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Abstrakt:

Diplomova prace je zaméfena na vyuziti mykoparazitickych hub Trichoderma spp.,
Clonostachys rosea f. catenulata a Coniothyrium minitans v biologické ochrané rostlin proti
vyznamym fytopatogennim houbam Sclerotinia sclerotiorum a Rhizoctonia solani.

V pokusech byly testovany komeréné dostupné biopreparaty vV Evropé a v USA, divoké
kmeny hub rodu Trichoderma odizolované v ramci monitoringu mykoparazitickych hub
z ekologického a konvenéniho systému hospodafeni a dale kmeny houby Coniothyrium
minitans. Hodnotily se jejich biologické a produkéni vlastnosti. Z biologickych vlastnosti se
jedna o ucinnost na fytopatogenni houby Sclerotinia sclerotiorum a Rhizoctonia solani. Po
jednotlivych testech byly zaznamenany vyznamné rozdily mezi jednotlivymi druhy, resp.
kmeny. Neékteré kmeny vykazovaly veét§i mykoparazitickou schopnost a u patogena S.
sclerotiorum vyrazné ovlivnily nejen tvorbu, ale i velikost sklerocii.

Mykoparazicky efekt byl prokdzan testem ovéfeni parazitace vytvofenych sklerocii S.
sclerotiorum, resp. mycelia R. solani. Produkce spor byla hodnocena na umélych zZivnych

pudach nebo na pfirozenych substratech.

klicova slova: biologickd ochrana, komeréni biopreparaty, mykoparazitické houby,
Trichoderma spp., Clonostachys rosea f. catenulata, Coniothyrium minitans, fytopatogenni

houby, Sclerorinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani.



Abstract:

This M.Sc. thesis is aimed to use of mycoparasitic fungi Trichoderma spp., Clonostachys
rosea f. catenulata a Coniothyrium minitans in biological control against phytopathogenic
fungi Sclerotinia sclerotiorum and Rhizoctonia solani.

In experiments were evaluateded strains from commercial biopesticides, native strains
of Trichoderma isolated during monitoring of mycoparasitic fungi from ecological and
traditional agriculture. All the strains were tested for biological and production properties.
Efficacy of strains was evaluated against S. sclerotiorum and R. solani. Among the strains
were found out different mycoparasitic abilities. Production and size of sclerotia were
influenced by some strains of Trichoderma and C. minitans. Mycoparasitic effect was proved
by test of verification of parasite sclerotia S. sclerotiorum or mycelium of R. solani.
Production of spore of mycoparasitic fungi was evaluated from artificial medium PDA and
solid substrates.

Key words: biological control, mycoparasitic fungi, commercial biopesticides, Trichoderma
spp., Clonostachys rosea f. catenulata, Coniothyrium minitans, phytopathogenic fungi,

Sclerorinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani
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1. Uvod

V minulém stoleti vedla snaha ¢lovéka o dosazeni maximalni zeméd¢€lské produkce
k velkoplo$nému a Castému pouzivani pesticidi. Postupné se v8ak zacalo vyskytovat ¢im
dal vice probléml spojenym s jejich nadmérnym a dlouhodobym pouzivanim. Spolu
suzivanim pesticidi se zacaly pomalu objevovat problémy spojené s jejich castym
pouzivanim (vznik rezistentnich populaci sktidcti, plevelnych rostlin a houbovych chorob,
rezidua pesticidii v Zivotnim prostiedi, snizeni biodiverzity v agroekosystémech,...). Proto
je nutné piistoupit k néjakym zménam v ochrané rostlin. Biologickd ochrana se zatim
vyuziva spiSe ve sklenicich, kdezto v polnich podminkach nenasla zatim piilis velké
uplatnéni. Jednim z organismu, které by mohly nalézt uplatnéni v polnich podminkach,
jsou mykoparazitické houby. Zejména se jedna o houby rodu Trichoderma spp., Pythium
spp., Coniothyrium spp. a Clonostachys spp..

SMERNICE EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY  2009/128/ES
ze dne 21. fijna 2009, kterou se stanovil ramec pro Cinnost Spolecenstvi za ucelem
dosazeni udrzitelného pouzivéani pesticidi. Na zdklad¢ natizeni (ES) ¢. 1107/2009 a této
smérnice je uplatiiovani zasad integrované ochrany rostlin povinné. Clenské staty by ve
svych narodnich akénich planech mély popsat zpusob, jak zajist'uji uplatiovani zasad
integrované ochrany rostlin. Skodlivé organismy je tieba sledovat pomoci vhodnych
postupll a nastrojii, pokud jsou dostupné. Tyto vhodné néstroje by mély pokud mozno
zahrnovat pozorovani na mist€¢ a védecky podlozené systémy varovani, piedpovédi a
vCasné¢ diagnézy, pokud je to mozné, jakoz 1 vyuzivani poradenstvi odborné
kvalifikovanych poradcti. Na zaklad¢ vysledkl sledovani se musi profesionalni uzivatel
rozhodnout, zda a kdy pouZzije opatfeni na ochranu rostlin. Zakladnim ptedpokladem
rozhodovéni jsou pevné stanovené a védecky podlozené prahové hodnoty. Pokud jde o
Skodlivé organismy, je tfeba pfed oSetfenim vzit pokud mozno v ivahu prahové hodnoty
stanovené pro danou oblast, konkrétni uzemi, plodiny a zvlastni klimatické podminky. Pfed
chemickymi metodami je nutné dat prednost udrZitelnym biologickym, fyzikalnim a
jinym nechemickym metodam, pokud uspokojivé zajisti ochranu pied Skodlivymi
organismy (Anonym 1).

Cilem prace je objektivné posoudit a ovéfit moznost vyuziti mykoparazitickych hub v
ochrané rostlin proti vybranym plivodciim onemocnéni rostlin. Realizovat modelovou
studii polyfaktoridlni charakteristiky vybranych kmenli mykoparazitickych hub rodu
Trichoderma a C. minitans se zaméfenim na hodnoceni biologickych, rustovych a

produk¢nich vlastnosti kment.



2. Literarni prehled

2.1. Biologicka ochrana

Biologickou ochranu je mozno definovat velmi uzce jako ,,Zamérné vyuzivani
ptirozenych nepftatel s cilem regulovat populace Skidcti, chorob a plevelnych rostlin® az
velmi S$iroce, kdy spolu s pfirozenymi nepiateli a antagonisty jsou do Kkategorie
biologickych metod zahrnovany 1 metody agrotechnické, bioraciondlni a genetické.
Soucasné definice vice inklinuji k velmi uzkému pojeti, vymezuji biologickou ochranu
nejen jako zamérné vyuzivani, ale i cilenou podporu pfirozenych neptatel, ale zietelné i
jako zamérné vyuzivani a podpora systému v interakcich ,,zivy proti zivému*. Biologicka
ochrana rostlin proti ptivodciim onemocnéni rostlin miize byt definovana jako redukce
mnozstvi inokula nebo patogenni aktivity patogena pomoci jednoho nebo vice

mikroorganismt s mykoparazitickou nebo antagonistickou aktivitou (Landa 2002).

Biologickou ochranu v $ir§im i uz§im smyslu slova povaZuje dnes vétSina
odbornikli za ekologicky, hygienicky i ekonomicky nejvhodnéjsi metodu potlacovani
Sktidcti. Pracuje v ptirod€ vlastnimi prostiedky, takze nezatézuje Zivotni prostedi a diky
vysoce specifickému ucinku zpravidla neohrozuje necilové organismy. Plsobi pii tom
dlouhodobé, nepotfebuje drahd zafizeni, pfili§ mnoho vody ¢i energie, ani naklady na
kompenzaci lidského zdravi a Zivotniho prostfedi. Biologickéa ochrana vSak také klade jisté
naroky na své uZivatele, zejména vyzaduje schopnost systematické prace a trpélivost.
Vysledky se vétSinou dostavi o néco pozdéji nez u ochrany chemicke, jsou vSak vyrazné

trvalejsi (Ticha 2001).

