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Souhrn

Fytoparazitickd had’atka patfi mezi vyznamné skiidce a pfitom jejich chemickd ochrana je
z divodu velké toxicity latek velmi omezena. Proto je nasnad¢€, ze by se méla hledat jina

alternativni feSeni.

Cilem této prace bylo in vitro testy vyhodnotit, ktera nematofagni houba vykazuje nejvétsi
nematofagni aktivitu vi¢i had’atkim a vyzkouset jeji nematofagni schopnosti v nadobovych

pokusech.

V in vitro testech byla pozorovana nematofagni aktivita téchto nematofagnich hub
Arthrobotrys oligospora, Pochonia chlamydosporia, Dactylellina lysipaga a Monacrosporium
phymatophagum na modelovém hadatku Caenorhabditis elegans. V téchto testech

prokazovala nejvétsi nematofagni aktivitu Arthrobotrys oligospora.

V nadobovych pokusech se testovala schopnost Arthrobotrys oligospora potlait vyskyt
had’atek rodd Globodera rostochiensis na bramborech, Ditylenchus dipsaci na ¢ekance a
Meloidogyne hapla na mrkvi. Jednotlivé rostliny byly uméle inokulovany. Jednotlivé varianty
lisici se v koncentraci houby v suspenzi, kterou byly oSetieny, byly srovnany s negativni

kontrolou. Testy byly provadény v fizenych sklenikovych podminkach.

Z vysledku vyplyva, ze Arthrobotrys oligospora ma schopnost potlacit vyskyt Meloidogyne
hapla na mrkvi. Vyskyt had’atek Meloidogyne hapla byl neptimo umérny koncentraci houby
Arthrobotrys oligospora v suspenzi, kterou se oSetfovalo. U ostatnich had’atek nebyly mezi

kontrolou a variantami pozorovany statisticky vyznamné rozdily.

Dale se vnadobovych pokusech testoval vliv Stropharie rugosoannluata na hadatko
Meloidogyne hapla na mrkvi. Kde nizsi vyskyt had’atek oproti kontrole byl pozorovan u

nejnizsi koncentrace houby, ale ani ten nebyl statisticky prikazny.

Klicova slova: Globodera rostochiensis, Ditylenchus dipsacii, Meloidogyne hapla,

Arthrobotrys oligospora, Stropharia rugosoannulata, ochrana rostlin, in vitro test, in vivo test.



Summary

Phytoparasitic nematodes count among the most prevalent pests although their chemical
protection is for reasons of high toxicity very limited. It is therefore evident that new

alternative solutions should be looked for.

The aim of this work was to evaluate by in vitro tests which fungus evince the highest
nematicidal activity towards nematodes and examine its nematicidal abilities in container

experiments.

Within in vitro tests nematicidal activity of these nematofagous fungi was observed:
Arthrobotrys  oligospora, Pochonia chlamydosporia, Dactylellina lysipaga and
Monacrosporium phymatophagum on model nematode Caenorhabditis elegan. In these tests,

the highest nematicidal activity was exhibited by Arthrobotrys oligospora.

In container experiments, the ability of Arthrobotrys oligospora to restrict occurrence of
Globodera rostochiensis nematodes on potatoes, Ditylenchus dipsaci on chicory and

Meloidogyne hapla on carrots was tested.

Individual plants were artificially inoculated. The individual variants which differ according
to the fungi concentration in suspension by which they were treated were compared with

negative control. The tests were conducted under controlled greenhouse conditions.

The results show that Arthrobotrys oligospora has the ability to restrict the occurrence of
Meloidogyne hapla on carrots.

The incidence of Meloidogyne hapla nematodes was inversely related to the concentration of
Arthrobotrys oligospora fungus in suspension used for treatment. Concerning other
nematodes there was not a statistically significant difference observed between the control

and the variants.

Additionally, the influence of Stropharie rugosoannluaty on nematode Meloidogyne hapla on
carrots was tested at container experiments. Here there was observed a lower incidence of
nematodes at the lowest concentration of fungi in comparison with the control but even this

was not statistically conclusive.

Key words: Globodera rostochiensis, Ditylenchus dipsacii, Meloidogyne hapla, Arthrobotrys
oligospora, Stropharia rugosoannulata, plant protection, in vitro tests, in vivo tests.
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1. Uvod

V Ceské republice tak jako v celé Evropské unii vzriista zajem o ekologické zemé&délstvi. Jsou
také zvySené naroky na klasické zemédélstvi, kde je stale vice kladen diraz na integrovanou
ochranu rostlin. V integrované ochran¢ rostlin je podstatou sniZzeni vyskytu patogent a Skidci
pod prah Skodlivosti, a to na zaklad¢ vyuziti vSech moznych zpisobti ochrany pocinaje
preventivnimi opatfenimi, biologickou ochranou az k chemickym ptipravkim, na které by se
mél zemédelec obratit ale az v posledni fadé. Stale vice Se snazime najit schiidné ,,nechemické

cesty*.

V ochran¢ rostlin proti fytoparazitickym had’atkim bylo v minulosti vyvinuto nékolik
chemickych pfipravki, které ovsem nemély na Zivotni prostiedi ptili§ dobry vliv. Nevhodnost
pouzivani chemickych ptipravki je v ptipadé had’atek umocnéna také jejich zplisobem Zivota
a od toho se odvijejicim promofovanim pid nematocidnimi latkami, které se takto mohou

lehce dostat do spodnich vod, kde mohou piisobit znacné ekologické problémy.

Fytoparazitickd had’atka jsou rozSifena po celém svété a i v naSi republice patii mezi
vyznamné Skodlivé Cinitele. Nékterd znich patfi i mezi karanténni organismy. Proto je
v tomto sméru dulezity rozvoj biologické ochrany, ktera by byla schopna snizit vyskyt téchto

organismu, aniz by zatizila zivotni prostiedi.

Nematofagni houby jsou v pudé piirozené vyskytujici se organismy a tak se zda, ze jejich
vyuziti v boji proti had’atkiim je jedna z nejpfirozenéjSich cest. Proto je biologicka ochrana

proti had’atkiim zaloZena na vyuziti téchto nematofagnich hub nejvice zkoumanou metodou.



2. Védecka hypotéza a cil prace

Védecka hypotéza: Existuji interakce mezi nematofagnimi druhy hub a fytofagnimi druhy

had’atek.

Cilem prace bylo zjistit druhy vztahti mezi nematopatogenimi houbami a fytoparazityckymi

had’atkami.



3. Literani reserse

3.1. Ochrana proti fytoparazitickym had’'atkiim

Ochrana rostlin proti fytoparazitickym had’atkim je prozatim zalozena na aplikaci

chemickych latek, nematocidi (Douda a kol., 2010).

Radu let se pouzivani chemickych piipravkil proti parazitickym hlisticim povaZovalo za
efektivni a vhodnou ochranu rostlin. Nasledné se nebezpecné latky vyskytovaly v pudé¢ i ve
studnach az nékolik mésict (USA, Hawai) (Bromilow, 1983).

Nékteré tyto pesticidy potlacily funkcei nitrifikacnich bakterii, coz mé za nasledek fytotoxické

hromadéni dusitanti (McKenry, 1981).

Z toho divodu je snaha najit takové metody ochrany rostlin, které neohrozuji necilové
organismy ani zivotni prostfedi. Vychdzeji ptedevsim z pfirozenych ekologickych vztaht,
reakci a vlastnosti organismu. Nejcastéji se vyuzivaji a taky byly nejlépe prostudovany tyto

metody: biologicka, biotechnicka, mechanicka a fyzikalni (Ticha, 2001).

3. 1. 1. Chemicka ochrana

Pouzivani toxickych nematocidii pro absolutni sterilizaci pidy je znaéné omezovano.

Pouzivani nékterych latek jako je metylbromid, je uz v EU zakazano (Douda a kol., 2010).

