou a vyvazenosti. V principu je tato strategie
zameétena na podporu a konzervaci autochtonnich populaci pfirozenych neptatel. Vyuzivame
tedy pfirozené se vyskytujici antagonisty jako nastroj vnitfnich regulacnich mechanismt. K
obecnym prvkim strategie podpory a konzervace piirozenych neptatel patii tada
agroekologickych a agronomickych opatifeni (napt. zdmérné zakladani stabilnich biokoridort,
diverzifikace hostitelskych rostlin péstovanych v polnich podminkach, minimalizace

agrotechnickych zasahti) (Bagar 2007; Landa 2002).

2.3 Vyuziti biologické ochrany v riznych kulturach

Ve sklenikdch mohou byt vyuZivany velmi rGznorodé druhu bioagens. Sklenik
poskytuje ptiznivé podminky pro tento zpiisob ochrany rostlin. Poskytuji stabilni a regulované
podminky prostiedi (teplota, vlhkost vzduchu a pady), relativné dlouhé péstovani kultury a
ohraniceny prostor, ktery brani Skiidcim migrovat dovnitf, a naopak bioagens opustit
chranény prostor.

U sadt a vinic je vyhodou jejich dlouhodobé péstovani na jednom stanovisti. V sadech
1 vinicich dochédzi casto ke vzniku rovnovaZného vztahu mezi bioagens a Skodlivym
organismem. Tento ekosystém je vhodny pro podporu piirozené se vyskytujicich uzite¢nych
organismul.

Na orné pidé€ u polnich plodin je vzhledem k rozloze dosud relativné malo vyuzivana
biologické ochrana rostlin. Je to ddno velmi mélo stabilnimi podminkami prostfedi, zejména
kolisava teplota a vlhkost. V téchto podminkach se uplatituje spiSe metoda inundativni, kdy se
biologicky ptipravek aplikuje v Sirokém méfitku a nepiedpoklada se dlouhodobé piisobeni. V
dnedni dob& se ale velmi rozrlsta pouzivani biopreparati urcenych proti houbovym a
bakterialnim onemocnénim. Na trhu v Ceské republice se vyuZivaji piipravky Contans WG,

Supresivit a Polyversum (Bagar 2007).



2.4 Metody biologické ochrany

a) Introdukce antagonisty do prostredi

Metoda zamérné introdukce patogena do prostiedi je nejvice prostudovand a
v soucasné dob¢ v praxi nejCastéji pouzivana metoda biologické ochrany rostlin proti
fytopatogennim mikroorganismiim. Biologicka ochrana rostlin proti plivodcim onemocnéni
rostlin mize byt definovana jako redukce mnozstvi inokula nebo patogenni aktivity patogena
pomoci jednoho nebo vice mikroorganizmti s mykoparazitickou nebo antagonistickou
aktivitou (Landa 2002). Tyto mikrobidlni interakce, které se vyskytujici mezi organizmy
Vv prirozeném prostiedi, slouzi jako zékladni mechanizmy, na jejichz principech dochéazi pak
Kk uspésné regulaci fytopatogennich organizmi mykoparazity. Metody biologické ochrany
proti pivodcim onemocnéni rostlin Ize roz¢lenit na metody piimé a nepiimé (Alabouvette,
Lemanceau 1999). Vzhledem ke slozitosti vazeb mezi organizmy v prostiedi je toto ¢lenéni
znacn¢ teoretické a jednotlivé metody vykazuji fadu modifikaci a vzajemné se prolinaji
(Landa 2002). Antagonistické projevy mezi mykoparazity zahrnuji antibiézu, kompetici a
parazitizmus (Alabouvette, Lemanceau 1999). Antagonismus je vlastné jevem vzajemného
vztahu mezi riiznymi organismy, pii kterém jeden organismus ¢astecné nebo Uplné inhibuje

rust organizmu druhého nebo jej usmrcuje (Kidela et al.1989).

Antibioza

Antibioza vytvafi reakce mezi organizmy, jeZ vyvolavaji tvorbu nizkomolekularnich
difuznich latek nebo antibiotik. Diky témto metabolitim dochazi k Giplné destrukei €i inhibici
rustu a vyvoje jiného organismu (Handelsman, Parke 1989). Tato antibiotika byla definovana
jako organické latky produkované mikroby, které jsou v nizkych koncentracich $kodlivé pro
rust nebo metabolismus jinych mikroorganismt (Gottlieb, Shaw 1970). Jin4 definice omezuje
antibiozu jen na vyluCovani kyseliny mlécné, etanolu, enzyml nebo jich podobnych latek
(Goldberg 1959). Ovsem antibioza muize byt i disledkem produkce alkoholu nebo zmény pH
prostiedi. Pfikladem antagonistické houby, ktera produkuje diilezitd antibiotika je naptiklad
Trichoderma virens (Howell a Stipanovic 1983). Velmi zajimavé je i rozdéleni kment
Trichoderma virens podle jejich antibiotického profilu, na skupinu kmend produkujici
gliotoxin usmrcujici patogena Rhizoctonia solani a skupinu produkujici gliovirin, ktery je

naptiklad schopny usmrcovat houbu P. ultimo (Howell 1999).



Kompetice

Tento pojem si mizeme vysvétlit jako nadfazenost jednoho organismu nad druhym pfi
ziskavani a vyuzivani nutri¢nich zdroji nebo téZ omezeni piistupu k témto zdrojim (Chet et
al. 1997). O kompetici se mize jednat v souvislosti s kyslikem, zivinami i prostorem (Baker,
Cook 1974). Co se tyce vody, schopnost pfijmu je dana vodnim potencidlem a tak
mikroorganismy vyznamné neovliviiuje. Mnozstvi kysliku pro jakoukoliv buitku umisténou
v pudé ¢i u kofeni je velmi dilezité, a tak ve vlhkych ptdach se tento faktor miize stat
limitujici (Griffin, 1968). Ziviny, jakozto produkty semen, kofent a organickych substrati se
pak dostavaji do ptidy skrz koncentracni spad ¢i difuzy. Prostorova kompetice je pak pifimo
umeérna ristové rychlosti organismu a odrazi tu skutecnost, ze pokud jeden organismus osidli
substrat, pak si jiz tuto svou pozici udrzi i v ptipadé konfrontace s jinym agresivnéjSim

organismem (Baker a Cook 1974).

Mykoparazitismus

Byl poprvé popsdn Weinlingem (1932), ktery zaznamenal mykoparazitismus houby
Trichoderma lignorum na nékolika fytopatogenech rostlin. Mykoparazitismus muizeme
definovat jako nutri¢ni zavislost jednoho druhu houby na jiném, kdy dochazi k pfimému
napadeni za ucelem vyuziti Zivin. Tento vztah byl popsdn u vSech skupin hub pocinaje
oddélenim Chytridiomycota az po oddé€leni Basidiomycota (Jeffries,1997). Proces ziskavani
zivin mize probihat nejdfive rozpoznanim hostitele pokracujicim fizenym ristem k jeho
hyfam. Mykoparazit se pfimkne k hyfam hostitele a nasledné do nich pronikd nebo zacne
hyfy hostitele omotavat infekénim myceliem. Omotavani hyf hostitele misto penetrace, miize
byt povaZovano za projev rezistence hostitele (Veselda 1986). Mykoparazitismus muizeme
klasifikovat na nekrotrofni a biotrofni parazitismus (Barnett a Binder 1973). Nekrotrofni
mykoparazité, jak uz nazev napovida, své hostitelské buiiky nejdfive usmrti a pak do nich
pronikaji. Jsou Casto velmi agresivni a napadaji Siroké spektrum hostiteld (Manocha 1990,
Jeffries 1997). K usmrcovani dochazi degradaci bunéénych stén skrze produkci
hydrolytickych enzymi (chitindza, B-1,3 glukanazy, celuldzy), toxini nebo antibiotik.
Produkce enzymil je velmi dualezitd v biologické ochrané¢ rostlin (Lewis a Papavizas 1987).
Biotrofni parazité se urCitou dobu vyviji na zivém hostiteli, aniz by ho usmrcovali. Biotrofni
mykoparazit ovliviiuje hostitele, tim, ze hostitel pomalu roste a Spatné se vyviji. K usmrceni
dochdzi az po utilizaci Zivin (Jeffries 1995). Typické pro biotrofni mykoparazity je uzké
spektrum hostitell, tvorba specifickych infek¢nich struktur (Manochal990) a v porovnani

s nekrotrofnimi mykoparazity nulova produkce exotoxinil (Jeffries 1997)



Klasifikace mykoparazitti podle hostitelsko-parazitickych interakci (Jeffries 1997)

Nekrotrof

kontaktni nekrotrof mykoparazit rostouci v izkém kontaktu s hostitelskymi hyfami,

aniz by do nich penetroval

invazivni nekrotrof hyfy mykoparazita penetruji do hyf hostitele, rostou v nich a

zpusobuji jejich nekroézu a rozklad

Biotrof

haustorialni biotrof pronika do hyfy hostitele pomoci kratkych hyfalnich vétvi

(haustorii)

vnitrobunééni biotrof  penetruje do hyfy hostitele a obnazeny protoplast ze stélky

mykoparazita proniké do napadené cytoplazmy

fazujici biotrof stény hyf hostitele a parazita se v misté dotyku tésné spojuji,
hyfa hostitele neni hyfou parazita zjevn¢ penetrovana, ale
vytvareji se mezibunééné kanalky propojujici protoplasty

hostitele a parazita

b) Introdukce avirulentnich a hypovirulentnich kmeni fytopatogennich organismu
Principem této metody je zamémé vyuZzivani kmenl patogenii s vyrazné oslabenou
patogenni aktivitou. Pfi praktickém vyuzivani této metody jsou vyuzivany nepatogenni
kmeny nebo hypovirulentni (tj. slab&é patogenni) kmeny fytopatogennich hub. Oslabené
kmeny nemaji schopnost vyvolat onemocnéni rostliny nebo maji tuto schopnost snizenou, a i
pfi vhodnych podminkach prostiedi nedochazi ke vzniku infekce (Landa 2002). Nepatogenni
kmen druhu Fusarium oxysporum se vyuziva v biologické ochrané rostlin proti patogennim

kmentim Fusarium oxysporum (Edel-Hermann et al. 2009).