Biologicka ochranu miizeme definovat také jako rezii piesného fizeni spolecné slozky
ekosystému k ochrané rostlin proti patogeniim. V tomto ohledu je mikrobialni rozmanitost
klicovym pfirodnim zdrojem (Kennedy, Smith 1995). Biologickd ochrana chrani kvalitu
zivotniho prostfedi snizenim chemickych vstuptl a je charakteristicka jako trvale udrzitelné
hospodatreni. (Altieri 1994; Jeffries, Bareg 1995). Mezi dalsi vyhody biologické ochrany
bezesporu patii 1 snizovani rezidui V potrave, zachovani pfirozenych neptatel a zvySeni
biodiverzity ekosystému (Lacey et al. 2001). Zaroven je i nepravdépodobné, ze by mohlo
dojit k rezistenci k bioagens (Bale et al. 2007). Naopak mezi nevyhody biologické ochrany
oproti ochran¢ chemické patii perzistence, specifita (bud’ pftili§ Siroké nebo pfili§ tzké

spektrum hostiteltr), rychlost G¢inku a cena (Lacey et al. 2001)



S cilem pochopit moznosti a vymezeni biologické ochrany, a to zejména za ucelem
uskute¢néni kompetentniho programu biologické ochrany. Je nezbytné povédomi i o
ekologickych zékladech biologické ochrany. 3 vzajemné propojené koncepty, kterym
musime porozumet, jsou: (1) myslenka diskrétni populace a spolecenstev, (2) rovnovaha
ptirody a (3) pfirozena kontrola ¢isel. Biologicka ochrana je projevem sdruzeni riznych,
vzajemné zavislych druht v pfirod€. Ale druhy existuji jako skupiny jednotlivct. Ty se
kiizi, rozmnozuji se a umiraji. RozmnoZovanim se sami udrzuji jako urcita skupina, ktera

se na mistni arovni nazyva populace (Boughey 1961).

Pojmy "biologicka ochrana" a pouzivané synonymum "bioochrana" (v anglictiné
biological control and biocontrol) jsou dodnes pouzivany v rtiznych oblastech biologie,
pfedev§im v entomologii a patologii rostlin. V entomologii se stale pouzivaji k popisu
vyuziti zivych predatori a parazitoidi hmyzu, entomopatogennich hlistic, nebo
mikrobidlnich patogent (entomopatogenni houby, bakterie a viry) k potlaceni populaci
ruznych Skidci hmyzu. V rostlinné patologii se tento termin pouziva jako mikrobidlni
mykoparazit nebo antagonista k potlaceni ptivodct onemocnéni rostlin, stejné jako pouziti
patogenit pro ochranu rostlin proti spoleenstvu plevell. Ve vSech oblastech se vSak
organismus, ktery potlacuje Skiidce nebo patogeny, oznacuje pod pojmem "agens
biologické ochrany" (V angli¢tiné pouzivany termin BCA — biological control agents). (US
Congress, 1995).

Metody biologické ochrany proti piivodciim onemocnéni rostlin 1ze rozclenit na
metody pfimé a nepiimé (Alabouvette, Lemanceau 1999). Vzhledem ke slozitosti vazeb
mezi organizmy V prostiedi je toto ¢lenéni zna¢né teoretické a jednotlivé metody vykazuji
fadu modifikaci a vzéjemné se prolinaji (Landa 2002). Pfimé metody zahrnuji introdukci
specifickych mikrobidlnich antagonist do piidy nebo jejich aplikaci na nadzemni casti
rostlin. Nepiimé strategie ochrany rostlin proti fytopatogennim mikroorganismiim jsou
zaloZeny na aplikaci organické hmoty do pidy, diky niz se zvySuje mikrobidlni aktivita
pudy a tim dochazi k podpote plisobeni antagonistii nebo mykoparaziti. Dalsi metoda je
zalozena na stimulaci rostlinnych obrannych mechanismti proti jednotlivym patogeniim
pfedchozi inokulaci rostlin avirulentnimi nebo hypovirulentnimi (slabé patogenni) kmeny

fytopatogennich organizmt (Bohata 2005).



2.2. Biologické vztahy mezi houbami

vvvvvv

hlavnich skupin: (1) rostlina - interakce zptisobené rostlinami, které si mezi sebou
konkuruji (soutézi v boji o ziviny) ; (2) kofen - mikroorganismus - interakce, ktera je
dana cCinnosti rostlin, které stimuluji rGst mikroorganismii kolem kofent (rhizosférovy
efekt) a mikrobialni aktivitou, kterd ma vliv na vyvoj rostlin, a to bud’ ve prospéch rostliny,
nebo naopak navozenim choroby, a (3) mikroorganismy — interakce mezi
mikroorganismy samotnymi, které zahrnuji jak synergické, tak i antagonistické aktivity
(Stoztky 1972; Lynch 1990).

Rizné antagonistické mikroorganismy maji potencidlni schopnost interference s
patogennimi mikroorganismy rostlin v prib¢hu jejich ristu nebo az béhem vyvoje a
poskytuji tak celou fadu moznosti, jak je vyuzit v biologické ochran€. Mezi mikrobialni
antagonistické reakce mezi mikroorganismy v béznych podminkach prostiedi patii podle
Alabouvette, Lemanceau (1999) tyto typy interakci: antibioza, kompetice,
mykoparazitismus.

Pravé tyto interakce predstavuji zakladni mechanismy, jez jsou vyuzivané v biologické
ochrané rostlin. VSechny vySe uvedené interakce se nevyskytuji vzdy samostatné, ale

vzajemné se kombinuyji.

Antibioza zahrnuje takové interakce mezi organismy, jez vyvolavaji tvorbu
nizkomolekularnich difiznich latek nebo antibiotik produkované mikroorganismem, které
nasledn¢ inhibuji rst a vyvoj organismu jiného. Tyto latky zahrnuji proteiny a enzymy,
které usmrti nebo inhibuji cilovy organismus a poskozuji jeden organismus metabolickou
produkci organismu druhého. VétSina mikroorganismt produkuji a vylucuji jednu nebo
vice latek s antibiotickou aktivitou. V nékterych pifipadech se tyto latky produkované
mikroorganismy ukézaly byt zvlasté ucinné pii potlaceni piivodcii onemocnéni rostlin
(Thomashow et al. 2002). Mezi vyznamné druhy s antagonistickym pusobenim miuZzeme
zatradit houbu Trichoderma virens (=Gliocladium virens) nebo Trichoderma harzianum
(Baker, Cook 1974). Antagonisticka houba vyluéuje do zevniho prostfedi ucinné latky,
které piisobi na cilovy fytopatogenni mikroorganismus a tim tlumi jeho ridst a rozvoj v
pude. Antagonistické mikroorganismy vSeobecné vytvareji s citlivymi mikroorganismy
tzv. ochranné zony, rizné rozsahlé pifi rizné silném antagonistickém efektu. Velké

ochranné¢ zdény znaci vysoky antagonisticky efekt. Ve fytopatologii se setkavame s



antagonismem zejména mezi bakteriemi a mikroskopickymi houbami (Hysek et al. 2008).
Chceme-li byt efektivni, musi byt latky produkovany v dostateéném mnozstvi pobliz
cilového patogena, abychom docilili efektu biologické ochrany (Thomashow et al. 2002).
Howell et al. (1993) zjistili, ze jednotlivé kmeny mykoparazitické houby T. virens
produkuji rizné antibiotika. Podle tohoto zjisténi rozdélili kmeny na do dvou skupin,
skupina kment ,,P*“ a kment ,,Q“. Kmeny skupiny ,,P*“ produkuji antibiotikum gliovirin,
které je aktivni a usmrcuje fytopatogenni houbu P. ultimo. Tyto kmeny nejsou vSak
schopny inhibovat a ovliviiovat vyvoj kment fytopatogenni houby R. solani anastomoézni
skupiny AG-4 (Howell 1999). Naopak, kmeny skupiny ,,Q“ produkuji antibiotikum
gliotoxin, které potlac¢uje rist kmene Rhizoctonia solani AG-4, avsak neovliviiuje rast
houby Pythium ultimum (Howell et al. 1993). Je znamo, ze nékteré kmeny hub nebo
bakterii mohou produkovat vice antibiotik, které mohou potlacit i vice patogenil.
Prikladem bakterie jde o Bacillus cereus kmen UWSS, ktery produkuje zwittermycin a
kanosamine (Milner et al. 1996).