V tuto chvili je povolenym nematocidem Basamid Granuldt sUc¢innou latkou dazomet.
Dalsim pfipravkem je insekticid CAREO Combi Granulat proti Skiidcim s G¢innou latkou
acetamiprid (Anonym A, 2012). Ptipravek Basamid granulat je urcen k aplikaci do pudy pied
setim a vysadbou. Pii pouzivani tohoto ptipravku je velké riziko kontaminace podzemnich
vod, a to hlavn¢ na lehkych pudach, kde je nejcastéjsi vyskyt Meloidogyne hapla. Je také

tieba brat v ivahu negativni vliv na ptidni mikrofaunu (Douda a kol., 2010).
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3. 1. 2. Biologicka ochrana
Pouzivani chemickych pfipravkll se stdle snazime nahradit kvili vysoké toxicité, které se
snazi vyhnout integrovana ochrana rostlin. Diivodem je také stale castéjSi vyuzivani systému

alternativniho zemédé@lstvi, kde se tyto chemické latky nepouzivaji viibec (Douda a kol.,

2010).

Biologické metody ochrany rostlin (v uzsim pojeti bez transgennich rostlin, pouziti extraktt z
rostlin nebo metaboliti z mikroorganismi atd.) jsou =zalozeny na antagonistickych

mezidruhovych vztazich, které jsou ovlivnény celou fadou faktorti (Koubova, 2009).

V biologické ochrané proti had’atkim se mohou vyuZivat naptiklad aplikace rostlinnych
extrakti. Existuje také fada parazitickych ¢i patogennich organismu vuci fytoparazitickym
druhtim had’atek. Jedna se napftiklad o zastupce fiSe Protozoa, schopné napadat had’atka rodu
Meloidogyne a dalsi. Dale pak bakterie druhu Pseudomonas denitrificans, jejichz misto
ucinku je vétSinou lokalizovano v zazivacim traktu had’atek. Mnozeni had’atek je zase
schopna ovlivnit bakterie Pasteuria penetrans. Nepratelé had’atek mohou byt i rtizni zastupci
skupin makroorganismu jako jsou drava had’atka, roupice, dravi rozto¢i a hmyz, ktefi jsou
obvykle soucasti plidni mikrofauny. K velmi vyznamnym antagonistim had’atek s vysokym
antagonistickym potencialem patii nematofagni houby. Vyskytuji se témét ve vSech pudnich

ekosystémech, predevsim v téch s vysokym obsahem organickych latek (Douda a kol., 2010).

3. 2. Nematoda (Hlistice)
Hlistice patii do velmi pocetné skupiny piedevSim parazitickych zivocichil, vyvolavajici
mnohdy velmi vazna onemocnéni epidemického charakteru. Jsou to gonochoristé s velmi

vyraznym pohlavnim dimorfismem, sameckové jsou oproti samicce drobnéjsi (Jelinek a

Zichacek, 2005).

Pojem ,hadéatka* je celkové oznacCeni vSech fytoparazitickych druha hlistic, ktery se
Vv rostlinolékaiské praxi uzivd bézné. Jsou to mnohobunééné neclankovité organismy
Cervovitého tvaru, obvykle sprotahlymi valcovitymi tély pokrytymi kutikulou, ktera je
vylu€ovand hypodermis nachéazejici se pod ni. Od krouzkovct se odliSuji exoskeletem, ktery
je tvofen pruznou kutikulou. Hlistice také nemaji specializovany ob&hovy a dychaci systém,
naopak dobfe vyvinutou maji zazivaci, nervovou a rozmnozovaci soustavu. Pohlavi jsou
vétdinou oddé&lena. Zivotni cyklus je vétdinou pfimy, a to: vaji¢ko, &tyfi larvalni stadia a

dospélec. Mezi kazdym larvalnim stddiem dochazi ke svlékani. Dospélci nékterych
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fytoparazitickych had’atek dorGstaji délky az 5 mm, ale vétSina dosahuje velikosti do 1 mm a
priméru 0,05 mm. Parazituji na povrchu nebo uvnitf rostlin ¢i zivo¢ichti. Mohou také Zit

Vv pudé, vodé a v rozkladajici se hmoté (Maloy et Murray, 2001).

3. 2. 1. Globodera rostociensis (Had’atko bramborové)
Kmen: Nematoda Potts 1932
Ttida: Chromadorea Inglis 1982
Podtrida: Chromdoria Pearse 1942
Rad: Rhabditida Chitwood 1933
Podiad: Tylenchida Thorne 1949
Nadceled: Tylenchoidae Orley 1880
Podceled’: Heteroderinae Fipipjev & Schuurmans Stekhoven 1941
Rod: Globodera Skarbilovich 1959

Druh: Globodera rostochiensis

Toto had’atko patii mezi cystotvorné sedentérni druhy. Larvy 1. vyvojového stupné se vyvijeji
ve vajecnych obalech v cysté. Tuto cystu opoustéji teprve larvy druhého vyvojového stadia.
Lihnuti na jafe stimuluji latky, které produkuje hostitelska rostlina, a také teplota. Invazni
larvy vyhledaji hostitelskou rostlinu a pronikaji do jejich vlasCitych kofent. Tam sanim
vyvolavaji vznik takzvanych obftich buné€k, které se stavaji jejich zdsobarnou zivin. Ve tfetim
stadiu se larva samicky zacne zvétSovat a po dalSich dvou svlékanich se z ni stava cysta.
Dlouhy, tenky samecek opusti kofeny, aby mohl vyhledat a oplodnit samicku a nasledné hyne
(Sefrova, 2006).

Napadeni se po vzejiti hostitelskych rostlin projevuje mensim vzristem a pozdéji rostliny
vadnou. Toto vadnuti zac¢ina od spodnich listi a postupné vadne cely trs. Napadena rostlina
tvoti vice kofenového vlaSeni, a to je opét napaddno a pak predCasné¢ odumird. PoSkozena

rostlina ma malo hliz, které jsou drobné, a stava se, ze 1 Gplné chybéji (VIk, 1985).
Had’atko bramborové tvofi zpravidla jednu generaci do roka (Héni, 1993).

Cysta had’atka bramborového ma vejcity az kulovity tvar, kde zadni Cast je zaoblend a je

vétsinou leskla (Zouhar, 2002).
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3. 2. 2. Ditylenchus dipsaci (Had’atko zhoubné)
Kmen: Nematoda Potts 1932
Ttida: Chromadorea Inglis 1982
Podtiida: Chromdoria Pearse 1942
Réd: Rhabditida Chitwood 1933
Podiad: Tylenchida Thorne 1949
Nadceled’: Sphaerularioidea Lubbock 1961
Celed: Anguinidae Nicoll 1935
Podceled’: Anguiniae Nicoll 1935
Rod: Ditylenchus Filipjev 1936
Druh: Ditylenchus dipsaci

Toto had’atko patii mezi stonkova neboli osni had’atka. Tato had’atka nesaji na jednom miste,
ale pohybuji se v pud¢ a stiidaji hostitelé. Pronikaji do rostlin, do mezibunéénych prostor a

pak vysavaji obsah bungk, ty potom rychle nekrotizuji (Sefrova, 2006).

v

Had’atko zhoubné patii k nejSkodlivéjsim druhiim a je u nds velmi rozsifené. NejcastéjSim
zdrojem napadeni byva pida. Had’atko miize do rostliny proniknout poranénim nebo za

pomoci svych enzymu (Kazda, 2007).

Had’atko svym styletem aplikuje do rostlinnych pletiv tradvici enzymy, které poSkozujici zivé
bunky a ty potom piestavaji rast. V disledku nerovnomérného rustu rostliny v misté
poskozeni praskaji a deformuji se. Nejcasteji byva napadeno kofenové podpuci a to zpiisobuje
odumirani kofent. Takto poSkozena pletiva jsou Casto infikovana bakteriemi nebo houbami a
hniji. Napadené rostliny Zzloutnou, rostliny krni a postupné¢ odumiraji, diky oslabeni

kotenového systému jdou zlehka vytahnout z pady (Kazda, 2005).
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3. 2. 2. Meloidogyne hapla
Kmen: Nematoda Potts 1932
Ttida: Chromadorea Inglis 1982
Podtiida: Chromdoria Pearse 1942
Réd: Rhabditida Chitwood 1933
Podiad: Tylenchida Thorne 1949
Nadceled: Tylenchoidae Orley 1880
Celed: Meloidogynidae Skarbilovich 1959
Podceled’: Meloidogyninae Skarbilovich 1959
Rod: Meloidogyne Goeldi 1892
Druh: Meloidogyne hapla

Rod Meloidogyne patii mezi nejvyznamnéjsi zastupce halkotvornych had’atek (VIk, 1985).