C) Indukce resistence rostlin
Indukovanou rezistenci rostlin miiZzeme chapat jako nepfimou metodu ochrany rostlin
a patii mezi dilezitou metodu (Sequeira 1983, Kuae 1987, Kloepper et al. 1992). Indukovana

rezistence je fyziologicky ,,stav zvySené obranné schopnosti® vyvolany specifickymi vnéjSimi
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stimuly, pomoci néhoZ jsou vrozené obrany rostlin zesileny naslednymi biotickymi zménami
(van Loon et al., 1998). Rezistence rostlin miize byt navozena lokaln¢ nebo systemicky (ISR).
Systemicka indukovana resistence muze byt navozena riznymi mikroorganismy za ucelem
ochrany rostliny proti ptidnim ¢i listovym patogentim (Paulitz and Matta 1999). Rostliny maji
potencialni nebo faktickou schopnost vyuzivat rizné ptirozené obranné mechanizmy, které
limituji infekci patogenem. Obranné mechanismy rostlin mohou byt indukovéany biotickymi a
nekterymi abiotickymi faktory (tzv. elicitory). Biotickymi elicitory mohou byt jak vlastni
patogenni a nepatogenni organizmy, tak 1 jimi produkované metabolity. NejznaméjSimi
obrannymi reakcemi rostlin je naptiklad zesilovani bunéénych stén (depozice a akumulace
ligninu, celulézy, fenolytickych latek, aj.), produkce antibiotickych molekul (fytoalexini),
odumfteni hostitelské buniky v misté infekce (hypersenzitivni reakce) a produkce reaktivnich
kyslikatych latek, spojend se zvySenou peroxidazovou aktivitou a polymerizaci bunéénych
fenoli (Hammerschmidt a Kuae 1982; Lamb et al. 1989; Kuc 1995). Rostliny jsou také
schopné vyvijet rezistenci proti naslednému Sifeni a vyvoji fytopatogent v neinfikovanych
pletivech. Obranné mechanizmy rostlinného organizmu indukuji  dlouhotrvajici,
Sirokospektralni systémovou resistenci k dané infekci (Ryals et al. 1994). Patogen
Coletotrichum orbiculare je vyuzivan jako elicitor. Patogen je aplikovan na délozni listy nebo
prvni pravy list, vlivem jeho patogeneze navozuje rezistenci na svrchnich listech téZe rostliny.
Nékteré bioagens vyuZivané v biologické ochrané rostlin mohou byt vyuzity jako elicitory.
Ptikladem je druh bakterie Pseudomonas sp. a mykoparaziticka houba Trichoderma sp.. Tyto
bioagens jsou schopny navodit obranné mechanismy v rostlinach (Haas and Defago 2005,

Harman 2004).

d) Vyuziti supresivnich pud

Pojem supresivita se vztahuje k ptidé a jsou jim oznaCovany pudy, ve kterych je
vyrazn¢ potlacena moznost napadeni rostliny patogeny. VétSinou se patogen neni schopen v
supresivni pud¢é usidlit a pokud se usidli je ovlivnén pfirozenymi neptateli. Vlastnost
supresivnich pud je pravdépodobné¢ déna jak souborem abiotickych (fyzikalnich,
chemickych), tak i biotickych (antagonistické mikroorganismy) faktori (Chytilovd a Dusek
2007).

2.5. Mpykoparazitické houby
Mykoparazitické houby jsou pfirozenymi nepfateli fytopatogenich hub, které

zpusobuji rizna onemocnéni rostlin. Svoji aktivitu neprojevuji na vétsi vzdalenost, ale jen pfi
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tésné asociaci hostitele a mykoparazita (Okrouhla 1993). Mykoparazitické houby byly poprvé
popsany roku 1800 mykology, ktefi se zajimali o choroby rostlin (Vesela 1986). V soucasné
dob¢ je popsano okolo 1000-2000 druhtt mykoparazitickych hub, které napadaji piiblizné
2500 druht jinych hub (Prokinova 1996). Vztahy mezi mikroorganismy a patogeny rostlin
byly znamy jiz v tficatych letech, ovSem zajem o né vzrostl az v poslednich letech po
dasledcich neuvazeného pouzivani chemickych pesticidi. O biologickou ochranu se tedy
zaCalo masove¢ zajimat az na konci sedmdesatych let (Nesrsta 1991). Mykoparazitické houby
lze rozdé€lit na parazity napadaji pudni patogen, zejména druhy rodu Fusarium, Pythium,
Rhizoctonia a na parazity hub napadajici patogeny na nadzemnich ¢astech rostlin, piikladem
Ampelomyces quisqualis parazitujici na patogenu zpUsobujici padli rostlin. Ne&které

mykoparazitické houby maji 1 pozitivni U€inky 1 na rlst a vyvoj rostlin (Sejketov 1982).

2.6 Coniothyrium minitans W.A. Campb. 1947 (= Paraconiothyrium minitans (W.A.
Campb.) Verkley 2004)

Morfologicka charakteristika

Mykoparazitickd houba C. minitans vytvaii na ovesné zivné pudé (oat meat agar)
variabilni kultury. Zpocatku se tvofi chomackovité, slabé mycelium, které se postupné stava
hust&j$i a zrnitéj8i diky zacatku tvorby pyknid. Barva kultury je zpocatku svétle Zlutd a
prechazi ptes svétle hnédou barvu az do barvy olivové. Na konci sporulace kultura méni
barvu na tmavé hnédou az cernou. V myceliu se tvoii velky pocet pyknid, které jsou
uspofadany v fetizcich nebo jsou volné rozmistény mezi hyfami. Konidiomata pyknidy jsou
také tmaveé hnédé az cerné a jsou kulovité 1 ovalné, v priméru 150-600 pm. Pyknidy se bud’
vnofuji do zivné pidy, nebo se vyviji na povrchu mycelia, oba typy pyknid maji otvor
ostiolum. Sténa pyknidy je tvofena pseudoparenchymem, a je sloZzena z nékolika vrstev.
Vngjsi vrstva je tvrda a siln€ pigmentovana, vnitini vrstva je meékka a hyalinni. Konidiogenni
buiiky jsou hyalinni, jednotlivé uspotadané, elipsoidni. Tvofi se enteroblasticky, phialidicky.
Vyriistaji z vnitini stény pyknidy. Pyknospory jsou tmavé, vejCité az elipsoidni nebo mohou
byt 1 kratce cylindrické az témét kulovité s hladkym povrchem. Velikost pyknospor je 4-7 X
3-4 um. Na sklerociu fytopatogenni houby Sclerotinia sclerotiorum se tvoii pyknidy.
Pyknidy se tvofi vétSinou na povrchu, nékdy jsou vnofené do sklerocia. Tvar pyknid je

kulovity v priméru 150-700 pm. Barva pyknid je hnéda az cerna.



Historie

Campbell (1947) poprvé izoloval mykoparazitickou houbu C. minitans ze sklerocii
fytopatogenni houby S. sclerotiorum v USA. Nasledné byla houba C. minitans izolovana ze
sklerocii v pidé ze vSech kontinentll kromé& Antarktidy (Bennett et al. 2006; Sandys-Winsch
et al 1993.; Whipps a Gerlagh 1992). Mnoho studii ukazuje velky potencial pouziti tohoto
mykoparazita jako bioagens v ochrané rostlin proti chorobam zpisobenych patogenem S.
sclerotiorum (Yang et al. 2007, 2010). Mezi jednotlivymi izolaty byly nalezeny nejen
morfologické rozdily, ale i odliSnosti v jejich biologické aktivité, nicméné schopnost vSech
izolatl parazitovat sklerocia je kli¢ova vlastnost (Jones a Stewart 2000; Bohata et al. 2006).
Neékteré izolaty byly charakterizovany i1 pomoci genetickych metod jako je ndhodna
amplifikace polymorfni DNA — RAPD; jednoducha repetitivni sekvence (SSR- Single
Sequence Repeats, mikrosatelity) a rRNA genova sekvenace (Ridgway a Stewart 2000;
Goldstein et al 2000).