Kompetice je stav, ve kterém je jeden organismus nadfazeny druhému ve smyslu
ziskavani a vyuzivani nutri¢nich zdroji nebo ve smyslu omezeni pfistupu k témto zdrojim
(Chet et al. 1997). Z mikrobialniho hlediska jsou ptudy a povrchy zivych rostlin ¢asto na
ziviny omezena prostiedi. Chceme-li Gspésné kolonizovat nadzemni ¢asti rostliny, musi
mit mikroorganismus moznost ucinné soutézit o dostupné ziviny. Na povrchu rostlin
poskytuje hostitel ziviny, mezi které patii vypotky, vyluhy, nebo (zastaralé tkan¢) biomasa
mycelia. Kromé toho mohou mikroorganismy ziskat ziviny z odpadnich produkti z jinych
organismt, jako od hmyzu (napt. medovice msic na povrchu listt) a z pudy. Kompetici je
tézké dokazat ptimo, nicméné nepiimé dikazy naznacuji, Ze soutéZ mezi patogennimi a
nepatogennimi mikroorganismy, kdy si mezi sebou konkuruji o ziviny, je dilezitad pro
omezeni vyskytu a zavaznosti chorob. Zaroven kazdy mikroorganismus ma své pozadavky
na prostiedi. Pokud se v daném prostredi vyskytuje vice mikroorganismi se stejnymi nebo
podobnymi naroky, miZe dojit k tzv. piekryti ekologickych nik, a tim k uplatnéni principu
kompeti¢niho vylou¢eni jednoho z mikroorganismi. Obecné plati, Zze v pudnim prostiedi je
prostorova konkurence vysoka, nebot’ v plidnim prostiedi se vyskytuje velka skéla riznych
druhli mikroorganismi. Velmi citlivé na tento jev jsou napiiklad ptdni fytopatogenni
houby rodu Fusarium a rodu Pythium. Naopak mensi prostorova konkurence je
zaznamenana mezi mikroorganismy vyskytujicich se na nadzemnich ¢astech rostlin (Tari,

Anderson 1988).



Tabulka ¢€.1: Ptehled nékterych antibiotik produkovanych mikroorganismy.

Antibiotikum Zdroj Cilovy patogen Choroba/patogen | Reference
2,4-diacetyl Pseudomonas Pythium spp. padani  kli¢nich | Shanahan et al.
phloroglucinol | fluorescens rostlin (1992)

F113
Agrocin 84 Agrobacterium | Agrobacterium bakterialni Kerr (1980)

radiobacter tumefaciens boulovitost

kotenti

Bacillomycin Bacillus subtilis | Aspergillus flavus | aflatoxin Moyne et al. (2004)
D AU195
Bacillomycin, | Bacillus Fusarium ucpavani cévnich | Koumoutsi et al.
fengycin amyloliquefacie | oxysporum svazki (2004)

ns FZB42
Xanthobaccin | Lysobacter sp. | Aphanomyces padani  kli¢nich | Islam et al. (2005)
A strain SB-K88 | cochlioides rostlin

Gliotoxin Trichoderma Rhizoctonia solani | kofenova hniloba | Wilhite et  al.
virens ,,Q (2001)
Gliovirin Trichoderma Pythium ultimum | padani  kli¢nich | Howell, Puckhaber
virens ,, P rostlin (2005)
Herbicolin Pantoea Erwinia spala Sandra et al. (2001)
agglomerans amylovora razokvétych
Co-1
Iturin A B. subtilis | Botrytis  cinerea | padani  kli¢nich | Paulitz,Belanger
QST713 and R. solani rostlin (2001), Kloepper et
al. (2004)
Mycosubtilin B. subtilis | Pythium padani kli¢nich | Leclere et  al.
BBG100 aphanidermatum rostlin (2005)
Phenazines P. fluorescens | Gaeumannomyces | ¢ernani pat stébel | Thomashow et al.
2-79 and 30-84 | graminis var. (1990)
tritici
Pyoluteorin, P. fluorescens | Pythium ultimo, R. | padani  kli¢nich | Howell and
pyrrolnitrin Pf-5 solani rostlin Stipanovic (1980)
Pyrrolnitrin, Burkholderia R. solani, | padani  kli¢nich | Homma et al.
pseudane cepacia Pyricularia oryzae | rostlin (1989)
Zwittermicin A | Bacillus cereus | Phytophthora padani  kli¢nich | Smith et al. (1993)
UW85 medicagini, P. | rostlin

aphanidermatum

Mykoparazitické houby jsou vyrazné vitalnéjsi, rychleji rostou a velmi snadno se

ptizpusobuji podminkam prostiedi. Z tohoto diivodu, na rozdil od ostatnich druhti, rychleji

kolonizuji

mykroorganizmd.

ekologickou

niku,

Fytopatogenni
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organizmy nejsou poté

zabranuji

premnozZeni
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mykoparazitické houby (Barnett, Binder 1973). Sivan, Chet (1989) zjistili, ze houba T.
harzianum (T-35) efektivné kolonizoval pidu v blizkosti kofent rostlin melounu a baviny,

a tim zabranila kolonizaci kofeni fytopatogenni houbou Fusarium oxysporum.

Mykoparazitizmus mtzeme chapat jako nutri¢ni zavislost jednoho druhu houby na jiném
druhu. Jedna se o p¥imé napadeni houby parazitem, na které navazuje vyuziti zivin. Casto
je pouzivan také termin hyperparazitismus k popsani houby parazitujici na jiné parazitické
patogenni houbé. Mykoparazitismus byl zaznamenan u vSech oddéleni hub pocinaje od
Chytridiomycota az po Basidiomycota (Jeffries 1997). Tento fenomén mykoparazitizmu
byl poprvé popsdn Weindlingem (1932), ktery zaznamenal mykoparazitizmus houby
Trichoderma lignorum na né¢kolika fytopatogenich houbach (Rhizoctonia solani,
Phytophthora parasitova, Pythium spp., Sclerotinia rolfsii). Barnett, Binder (1973)
roz¢lenili mykoparazity podle zpusobu jejich mechanizmu U¢inku na fakultativni
saprotrofy (destruktivni) a biotrofni mykoparazity. Biotrofni mykoparazité parazituji na
zivych hostitelskych buiikach, zatimco fakultativni saprotrofové pied proniknutim do

hostitelskych buné¢k tyto buiiky nejdiive usmrti.

Tabulka ¢.2: Typy nekrotrofnich a biotrofnich mykoparazitt

Nekrotrof  kontaktni mykoparazit rostouci v uzkém kontaktu s hostitelskymi
hyfami, aniZ by do nich penetroval

invazivni hyfy mykoparazita penetruji do hyf hostitele, rostou v nich a
zpusobuji jejich nekroézu a rozklad

Biotrof haustoridlni ~ pronikd do hyfy hostitele pomoci kratkych hyfalnich vétvi
(haustorif)

vnitrobunéény penetruje do hyfy hostitele a obnaZeny protoplast ze stélky
mykoparazita pronikd do napadené cytoplazmy

fazujici stény hyf hostitele a parazita se v misté¢ dotyku té€sné spojuji,
hyfa hostitele neni hyfou parazita zjevné penetrovana, ale
vytvareji se mezibunééné kandlky propojujici protoplasty
hostitele a parazita




2.3. Navozeni hostitelské rezistence

Rostliny aktivné reaguji na rizné podnéty prostiedi, véetné gravitace, svétla, teploty,
fyzické zatézi a dostupnosti vody a zivin. Rostliny také reaguji na fadu chemickych
podnétl vyvolanych pldnimi a rostlinnymi mikroby. Takové podnéty mohou vyvolat
rizné biochemické zmény uvniti hostitelské rostliny, které¢ zvysuji odolnost proti nasledné
chorob¢ vyvolané patogeny. Navozeni hostitelské obrany miize byt lokalni nebo systémové
povahy, v zavislosti na typu, zdroji a mnozstvi podnétl. Nedavno fytopatologové zacali
charakterizovat faktory a cesty vyvolané rezistence stimulované biologickou ochranou a
jinymi nepatogennimi mikroby. Prvni z téchto cest, nazvana systémova ziskana rezistence
- SAR (z anglického slova systemic acquired resistance), je zprostiedkovana kyselinou
salicylovou - SA (salicylic acid), slouceninou, ktera je Casto produkovana infekénimi
patogeny a obvykle vede k vyjadfeni proteinti souvisejicich s patogenezi — PR proteiny (Z
anglického slova pathogenesis-related proteins). Tyto PR proteiny obsahuji fadu enzymi, z
nichz nékteré mohou plisobit ptimo na §té€peni invaznich bunék, posiluji hranice bunéénych
stén, aby odolavaly infekcim, nebo vyvolaji lokalni bunéénou smrt. Druhy fenotyp, nejprve
uvedenych jako indukovand systémova rezistence (ISR), je zprostfedkovan kyselinou
jasmonovou — JA (jasmonic acid) nebo ethylenem, které jsou produkovany nasledujici
aplikaci nékterych nepatogennich rhizobakterii. Zajimavé ale je, Ze kyseliny salicylova a
jasmonova mohou pisobit antagonisticky proti sobé, toho miiZzou vyuzit n€které bakterialni

patogeny a pickonat tak SAR (He et al. 2004).