Toto halkotvorné had’atko se mize vyskytovat ve sklenicich tak i ve volné pude. Poskozuje
celou fadu kulturnich 1 plevelnych rostlin. Rtizné€ velké halky tvofici se po napadeni je mozné
pozorovat pouhym okem. Rostliny jsou opozdéné v ristu a pfi pfilis teplém pocasi rychleji
vadnou (Kazda a kol., 2007).

Prvni vyvojovy stupen probihd ve vaje¢ném obalu. Z toho se vylihne infekéni 2. larvalni
stadium. Toto lihnuti je zavislé predevSim na dostatecné teploté a vlhkosti, ale jsou i jiné
faktory jako je blizkost hostitelské rostliny a dalsi. V pud¢ je 2. larvalni stadium zranitelné,
proto musi co nejrychleji najit hostitele. Toto stddium zaciné pfijimat potravu hned poté, co
napadne kofen. Napadenim se zacnou diferencovat takzvané obii buiky. Jakmile se tyto
bunky vytvoii, za¢ne hlistice prechazet do 3. larvalniho stddia a po ¢trnécti dnech do 4. stadia

az nakonec do dospé¢losti (Perry et al., 2009).

2. larvalni stadium nejcastéji napada sekundarni, az terciarni kotinky, které vyhledava pomoci
vyvinutych chemoreceptorti a pronikd do nich tésné za kotfenovou Spickou. Tam vyhledava
buniky vodivého pletiva. Vznik obfich bunck je podminén jicnovymi sekrety had’atka, které
ovlivni bunku tak, aby se v ni hromadily ziviny a voda. Takto pozméni jen bunky v nejblizsim
okoli, ze kterych pfijima potravu a ztraci schopnost pohybu a ptechazi do nepohyblivého 3. a
4. larvalniho stadia. Halka vznika jesté béhem Zivota larvy a to tak, Ze kolem obfich bunék

dojde k nadmérnému zmnozeni okolnich bunék (Novakova a Zouhar, 2009).
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3. 3. Nematofagni houby

Diky stejnému prostiedi, ve kterém prosla had’atka i houby dlouhym vyvojem, vzniklo mezi
témito druhy velké mnozstvi riznych vzajemnych vztahi. Nematofagni houby jsou souborem
hub, ktery je velmi rozmanity a obsahuje zastupce riznych roda a druhti. V tomto souboru se
mohou vyskytovat tyto skupiny: 1. houby s lapacimi pastmi, 2. endoparazitujici houby, 3.
houby parazitujici na vaji¢kach nebo na cystach a 4. houby produkujici toxické latky pro
had’atka (Barron, 1975).

Do prvni skupiny patii houby s relativné dobrymi saprofytickymi schopnostmi, zachycujici
had’atka do lepivych nebo mechanickych pasti. Bézné druhy této skupiny jsou Arthrobotrys
oligospora a Dactylaria candida. Endoparazitické houby, Drechmeria coniospora, infikuji
svymi spory hlistice. Jsou to Casto obligatni paraziti zivych hlistic a, na rozdil od dravych
druhtli, maji vysokou specifitu. Tteti skupina je typickd tim, Ze napada pouze urcita stadia
zivotniho cyklu hlistic a to zoosporami nebo hyfami. Houby, které produkuji toxiny, se

vétsinou vyskytuji na rozkladajicim se dievé (Anke et al., 1995).

Nejvetsi nevyhodou téchto predatort je absence pohybu a stim spojena neschopnost
vyhledani a uloveni kofisti, a to je hlavnim divodem, pro¢ je mezi houbami predace tak malo

rozsifena (Bec¢var, 1999a).

Tyto houby mohou byt nejen predatory, ale také jim velmi podobnymi parazity. Oba typy
produkuji chemické atraktanty a rizné typy pasti (Becvar, 1999a).

Rozdil mezi nimi je takovy, Ze predator kofist zachyti do pasti, které jsou odvozeny z vlaken
hub, a po zachyceni kofisti ji pevné pfipouta k myceliu. U paraziti neni cilem houby chyceni
kofisti, ale pouhé zachyceni jedné a vice konidii, tedy zarodkid nového jedince, na télo
hostitele, které jej odnasi a tim zajistuje nejen zdroj energie, ale také moznost rozsifeni

(Becvat, 1999a).

Kofisti houbovych predatorti byvaji obvykle organismy do velikosti asi 100um, ¢ili prvoci,
nekdy také chvostoskoci, klanonozci, Zelvusky, nékdy 1 mali rozto¢i a v neposledni fadé
had’atka. Dravé houby se vyskytuji hlavné v ptidnim humusu nebo v tlejicim dievé, mnoho
z nich zije i vodé. Vétsina téchto predatord ale neni striktné vazana na kofist. Tento druh
vyzivy mize byt do jisté miry ndhodny, protoze spoléhat se na neptetrzity ptisun tohoto druhu
potravy by silné¢ omezil zivotaschopnost téchto hub. Vétsina téchto fakultativnich predatora

cey

vyuziva tento typ potravy jako zdroj dusiku a ne pro pfisun energie. Jde o houby Zijici
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Vv chudsim prostfedi na dusik, jako je dfevo. Vznik samotnych pasti indukuje vice faktort, a to
jak endogennich, tak exogennich. Miize to byt napiiklad staii mycelia, obsah mineralnich
latek v myceliu, nutricni hodnota substratu, vlhkost, pH, svétlo nebo také produkce latek
potencialni kofisti, naptiklad had’atky, jejichz pfitomnost v prostiedi spousti tvorbu pasti

(Bedvat, 1999a).

3. 3. 1. Lapaci struktury hub

Mezi zakladni Zivotni strategie hub patii saprofytismus, parazitismus a predace. Houby fadu
Orbiliaceae (kmen- Ascomycota) se zivi zivo¢ichy prostfednictvim specializovanych struktur
uréenych k lovu. Je znamo pét typl lapacich struktur, ale jejich evoluéni plivod a odli$nosti

piilis znamé nejsou (Yang et al., 2007).

Na zaklad¢ komplexni fylogenetické analyzy bylo prokazano, ze prvni lapaci struktura se
vyvijela ve dvou liniich, ze kterych vznikly dva mechanismy. Jeden se vyvinul do skrticich
krouzkt a druhy se rozvinul do lepicich pasti. Co se tyce lepicich pasti, nejprve se ve vyvoji
oddélily lepici sité, které se dale pomalu vyvijely samostatné. Lepici knoflik se vyvinul
prodlouzenim stonku a z n&j se vyvinula fixni oka. Vyvoj lapacich pasti doklada adaptivni
evoluci téchto hub (Yang et al., 2007).

Je zndmo az 11 typu lapacich struktur, které jsou uspésn¢ houbami vyuzivany. Tyto lapaci
struktury neboli pasti se vyznacuji velkou rGznorodosti. I velmi podobny mechanismus
chytani se nemusel vyvinout ze stejného fylogenetického ptivodu, ale na druhé strané pasti
velmi odlisné mohou byt piivodu stejného. Rizné typy pasti jsou velmi dobie prostudovany a
tak mohou byt pouzivany jako charakteristicky znak pii taxonomickém zatazovani. Nékteré
houby nékdy disponuji vice typy lapacich pasti. U nékterych, obvykle obligatnich, predatort
dochdzi k tomu, Ze spora nevykli¢i hyfou nybrZz rovnou pasti. Oznacujeme je za konididlni

pasti a stava se, ze nékdy funguji jako trvala stadia (Bec¢var, 1999a).