Verkley et al. (2004) piekvalifikoval C. minitans na Paraconiothyrium minitans
pomoci metody ITS a SSU nrDNA sekvenci. Novy ndzev se neuchytil, nebot’ se dnes stile
vyskytuje v bibliografickych databazich star$i nazev pro tuto houbu, tj. Coniothyrium

minitans.

Hyfové interakce

Povrch pyknospor hraje dualezitou roli v ¢asném rozpoznani infekce houbou C.
minitans a pfichyceni na povrch hostitele. Pyknospory C. minitans jsou hydrofobni a obsahuji
lektin, ktery napoméha k rozpoznani hostitele (Smith et al. 1999). Hyfové interakce mezi C.
minitans a S. sclerotiorum lIze sledovat v in vitro testech velmi snadno. V systémech in vivo
se projevuje na infikovanych rostlindch kompetice mezi druhy, a zaroveil je zaznamenan
zjevny mykoparazitismus houby C. minitans na myceliu S. sclerotiorum. Mykoparaziticky
efekt byl zaznamenan i na interakci mycelia C. minitans se sklerociem houby S. sclerotiorum
(Whipps et al. 2008). Do mycelia patogena produkuje mykoparaziticka houba C. minitans
lytické enzymy endo- a exo- B-1,3 glukanazu, chitindzu, a celuldzu, které zplisobuji degradaci
bunécné stény hyfy hostitele (Kaur et al. 2005). V elektronovém mikroskopu Ize zaznamenat,
ze interakce mezi hyfami C. minitans a S. sclerotiorum jsou nahodilé, nebyl zaznamenan
zadny trofismus. Do hostitele pronika C. minitans pomoci penetracnich hrott, které se formuyji

z vrcholové ¢asti hyfy a zaroven se formuji 1 z postrannich vétvi hyfy (Vrije et al. 2001). Po

10



penetraci C. minitans do hostitele, dochazi ke granulaci jeho cytoplazmy a nasledné¢ dochazi
ke kolapsu hyty hostitele. Mykoparazit pfijiméd z rozpadlych hyf ziviny a nasledné formuje
pyknidy, z nichZ se uvoliuji pyknospory v mucilagenni hmoté¢ (Bennett et al. 2006). Kdyz
jsou obé& houby péstovany spole¢né na zivné bramborové pudé, kolonie C. minitans zastavuje
rist mycelia S. sclerotiorum a nasledné se rozristda do jeji kolonie. Napadené hyfy S.
sclerotiorum jsou degradovany a v blizkosti se vyvijeji pyknidy (Vrije et al. 2001).

Do sklerocii pronikd mykoparazitickd houba bud’ pfimo pigmentovou vrstvou, nebo
nepiimo v misté poskozeni sklerocia. Nasledné C. minitans pronikd ve sklerociu i do
nepigmentované kiry a dfené¢ sklerocia. Na penetraci se podili jak lytické enzymy, tak
mechanicky tlak penetra¢niho hrotu. Po kolonizaci kury i dfené houbou C. minitans dochazi
K uplné degradaci sklerocia. Svrchni pigmentova vrstva bun€k sklerocia je odolngjsi vuci
pasobeni C. minitans, proto si degradované sklerocium zachovava tvar. Uvniti takto
degradované¢ho mycelia je masa pyknospor. Na povrchu infikovanych sklerocii se tvori

pyknidy, z kterych dochazi k vyronu pyknospor v mucilagenni hmoté (Bennett et al. 20006).

Ekologie

Houba C. minitans je tzce specializovany mykoparazit, ktery infikuje a degraduje
sklerocia hub z odd¢leni Ascomycota, rodu Sclerotinia. C. minitans ma schopnost parazitovat
sklerocia fytopatogennich druht hub Sclerotinia sclerotiorum, S. trifoliorum, S. minor a S.
cepivorum, neni vSak schopna infikovat sklerocia hub nalezejicich do oddéleni Basidiomycota
(Chitrampalam et al. 2010; Whips, Gerlagh 1992). Gerlagh et al. (1996) prokazal, Ze houba C.
minitans je schopna infikovat i sklerocia houby Botrytis cinerea.

Pfitomnost mykoparazita C. minitans v pidé je obvykle indikovana izolaci
z infikovanych sklerocii (Winsch et al. 1993), nicméné houba byla izolovana i pfimo z pudy
pomoci metody fedéni (Whipps et al. 1993) a zaroven pomoci metody prekolonizace, kde se
vyuziva jako navnada celoplosna kultura S. sclerotiorum na zivné ptidé (Sandys-Winsch et al.
1993). McQuilken a Whipps (1995) prokazali, ze houba C. minitans je schopna ptezivat
v pudé vice nez 1 rok po jeji aplikaci. McQuilken et al. (1995) zaznamenali, Ze houba C.
minitans je schopna pfezivat v pudé infestované vysokym poctem sklerocii houby S.
sclerotiorum po dobu vice nez dvou let. Infikovana sklerocia slouzi jako rezervoar pro
ptezivani houby C. minitans v pidé (Bennett et al. 2006) a zaroven infikované sklerocium
sehrava dulezitou ochrannou ulohu v dlouhodobém pfezivani mykoparazita v padé (Tribe
1957). Vitalni pyknospory se do pudy uvoliuji z degradovanych sklerocii a pomoci

sekundarnich kolonizatorti mohou byt roznasena do okoli (Jones, Stewart 2000). Houba se
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vV pud¢ muze Sifit i rastem mycelia. Bennett et al. (2006) zdriraziuji schopnost C. minitans
ptrezivat v pidé bez hostitele tj. sklerocia, nicméné toto tvrzeni neni stale potvrzeno. Stale
neni objasnéno zda pyknospory piezivaji v pudé jednotlivé nebo v pyknidach popiipadé na
povrchu organického materidlu (Whipps et al. 1991). Williams (1996) uvadi, ze houba neni
schopna rast v neobdélané piade a ziskdvat ziviny z organického substratu v pude, ¢imz je
tento druh klasifikovan jako obligatni mykoparazit (Yang et al. 2010). Teplota hraje velmi
dilezitou roli v piezivani houby C. minitans (Yang et al. 2010). Houba C. minitans je schopna
prezivat v pudé béhem zimy, kdy teplota pidy klesa daleko pod 0°C (Huang, Erickson 2002).
V laboratornich podminkach je zivotnost houby C. minitans kultivované na pfirozeném
substratu delsi v 5 a 15°C nez ve 30°C (McQuilken, Whipps 1995). V suchych podminkach
vétsina konidii C. minitans vylouéenych z pyknidy na povrchu sklerocia ztraci zivotnost po
10 mésicich (Bennett et al. 2006).

Houba C. minitans byla zjisténa v asociaci sklerocii fytopatogenni houby S.
sclerotiorum formovanych na rostliné nebo uvniti rostliny a zaroven produkovala houba C.
minitans pyknidy na kotenech slunec¢nice, které byly napadeny S. sclerotiorum. Na rostlinach
bylo prokazano i to, Ze houba C. minitans neparazitovala jen sklerocia, ale byla zjisténa i
tvorba pyknid pfimo na mycelium patogena. Diky této parazitaci dochazi k redukci tvorby
sklerocii na nemocnych rostlinach a zaroven Gc¢innost C. minitans spociva i v supresi tvorby
apresorii ze sklerocii (Yang et al. 2010; Huang 1977). Yang et al. (2009) uvadi, Ze nejnizsi
koncentrace pyknospor pro efektivni supresi karpogenického kliceni S. sclerotiorum je 1x10°
V jednom gramu pudy. Houba C. minitans nevyvolava po aplikaci suspenze na zdravé rostliny
zadné ptiznaky onemocnéni (Turner, Tribe 1976) a dokonce nebyl zaznamenan rtist houby na
fizcich rostlin (Gerlagh et al. 1996). Houba C. minitans byla Gspé$né pouzita pro regulaci
zivotnosti sklerocii S. sclerotiorum v ochrané hlavkového salatu, celeru, slunecnice i fepky
olejky (Luth 2001). Konidie C. minitans aplikované na nadzemni Casti rostlin fepky olejky
zabranily vzniku infekce askosporami S. sclerotiorum tim, Ze na okvétnich placich
mykoparazit omezil rast mycelia patogena. Kdyz je na oSetiené listy houbou C. minitans
naneseno mycelium S. sclerotiorum, nedochazi k Giplnému zabranéni infekce listd hostitelské

rostliny, ale dochézi k redukci poctu sklerocii na ni (Li et al. 2006).
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2.7. Houby rodu Trichoderma

Houby rodu Trichoderma jsou vlaknité houby bézné se vyskytujicich v pidé polnich i
lesnich ekosystémul. Ve fyloplanu se nachazi v tlejicim dieveé. Nejcastéji se nachazi v piidach
mirného a tropického pasma. Houby rodu Trichoderma jsou antagonistické a mykoparazitické
druhy napadajici Siroké spektrum ptidnich plivodcii onemocnéni rostlin. V prostfedi jsou
schopny konkurovat patogeniim jak osidlovanim ekologické niky, tak i Cerpanim Zzivin
z okoli. Soucasné vyzkumy poukazuji na jejich schopnost kolonizovat piimo povrch kofenové
soustavy, a tim vytvafet avirulentni symbiotické vztahy s rostlinami. Houby rodu
Trichoderma jsou vyznamni saprotrofové. Patii mezi takzvané celulotitické houby, které
dokazi rozkladat celulozu. Jsou dobrymi dekompozitory organické hmoty (sldma, poskliziiové
zbytky). Houby rodu Trichoderma se vyznacuji rychlym ristem mycelia. Po aplikaci snadno
kolonizuji prostfedi. Casto jako prvni kolonizuji sterilni substraty po oSetfeni fumigaci nebo
chemickou dezinfekci. Z tohoto divodu jsou zdatnymi konkurenty o ziviny dalSim
vyskytujicim se houbdm (Harman et al. 2004).