2.4. Mykoparazitické houby

Vyznamnou skupinu v biologické ochrané proti ptivodciim onemocnéni predstavuji
tzv. mykoparazitické houby. Mykoparazitické houby jsou definovany jako houby
napadajici jiné houby a jsou pfirozenymi neptateli fytopatogennich hub, plvodct
onemocnéni rostlin. Poprvé byly popsany v roce 1800 mykology, ktefi se zajimali o
choroby rostlin (Veseld 1986).

Antagonistické vztahy mezi riznymi mikroorganismy a patogeny rostlin byly zndmy
jiz vminulém stoleti a o praktickém vyuZiti téchto znalosti se zacalo uvazovat jiz
pocatkem tiicatych let. Dalsi rozvoj pterusSila vlna tspéchu chemickych pesticidl a jejich
masové nasazeni po celém svété. Poznani ekologickych dasledkd jejich mnohdy

neuvazeného pouzivani vedlo k postupné renesanci zajmu o vyuziti biologickych zpiisobi



ochrany rostlin a intenzita vyzkumu na tomto tseku se koncem sedmdesatych a na pocatku

osmdesatych let nebyvale zvysila (Nesrsta 1991).

2.5. Prehled vybranych druhi mykoparazitickych hub

Coniothyrium minitans W.A. Campb. 1947

Taxonomické zatfazeni: Coniothyrium minitans, Oddéleni: Ascomycota Trida:
Dothideomycetes, Celed’: Leptosphaeriaceae

Houba C. minitans je tzce specializovany mykoparazit, ktery infikuje a degraduje
sklerocia hub z oddéleni 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 oddé€leni
Basidiomycota (Whips, Gerlagh 1992). Gerlagh et al. (1996) prokazal, ze houba C.
minitans je schopna infikovat i sklerocia houby Botrytis cinerea. Do sklerocii S.
sclerotiorum pronika mykoparazitickd houba bud’ pfimo pigmentovou vrstvou, nebo
nepfimo v misté poskozeni sklerocia. Nasledné¢ C. minitans pronika ve sklerociu i do
nepigmentované kury a diené sklerocia. Na penetraci se podili jak lytické enzymy, tak
mechanicky tlak penetracniho hrotu. Po kolonizaci kiry i diené houbou C. minitans
dochdzi kUplné degradaci sklerocia. Svrchni pigmentova vrstva bunck sklerocia je
odolng&jsi vici pusobeni C. minitans, proto si degradované sklerocium zachovava tvar.
Uvniti takto degradovaného mycelia je masa pyknospor. Na povrchu infikovanych
sklerocii se tvoii pyknidy, z kterych dochazi k vyronu pyknospor v mucilagenni hmoté
(Bennett et al. 2006).

Mykoparazitickd houba C. minitans vytvaii na ovesné zivné pidé (oat meat agar)
variabilni kultury. Zpocatku se tvoii chomackovité, slabé mycelium, které se postupné
stava hustéjsi a zrnitéjsi diky zacatku tvorby pyknid. Barva kultury je zpocatku svétle zluta
a prechazi pres 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
uspotadany v fetizcich nebo jsou volné rozmistény mezi hyfami. Konidiomata pyknidy
jsou také tmaveé hnédé az erné 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. Pyknospory jsou tmavé, vejCité az elipsoidni nebo mohou byt i kratce

cylindrické az témét kulovité s hladkym povrchem. Velikost pyknospor je 4-7 X 3-4 pm.



Na trhu jsou dostupné dva produkty obsahujici BCA Coniothyrium minitans.
V Némecku a ve Svycarsku je to produkt Contans WG a v Mad’arsku produkt KONI. Oba
piipravky jsou ve form¢ granulované formulace. Contans WG je nastiikdn a vpraven do
pudy az po rozptyleni ve vod¢, zatimco KONI je v¢lenén do piidy piimo. Aplikaci je nutné
provadét nekolik tydnt pted vysadbou plodiny na poskytnuti ¢asu pro zni¢eni sklerocii.
Princip ptsobeni Contans WG je takovy, ze spory houby Coniothyrium minitans po
aplikaci do pudy infikuji a parazituji na ptitomnych sklerociich patogent Sclerotinia spp. a
pomérné rychle je rozkladaji. K jejich rozvoji dochazi zejména v provzdusnéné povrchové
vrstvé pady do hloubky cca 10 cm pii teplotach nad 1 °C. Pfi zamrznuti pidy C. minitans
pozastavuje sviyj rist, ale nedochazi k odumfeni. Po zvySeni teploty zacina houba opét
parazitovat sklerdcia a proto je mozné pouziti pfipravku jak na podzim, tak i v jarnich
mésicich. Uginnost odstranéni zdrojii infekce z povrchové vrstvy piidy se pohybuje od 95-

100 % (Whipps, Lumsden 2001).

Houby rodu Trichoderma spp.

Houby rodu Trichoderma jsou polyfagni, volné zijici houby, jez se bézné vyskytuji u
kotend i voln¢ v pidnich ekosystémech. Soucasné objevy ukazuji, Ze jsou to oportunni,
avirulentni symbionti rostlin a stejn€ tak parazituji i na jinych houbach. PfinejmensSim
nékteré kmeny vytvafeji robustni a dlouhotrvajici kolonizace povrchu kofent a pronikaji
do epidermis a dokonce i n¢kolik bun¢k pod jeji troven. Dale produkuji nebo uvoliuji
fadu latek, které indukuji lokalizované nebo systemické rezistentni reakce, a to vysvétluje
jejich malou patogenitu vici rostlindm. Spojeni s témito kofenovymi mikroorganismy maji
za nasledek podstatné zmény v metabolismu rostlin. Rostliny jsou chranény pied fadou
patogenil procesy, které jsou podobné systémové ziskané rezistenci a rhizobakteriemi
indukované systémové rezistenci. Kolonizace kofend druhy rodu Trichoderma rovnéz
Casto zvySuje rust a rozvoj kofenové soustavy, produkci rostliny, rezistenci vici
abiotickym strestim a pfijem a vyuziti zivin (Harman et al. 2004) S houbami tohoto rodu se
nejcastéji setkavame v lesnich pidach, kompostech, ve sklenikovych substratech, v padach
s dostateCnou zasobou humusu apod. (Okrouhla, 1993). Dale se Trichoderma spp.
vyskytuji na odumielém dievé a na rostlinnych zbytcich. Rozpoznani hub Trichoderma

Houby todu Trichoderma vytvareji 2 stadia: perfektni a imperfektni. Pricemz

telemorfni stadium nalezi do t¥idy Ascomycetes, fadu Hypocreales a rodu Hypocrea.
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Anamorfni stadium je fazeno do pomocného oddéleni Deuteromycota, tiidy
Hyphomycetes, tadu Moniliales (Nesrsta 1991). Zastupce z rodu Trichoderma muzeme
snadno odizolovat z piudy pomoci vSech dostupnych konven¢nich metod napf. metoda
prekolonizace za vyuziti patogena S. sclerotiorum nebo R. solani, metoda zivych pasti, kdy
se jako navnada vyuzivaji sklerocia S. sclerotiorum. Vzhledem k tomu, Ze tvoii také
chlamydospory a kolonizuji organické substraty, jsou druhy hub rodu Trichoderma také
ziskavany metodami zaloZenymi na promyvani ptdy (Gams, Bisset 1998).

Kolonie hub rodu Trichoderma rostou v kultuie vétSinou velmi rychle, zpocatku jsou
na povrchu zcela hladké a témét prusvitné nebo vodové bilé. Pozdé&ji zacinaji byt
chomackovité nebo kompaktné vatovité v riznych odstinech zelené nebo jsou Cisté bilé.
Do média mize vylu€ovat rizné pigmenty (Nesrsta 1991). Zépach je vétSinou zietelny
nebo slaby, charakteristicky pro houbu pfipominajici kokosovy ofech. Struktura konidii je
rozprostfena nebo choméckovitd. Konidiofory u vétSiny druhii jdou se Sirokou hlavni osou
vétvenou v pravidelnych intervalech, obvykle s ndslednymi vétvenimi postupné se
zkracujicimi a zuzujicimi. (Kubicek, Harman 1998).