3. 3. 1. 1. Lepkavy prisedly knoflik (sessile adhesive knob)

ON

Tuto past tvofi kulovita nebo podlouhla bunka pokryta
S 2 lepkavou vrstvou. Nékdy dojde k proliferaci a pak vytvoti
2 kratsi vétve, které se mohou ohybat a tak vytvareji oblouky.

(Becvar, 1999b).

Kulovity tvar knofliku ma nevyhodu v tom, ze sty¢na plocha

1. Lepkavy piisedly knoflik

S kotisti je mala, coz ma za nasledek vétsi moznosti tiniku
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branici se hlistice. Tento fakt se houba snazi piekonat né¢kolika zpiisoby. Naptiklad, kdyz se
hlistice prichyti, zacne houba produkovat vice lepici latky a tim zvysi mnohonasobné plochu

uchyceni (Dowsett et al., 1977a,b).

Lepkavé knofliky jsou rozmistény po celé délce hyf, takze kdyz je hlistice chycena a snazi se
vymanit, svym pohybem se tak navaze na nékolik dalSich knofliki (Nordbring-Hert et
Stalhammar-Carlemalm, 1978).

V nékterych piipadech se stava, Ze hlistice z pasti unikne, protoze se lepkavy knoflik odlomi
V misté piepazky. Zistava prichycen na kofisti. Nasledné na kofisti vyklici jako obvykle.

Tento jev je bézny u né€kolika druhti (Barron, 1975).

3. 3. 1. 2. Stopkaty lepkavy knoflik (stalked adhesive knob)

Stopkaty lepkavy knoflik je past zaloZena na Stejném principu
jako pftisedly lepkavy knoflik. Jak je jiz z nazvu patrné, jejich
rozdil je vtom, Ze stopkaty knoflik je vyvySen nékolika
bunéénymi vlakny nad mycelium. Ackoliv chytani kofisti
probihd stejnym zplGsobem, je tato past efektivnéjsi diky
vyneseni pasti do prostoru. Houby s timto typem pasti mohou
chytat had’atka (ovSem ne vzdy piili§ selektivng) a také

chvostoskoky (Be¢var, 1999Db).

2. Stopkaty lepkavy knoflik

3. 3. 1. 3. Postranni mycelidlni vétve (adhesiv branches)

Lepici vétve jsou dalsi lapaci pasti s jednoduchou
morfologii, vzniklé z nemodifikovanych hyf, které jsou
pokryté adhezivni vrstvou. Cela vétev byva pokryta vrstvou

lepici latky, tak aby pii styku hlistice s jakoukoliv casti

hyfy byla kofist chycena. Vzpiimené vétve, tedy vétSinou

rostouci kolmo na nosnou hyfu, jsou obvykle slozené z 1- 3

3. Postranni mycelialni vétve ¢lankt. Tyto vétve maji Casto tendence k anastom6zadm a

vytvareji tak lepici oblouky ¢i dvojrozmérné sité.

Lepici vétve vyrustaji blizko u sebe, tak aby se
kofist, ktera se snazi zpasti vymanit svym
pohybem, pfilepila k dalsim lepicim vétvim
zpusobem, aby nemohla uniknout (Gray, 1987).

4. Dvojrozmérna sit’
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3. 3. 1. 4. Fixni oka (non-constricting rings)

5. Fixni oka

S timto lapacim mechanismem se setkavame ziidkakdy, je
znam pouze u Ctyf druh@ nematofagnich hub. Fixni oka
vyrlstaji ze vztyCenych bocnich vétvi  vyrlstajicich
z vegetativni vétve. Oko je tvoieno tfemi nebo Ctyfmi bunkami
na tenké hyfé. Hlistice je pasivné chycena zaklinénim jejiho
t&la do prstence. Cim vice se snazi hlistice vymanit z prstence,
tim vic je vklinéna a stazend pasti. MlZe se stat, ze se krouzek

od mycelia odlomi a hlistice unikne, ale krouzek na jejim téle

zustane a po Case kofist infikuje. Stejné¢ jako u lepkavych knofliki je pod oky slabsi misto,

kde dochazi pti branéni kofisti k utrzeni. Z toho mizeme usuzovat, ze oddéleni od mycelia je

zamérné a houba se tak snazi zajistit své rozptyleni po pidnim profilu (Gray, 1987).

3. 3. 1. 5. Skrtici oka (constricting ring)

6. Skrtici oka

Toto je mozna nejvice agresivni a Usp&Sny typ lapacich struktur u hub a je
znam u dvanacti druhti. Skrtici krouzky jsou pasti mechanické a

nevyuzivaji adhezni vrstvu (Gray, 1987).

Lapaci mechanizmus skrticich ok je velmi odlisSny od jinych pasti
vyuzivajicich adhezni vrstvu. Oko této pasti je slozeno ze tii bun¢k, které se
po vniknuti kofisti do oka uzaviou kolem hlistice, a tim ji znehybni. I jiné
podnéty, jako styk s hrotem na vnitini stran¢ oka nebo teplo, mohou také

nékdy spustit stazeni oka. Reakce je velmi rychla a nevratna. StaZzeni oka je

zpusobeno zvétsenim objemu bunék. Mechanizmus uzavirani Skrticiho oka zatim neni pfesné

znam, ale je znamo, ze béhem zvétsovani bunék oka se vnitini stény bunky roztrhnou podél

urcité linie. Toto uvolnéni nasledné vede k velmi zvySenému piijmu vody a rozpinanim

elastické vnitini stény bun¢k skrticiho oka se oko téméf uzavie (Nordbring-Hertz et al., 2006).

18



3. 3. 1. 6. Sité (nets)

NejcastéjsSi metodou lovu vyvinutou nematofagnimi
houbami jsou trojrozmérné lepici sit€. Je znamo okolo 35

druhii stouto lapaci strukturou, které mizeme potkat

prakticky ve vSech typech pid. Mezi ty nejzndméjsi patii
Arthrobotrys ologispora (Gray, 1987).

7. Trojrozmérna sit’

Sité vytvari velké mnoZstvi vzajemné propojenych smycek a oblouki. Tyto Utvary se skladaji
do trojrozmérné sité a vycnivaji tak nad mycelium a jsou pokryty lepici vrstvou. Nejcastéjsi
koftisti téchto hub jsou had’atka, ale mnohdy také jini drobni ZivoCichové, protoze predatofi
vyuzivajici tyto sitovité struktury k lovu, nejsou pfilis selektivni. Sit’ se tvofi tak, ze kolmo
vyrustajici hyfa se staci bezprostfedné zpeét smérem k malému vyristku, nachdzejicim se na
matefské hyfé, se kterym v zapéti splyva. K presnosti tohoto procesu napomahaji chemické

atraktanty, které produkuje vyrustek v misté, kde se maji spojit (Be¢vatr, 1999c¢).

3.3.1.7. Cepy ( pegs)

Tato lapaci struktura je opét zaloZena na odchytu zachycenim kofisti na adhezni latku. Jsou to
kolikovité ttvary, které jsou pravidelné rozmistény po hyfach, nebo se mohou vyskytovat ve
skupinkéch na terminalnich ¢astech protahlych ¢i kyjovitych vybezkh, které vristaji kolmo na

hyfach (Beévat, 1999c).

3. 3. 1. 8. Nespecifické vybézky (protuberances)
Jsou to nespecifické vybézky a hyty majici na sob¢ mista s lepici latkou, které nejsou napadné

morfologicky odlisna od zbytku mycelia a na ty se kofist ptichyti (Be¢var, 1999c).

3. 3. 1. 9. Stefanocysty

Jsou to specifické elipsovité Gitvary na myceliu nebo na bazidiosporach nékterych druhi hub.
V misté nejvetsiho priméru z nich vyrlstaji ostny, které jsou pokryty lepici vrstvou. Lapaci
mechanismus je v podstaté na stejném principu jako u lepkavych knoflikd. Poté co je kofist
prichycena k ostniim ztraci stefanocysty sviij ptivodni tvar a tim umoziuje lepsi pfilnuti ke

koristi (Be¢var, 1999c¢).