Jako mykoparaziti maji schopnost houby rodu Trichoderma rist smérem k hyfam
fytopatogenich hub a nasledné je oplétat a vlivem enzymatické aktivity rozpoustét jejich
bunécnou sténu. Jako prostfedek k hyfové interferenci vyuzivaji lektiny pfitomné ve svych
bunéénych membranach. Tyto latky bilkovinné povahy obsahuji na svém povrchu vazebna
mista pro urcité sacharidy. Obecné se tyto latky nazyvaji mitogeny (umoziuji aktivaci déleni
bun¢k). Po obsazeni vazebnych mist sacharidy dochdzi u fytopatogena k riznym
morfologickym a fyziologickym reakcim vedoucim k jeho smrti. Tento proces zahrnuje
tvorbu apresorii, které pronikaji houbovymi vldkny do hostitele a vyvolavaji tvorbu chitinazy,
B-1,3 glukanazy, kterd rozruSuje chitinovou sténu hostitelské houby. Ziskavani zivin
Z parazitovaného hostitele dochazi k dalsimu vlastnimu vyvoji hub rodu Trichoderma.
Nekteré kmeny této houby zastavuji rast hostitele 1 tvorbou antibiotik. OvSem nejvétsi zdjem
a celkové studie jsou zaméfeny na druh Trichoderma harzianum a Trichoderma virens.

Nékteré kmeny hub rodu Trichoderma kolonizuji jen omezenou cast kofenového
systému a prezivaji zde po omezenou dobu. Existuji ale kmeny, které kolonizuji cely povrch
kofend po mnoho tydnti nebo mésici. Houby rodu Trichoderma, stejné jako dal$i kofeny
kolonizujici mikroorganismy zlep3uji rist a produktivitu rostliny. Casto ovliviiuji rostliny
vylu€ovanim regula¢niho hormonu, ktery muze zpétn€ zvySovat rychlost rlstu nebo
vyuzitelnost pfijatelnych zivin. Vyzkum i praxe ukazuji zlepSeny vyvoj kotfenového systému

rostliny. Tento efekt trva po cely zivot rostliny a miize byt vyvolan jiz velmi malym
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mnozstvim houby aplikované na osivo. Primérné zvySeni vynosu v béznych agronomickych
postupech je piiblizné 5%. ZvySeny vynos se stava markantni hlavné v nepiiznivych ¢i
stresujicich podminkach. Lokélni nebo systémova rezistence u rostlin se objevuje jako
odpovéd’ na napadeni patogennimi mikroorganismy, fyzikalni poskozeni zpisobené hmyzem
nebo na ptitomnost hlizkovych bakterii na kofenech. K indukci rezistence u rostlin dochazi
ale také pasobenim hub rodu Trichoderma na kofenech rostlin. Aplikace téchto hub do
kofenového sytému rostliny vede ke vzniku asociace kofen-mikroorganismus piisobici
podstatné zmeény v celé rostlin€ a jejim metabolismu. Tyto zmény pak vedou ke zlep$eni ristu
kotent, dostupnosti a vyuziti zivin, zvySeni rezistence vuc¢i abiotickym stresim a vuci

patogenim (Nesrsta 2005; Kolombet et al. 2001; Okrouhla 1993).

2.8.  Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Fytopatogenni houba S. sclerotiorum (Ascomycota: Helotiales) je vieckovytrusna
houba, kterd tvoii na zivné pud¢ PDA bilé, nékdy svétle Sedé mycelium, které je ptrisedlé a
vyrovnané, nékdy je vice chomackovité. Sklerocia se vyvijeji na povrchu mycelia, hlavné na
okrajich Pepiho misky v mistech, kde mycelium naraZi na okraje a hromadi se tam. Sklerocia
jsou cCerna, kulovitd n€kdy podlouhld az nepravidelna. V priméru vyvoje jsou sklerocia
variabilni, nékdy mohou dosahovat délky az 1 cm. Povrch sklerocia je hladky nebo je
kraterovity. Bunky na S$pi¢ce primarnich hyf po dosaZeni okraje Petriho misky jsou
tenkosténné s hustym granularnim obsahem, obvykle 9-14 (-18) um Siroké a dlouhé 300 um,
obvykle s jednou postranni nebo vice vétvemi. Buiky pfed Spickou jsou kratsi, 30-250 um.
Bunky sekundarnich a dalSich vétvi jsou uZ§i nez vétve vyristajici z primarni hyfy.
Sklerocium se zacind vyvijet opakovanym vétvenim vzduSnych primarnich hyf, které
navzajem splyvaji. Zralé¢ sklerocium ma zfeteln¢ diferenciovanou pokozkou s rovnomérné

ztloustlou siln€ pigmentovou sténou.
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Pod pokozkou je tenkd vrstva kiry slozend z2-3 vrstev stejné¢ dimetrickych
tenkosténnych bunék. Drfen sklerocia je tvofena propletenymi hyfami pfiblizné stejného
primé&ru jako jsou primarni hyfy. Bunky kiiry a dfen¢ maji granulézni obsah zatimco bunky
pokozky ne. Na hostiteli se tvofi bilé mycelium, které se rozrista po povrchu a vétvi se
intercelularné 1 intracelularné. Sklerocia se vyvijeji na povrchu vné i uvnitf hostitele.
Sklerocia se tvofi ve velké mife, az kdyz dojde k usmrceni hostitelské rostliny. Po dozrani
jsou sklerocia v dormantnim stavu. Z tohoto diivodu neni mozné zaznamenat tvorbu apotecii

ve spojitosti s nemocnou rostlinou (Anonym X - Mycobank).

Charakterisitika patogena

S. sclerotiorum je polyfagni patogen a napada vsechny druhy rostlin s vyjimkou rostlin
celedi Poaceae. K vyznamnym hostitelskym rostlindm patii fepka, slunecnice, hoicice, mak,
hrach, luskoviny, zelenina (pfedev$im brukvovit4 a listova zelenina) a rizné druhy plevela.

Pii silném napadeni muze dojit k redukci vynosu az o 40-60%. Vzhledem k nedodrzovani

15



osevnich postupt a rozsifovani ploch péstovani fepky ozimé se zvysuje riziko této houby jako
puvodce ekonomicky vyznamného onemocnéni (Kazda et al. 2010; Rod et al. 2005; Purdy
1979). Na jetelovinach vyvolava podobné pifiznaky Sclerotinia trofolium. Celkové je patogen
schopen pfezivat v pudé vice nez 5 let. Zdrojem infekce jsou sklerocia v pudé, Spatné
zapravené infikované poskliziiové zbytky a zdrojem infekce mulze byt i osivo s piimési
sklerocii (Vasak et al. 1997).

Ze sklerocia se regeneruje mycelium, které mtize nasledn¢ infikovat zdravé rostliny.
Na jafe nebo v ¢asném Iét¢ se zacnou na sklerociich tvofit plodnice apotecia (tzv.
karpogenické kliceni), ktera jsou velkd od 5 do 15 mm. V apoteciich jsou ulozena viecka
s askosporami. Po dozrani jsou askospory vymr$tény z apotecia do vzduchu v periodé od
dvou do tii tydnd. Askospory jsou rozndSeny vétrem. V ptipadé, Ze askospory dopadnou na
Zivny substrat, u fepky opadané okvétni listky, askospory zac¢nou kli¢it a dojde k infekci
rostliny. VétSina druhti hub rodu Sclerotinia zptsobuji infekci tvorbou mycelia ze sklerocii.
Regenerované mycelium napada stonky mladych rostlin. U S. sclerotiorum je vsak infekce
primérné iniciovana askosporami a je hlavnim zdrojem infekce (Boland a Hall, 1994; Korf

and Dumont,1972).