Nejen, ze houby rodu Trichoderma spp. ovliviiuji patogeny v pudé, ale zaroveit mohou
ovliviiovat rostliny tim, Ze vylucuji tzv. regula¢ni hormon, ktery mtize zpétné zvySovat
rychlost rlstu nebo i vyuzitelnost piijatelnych zivin (Okrouhla 1993; Kolombet et al. 2001;
Caron et al. 2002). Krom¢ vyuziti nékterych druhti rodu Trichoderma v biologické ochrané
rostlin proti patogennim houbdm, je fada z nich schopna rozkladat celul6zové materialy
tim, ze produkuji enzymy celulazy (Kubicek et al. 1990).

Uspésnost hub Trichoderma spp. jako bioagens je dan jejich vysokou schopnosti
reprodukce, schopnosti prezivat nepfiznivé podminky, efektivnim piijmem Zivin,
schopnosti pfizpisobovat si rhizosféru a také vysokou agresivitou proti fytopatogennim
houbam a efektivni podporou riistu rostlin v€etné jejich obrannych mechanismi (Benitez et
al. 2004). Kmeny Trichoderma spp maji i velkou odolnost a toleranci vuci fungicidim
(Okrouhlé 1993).

Trichoderma virens (J. H. Mill., Giddens & A.A. Foster) Arx 1987 (=Gliocladium virens)

Taxonomické zafazeni: Trichoderma virens = syn. Gliocladium virens, Odd¢leni:
Ascomycota, T¥ida: Sordariomycetes, Celed’: Hypocreaceae
Trichoderma virens je mykoparaziticka houba, pfirozené¢ se vyskytujici ve vsech

typech pidy. Tato bézna ptidni houba potlacuje rizné ptivodce chorob rostlin, véetné rodu
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Pythium., Rhizoctonia solani a Sclerotium rolfsii. T. virens se mnozi pouze nepohlavné.
Pohlavni forma neni znama. Houba T. virens byla jedna z prvnich, ktera byla pouzita v
biologické ochrané rostlin. Kmen GL-21 byl prvni registrovany biologicky pesticid v roce
1990 spolecnosti Certis (Columbia, MD). Trichoderma virens vytvari vlaknité mycelium,
hyfy jsou hojné vétvené, prehradkované, vétSinou tvofené jednojadernymi buitkami. Na
myceliu se tvofi septické konidiofory, jez se vétvi v horni ¢asti. Na konci konidiofort se
vytvareji masy hyalinnich nebo jasn¢ zbarvenych jednobunécénych konidii kulovitého
tvaru, které se tvotfi ve vrcholové c¢asti postupné za sebou. VsSechny konidie se drzi
pohromadé, nebot’ jejich soudrznost jim zabezpecuji kapénky mucilagenniho sekretu
(Vana 1996).

Houba Trichoderma virens se objevila na trhu ve dvou riznych formulacich:
GlioGard"", ve formulaci alginatovych pelet a SoilGard™ ve forms granuli. Tyto produkty
jsou ur¢eny proti kofenomorce bramborové R. solani a Pythium spp napadajici zeleninu a
okrasné rostliny. Aplikace byla omezena pouze na skleniky nebo na oSetfeni kvétinaca

(Lumsden et al. 1996).
Trichoderma harzianum (Rifai) 1969

Taxonomické zafazeni: Trichoderma harzianum (Rifai) 1969, Oddéleni: Ascomycota,
Ttida: Sordariomycetes, Celed’: Hypocreaceae

Komeréni ptipravek houby Trichoderma harzianum kmen 1295-22 (T-22) je vyrabén
spole¢nosti Bioworks a nasledné prodavan pies nékolik distributord pod nazvem T-22
Planter Box™. Tato formulace na bézi konidii je urena pro aplikace na velké plochy
plodin jako je kukufice, fazole, bavlna a sojové boby a ve vétSiné piipadli mohou byt
aplikovany na osivo jiz oSetfené fungicidy (Harman, Bjorkman 1998). OSetfovani osiva
houbou T. harzianum na rostouci sazenice, kde kolonizuje rhizosféru, ovlivituje rozvoj
kofenového systému a chrani zeméd¢lské plodiny proti kofenomorce bramborové (Whipps,

Lumsden 2001).
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Obr. ¢.1: Konidie a konidiofor houby Trichoderma harzianum (Hoog 2000)

Dalsi produkt zalozeny na kmenu T. harzianum Supresivit je registrovan v CR, ale
bohuzel v dneSni dobé je vregistru piipravkii na ochranu rostlin uveden pouze do
spotfebovani zasob. Supresivit je biologicky fungicidni pfipravek ve formé lehce
dispergovatelného prasku, k aplikaci zapravenim nebo zalivkou vysevnich, mnozarenskych
1 péstebnich substratti pred vysevem nebo na pocatku vegetace a k mnozeni a inkrustaci
osiva proti komplexu ptdnich patogenti zptisobujicich padani kli¢nich rostlin. U&innou
latkou jsou vzdusné konidie patentované¢ho kmene T.harzianum Rifai aggr. (Patent ¢.:

281537) v inertnim plnidle.

Clonostachys rosea f. catenulata (J.C. Gilman & E.V. Abbott) Schroers 2001

Taxonomické zatazeni: Clonostachys rosea f. catenulata, Odd¢leni: Ascomycota,
Ttida: Sordariomycetes, Celed’: Bionectriaceae.

Tato vlaknitd houba se vyskytuje v pudé a na rostlinnych zbytcich. Parazituje i na
jinych houbach. Produkuje gliotoxin. RozmnoZzuje se nepohlavné konidiemi, pohlavni
stadium neni znamo. Kolonie této houby nerostou piili§ rychle, na MEA (Agar se
sladovym extraktem) po 7 dnech pii 25 °C jsou velké cca 25-30 mm v pruméru, jemné
vlnaté, bélavé, rizové, pozdéji zelené. Spodni strana nazloutld nebo bélava. Na Zivné padé
OA tvori Clonostachys rosea f. catenulata po 7 dnech kultivace pti 24° C kultury

v priuméru 40-50 mm. Kolonie jsou zpocatku ¢isté bilé, vatovité, pozdéji barva prechazi do
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olivoveé zelené pozde€ji i do syté zelené, zejména ve stiedu. Barva koreluje se sporulaci.

Clonostachys rosea f. catenulata sporuluje nejprve ve stiedu kultury, nasledné se sporuluje

v koncentrickych kruzich, kdy tyto kruhy jsou oddé€leny sterilnim myceliem. Optimalni

teplota pro rist houby je 25-28 °C, minimum 4-8 °C, maximum pro sporulaci je 29 °C.

Konidiofory jsou jamkovité nebo zvrasnéné, 50 az 125 pm dlouhé. Konidiogenni bunky

jsou umistény v pteslenech 25-45 um dlouhé a na bazi 1,6-3 um Siroké, na vrcholové ¢asti

konidiogenni buiiky je 1 -2 um Siroky. Konidie se vytvari v fetizcich tvorici uzké a dlouhé

sloupce, zabalené v mucilagenu a jsou 150 um dlouhé. Konidie jsou hyalinni, elipsovité,

mekké, svétle zelené, 4,0 — 7,5 um x 3 - 4 um (Anonym 2).

Tabulka ¢&.3: Prehled nejvyznamnéjSich biopreparati na bazi mykoparazitickych hub

Vv biologické ochrané rostlin

Nazev ptipravku

Druh mykoparazitické houby a
Oomycota

Producent, distributor

AQ 10 WG Ampelomyces quisqualis M10 |Bio Intrachem Italia
Binab T Trichoderma harzianum Binab USA, Inc.
(ATTC 20476) a Trichoderma
polysporum (ATTC 20475)
Contans WG Coniothyrium minitans Prophyta Biologischer
Planzenschutz
Intercept Coniothyrium minitans Prophyta Biologischer
Planzenschutz
Polyversum Pythium oligandrum* Biopreparaty s.r.o.
Primastop Clonostachys rosea f. Vernera Oy, Finsko
catenulata J1446
Prestop Mix Clonostachys rosea f. Vernera Oy, Finsko
catenulata J1446
RootShield Trichoderma harzianum strain | Bioworks, Inc.
KRL-AG2
SoilGard Trichoderma (Gliocladium) Certis USA LLC
virens GL-21
Supresivit® Trichoderma harzianum Fytovita s.r.o.
T-22TM HC Trichoderma harzianum KRL- | BioWorks, Inc.
AG2
Trianum-G Trichoderma harzianum T-22 |Koppert B.V. The Netherlands
Trianum-P Trichoderma harzianum T-22 |Koppert B.V. The Netherlands
Trichostar Trichoderma harzianum T58 | Gerlach Natiirliche Diingemittel

GmbH & Co.KG
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Pythium oligandrum Drechsler 1930

Taxonomické zafazeni: Pythium oligandrum (Drechsler), Rige: Chromista, Tiida:
Peronosporomycetes, Celed: Pythiaceae.