3. 3. 1. 10. Vystrelovaci buiiky
Tento typ pasti svou stavbou pfipomina malé délo. Cely mechanismus je ukotven slizovitou
lafetou K substratu a protadhlym ustim namifenym smérem do prostoru. Pokud se pfiblizi

kofist, a mechanismus podrazdi, okamzité (1 sekunda) vystieli do prostoru sporidie, které
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proniknou kutikulou hlistice. Poté dochazi k infekci a houba mutize zadit parazitovat (Bec¢var,
1999c).

3. 3. 2. Arthrobotrys oligospora Fresen. 1850
Rise: Fungi

Odd¢leni: Ascomycota

Pododd¢leni: Pezizomycotina

Ttida: Orbiliomycetes

Podtiida: Orbiliomycetidae
Rad: Orbiliales
Celed’: Orbiliaceae
Rod: Arthrobotrys
Druh: Arthrobotrys oligospora Frensen 1850 (Anonym B, 2012)

Arthrobotrys oligospora je nematofagni houba patfici k nejbéznéjsim, nejvice rozsitenym a
nejprozkoumanéjsim druhtim. Da se izolovat z rGznych substratii, nejcastéji z kompostl a
ztrouchnivélého dieva. Svym zpisobem chovani, rastem a lapaci strukturou, kterou je
trojrozmérna sit’, se podoba Arthrobotrys superba. Konidiofory jsou vzptimené a nesou 20-30
preslent s 5-20 dvoubunéénymi, 16-30 um dlouhymi a 8-16 pm Sirokymi sporami
(Drechsler, 1937)

8. Arthrobotrys oligospora




3. 3. 3. Stropharia rugosoannulata Farl. ex Murrill 1922
Rise: Fungi

Oddéleni: Basidiomycota

Pododdéleni: Agariomycotina

Ttida: Agaricomycetes

Podtiida: Agariomycetidae
Rad: Agaricales
Celed’: Strophariaceae
Rod: Stropharia
Druh: Stropharia rugosoannulata Farl. ex Murrill 1922 (Anonym b, 2012)

Druhy rodu Stropharia maji purpurové hnédé az tabakové hnédé spory a vyskytuji se v lese,
na pastvinach, kompostech a zivo¢isném hnoji. Stropharia muze vytvaret jedine¢né
hvézdicovité bunky, které se nazyvaji akantocyty. Schopnost Stropharia spp. tvofit

akantocyty je charakteristické pro cely rod (Farr, 1980).

Akantocyty byly také nalezeny mezi pudnimi ¢asticemi v zeminé a ve dievnich §tépcich a
listovych necistot v pidé. Bylo také zjisténo, ze S. rugosoannulata produkuje vice akantocyt v

pud¢, nez na agaru (Luo, 2006).

&
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9. Stropharia rugosoannuata

21



4. Material a metodika

4.1. Priprava biologického materialu

4. 1. 1. Kultivace a namnoZeni hub

Pro sledovani nematofdgni aktivity na zvolené druhy had’atek byly zvoleny dva druhy hub
s nematofagnim ucinkem - Arthrobotrys oligospora a Stropharia rugosoannulata. Houby
byly kultivovany, mnoZeny a uchovavany na zivnych pudach, které nejlépe odpovidaly

podminkam pro rast a vyvoj dané¢ho druhu houby.

Pro kultivaci houby Arthrobotrys, ktera pochazi ze sbirky katedry ochrany rostlin CZU byl
pouzit ovesny agar OA (Oat meal agar, Himedia) a kukufi¢ny agar CMA (corn meal agar,
Himedia). Podle navodu bylo navazeno pottebné mnozstvi agaru do Erlenmeyerovy banky a
piidano potfebné mnozstvi vody. Banka byla poté uzaviena dvojitou vrstvou alobalu a
v pripad¢ OA byl jesté pied uzavienim vlozen Spunt vyrobeny z buniciny. V tlakovém hrnci
doslo k uplnému rozpusténi agaru a nasledné pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut sterilizaci
media. Agar byl po té rozlit do Petriho misek za dodrZeni co nejvétsi sterility v ockovaci
mistnosti v lamindrnim boxu. Samotné pfeockovani hub bylo také provadéno ve sterilnim

prostiedi v laminarnim boxu.

SloZeni ovesného agaru v g/l

Ovesnd mouka 60
Agar 12,5
Vysledné pH 7,2

Slozeni kukuti¢ného agaru v g/l

Kukufiéni infuse 50
Agar 15
Vysledné pH 6,0

Pro kultivaci houby Stropharia, ktera byla ziskana z naockovaného substratu pouzivaného pro
komer¢ni prodej, byl pouzit kukuti¢ny agar CMA (corn meal agar, Himedia). Pro zamezeni

rastu ptipadnych bakterii agar obsahoval tetracyklin (0,1 gna 1 1).
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Pro testovani nematofagni aktivity téchto dvou druh@i hub byly pouzity kultury mycelia
namnozené v tekutych médiich. V piipadé Arthrobotrys oligospora bylo pouzito médium

obsahujici sladovych extrakt a pepton.

SloZeni v g/l
sladovy extrakt 30
mykologicky pepton 5

Stropharia byla namnozena v tekutém mediu 2% Malt extract powder (MEP, Himedia), coz

je vodni extrakt z naklicenych zrn sladovnického jeCmene.

Pro jednotlivé agary byly navazeny latky a ty rozpustény v ddH,O v dvoulitrové
Erlenmeyrové baiice opatfené disruptory, které umoznily dostatecné provzdusnéni
mnozenych kultur. Média byla sterilizovana v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20 min.
Po vychladnuti médii, byla média nao¢kovdna myceliem settenym z jedné Petriho misky (90
mm). Kultury hub byly inkubovany pii pokojové teploté 22-24 °C a tfepany na horizontalni
tiepacce (IKA-KS 260 Basic) pii otackach 200 - 250.

Po dostatecném namnozeni byly kultury hub pfipravené na pevnych zivnych médiich pouzity
pro sledovani nematofagni aktivity proti zvolenym druhtiim hadatek v in vitro testech a

kultury hub pfipravené v tekutém médiu pouzity vV nadobovych pokusech.

4. 1. 2. Priprava had’atek

Ptiprava Caenorhabditis elegans:

Pro in vitro testy byl pouzit modelovy druh had’atek Caenorhabditis elegans. Toto had’atko
bylo mnozeno na NGM (nematode growth medium).

Slozeni NGM v g/l

NaCl 3
pepton (bakterialni) 2,5
agar (bakterialni) 17

Sm¢és téchto latek byla smichana s potfebnym mnozstvim vody a sterilizovana v autoklavu po
dobu 30 minut pfi teploté 121 °C. Po vychladnuti média bylo steriln¢ ve flowboxu pfidano: 1
ml cholesterolu (rozpustény vetanolu 5 mg na 1 ml), 1 ml sterilniho 1M CaCl,, 1 ml
sterilniho 1M MgSO, a 25 ml sterilniho 1M KPO, (pH 6). Poté bylo médium rozlito do 90
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mm Petriho misek. Na pfipravené medium bylo aplikovano 50 mikrolitrd E. coli (OP 50).
Petriho misky byly uzavieny parafilmem a inkubovany pii pokojové teploté. Po nardstu
kolonie bakterii E. coli bylo do kazdé Petriho misky ptidano 20 samic¢ek had’atek C. elegans.

Ptiprava Globodera rostochiensis:

Pro nadobové pokusy s had’atky rodu Globodera rostochiensis bylo potieba si pripravit cysty
tohoto had’atka. Cysty byly ziskany z kontaminované ptdy extrakci pomoci Fenwickovy

flota¢ni nadoby.
Ptiprava Ditylenchus dipsaci:

Had’atka rodu Ditylenchus dipsaci byla namnozena na ¢ekance odridy Bravo a Pan di
Zucchero. Nejdiive byly rostliny ¢ekanky namnozeny a ve fazi 4-5 listi byly pfidany k listim

had’atka jako suspenze. Had’atka byla ziskana z napadenych rostlin Baermannovou metodou.
Piiprava Meloidogyne hapla:

Pro pokus shadatky rodu Meloidogyne hapla byla pouzita kontaminovana puda timto

druhem.
4. 2. Priprava pokusi

4. 2. 1. Priprava in vitro testi
Nejprve byl piipraven rose bengal agar (RBA, Himedia) s 20% obsahem jednotlivych zivin.