Ptiznaky napadeni houbou u fepky

Prvni pfiznaky se objevuji v obdobi kveteni a tésn€ po odkvétu rostlin fepky. U fepky
jsou prvni zndmkou infekce napadeni protdhlé, vodnaté skvrny na hlavnim stonku, které
rychle Sednou, Casto mivaji stfibfity nadech a dochazi k trhani pokozky rostliny. V misté
napadeni je Casto uvnitf stonku a vétvi bilé vatovité mycelium, ve kterém se néasledné tvofi
sklerocia. Rozvoj choroby zavisi na vnéjsich podminkach, zejména na vlhkosti a teploté.
Siln€ napadené stonky se ldmou. Pokud jsou napadeny SeSule, Zloutnou a zasychaji. Patogen
S. sclerotiorum zptisobuje nouzové dozravani fepky. Rovnéz i do vnitiku Sesuli mize prorust
mycelium a tvofit uvnitf sklerocia. V§eobecnym primarnim znakem napadeni je zméknuti a
zvodnaténi pletiva, ndsledné portistani myceliem houby a hniloba napadenych ¢asti vedouci
k odumfeni celé rostliny. Pozor musi byt dan i pfi pouzivani fungicidnich pftipravka, které
sice mohou zabranit infekci askosporami, av§ak vzhledem k obtiZnosti pfi proniknuti postiiku
krytem rostlin, se mize choroba opét projevit. Na konci vegetace jsou vytvoiena sklerocia
uvniti nebo na povrchu infikovanych rostlin. Pti sklizni se sklerocia z napadenych rostlin
uvoliuji a dopadaji na zem. Dulezité je dikladné zapraveni posklizitovych zbytki do ptdy,
aby byla sklerocia zapravena do hloubky, kde mohou byt diky mikrobidlni aktivit¢ pudy
degradovana (Kazda et al. 2010; Rod et al. 2005; Boland, 1997).
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Pro péstovani rostlin ve sklenicich je dulezité pouzit propafenou zeminu, kdy
propafenim dochézi k usmrceni sklerocii resp. mycelia vSech plidnich patogenti. Citlivé druhy
plodin by se nemély péstovat na pfemokiené pude. V piipadé péstovani je dulezita i regulace
pleveld ve sklenicich. Zivotaschopna sklerocia prezivaji v zemi po dobu i vice nez 5 let, proto
musime pocitat, ze kazda rostlina mize byt patogenem napadena. Po zjisténi infekce by se na
poli nemély péstovat citlivé plodiny. Spravnou ochranou se dd chorobam zplsobenych

houbami rodu Sclerotinia predejit.

2.9. Biopreparaty na bazi mykoparazitickych hub registrovanych v CR

Contans® WG

Biopreparat Contans® WG je postiikovy fungicidni biopreparat ve formé
dispergovatelného granulatu k ochrané fepky olejky, hoicice bilé, slunecnice, zeleniny,
okrasnych rostlin, tabaku, luskovin, aromatickych a 1é¢ivych rostlin a ¢ekanky proti hlizecce

obecné (Sclerotinia sclerotiorum) a hlizence mensi (Sclerotinia minor).
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Utinny mikroorganismus je mykoparaziticka houba Coniothyrium minitans. Ve 100g
biopreparatu je inkorporovan kmen CON/M/91-08, kdy v jednom kg piipravku je
deklarovéano 1 x 10° spor CFU.g'l piipravku.

Spory houby Conithyrium minitans po aplikaci a zapraveni v pud¢ infikuji a parazituji
na piitomnych sklerociich hub Sclerotinia spp. a pomérné rychle je rozkladaji. K parazitaci
dochazi ve vrchni provzdusnéné vrstvé pidy cca do 10 cm pfi teplotach od 1°C. Pfi zamrznuti
pudy C. minitans pozastavuje svij rust, ale nedochazi k odumieni. Po zvySeni teploty za¢ina
houba opét parazitovat sklerocia, a proto je mozné pouziti ptipravku jak na podzim, tak i v
jarnich mésicich. Podminkou ucinnosti pfipravku je jeho promiseni s piidou a zapraveni do
hloubky cca 5-10 cm bezprostfedné po aplikaci. Podrobnéjsi informace jsou uvedeny

v etiketé, kterd je soucasti bakalaiské prace k ¢asti Ptilohy.

Supresivit®

Biologicky fungicidni ptipravek ve formé lehce dispergovatelného pra.ku, k aplikaci
zapravenim nebo zalivkou vysevnich, mno.arenskych i péstebnich substratii pred vysevem
nebo na pocatku vegetace a k motfeni a inkrustaci osiva proti komplexu pidnich patogenii
zpusobujicich padani a choroby mladych rostlin.

Utinny mikroorganismus je mykoparaziticka houba Trichoderma harzianum. Vzdugné
konidie patentovaného kmene houby Trichoderma harzianum Rifai aggr. (Patent ¢.: 281537)
jsou inkorporovany v inertnim plnidle. Biopreparat obsahuje minimalné 1,4 x 10% spor.g”, a
vyrobce uvadi, ze kli¢ivost spor musi byt minimalné 70 %.

Konidie mykoprazitické houby Trichoderma harzianum obsazené v pftipravku za
vhodnych podminek v piidé vykli¢i a rostouci mycelium kolonizuje povrch kofent rostliny.
Myecelium zUstavé aktivni na kofenovém systému rostliny po celou dobu vegetace. Svou
schopnosti aktivni parazitace fytopatogenii zabraiuje jejich rozvoji, do¢asné vaze nadbyte¢né
rozpustné Ziviny z pudy a stimuluje riist rostliny. Vysledkem tohoto komplexniho piisobeni je
zdrava rostlina odolna vuci stresim. Vybrany kmen neovliviluje rozvoj symbiotickych
bakterii a mykorrhiznich hub. Podrobné&jsi informace jsou uvedeny v etiketé, ktera je soucasti

bakalarské prace k ¢asti Ptilohy.
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3. Material a metodika
3.1. Mykoparaziticka houba Coniothyrium minitans
Kmen z biopreparatu Contans® WG

V pokusech byl vyhradné pouzivan kmen CON/M/91-08, ktery je registrovan jako
i¢inna slozka komeréniho biopreparatu Contans® WG (10% biomasy pyknospor C. minitans;
1 x 10° CFU.g"* pripravku a 90% inertnich piisad). Biopreparat obsahuje 1 x 10™ vitalnich
spor v1 kg Piipravek je vyrdbén némeckou firmou PROPHYTA BIOLOGISHER
PFLANZENSCHUTZ GMBH. Mate¢na kultura kmene CON/M/91-08 (dale jen Con) byla ziskana

reizolaci kmene z biopreparatu dodaného firmou Agrovita, spol. s r.o..

Dalsi kmeny C.minitans pouzité v pokusech

F-540 Kmen CCM F-540 ziskany z ¢eské sbirky [
mikroorganismti (CCM) LM L

HoLANDSKO  Kmen CBS 111750 ziskany z holandské - —— —
ziskany z holandske — ——

CBS 111750

sbirky Centraalbureau voor Schimmel-

cultures (CBS)

PENCIN Kmen odizolovany z piidy pomoci metody
prekolonizace  (Precolonization  plate
technice) za vyuziti fytopatogenni houby

S. sclerotiorum

1A-3B Kmeny odizolované zkofenli mrkve
ziskanych  z obchodni  sféry, izolace
kmenti pomoci prekolonizace
(Precolonization plate technice) za vyuziti

fytopatogenni houby S. sclerotiorum

Precolonization plate technice — metoda zaloZzena na principu parazitace mycelia

hostitele, tj. S. sclerotiorum, kdy se analyzovany vzorek pudy nanese na povrch mycelia S.
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sclerotiorum. Pokud je vzorek pidy pozitivni na vyskyt mykoparazitické houby C. minitans,
po 14 dnech dojde Kk vizualni parazitaci mycelia hostitele. Obdobny pokus je realizovan na
kofeni mrkve, kdy se mrkev naockuje fytopatogenni houbou S. sclerotiorum, pokud je
mykoparaziticka houba C. minitans pifitomna na zbytcich pady uchycenych na kotfenech
mrkve, dojde k parazitaci mycelia hostitele. Kmeny se odizoluji a po preCisténi se kmeny

ulozi do sbirky.
3.2. Fytopatogenni houba Sclerotinia sclerotiorum

V pokusech byl pouzit kmen fytopatogenni houby S. sclerotiorum, ktery byl odizolovan
z infikovanych rostlin fepky ozimé na poli v lokalit¢ Lomnice nad LuZznici. Ziskana sklerocia
se povrchové sterilovala a polozila na povrch zarizovaného 2% vodniho agaru. Po oZiveni
sklerocia bylo mycelium patogena ptevedeno pomoci klicky na zivnou pidu PDA. Ziskany
izolat S. sclerotiorum byl nasledné udrzovan pienosem mycelia vZzdy na erstvou Zivnou piadu

PDA. Kmen tvoii sklerocia na okrajich Petriho misky.