Pythium oligandrum je vyznamny houbé& podobny organismus, jez parazituje na celé
fad¢ vyznamnych pidnich patogeni. Tento organismus je velmi agresivni parazit, ktery ma
Siroké spektrum pilisobeni. Parazituje na rtiznych druzich fytopatogennich hub, hlavné na
druzich napadajici kli¢ici semena a semenacky (Lewis et al. 1989).

Pythium oligandrum tvofi na kukufi¢ném agaru vnoiené kolonie, které jsou kozovité.
Hlavni hyfy jsou az 7 um Siroké. Nepohlavni zpiisob rozmnozovani se uskuteciiuje pomoci
zoospor nebo sporangii, které vyrlstaji na sporangioforech (Zvéra, Taborsky 1985).
Sporangia jsou kulovitd nebo vej¢itd v priméru okolo 25-45 um velkd, umisténa obvykle
interkaldrné, nékde i laterdlné a pfilezitostné i1 termindln€. Tvofi se jednotlivé nebo se
vyskytuji ve skupinkach po 2 az po 5. Sporangia jsou spojena kratkymi nékdy zdutfelymi
hyfami. Zoospory se tvoii pii 18-20 °C. Otvor, kterym se uvolfiuji zoospory, je 15 - 35
(n€kdy az 200) pm dlouhy. Encystovana zoospora ma v praméru 9-10 pm. Pfi pohlavnim
rozmnozovani, po splynuti samc¢iho utvaru anteridia a samiciho Utvaru oogonia, vznika
oospora. Oogonia jsou usporadany terminalné nebo interkalarné, Casto se vyskytuji 1 na
boku hyf. Primér oogonia je 17 - 35 pm. Anteridia ¢asto chybi, nékdy se vyskytuji 1 nebo
2 anteridia za oogoniem (Cliquet, Tirilly 2002).

V Ceské republice je jiz dlouhou dobu - od roku 1992 na bazi Pythium oligandrum
registrovan piipravek Polyversum. Obsahuje oospory této houby (1 x 10° spor v1 g).

Tento ptipravek ma velmi Siroké spektrum vyuziti (Koptiva 1997).
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Tabulka ¢.4: Piehled méné pouzivanych biopreparatii na bazi mykoparazitickych hub

Nazev preparatu | Druh bioagens Puvod/vyrobce
Trichomil Trichoderma harzianum RK1 |SR

Trieco Trichoderma viride India
Trichodex Trichoderma harzianum T-39 | lzrael

Root Pro Trichoderma harzianum Izrael

Harzan Trichoderma harzianum Francie
Trifender Trichoderma asperellum Madarsko
Trichomic Trichoderma spp. Spanélsko
Trichosan Trichoderma spp. Spanélsko

Trichodermin

Trichoderma lignorum

Rusko/Bulharsko

Trichoderma harzianum,

Promot WP Trichoderma koningii Némecko
Rotstop Phlebia gigantea Finsko
Pg-IBL Phlebia gigantea Polsko
KONI Coniothyrium minitans Mad’arsko
Biofox C Fusarium oxysporum Fo47 Italie
Fusaclean Fusarium oxysporum Fo47 Francie
Flavus Aspergillus flavus AF-36 USA
Protus WG Talaromyces flavus V117b Némecko

2.6. Prehled vybranych pudnich pivodci onemocnéni rostlin

Sclerotinia sclerotiorum

Taxonomické zatrazeni: Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary 1884, Odd¢leni:
Ascomycota, T¥ida: Leotiomycetes, Celed’: Sclerotiniaceae.

Hostitelské spektrum: Velmi polyfagni patogen, mize napadat téméi prakticky vSechny
rostliny s vyjimkou ¢eledi Poaceae. Z polnich plodin je napadana piedevsim fepka, hoicice

a slunecnice. K vyznamnym hostitelskym rostlinam patii dale mék, hrach, luskoviny a
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zelenina — predevsim salat. Na jetelovinach vyvolava obdobné piiznaky Sclerotinia
trifoliorum (Kazda et al. 2010).

Ptiznaky na fepce: Kinfekci dochézi v obdobi kvétu nebo odkvétani. NejCastéji
dochazi k infekci v misté, kde se vlivem vlhkosti pfilepi opadavajici kvétni listek ke
stonku. Ve stejnou dobu se projevuji iprvni ptiznaky. Houba napadd vSechny casti
rostliny. Prvni znamkou napadeni jsou protdhlé, vodnaté skvrny na hlavnim stonku. Skvrny
rychle Sednou, Casto mivaji stfibfity nadech, dochazi k trhani a loupani pokozky rostlin.
V misté napadeni je uvniti stonku bilé vatovité mycelium houby, ve kterém se tvoii Cerna,
tvrda nepravidelnd téliska - sklerocia, ktera mohou byt velka i okolo 1 cm. Ve vlhkém
prostiedi se bilé vatovité mycelium a pozdéji sklerocia mohou tvofit i na povrchu rostliny.
Siln€ napadené stonky se lamou. Obdobné ptiznaky byvaji i na postrannich vétvich. Pokud
jsou napadeny SeSule, zloutnou a zasychaji. Uvnitf SeSuli mize byt mycelium houby
I sklerocia. Postupné dojde k odumfieni stonku nebo ikofene a rostliny zasychaji nebo
pozdéji nouzové dozravaji. Pfiznaky choroby na stonku se podobaji piiznakiim
zpusobenymi houbami Botryotinia fuckeliana a Leptosphaeria maculans. Spolehlivym
rozpozndvacim znakem v pozdéjsich fazich infekce je Sedobilé zabarveni napadenych
stonkil a pfitomnost sklerocii, které jiné houby nevytvareji (Kazda et al. 2010; Vasak et al.
1997).

Bionomie: Houba muize piezivat az 10 let volné v pude ve formé sklerocii na pozemku.
S.sclerotiorum je typickym pivodcem pied¢asného dozravani Sesuli. Ze sklerocii vyrustaji
apothecia, ze kterych se uvoliuji spory, které jsou roznasené vétrem, ulpivaji i na kvétnich
platcich a pfi opadu infikuji stonky a vétve ftepky. Infekce se S§ifi v podobé

charakteristického bilého mycelia. (Vasak et al. 1997).

Rhizoctonia solani J.G. Kiihn 1858

Taxonomické zafazeni: Taxonomie dosud nevyfeSena. Pozornost vénovana hlavné jeji
teleomorni formé&: Thanatephorus cucumeris. Oddéleni: Basidiomycota, Trtida:
Agaricomycetes, Celed”: Ceratobasidiaceae

Hostitelské rostliny: R. solani patii mezi Siroce rozsitené rostlinné patogeny, které
krom¢& brambor napadaji vice nez 500 druhii rostlin nalezejicich do riznych botanickych
Celedi (Caca 1981).