Agar byl sterilizovan po dobu 20 minut v tlakovém hrnci.
Slozeni agaru v g/l

dextrosa 10

dihydrogenfosforec¢nan draselny 1

sojovy pepton 5
bengalska Cerven 0,05
siran hotfe¢naty 0,5
agar 15
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Veskery pouzity material byl pfed jeho pouzitim fadn¢ sterilizovan. Kryci a podlozni sklicka
byla zabalena do alobalu, vloZena do kadinky, ktera byla taktéz piikryta alobalem a poté byla
vloZena a sterilizovana v tlakovém hrnci po dobu 15 minut. Do Petriho misky byl vlozen
filtra¢ni papir a mala Petriho miska a vSe bylo po dobu 15 minut sterilizovano UV zéfenim ve
flowboxu. Poté byl filtracni papir navlhéen destilovanou vodou, aby bylo udrzeno vlhké
prostiedi pro dobry rist houby. Podlozni sklicko bylo steriln¢ vlozeno do Petriho misky na
vrchni dil malé Petriho misky. Agar byl nanesen na sklicko sklenénou ty¢inkou a jehlou, ktera
byla nejprve vysterilizovana kratce nad plamenem, bylo pfeneseno malé mnozstvi houby a
poté byl agar ptikryt krycim sklickem. Velikost nanesené kapky nemohla byt moc velka, aby
po prikryti krycim sklickem agar nezaujimal cely prostor pod sklickem, aby se poté 1épe
vkladala had’atka. Petriho misky byly uzavieny parafilmem a inkubovany Vv termostatu pii
teploté 22°C po dobu tii dnl:Poté byla pfidana had’atka. 50-ti mikrolitrovou pipetou byly
had’atka aplikovany pod okraj kryciho sklicka. Mnozstvi aplikovanych had’atek bylo zjisténo
pod binokularni lupou a poté bylo skli¢ko vlozeno zpét do Petriho misek a opét zafixovano
parafilmem. Petriho misky byly ponechany dalsi téi dny v termostatu a potom byl vyhodnocen

ucinek nematofagnich hub.

4. 2. 2. Priprava nadobovych pokusi
Pokusy byly zakladany ve sklenikovych podminkach.

4.2.2. 1. Globodera rostochiensis x Arthrobotrys oligospora

Jako vhodna hostitelska rostlina pro tento druh had’atka byla zvolena citliva odrida bramboru
kiizenec HR 23/495. Pokus byl zaloZen v kvétina€ich 13x13 cm. Jako substrat byl pouzit Cisty
pisek. Do kazdého kvétinaée byla vlozena jedna hliza a k ni bylo pfiddno 10 cyst G.
rostochiensis. Takto bylo pfipraveno 60 kvétinacu. 15 jich bylo ponechdno bez nematofagni
houby jako negativni kontrola. Poté byly tii varianty po 15 kvétinacich. Ty byly zality
suspenzi nematofagni houby s koncentraci: u prvni varianty 250 mg na 1 ml, u druhé 500 mg

na 1 ml a u tfeti 1000 mg na 1 ml.

4.2. 2. 2. Ditylenchus dipsacii x Arthrobotrys oligospora

V tomto ptipadé byl pokus pfipraven do kvétinact velikosti 10x10, kde do péstebniho
substratu byly umistény suché listy napadené ¢ekanky. Do kazdého kvétinace byly vysety dvé
seminka Cekanky odriidy Bravo. 15 kvétinacti bylo ponechano bez oSetfeni nematofagni

houbou jako negativni kontrola a ostatni byly zality tfemi koncentracemi roztoku

25



s nematofagni houbou. V prvni varianté¢ byla pouzita suspenze s koncentraci 250 mg

nematofagni houby na 1 ml, u druhé 500 mg na 1 ml a u téeti 1000 mg na 1ml.

4.2.2. 3. Meloidogyne hapla x Arthrobotrys oligospora

Tento pokus byl zalozen v kvétinacich o velikosti 9x9 cm. Kvysevu byla pouzita
kontaminovana puda had’atky rodu Meloidogyne hapla. Do kazdého kvétinace byla vyseta
Ctyfi seminka mrkve odridy Nanténska. Jako u vyse uvedenych pokusi bylo 15 neosetfenych
kontrolnich nadob a dalsi tfi varianty opét po 15 kvétinacich. Kdy v prvni varianté byla
pouzita suspenze s 250 mg nematofagni houby na 1 ml, u druhé 500 mg na 1 ml a u tieti 1000

mg na 1ml.

4.2.2. 4. Meloidogyne hapla x Stropharia rugosoannulata

V tomto pokusu byla opét pouzita kontaminovand puda, do které byl nejprve piidan roztok
s nematofagni houbou, kromé& 10 kvétinach, které byly pouzity jako kontrolni varianta. PO
tydnu inkubace S. rugosoannulata v pudé byly do kvétinact vysazeny dvé tentokrat jiz
predpéstované rostlinky mrkve odridy Nantenska. Varianty byly po 10 kvétinacich, kdy v
prvni varianté byla pouzita suspenze s 600 mg nematofagni houby na 1ml, u druhé 400 mg na

I ml a u tfeti 200 mg na 1 ml.

Testy byly hodnoceny po dostateném narastu rostlin a kontrolnim prohlédnuti ptiznakt

zpuisobenych had’atky na rostlin€ z kontrolni varianty.

4. 3. Vyhodnoceni testii

4. 3. 1. Vyhodnoceni in vitro testi
V pribéhu testu byly zaznamenavany pocty uhynulych had’atek. Pocitani byli pouze mrtvi

jedinci o¢ividné usmrceni pisobenim nematofagni houby.
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4. 3. 2. Vyhodnoceni nadobovych pokusii

4. 3. 2. 1. Extrakce cyst Globodera rostociensis z pudy

Pro zjisténi poctu cyst byla

= Privod vody
pouzita extrakce cyst pomoci
) o Hrube sito
Fenwickovy flota¢ni nadoby.
Na hrubé sito byl vysypan Halevia
veskery  obsah  kvétinace. » e
Proudem vody obsah bez
Télo

vétsich necistot propadl sitem a
byl s proudem unasen ke dnu,

kde zGstal tézky pisek. Ostatni

lehké castice véetné cyst byly K \ Dno s usazenymi t&zkymi necdistotami
N Jemné sito pro zachyceni cyst

2
\ Odtok

10. Fenwickova flotaéni nadoba

vynaSeny  nahoru  k limci

nadoby, kterym voda odtéka.

Pies hranu konve se dostavaji

jen ty nejlehci Castice a odtékaji limcem, pod Kterym je velmi jemné sito zachycujici cysty a
ostatni jemné castice, které byly vodou vyneseny. Obsah na situ se pomoci vody jemné

rozprostiel, aby se cysty pod binokularni lupou 1épe pocitaly.

4. 3. 2. 2. Extrakce had’atek Ditylenchus dipsaci pomoci Baermannovy metody

Cekanka byla nejprve nakrajena na mensi kousky.

Tyto kousky byly zabaleny do jedné vrstvy
kapesniku a poté polozeny na sitovinu umisténou v
nalevce. Na nalevku umisténou na stojanu byla
pfipevnéna silikonova hadicka s kovovou tlackou a
pod ni umisténa kadinka. Do nalevky bylo ptridano
dostatecné mnozstvi vody tak aby byl cely vzorek

pod hladinou. Po vyplaveni hadatek do oblasti

silikonové hadi¢ky byla pomoci tlacky odpusténa

voda obsahujici had’atka.