3.3. Standardni umé¢lé zivné pudy

Zkratka  Uplny nazev zivné pady Slozeni zivné pudy (g .17 litru vody)

PDA Potato Dextrose Agar bramborova infuse 200 g; dextroza 20 g;
agar 15 g

SDA Sabouraud Dextrose Agar dextr6za 40 g; pepton 10 g; agar 15 g

SLA Agar se sladinkovym sladinovy extrakt

extraktem

YMA Yeast Extract Agar kvasni¢ny extrakt 3g; sladinkovy extrakt
3g; pepton 5g; dextroza 10g; agar 20g

CMA Corn Meal Agar obilnd infuse 50 g; agar 15 g

V8J V 8 Juice Agar V 8 juice 8,3 @; L-asparagin 10 g;

kvasni¢ny extrakt 2 g; CaCO; 2 g;
glukoza 2 g; agar 20 g

TSA Tryptic Soy Agar trypticky hydrolyzat kaseinu 15 g;
sojovy pepton 5 g; NaCL 5 g; agar 15 g
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3.4. Kultivace matecnych kultur

Kmeny mykoparazitické houby C. minitans byly kultivovany na povrchu agarizované
zivné pudy PDA (Potato Dextrose Agar) formou separacnich Car. Masa pyknospor byla
pienesena roztérem (3 Cary na 1 misce) na plotnu PDA pomoci sterilni inokula¢ni klicky. S.
sclerotiorum byla na stied agarovych ploten inokulovana pfenosem vyfezu agarového bloc¢ku
o priméru 10 mm z mate¢né kultury. Kultivace kmentt C. minitans a S. sclerotiorum
probihaly za stejnych podminek (20+£1°C, fotoperioda 0/24). Fytopatogenni houba S.
sclerotiorum byla inkubovana pouze po dobu 4-5 dni, zatimco mykoaraziticka houba C.
minitans byla inkubovana po dobu 10 — 14 dni. PIné porostla kultura S. sclerotiorum byla
nasledné pouzita pro parové pokusy. Z kultury byly korkovrtem o priméru 10 mm vytiznuty

blocky, které se nasledné¢ pienasely na experimentalni PDA plotny.

3.5. Ptiprava pyknosporovych suspenzi

Pyknosporové suspenze mykoparazitické houby C. minitans byly ziskavany smytim
plné& vysportované kultury sterilnim roztokem 0,05% Tween® 80. Ziskana suspenze kazdého
kmene byla filtrovdna pies sterilni gdzu a v suspenzi byla pomoci pocitaci komirky
(Neubauer Improved Chameber, Fisher) stanovena koncentrace pyknospor. Pro pokusy byla
zékladni suspenze pyknospor nasledné adjustovana fedénim (sterilni 0,05% Tween® 80) na
titr 1,00 x 10° v 1 ml. Kone¢na koncentrace spor v adjustovanych suspenzich byla op&tovnd

ovétovana odpoctem partikuli pomoci pocitaci komtirky.

3.6. ,,In vitro* laboratorni testy
Radidlni rist

Radialni rast stfedovych kultur slouzi k parametrickému hodnoceni. Na umélych
zivnych pudach, kde jsou rovnomérné rozlozeny Ziviny, vytvaii mykoparazitickd houba C.
minitans pravidelné kruhovité kultury. Cilem testu bylo vedle morfologickych rozdili u
jednotlivych kmend zaznamenat 1 velikosti sttedovych kultur kultivovanych po dobu 14 dnt
na standardni Zivné pud¢ pfi teploté 20+1°C. Rozmér kultury byl stanoven méfenim dvou na
sebe kolmych primérl, znichz byla spocitana celkova plocha kultury. Plocha kultury
nasledné slouZzila pro pfepocet mnozstvi pyknospor vyprodukovanych na mm? pii hodnoceni

produkce.
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Produkce spor na umélé zivné ptidé

Pro porovnani produkce pyknospor byly vyuzity standardni umélé zivné pudy (PDA,
SDA, CMA, SLA, V8], TSA, YMA), kter¢ se li§i pomérem jednotlivych Zivin potiebnych pro
rust houby. Slozeni pudy ma vyrazny vliv na velikost, vzhled a vytéznost spor ze stiedové
kultury. Mnozstvi spor bylo zjistovano po dikladné homogenizaci sttedové kultury v roztoku
smacedla. Po homogenizaci byla ziskana suspenze spor, jejiz koncentrace se stanovila pomoci
Neubauerovy pocitaci komirky. V komurce byla spocitana koncentrace pyknospor v 1 ml
suspenze, kterd byla nasledné¢ pfepocitana na cely obsah ziskaného homogenizatu. Po
stanoveni vytéZnosti pyknospor zcelé¢ kultury byla produkce pfepoctena na mnoZzstvi

pyknospor na 1mm? plochy.

3.7. Interakéni ,, in vitro “ testy na agarovych plotnach

Interakéni test na PDA plotnach byl pouzit ve studii zaméfené na ovéfovani
supresivnich schopnosti C. minitans vuéi S. sclerotiorum. Model kurativni aplikace byl
simulovan parovym testem, pii kterém byla pyknosporova suspenze jednotlivych kmena C.
minitans aplikovana ve formé kapky pomoci laboratorni kli¢ky (10 pul) na okraj Petriho misky
s predstihem 3 dnt pfed umisténim patogena S. sclerotiorum. Po 3 dnech byl na protilehly
okraj Petriho misky inokulavané kmenem C. minitans umistén blo¢ek houby S. sclerotiorum
(primér 10 mm) vyfiznuty z 5 denni kultury. Kontrolni verzi pro oba modely pfedstavovala
varianta, ve které byl jak patogen, tak jednotlivé kmeny C. minitans inokulovany zvlast' na
okraj Petriho misky. Petrtho misky byly vloZeny v plastikovych saccich do termostatu
(20+1°C) a inkubovany. Hodnoceni interakci bylo provedeno 7. den po dodani patogena S.
sclerotiorum na PDA pomoci fotodokumentace resp. 10 den od inokulace pyknosporové
suspenze kmend C. minitans. V kazdé varianté byla spocitana vytvofena sklerocia, ktera byla

nasledné zvazena. Dale byla stanovena i vytéznost pyknospor houby C. minitans.

3.8. Statistika

Primér dat radialniho ristu, produkce pyknospor, poctu sklerocii je zahrnut
v tabulkach jako primér+SEM. Pro nasledné statistické hodnoceni byl pouZit program
Statistica™ version 8 (StatSoft Czech Republic s.r.0.). Zakladem pro vyhodnoceni dat byla
jednofaktorova analyza rozptylu (,,Analysis of Variance“, ANOVA). Prikaznost diferenci
mezi jednotlivymi hodnotami riznych trovni byla testovana prostfednictvim ,,Post-hoc

comparasion (Tukey HSD test, p<0,05)
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1.  Experimentalni ¢ast a vysledky

Pokus 1: Vliv Zivné piidy na ristové a produkéni parametry mykoparazitické houby C.

minitans kmene Con ziskaného izolaci z komer¢niho biopreparatu Contans WG

Postup:

e Suspense pyknospor adjustovana na titr 1 x 10°v 1 ml

e Naneseni suspense pyknospor pomoci sterilni laboratorni klicky na stfed Petriho misky
vybranych zivnych ptd

e Inkubace kmene v termostatu 20+£1°C

e Méieni radialniho ristu a stanoveni produkce pyknospor po 14 dnech

Tabulka 1. Porovnani radialniho ristu a produkce pyknospor C. minitans kmen z biopreparatu

Contans pii kultivaci na umélych zivnych ptudach

parametr kultury produkce spor
zivna pida

pramér (mm) plocha (mm?) 1 kultura mm*
CMA 41,81+0,25 bc 1372,93 1,53+0,04E+08 e 1,12E+05
PDA 44,50+0,27 a 1555,28 2,63+0,16E+08 d 1,69E+05
SDA 42,63+0,68 ab 1427,32 1,31£0,15E+08 e 9,20E+04
SLA 41,254+0,42 bc 1336,40 7,31+0,13E+08 a 5,47E+05
VaJ 42,00+0,95 bc 1385,44 3,56+0,16E+08 ¢ 2,57E+05
TSA 29,25+0,27 d 671,96 3,25+0,23E+07 f 4,84E+04
YMA 39,75+0,47 c 1240,98 5,25+0,14E+08 b 4,23E+05

*a, b, c... pruméry ve sloupci se stejnym znaménkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA

metoda a=0,05; Tukey HSD test)
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Zhodnoceni pokusu:

Po 14 dnech byla hodnocena produkce pyknospor mykoparazitické houby C. minitans
kmene Con na vybranych standardnich zivnych pudach. Uméla zivna puda méla vyrazny vliv
nejen na radialni rast kultury C. minitans kmene Con (F=89,60; df=6;105; p<0,0000), ale i na
produkci pyknospor houby (F=378,75; df=6;63; p<0,0000). Rychlejsi rast prokazal kmen Con
na umélé zivné pud¢ PDA (prumér kultury 44,50 mm) a nejpomalejsi riist byl zaznamenan na
zivné pudé TSA (29,25 mm). Na zivnych ptidich CMA, SDA, SLA a V8] byl rust kmene
vyrovnangj$i. Primeér kultury kmene dosahoval na téchto zivnych pidach od 41,25 do 42,63
mm. Nejvetsi mnozstvi pyknospor na jednu kulturu bylo vyprodukovano na umélé zivné pade
SLA (7,31 x 10°%) a YMA (5,25 x 10%). Nejnizsi produkce pyknospor byla zaznamenéna opét
na TSA, kde houba C. minitans vyprodukovala pouze 3,25 x 10" pyknospor z jedné kultury.