Ptiznaky: Symptomy zaviseji na ruhu a vyvojové fazi hostitelské rostliny a na

podminkach prostiedi. Pravdépodobné nejcastéj$im symptomem vyvolanym Rhizoctonia
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sp. je padani klicnich a vzchdzejicich rostlin, vyskytujici se zejména na chladnych
mokrych ptadach. Kli¢ni rostliny mohou uhynout jesté dfive, nez dosdhnou povrchu pidy.
U rostlin se silnymi duznatymi klicky se na nich objevuji napadné hnédé 1éze a zCernalé
odumfelé vrcholky. Pokud rostliny vzejdou nad povrch plidy, napadeni se projevi
vodnatymi mékkymi lézemi na stonku, ztrdtou pevnosti pletiv a padanim rostlin na povrch
pudy. U starSich rostlin je napadeni omezovano tvorbou vnéjsich korovych pletiv. Rezavé
hnédé skvrny na rozhrani ptidy a vzduchu se podé€lné€ i pficné zvétSuji, az obepnou cely
stonek, ktery se svrastuje, cernd a rostliny padaji a hynou. Patogen se ve vysevech Sifi
velmi rychle, vypadky rostlin se vyskytuji hnizdovité. Napadeni kofenti mladych, star§ich a
dospélych rostlin R. solani je charakterizovano jednotlivymi rezavé hnédymi aZz tmavé
hnédymi, mirn¢ vkleslymi 1ézemi a hnilobou korovych pletiv. Zpocatku mélké 1éze se
objevuji na stonku tésné pod povrchem pidy, u mladych rostlin mohou zasahovat i do
hlubsich vrstev. V chladném vlhkém prostfedi se hniloba mtze rozsifit na téméf vSechny
kofeny a jednotlivé 1éze jiz nemusi byt zieteln¢ viditelné. Tvorba novych kotent je
vyrazn€é potlacena. Nékdy jsou na povrchu 1ézi viditelné (pod lupou) hnédé hyfy.
Nasledkem je vadnuti, zloutnuti nadzemnich ¢asti a odumirani rostlin. R. solani je mnohem
¢astéji pivodcem hnilob kofenového krcku a tizkd nez kotfent Mycelium je svétle hnédé,
diftzni a rychle rostouci. Vytvarti dva typy hyf: pfimé dlouhé a postranni kratsi, které jsou
na konci rozdélené Castymi piehradkami na soudeckovité buniky, jeZ se pozdéji ulamuji a
slouzi k vegetativnimu rozmnoZovani. Hyfy jsou pomérné Siroké, vétvi se v témét pravych
uhlech. Sklerocia jsou zprvu bila, pozd¢ji hnédnou az Cernaji. Sklerocia vznikaji z hyf,
kter¢ mezi sebou mnohondsobné¢ anastomozuji a vytvareji klubicka. Stadium
basidiomyceta se vyviji saprotrofné v podobé bélosedého mycelidlniho povlaku, na némz
se tvofi hymenium s basidiemi a basidiosporami (Fassatiova 1979; Smith, Wehner 1986).

Bionomie: Houba pteziva ve form¢ mycelia a sklerocii v pidé a na napadenych
zbytcich rostlin. Patogen je béZnou soucasti plidni mikroflory. Vzniku a rozvoji chorob
napomaha i nizké pH ptady, maly obsah organické hmoty v ptad¢, utuzeni pidy (Kazda et
al. 2010).

2.7. Biologicka ochrana proti fytopatogennim houbam

Biologicka ochrana rostlin nabizi dalsi zplisob sniZovani zatéZe Zivotniho prostfedi na
zaklad¢ pouziti biologickych antagonistickych druhtl, které potlacuji fytopatogenni houby

obilnin. Jde zvlasté o biopreparaty: Supresivit (na bazi houby Trichoderma harzianum),
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Polyversum (na bazi houbé blizkému organismu Pythium oligandrum), Ibefungin (na bazi
bakterie Bacillus subtilis) a Trianum P (na bazi houby Trichoderma harzianum). Uvedené
biopreparaty potlacuji  zvlast¢é mikromycety rodi Fusarium, Gaeumannomyces,
Pseudocercosporella (syn. Oculimacula), Drechslera a dalsi. Vyuzitim téchto piipravka
dochazi k redukei vyskytu fytopatogennich hub v ptid€ i v rostlinach. Zlepseni zdravotniho
stavu porosti obilnin je predpokladem pro vyssi a kvalitnéjsi hospodarskou produkci

(Hysek et al. 2008).

2.8. Agrotechnicka ochrana proti fytopatogenni houbé S. sclerotiorum

Prokazalo se, Ze agrotechnickd opatfeni jako zavlazovdni (Moore 1949), hluboké
zaorani plodin do pidy na zelené hnojeni (Merriman et al. 1979), sniZeni frekvence
zavlazovani (Steadman 1983; Ferraz et al. 1999), ochrana rostlin proti plevelim (Dillard,
Hunter 1986), ptdni solarizace (Ben-Yephet 1988; Phillips 1990) a travni mulcovani pudy
(Ferraz et al. 1990) maji vliv na snizeni po¢tu zivotaschopnych sklerocii v pidé, zabranuji
karpogenickému kli¢eni. Podpovrchové zavlazovani misto povrchového zavlazovani mize
regulovat tvorbu apotecii, coZ je zpisobenou suchou pudou do hloubky 5 - 8 cm, kde se
sklerocia vyskytuji (Subbarao 2002; Davis 2004).

Vysoké teplota propatrovani pidy (vice jak 100°C) pied vysevem muze podstatné
sniZit pocet Zivotaschopnych sklerocii, zvlasté kdyZ jsou sklerocia ¢aste¢né hydratovana a
nachazi se v blizkosti povrchu pidy (Couper 2001). Propafovani pidy po dobu 15 minut
pii potencialu pudy vice nez -145 kPa byly doporuceny jako efektivni krok k potlaceni
tvorby apotecii u sklerocii do hloubky 6 cm plidy. Nicmén¢, laboratorni studie ukazaly, Ze
propafovanim pudy pfi nizSich teplotach a kratS$im trvani (asi 60 ° C po dobu 3 min) dojde
k zahubeni patogena S. sclerotiorum (Van Loenen et al. 2003). Pudy dopInéné
fermentovanymi zemédélskymi odpady také ucinné potlacuji rozvoj a vyvoj patogena S.
sclerotiorum v padé (Huang et al. 1997).

Patogen S. sclerotiorum je polyfagni houba, ktera napada velké mnozstvi plodin.
Obilniny timto patogenem napadany nejsou, proto je dulezité zatazovat je do osevnich
postupil mezi péstované plodiny, které jsou nachylné k tomuto patogenu. Obilniny ptlisobi
jako tzv. piferusovaci kontinualni infekce plodin fytopatogenni houbou S. sclerotiorum
(Steadman 1979). Rotace plodin vice nez 3 nebo 4 roky nebyla vzdy Gspésna pii regulaci
poctu sklerocii v pude (Schwartz, Steadman 1978; Williams, Stelfox 1980) nebo vyskytu

patogena S. sclerotiorum (Morrall, Dueck 1982). Zafazeni brokolice (Brassica oleracea L.)
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do osevniho postupu nebo zapraveni posklizinovych zbytkd brokolice do pidy miize snizit
tvorbu sklerocii a a tim snizit zavaznost chorob zptisobenych houbami rodu Sclerotinia spp
(Subbarao 1998; Subbarao 2002). Brukvovité plodiny s vysokym obsahem glukosinolatt s
mykoparazitickymi vlastnostmi nabizi biologickou alternativu vyuziti (napf. biofumigace),
misto chemicka fumigace pid (Warton et al. 2001). Osevni postup se zastoupenim
brukvovitych rostlin miize byt obzvlasté uziteCny pro péstovani mrkve, protoze mrkev je
velmi nachylna k patogenu S.minor (Melzer et al. 1997). Soubézné infekce rostlin mrkve
patogeny S. sclerotiorum a S. minor nebyly hlaseny (Kora et al. 2002).

Spravna agrotechnika a dikladni zapravovani rostlinnych zbytka je velmi dulezity krok
v boji proti patogenu S. sclerotiorum (Grazia-Garza et al. 2002). Napiiklad pfimy vysev
lupiny do strnisté obilnin snizuje vyskyt a zavaznost sclerotiniovych stonkovych hnilob a
tim zvySuje mnozstvi biomasy pti sklizni lupiny (Simpfendorfer et al. 2004). Kromé toho
muze vyS$i mnozstvi mikroorganismli v hornich vrstvach ptdy, kde nebyla délana orba
nebo bez mulCovani ve srovnani s konvencnim zplisobem zpracovani pidy pfispivat k

vyssi rychlosti rozkladu sklerocii (Doran 1980).
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3. Material a metodika

3.1. Mate¢né kultury kment z komerénich biopreparati

Kmeny z komer¢nich biopreparati byly ziskany tak, ze 0,5 g kazdého
biopreparatu bylo rozsypano na povrch 2% vodniho agaru. Petriho misky byly vlozeny do
plastikovych sac¢ku a inkubovany po dobu 7 dni v termostatu 20 = 1°C. Po inkubaci byl na
kazdé misce zaznamenan rust sporulujiciho mycelia mykoparazitické houby resp.
garantovan¢ho kmene. Kmen byl pienesen pomoci inokula¢ni klicky na povrch umélé
zivné pudy PDA (,,Potato Dextrose Agar®). Takto ziskana Cista kultura kmene byla dale

pouzivana k pokustim.