11. Nakres Baermannovy metody

27



4. 3. 2. 3. Barveni had’atek Meloidogyne hapla na korenech mrkve

Kofinky mrkve byly nejprve dikladné proplachnuty vodou. Kofinky jsou velmi jemné, a
proto bylo pfi proplachovani postupovano velmi opatrné. Dobte proplachnuté kotfinky byly
odbarveny v roztoku sava s destilovanou vodou v poméru 1:9. Kofeny v takto fedéném savu
byly ponechany 10 minut a poté dukladn¢ oplachnuty vodou. Dale byly pfemistény do
kadinky, do které bylo pfidano 40 ml destilované vody a 10 kapek fuchsiového barviva.
Kadinka byla dana na vati¢ a po pfivedeni do varu byla nechdna 3 minuty vafit a nasledné 10
minut chladnout. Takto obarvené kofinky byly umistény do polypropylenové zkumavky a
zality 10 ml glycerolu s ptidanim 5 kapek kyseliny chlorovodikové. Obsah zkumavky byl
piesunut do Petriho misky, kofinky rozprostieny a za pomoci pinzety byly prohlédnuty

kotinky a pomoci binokularni lupy bylo spoc¢itano mnozstvi had’atek.
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5. Vysledky

5. 1. VysledKy in vitro testi

Vin vitro testech byly testovany houby rodd Arthrobotrys oligospora, Pochonia
chlamydosporia, Dactylellina lysipaga, Monacrosporium phymatophagum na modelovém
druhu had’atka Caenorhabditis elegans. V téchto testech vykazovala nejvétsi nematofagni

aktivitu houby rodu Arthrobotrys oligospora.

12. Arthrobotrys oligospora- sklickové kultury.
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5. 2. Vysledky nadobovych pokust

Vysledky byly vyhodnoceny na zakladé¢ poctu vyskytujicich se had’atek ve variantach a

srovnany s po¢tem had’atek vyskytujicich se v negativni kontrole.

5. 2. 1. Globodera rostochiensis x Arthrobotrys oligospora

V nadobovém pokusu, kde byla testovana nematofagni aktivita houby Arthrobotrys
oligospora na hadatko rodu Globodera rostochiensis se v negativni kontrole v priméru
vyskytovalo 17 had’atek na jeden kvétina€. V prvni varianté, ktera byla oSetfena nematofagni
houbou suspenzi obsahujici 250 mg houby na 1 ml byl v priméru 20 had’atek na kvétinac. Ve
druhé varianté, kde oSetfujici suspenze obsahovala 500 mg houby na 1 ml bylo 11 had’atek na
kvétina¢ a ve treti varianté, kde byla nejvétsi koncentrace A. oligosporasuspenzel000 mg

houby na 1 ml bylo 12 had’atek na kvétinac.

Tabulka €. 1 poéty zjisténych had’atek rodu G. rostochiensis v jednotlivych kvétina¢ich

Negativni (Vraiantal |Variantall |Variantalll

kontrola (250 mg 500 mg 1000 mg
5 6 13 5
23 19 18 5
17 26 12 64
24 16 11 15
14 24 17 11
8 8 8 32
25 105 9 0
39 31 7 4
10 14 4 2
35 5 16 4
14 6 12 8
15 6 2 17
12 17 7 4
5 7 13 7
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Pii statistickém zpracovani na hladin€ vyznamnosti 95 % bylo zjiSténo, Ze mezi variantami a

kontrolou neni statisticky vyznamny rozdil, coZ je patrné i z nasledujiciho grafu (Graf¢. 1).

Graf ¢. 1. Globodera rostochiensis x Arthrobotrys oligospora
Varianta; Praméry MNC
Soutasny efekt: F(3, 56)=1,0536, p=,37615
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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5. 2. 2. Ditylenchus dipsacii x Arthrobotrys oligospora

V tomto pokusu byl sledovan vliv nematofagni aktivity Artrobotrys olidospora na had’atko
Ditylenchus dipsaci. V negativni kontrole bylo pfi vyhodnocovani napocitano v praiméru 6
had’atek na kvétina¢. V prvni varianté, ktera osahovala suspenzi s 250 mg houby na 1 ml bylo
zjisténo 7 had’atek na kvétina€. U druhé varianty, kterd byla oSetfena suspenzi obsahujici 500
mg houby na 1 ml byly napocitany 4 had’atka na kv&tind€ a v tfeti variant€ s nevyssi
koncentraci houby a to 1000 mg na 1 ml bylo taktéz v priméru napocitdna 4 had’atka na

kvétinac.
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Tabulka ¢. 2 poéty zjisténych had’atek rodu D. dipsacii v jednotlivych kvétinacich

Negativni |Vraiantal ([Variantall [Variantalll
kontrola (250 mg 500 mg 1000 mg
1 1 1 1
2 2 2 2
3 3 3 3
4 4 4 4
5 5 5 5
6 6 6 6
7 7 7 7
8 8 1 1
9 9 2 2
10 10 3 3
11 4 4
12 5 5
13 6 6
7 7

Pii statistickém zpracovani vysledkll na hladiné vyznamnosti 95 % nebyl mezi variantami a
negativni kontrolou nalezen statisticky vyznamny rozdil. Na grafu €. 2 je podobnost souboru

znatelna.

Graf ¢. 2. Ditylenchus dipsacii x Arthrobotrys oligospora

Varianta; Praméry MNC
Souéasny efekt: F(3, 33)=2,0829, p=,12139
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznafuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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5. 2. 3. Meloidogyne hapla x Arthrobotrys oligospora

Pokus, ve kterém byl testovan vliv nematofagni aktivity Arthrobotrys oligospora na
Meloidogyne hapla bylo zjisténo, Ze v negativni kontrole se v priméru nachazelo 70 had’atek.
V prvni varianté, ktera obsahovala suspenzi s 250 mg houby na 1 ml, bylo zjisténo 61
had’atek. Ve druhé varianté oSetfené suspenzi S 500 mg houby na 1 ml bylo 39 had’atek a ve
tieti varianté, kde bylo v suspenzi jest¢ o 500 mg na 1 ml vice houby bylo napocitano pouze

12 had’atek.

Tabulka ¢. 3 poéty zjisténych had’atek rodu M. hapla v jednotlivych kvétinacich

Negativni |Vraiantal [Variantall |Variantalll

kontrola |250 mg 500 mg 1000 mg
56 56 35 11
85 101 31 16
45 54 29 15
64 64 27 15
35 78 34 5
56 52 32 6
48 45 56 22
75 63 21 10
98 48 56 19
64 56 48 5
36 51 51 21
56 45 58 14
102 54 45 7
152 78 39 10
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Statistické zpracovani vysledii na hladiné vyznamnosti 95 % nam potvrdilo statisticky
vyznamné rozdily mezi negativni kontrolou a variantami a i mezi variantami mezi sebou
navzajem. Z grafu €. 3 je patrné, Ze ¢im vetsi je koncentrace houby Arthrobotrys oligospora

v suspenzi, ktera byla ptidana do kvétinace, tim mensi je vyskyt had’atek rodu Meloidogyne

hapla.
Graf ¢. 3. Meloidogyne hapla x Arthrobotrys oligospora
Varianta; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(3, 56)=29,533, p=,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaéuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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5. 2. 4. Meloidogyne hapla x Stropharia rugosoannulata

V tomto pokusu byl sledovan vliv nematofagni aktivity houby rodu Stropharia
rugosoannulata na had’atko rodu Meloidogyne hapla. V negativni kontrole bylo zjisténo
vpriméru 23 hadatek na kvétinaé. V prvni varianté s nejsiln€j$i koncentraci houby
v suspenzi a to 600 mg na 1 ml bylo v priméru 31 had’atek na kvétina¢. V druhé varianté,
ktera byla oSetfena suspenzi S koncentraci 400 mg na 1 ml bylo nalezeno 28 had’atek a ve treti
varianté, kde suspenze obsahovala 200 mg houby na 1 ml bylo nalezeno 9 had’atek na

kvétinac.
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Tabulka ¢. 4 poéty zjisténych had’atek rodu M. hapla v jednotlivych kvétinacich

Negativni |Varl Varll Varlll
kontrola |600mg 400mg 200mg
32 15 3 3
23 3 85 14
5 41 6 3
25 8 3 2
11 28 4 9|
4 2 26 9|
59 14 13 14
35 69 15 18
13 86 127 11
43 2 5

Statistické zhodnoceni ndm pii hladiné vyznamnosti 95% nenaslo zadny statisticky vyznamny
rozdil. Graf ¢. 4 ukazuje, Ze vysledky jsou hodné vyrovnané, nejvétsi odchylku ma nejnizsi
koncentrace houby.