Graf 1. Radialni rast C. minitans kmen Con z biopreparatu Contans® na umé&lych Zivnych

pudach
Soucasny efekt: F(6, 1069,7)=957,72, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Tabulka 2. Statistickd analyza studie radidlniho rGstu a produkce pyknospor kmene

izolovaného z biopreparatu Contans na vybranych umélych zivnych ptidach

pramér kultury (mm) produkce spor na 1 kulturu

MS df F MS df F
intercept 180723,2 1 40102,37*** 1 6,864613E+18 4315,192***
zivnd pida  403,8 6 89,60*** 6 6,025074E+17 378,745*%**
chyba 4,5 105 63 1,590801E+15

Pozn.: hladina vyznamnosti a: *=0,05;**=0,01;***=0,001

Graf 2. Produkce pyknospor C. minitans kmen Con na umélych zivnych pudach

Soucasny efekt: F(6, 63)=378,74, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Pokus 2.: Vliv pFrirozeného substratu na produkci pyknospor mykoparazitické houby C.

minitans kmene Con ziskaného izolaci z komer¢niho biopreparatu Contans WG

Postup:

e Suspense pyknospor adjustovana na titr 1 x 10°v 1 ml

e 25g sterilnich je¢nych krup

e Inokulace sterilnich krup adjustovanou suspenzi pyknospor

e dtkladné protfepani inokulovanych krup
e Inkubace kmene v termostatu 25+1°C

e Stanoveni produkce pyknospor po 14 dnech

Tabulka 3. Produkce pyknospor C. minitans na vybranych piirozenych substratech (kmen

Con, inkubace 14 dni)

Substrat Produkce sporz1g

kroupy 7,70+£0,260E+07 a
proso 9,254+0,134E+05 c
ryze 2,57+0,015E+07 b
vlocky 7,71£0,318E+07 a
fepka 3,02+0,039E+06 c

*a, b, c... pruméry ve sloupci se stejnym znaménkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA

metoda 0=0,05; Tukey HSD test)
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Graf 3. Produkce pyknospor C. minitans kmen Contans® na vybranych piirozenych

substratech
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Soucasny efekt: F(4, 45)=427,50, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Tabulka 4. Statisticka analyza studie produkce pyknospor na vybranych pfirozenych

substratech

Produkce pyknospor

df MS F
Intercept 1 6,751220E+16 1993,849***
substrat 4 1,447522E+16 427,499***
chyba 45 3,386024E+13

Pozn.: hladina vyznamnosti a: *=0,05;**=0,01;***=0,001

Zhodnoceni pokusu:

Po 10 dnech byla hodnocena produkce pyknospor mykoparazitické houby C. minitans
kmene Con na rtznych pfirozenych substratech. Ze studie je patrné, ze druh pfirozeného

substratu mél vliv na mnozstvi vyprodukovanych pyknospor C. minitans (F=427,50; df=4,45;
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p<0,0000). Nejvetsi mnozstvi pyknospor bylo vyprodukovano na ovesnych vlockach (7,71 x

v

houba C. minitans vyprodukovala pouze 9,25 x 10° pyknospor.

Pokus 3.: Polyfaktorialni charakteristika vybranych kmeni mykoparazitické houby C.

minitans
Postup:

e Suspense pyknospor adjustovana na titr 1 x 10°v 1 ml

e Naneseni suspense pyknospor pomoci sterilni laboratorni klicky na okraj Petriho
misky s zivnou piidou PDA

e Vytiznuty blocek fytopatogenni houby S. sclerotiorum je umistén na protilehly okraj
Petriho misky s zivnou ptidou PDA tii dny po inokulaci petriho misky suspenzi
pyknospor C. minitans

e Mg¢teni radidlniho rtstu kultury C. minitans v interakci s houbou S. sclerotiorum a
produkce pyknospor a sklerocii prob¢hlo po 10 den od umisténi blocku fytopatogenni

houby na zivnou plidu PDA

Tabulka 5. Porovnani radialniho rtstu, produkce pyknospor a G¢innosti kment C. minitans na
produkci sklerocii fytopatogenni houby S. sclerotiorum (10 dni po dodéni S. sclerotiorum na
PDA)

kmen parametr kultury prumérna produkce

C. minitans pramér (mm) plocha (mm?)  spor na 1 kulturu sklerocii

S. sclerotiorum 90,00 6361,72 - - 24,50+0,50
Contans 217,75 604,81 2,40+0,100E+08 c 15,00+1,00
1A 30,25 718,69 2,41+0,488E+08 cC 12,50+0,50
1B 34,25 921,32 5,16+0,863E+08 a 15,50+0,50
2A 29,00 660,52 3,88+0,025E+08 abc 12,00+1,00
2B 30,75 742,64 3,35+0,600E+08 abc 15,50+1,50
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3A 29,50

3B 29,50
Péncin 29,00
F-540 36,00
Holandsko 43,00

683,49
683,49
660,52
1017,88

1452,20

4,85+0,400E+08 ab
2,70+0,525E+08 bc
4,04+0,088E+08 abc

5,03+0,175E+08 ab

12,00+2,00
8,50+0,50
13,50+0,50

13,00+0,00

3,65+0,250E+08 abc 9,50+0,50

*a, b, c... priméry ve sloupci se stejnym znaménkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA

metoda 0=0,05; Tukey HSD test)

Tabulka 6. Statisticka analyza studie radialniho rdstu, produkce pyknospor C. minitans a

jejich t¢innosti na fytopatogenni houbu S. sclerotiorum

produkce spor na 1 kulturu

produkce sklerocii

MS df F MS df F
intercept 1 2,806878E+18 743,1132*** 1 4173,136 2354,077***
Zivnapuda 9 2,180628E+16 5,7732** 10 35,436 19,990***
chyba 10 3,777188E+15 11 1,773

Pozn.: hladina vyznamnosti o: *=0,05;**=0,01;***=0,001

Graf 4. Produkce pyknospor jednotlivych kment C. minitans na umélé zivné pudé PDA
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Soucasny efekt: F(9, 10)=5,7732, p=,00566
Dekompozce efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Zhodnoceni pokusu:

Po 10 dnech od dodéani blocku S. sclerotinia na PDA byla hodnocena produkce
pyknospor, radialni rist a superese tvorby sklerocii pomoci mykoparazitické houby C.
minitans vybranych kment. Ze studie je patrné, Ze byl zaznaenan statisticky prukazny rozdil v
produkci pyknospor jednotlivych kment houby C. minitans (F=5,7732; df=9,10; p=0,0056) a
zaroven bylo prokdzano, Ze jednotlivé kmeny vykazovaly rozdilné supresivni ucinky na

tvorbu sklerocii fytopatogenni houby S. sclerotiorum (F=19,990; df=10,11; p>0,0000).

Nejvétsi supresi tvorby sklerocii vykazoval kmen 3B izolovany z mrkve a kmen Holandsko
ziskany ze sbirky CBS, Holandsko. Kmen 3B snizil tvorbu sklerocii o 16 kusii a kmen
Holandsko o 15 kust v porovnani s kontrolni variantou, kde fytopatogenni houba S.

sclerotiorum vytvortila 24,5 sklerocii na 1 Petriho misku.
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Graf 5. Produkce sklerocii fytopatogenni houby S. sclerotiorum v interakei s jednotlivymi
kmeny C. minitans na umé¢lé zivné pudé PDA
Sougasny efekt: F(10, 11)=19,990, p=,00001

Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Pokus 4: Hodnoceni produkce pyknospor mykoparazitické houby C. minitans kmene
Péncin na vybranych prirozenych substratech

Postup:

e Suspense pyknospor adjustovana na titr 1 x 10°v 1 ml

e 25g sterilnich je¢nych krup

¢ Inokulace sterilnich krup adjustovanou suspenzi pyknospor

¢ Inkubace krup 24 hodin

e Pieneseni propaguli (5x5) na sterilni 2% vodni agar v Petriho misce

e Inkubace propagulé v termostatu 25+1°C

e Stanoveni produkce pyknospor po 14 dnech a stanoveni produkce na 1 propaguli

Tabulka 7. Porovnani produkce pyknospor C. minitans kmen Péncin pii kultivaci na

vybranych pfirozenych substratech
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Substrat Produkce spor na 1 partikuli
kroupy 1,49+0,029E+09
vlocky 1,44+0,049E+09
ryze 3,44+0,047E+09
kukufice 2,44+0,032E+09
proso 5,42+0,128E+08

Spaldové korneto

pSeni¢ny bulgur

1,28+0,058E+09

8,00+0,333E+08

pSenice 3,81+0,146E+07
oves 9,25+0,125E+07
je¢men 5,50+0,182E+06
triticale 1,24+0,024E+08
Zito 3,38+0,138E+07
fepka 8,50+0,191E+08

*a, b, c... pruméry ve sloupci se stejnym znaménkem nejsou statisticky rozdilné (ANOVA

metoda a=0,05; Tukey HSD test)

Tabulka 8. Statisticka analyza studie produkce pyknospor na kompletni sad¢ pfirozenych

substratech.

Produkce spor z 1 propagule

df MS F
Intercept 1 1,213666E+20 13779,29***
Ptirozeny substrat 12 1,100699E+19 1249,67***
chyba 117 8,807903E+15

Pozn.: hladina vyznamnosti o *=0,05; **=0,01;***=0,001

Graf 6. Porovnani produkce pyknospor mykoparazitické houby C. minitans kmen Pénéin pii

kultivaci na vybranych pfirozenych substratech
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Soucasny efekt: F(12, 117)=1249,7, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Zhodnoceni pokusu:

VSechny substraty byly testovany pomoci standardniho postupu, pii kterém byl
sledovan pribéh a pravidelnost porlstani povrchu partikuli substratu myceliem houby a na
zaveér pokusu (po 14 dnech) byla stanovena primérna vytéznost pyknospor z 1 propagule.
Tato verze povrchové kultivace predstavuje optimalni kultivaci — cely povrch kazdé partikule
muze obristat a pyknospory jsou produkovany na maximalnim povrchu oddélenych partikuli.
Produkce pyknospor byla dale sledovana i na vét§im sortimentu pfirozenych substrati. V této
studii byl opét zaznamenan statisticky rozdil v mnozstvi vyprodukovanych pyknospor C.
minitans (F=1249,67; df=12;117; p<0,0000). Produkce pyknospor houby C. minitans kmene
Péncin se pohybovala v rozmezi od 5,50 x 10%do 3,44 x 10°. Mezi nejproduktivngjsi substraty
patfila ryZe, kroupy, kukufice, vlocky a semena fepky. Naopak mezi nevhodné substraty pro

kultivaci houby C. minitans kmene Pénéin Ize zatadit obilky obilovin.
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2.  Diskuze a zavéry

Zavadéni biopreparati na bazi vldknitych mikroskopickych hub na trh a jejich
vyuzivani v praktické biologické ochrané, pfedstavuje obecné velmi slozity problém. Na
urovni producentd a registranti biologickych pfipravkli konstruovanych na bazi
entomopatogennich, mykoparazitickych a antagonistickych hub jsou sice feSeny klicové
technologické problémy (napf. produkce biomasy, formulace), nicméné uzivatelé téchto
prosttedkll jsou vystaveni zcela nové situaci v oblasti rozhodovani, zda a za jakych okolnosti
tuto formy ochrany rostlin pouzit. V porovnani s chemickymi ptipravky predstavuji
biologické pfipravky na bazi mikroorganizmti obecné zasadné odlisSny koncept ochrany
rostlin, pficemz za hlavni rys této odlisnosti lze oznacit informaéni podporu, kterou uzivatel
pfipravkli na bdzi mikroorganizmli potiebuje. Dostupnost velkého mnozstvi informaci
tykajicich se mykoparazitické houby C. minitans naznacuje literarni reserSe, ktera predstavuje
pfevaznou cast této bakalaiské prace a byla vypracovana s ohledem na demonstraci
dostupnosti informaci tykajici se i takto specifického tématu.

V porovnani s chemickymi piipravky je v pfipad¢ biopreparati na bazi hub nutné
zvladnout nejen formu aplikace, ale i hloubé&ji porozumét celému interakénimu systému
,patogen — hostitel” a s respektem k tomuto systému konkrétni pfipravek vyuzivat. Vybranym
aspektim interakéniho systému ,,patogen-hostitel” byla vénovéana i tato bakalaiska prace.
Modelovym objektem byla mykoparaziticka houby Coniothyrium minitans, na jejiz bazi jsou
konstruovany a na trh zavadény biopreparaty, které vyznamnym zpiisobem ovliviiuji strategii
ochrany rostlin proti houbam rodu Sclerotinia. V navaznosti na literarni reser$i bylo
zpracovano nékolik experimentalnich okruhd, jejichz vybér byl realizovan s cilem upozornit
na nékteré vyznamné aspekty, které s pouzivanim biopreparatii na bazi hub souviseji. Prvé
dvé studie byly zaméfeny na prezentaci a zdlUraznéni fenoménu, ktery je pii aplikaci
biopreparatil na bazi hub bézn€ opomijen, tj. saprotrofismus. V prvé studii byl sledovan vliv
zivné pudy na rastové a produkéni parametry a ve druhé studii byl sledovan vliv ptirozeného
substratu na produkci pyknospor mykoparazitické houby C. minitans kmene Con ziskaného
izolaci z komeréniho biopreparatu Contans WG. Z vysledki studii je zfejmé, ze
mykoparaziticka houba C. minitans vykazuje obecné¢ velmi Siroky saprotrofni statut se
schopnosti vytvaret mycelialni biomasy a produkovat vitalni pyknospory na rozmanitém

spektru umélych zivnych pid, resp. pfirozenych substrati. Stejné vyznamné je i zjisténi, ze
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rychlost rastu kultur C. minitans se velmi silné ovlivnéna slozenim zivné pudy, coZ je zjevné
napt. pfi porovnani velikosti kultur tvoficich se na PDA nebo SDA a na TSA, kdy rozdil
VvV priumeéru a plose kultur dosahl velmi vyznamnych rozdili. Obdobné bylo prokézano, ze jak
slozeni zivné pudy, tak 1 pivod pfirozen¢ho substratu vyrazné ovliviiuji sporulaci. Ob¢
uvedena zjisténi lze interpretovat nejen jako piiklad klicovych prvkii v oblasti umélé kultivace
a produkce pyknospor houby C. minitans, ale i jako obecny parametr houby v kontextu vyse
zminéné schopnosti realizovat se v prostiedi 1 v neparazitickém cyklu, jako saprotrof.

Nasledujici experimentalni studie jsou zaméfeny na demonstraci nékterych
vyznamnych vlastnosti, které souviseji s funkéni jednotkou mykoparazitickych hub, tj.
s kmeny. Vsechny biopreparaty na bazi mikroskopickych hub jsou konstruovany nejen na
bazi konkrétniho druhy, ale i na bazi konkrétniho kmene, ktery byl vybran diky nékteré
z vlastnosti, ktera takovy kmen upiednostiiuje mezi ostatnimi kmeny téhoz druhu. 1 v piipadé
houby C, minitans lze v ptfirodé pomérné bézné¢ zaznamenat piitomnost lokalnich kmeni
tohoto parazita. Cilem pokusti uvedenych v experimentalni Casti prace bylo demonstrovat
vyznamné odliSnosti, které 1ze pomoci standardnich laboratornich testi detekovat i1 v ptipadé
kment houby C. minitans. V pokusech byly porovnani vyznamné vlastnosti na vybrané sadé
10 kmenti, mezi nimiZ byly jak kmeny ziskané z mykologickych sbirek, tak 1 kmeny ziskané
zZ ptirodnich zdroji. Kmen izolovany z ptipravku Contans byl v této studii pouzit jako kmen
referenéni. Z vysledki je zfejmé, Ze v experimentalni sadé kment C. minitans jsou
zastoupeny kmeny s velmi odlisnymi vlastnostmi. Navic lze i konstatovat, ze kmen vyuzivany
pti vyrobé ptipravku Contans vykazuje v polyfaktorialnim hodnoceni pomérné vysokou
produkéni a rastovou kvalitu, ale ani v jednom z hodnocenych parametrti jej nelze oznacit za
jednoznacné Spickovy. Velmi zajimavé vysledky byly ziskdny pii porovnani wrovné
supresivity jednotlivych kmenti v antagonistickém testu na S. sclerotiorum. Pomoci tohoto
orientacniho biotitu bylo zjiSténo, Ze v sadé¢ kmenli vykazoval kmen z ptipravku Contans de
facto nejmensi u€innost, coz je z hlediska praktického vyuziti pon¢kud piekvapivé.

S ohledem na néktera zjisténi ziskana ve studii polyfaktorialni charakterizace kment
C. minitans byla dopliikové realizovana i produkéni studie tykajici se vybraného nativniho
kmene této houby. Vtomto experimentu byla hodnocena produkce pyknospor
mykoparazitické houby C. minitans kmene Péncin kultivovaného na vybranych piirozenych
substratech. Tento pokus prokazal, Ze 1 piirozené se vyskytujici kmen této houby sice
vykazuje vyznamnou zéavislost na typu nutriéniho zdroje, nicméné je schopen realizovat

kompletni vyvojovy cyklus na Sirokém spektru rostlinnych substratii. Navic bylo prokéazéano,
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ze v parametru produkce pyknospor dosahuje i vyssich hodnot nez kmen, ktery je vyuzivan
pfi produkci preparatu Contans.

Vysledky studii zaméfenych na charakterizaci kmene Con houby C. minitans a jeho
porovnavani s dalsimi kmeny této mykoparazitické houby naznacuji nutnost respektovat
lokélni, ptirozené se vyskytujici kmeny hub, protoze predstavuji kvalitativné velmi

vyznamnou slozku pfirozené supresivity prostiedi.

Vysledky bakalaiské prace 1ze zjednodusené formulovat pomoci zavéri:

V odborné literatuie je dostupnd fada informaci, které jsou z hlediska funkéniho vyuziti
biopreparatli na bazi houby C. minitans klicové a s ohledem na jejich Gi¢innost zcela nezbytné.
Pomoci vybranych literarnich zdrojl je mozné ziskat informace tykajici se vSech vyznamnych
aspektl z oblasti biologie a ekologické valence houby C. minitans.

Laboratorni studie prokazaly Siroky saprotrofni statut vybranych kment houby C. minitans a
schopnost tohoto parazita realizovat kompletni vyvojovy cyklus na Siroké skale definovanych
zivnych piid a pfirozenych substratii

V ramci studie zaméfené na polyfaktoridlni charakterizaci vybranych kment houby C.
minitans bylo prokazano, Ze i mezi piirozené se vyskytujicimi kmeny této houby jsou

zastoupeny kmeny s vysokou produk¢ni a antagonistickou schopnosti.
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