Graf ¢. 4. Meloidogyne hapla x Stropharia rugosoannulata

Varianta; Priméry MNC
Soufasny efekt: F(3, 35)=1,2861, p=,29437
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaguji 0,95 intervaly spolehlivosti
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6. Diskuse

Pii in vitro testech byly testovany vybrané rody hub a pozorovana jejich interakce s zivymi
had’atky Caenorhabditis elegans. Ktestim byly zvoleny houby rodd  Arthrobotrys
oligospora, Pochonia  chlamydosporia, Dactylellina lysipaga, = Monacrosporium

phymatophagum.

Nejvetsi nematofagni aktivitu na had’atku Caenorhabditis elegans prokazala v nasich in vitro
pokusech Arthrobotrys oligospora. A. oligospora vykazuje v in vitro testech dobré vysledky
také proti Meloidogyne hapla jak uvadi Singh et al. (2012). K srovnatelnym vysledkiim
dospél také Zouhar a kol. (2010), ktery testoval houby roda Arthrobotrys oligospora,
Dactylella oviparasitica, Dactylellina candida, Dactylellina lysipaga, Dactylellina
phymatopaga a Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia. Ve svych vysledcich in vitro
pokust uvadi rovnéz Arthrobotrys oligospora jako nejicinngjsi, a to proti had’atkim rodi

Globodera rostochiensis, Ditylenchus dipsaci a Meloidogyne hapla.

Je nutné poznamenat, ze Belder et Jansen (1994) ve své praci studovali v in vitro testech
vztah mezi nematofagnimi houbami a fytoparazitickymi hadatky rodi Globodera a
Meloidogyne ovsem nikoli rodu Ditylenchus. Tato diplomova prace potvrdila vysledky
dosazené Zouhar et. al. (2010) a je tedy chronologicky druhou praci zabyvajici se kromé
jiného i vyznamnym a ¢asto opomijenym rodem Ditylenchus. Cela fada autort pak pracovala
zpravidla se sbirkovymi kmeny studovanych nematofagnich hub (Galper et al. 1995, Gomes
et al. 1999, Kumar et Singh 2006).

V této praci byl v piipadé A. oligospora pouzit kmen izolovany z volné pfirody a je tedy
predpoklad, Ze jeho virulence neni sniZena mnohacetnym pasazovanim, ¢i skladovanim na

Sikmych agarech v genobance.

Na zéklad¢ téchto vysledkli probéhla realizace nadobovych pokust, kde byla testovana
nematofagni aktivita Arthrobotrys oligospora in vivo na hadatkach rodu Globodera

rostochiensis, Ditylenchus dipsaci a Meloidogyne hapla.

V piirozenych podminkach v padé aktivita nematofdgnich hub casto selhava. Z moznych
dtvodu, které uvadi Monfort et al. (2006) to mize byt napiiklad neschopnost houby se
Vv téchto podminkach mnozit. Tento fakt mize byt divodem, pro¢ vysledky nasich pokusi in
vivo s houbou Arthrobotrys oligospora nemély u had’atek rodu Globodera rostochiensis a

Ditylenchus dipsaci statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolou a variantami. A to i pfes to,
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ze v pokusech in vitro byla nematofagni aktivita Arthrobotrys oligospora nejvyssi jak
v naSich pokusech na Caenorhabditis elegans, tak v pokusech in vitro, které uvadi Zouhar a
kol. (2010), ktery A. oligospora testoval proti had’atkim rodt Globodera rostochiensis,
Ditylenchus dipsaci a Meloidogyne hapla. Z uvedeného vyplyva, Ze negativni vysledky
S nejvetsi pravdépodobnosti spocivaji ve schopnosti houby piezivat, mnozit se a tvofit lapaci
struktury v pudé vytvoieného experimentalniho systému a vyvojovym cyklem konkrétniho
druhu fytoparazitického had’atka.

V nasich nadobovych pokusech byl po oSetieni A. oligosporou statisticky vyznamny rozdil
oproti negativni kontrole pouze u had’atka rodu Meloidogyne hapla. U tohoto druhu je vyskyt

had’atek nepfimo umérny ke koncentraci houby v suspenzi, kterou byly varianty oSetieny.

Z vysledkl které uvadi Zouhar a kol. (2010) se da vyvodit, ze z testovanych druht je na
nematofagni aktivitu ptdnich hub nejnachylnéjsi Meloidogyne hapla. Z jeho pokusu je
patrné, Zze M. hapla ma u vsech testovanych hub vyssi mortalitu nez G. rostochiensis nebo D.
dipsaci. Je tedy evidentni, Ze vliv nematofagnich hub na mortalitu fytoparazitickych had’atek

nelze unifikovat a je nutné zohlednit druh pfipadné rod studovaného had’atka.

Pii nadobovém pokusu, kde byla hodnocena nematofagni aktivita Strofaria rugosoannulata
na M. hapla, byly dosazeny podobné vysledky jako u A. oligospora s had’atky D. dipsaci a G.
rostochiensis. Mukerji et al. (2000) se ovSem o S. rugosoannulata zminuje jako o mykorhizni
houbé. V pfipadg, ze by S. rugosoannulata podporovala rist testovanych rostlin, tak by tyto
rostliny vice lakaly had’atka. Pii vysokych koncentracich houby v nadobovych pokusech by se
proto neprojevovala nematofagni aktivita v takové mife jako v in vitro testech, kde neni na
vliv rostliny bran zfetel. Uvedené zavéry tak S nejvétsi pravdépodobnosti vysvétluji, pro¢ se
nejméné had’atek vyskytovalo ve varianté, kterd byla oSetfena suspenzi s nejnizsi koncentraci
houby. Je rovnéZ nutné uvést, Ze vyuziti S. rugosoannulata jako bioagens proti ttmto druhiim
fytoparazitickych had’atek nebylo dosud publikovano a tyto dosazené vysledky jsou prvni
svého druhu. Komparovat je 1ze pouze s praci Luo et al., (2006) kde ovSem byly popsany
struktury vyuzitelné proti hdd’atkim a to na modelovém organismu a na hadatku B.

xylophilus, ktery nepatii k had’atkim vyskytujicim se na uzemi CR.
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7.Zaveér

V této préci jsme se vénovali vztahu nematofagnich hub a had’atek, a to na dvou trovnich. A
to v pokusech in vitro, kde se mohla peclivé studovat interakce had’atko - nematofagni houba
a poté v nadobovych pokusech kde se podminky vice pfiblizily podminkdm, které by nastaly
pfi vyuziti hub v praxi.

V in vitro testech se houby testovaly na modelovém druhu had’atka kde nejvys$si nematofagni

aktivitu jasn¢ vykazovala Arthrobotrys oligospora.

Ta byla poté pouzita v nadobovych pokusech na had’atka druhti Globodera rostochiensis,
Ditylenchus dipsaci a Meloidogyne hapla. V téchto nadobovych pokusech, ale nematofagni

aktivitu A. oligospora vykazovala pouze u Meloidogyne hapla.

Dale se v nadobovych pokusech na Meloidogyne hapla testovala Strofaria rugosoannulata,

ktera ovSem nevykazovala vyznamnou nematofagni aktivitu.

V budoucnu by se vyzkum mél zabyvat tim jak zajistit i vin vivo podminkach aby
nematofagni houby byly schopné se rozrustat a vykazovat nematofagni aktivitu a byly tak

pouzitelné pro praxi jako spolehlivy prostfedek k regulaci had’atek.
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