Tabulka ¢.1: Biopreparaty na bazi mykoparazitickych pouzitych v pokusech.

Nfzev Druh houby Oznalen Kmen
piipravku kmene
BINAB GOLF Trichoderma harzianum | ATTC 20476 BINAB Bio-Innovation

a T. polysporum ATTC 20475 | AB, Svédsko
PRESTOP MIX Clonostachys rosea J1446 Verdera, Finsko

f. catenulata
SOILGARD 12G | Trichoderma virens GL-21 Certis USA LLC
SUPRESIVIT Trichoderma harzianum | GVS GL-21 Fytovita s.r.o., CR
TRIANUM Trichoderma harzianum | T-22 Koppert BV,

Holandsko
. . . Prophyta Biologisher

CONTANSWG | Coniothyrium minitans | CON/M/91-08 Pflanzenschutz GmbH

3.2. Mate¢né kultury kmeni odizolovanych v ramci monitoringu Jiznich Cech a

kmenu C. minitans.

Nativni kmeny byly odizolovany v ramci monitoringu Jizni Cechy pomoci
standardnich metodickych postupi. Kmeny 2 KZ, 5 KZ, 10 KZ, 11 EZ a 13 EZ byly
odizolovany z pidniho vzorku pomoci metody vyluhu (Dillution plate technique), ktera
spociva v ziskani vyluhu padniho vzroku (20 g pidy na 100 ml destilované vody) a
inokulaci vyluhu o objemu 0,5 ml na Zivnou ptidu PDA. Nativni kmen 2 KZ SBT byl

ziskan pomoci metody zivé pasti, kdy se pouZzivaji jako navnada sklerocia fytopatogenni
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houby Sclerotinia sclerotiorum. Kmeny Péncin, 1 A — 3 B mykoparazitické houby C.
minitans byly ziskany metodou prekolonizace, kdy se vyuziva jako navnada pIn¢ porostla

kultura S. sclerotiorum na Zivné pidé PDA.

Kazda technika umoznuje izolaci mykoparazitickych hub, kdy po dob¢ inkubace
jsou jednotlivé kmeny izolovany a &i§tény pies zivnou pidu PDA. Cisté kultury kment

byly vyuzity v pokusech.

Tabulka ¢.2: Kmeny mykoparazitickych hub pouzitych v pokusech.

Oznaceni kmene Lokalita Zdroj Izolace

2Kz Lomnice nad LuZnici puda Metoda vyluhu
2KZSBT Lomnice nad Luznici puda Metoda zivé ndvnady
5KZ Nova Bystfice puda Metoda vyluhu

10KZ Lazisté puda Metoda vyluhu

11EZ Strunkovice nad Blanici | ptida Metoda vyluhu

13EZ Novosedly nad Nezarkou | ptuda Metoda vyluhu
Pénéin Pénéin puda Metoda prekolonizace
1A-3B CR mrkev Metoda prekolonizace
CCM F-540 CR Sbirka (CCM) | Lyofilizat

HoL CBS 111750 Holandsko Sbirka (CBS) | Lyofilizat

3.3. 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 LuZnici.
Tento kmen tvoii sklerocia na okrajich Petriho misky. Odebrana sklerocia byla povrchové
sterilovdna 3% roztokem Savo a nésledné¢ 3x omyta sterilni destilovanou vodou. Pro
ziskani mycelia S. sclerotiorum bylo sklerocium umisténo do stiedu Petriho misky na 2%
vodni agar. Ziskany izolat S. sclerotiorum byl nasledn¢ udrzovan pfenosem mycelia vzdy

na Cerstvou zZivnou pidu PDA. Kmen tvofii sklerocia na okrajich Petriho misky.
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3.4. Rhizoctonia solani

V pokusech byl pouzit kmen RH 23 fytopatogenni houby R. solani, ktery byl ve
form¢ Cisté matecné kultury poskytnut americkou firmou Certis USA LLC, ktera tento
kmen pouziva jako standardni referencni kmen pti hodnoceni kvality jednotlivych Sarzi

biopreparatu na bazi houby Trichoderma (Gliocladium) virens.

3.5. Kultivace mate¢nych kultur

Kmeny mykoparazitickych hub byly kultivovany na povrchu agarizované zivné
pudy PDA formou separacnich ¢ar. Masa spor byla pfenesena z matecnych kultur roztérem
(3 ¢ary na 1 misce) na povrch PDA pomoci sterilni inokulaéni klicky.
Fytopatogenni houby S. sclerotiorum a R. solani byly na stfed agarovych ploten
inokulovany pfenosem vyfezu agarového blo¢ku o priméru 10 mm z mate¢né kultury.
Kultivace vSech kment mykoparazitickych i fytopatogennich hub probihaly za stejnych
podminek (25 + 1 °C, fotoperioda 0/24). Fytopatogenni houby S. sclerotiorum a R. solani
byly inkubovany pouze po dobu 4 - 5 dni, zatimco kmeny mykoarazitickych hub byly
inkubovany po dobu 10 dni. PIn¢ porostla kultura S. sclerotiorum a R. solani byly nasledné
pouzity pro parové pokusy. Z kultury byly korkovrtem o priméru 10 mm vyfiznuty

blocky, které se nasledné prenasely na experimentalni PDA plotny.

3.6. Priprava sporovych suspenzi

Sporové suspenze mykoparazitickych hub byly ziskavany smytim sterilnim roztokem
destilované vody s pridavkem 0,05% Tween® 80 z pIn& sporulujicich kultur. Ziskané
suspenze byly filtrovany pies sterilni gazu a v suspenzi byla pomoci pocitaci komurky
(Neubauer Improved Chameber, Fisher) stanovena koncentrace spor. Pro vétSinu pokust
byla zakladni suspenze spor nasledné adjustovana fedénim (sterilni 0,05% Tween® 80) na
titr 1,00 x 10° v 1 ml. Konetnad koncentrace spor v adjustovanych suspenzich byla

opétovné oveérovana odpoctem partikuli pomoci pocitaci komirky.

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

Cilem parovych interak¢nich testi na PDA plotndch je zaznamenat schopnost
mykoparazitickych hub ovlivnit rist a vyvoj ptivodcti onemocnéni rostlin. V ptipadé
fytopatogenni houby S. sclerotiorum jde zejména o supresi tvorby sklerocii. Model

preventivni aplikace byl simulovan parovym testem, pii kterém byla suspenze jednolivych
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kmeni mykoparazitickych hub inokulovdna na plotnu zivné pudy PDA soucasné
s vyfiznutym blockem z kultury fytopatogenni houby. Adjustovana suspenze (standardni
titr 1x10° spor v 1ml) kazdého kmene hub rodu Trichoderma byla inokulovéna ve formé
kapky na okraj Petriho misky s zivnou ptidou PDA. Na protilehlou stranu byl umistén
ter¢ik o priméru 10 mm, ktery byl vyfiznuty z plné€ porostlé kultury fytopatogenni houby
S. sclerotiorum nebo R. solani. Model kurativni aplikace byl simulovan parovym testem,
pii kterém byla pyknosporova suspenze jednotlivych kmeni C. minitans aplikovana ve
form¢ kapky pomoci laboratorni klicky (10 pul) na okraj Petriho misky s ptfedstihem 3 dna
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 ptfedstavovala varianta, ve
které byl jak patogen, tak jednotlivé kmeny hub rodu Trichoderma nebo C. minitans
inokulovany zvlast' na okraje Petriho misky. Petriho 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 kment C. minitans. V kazdém pokusu byla hodnocena

jind kritéria. Hodnocené parametry jsou uvedeny v nésledujici ¢asti.

3.7.1. Zéna dotyku a zona mykoparazitismu

Po 7 dnech byla ze spodni strany méfena zona dotyku fytopatogenni houby
s mykoparazitickou houbou. Zona dotyku je délka vmm od okraje misky v misté
inokulace mykoparazita do mista stfetu fytopatogenni houby s mykoparazitem (viz
Obr.c.1).
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Obr. €.1: Méfeni zony dotyku a zony mykoparazitismu.

M = kmen mykoparazitické houby
P = patogen (fytopatogenni houba S.

it sclerotiorum nebo R. solani)

1. = zona dotyku — métena od okraje
1
@ ®

misky k mistu stfetu mykoparazita
s patogenem
2. = zbna mykoparazitismu — zoéna

prerustani kultury patogena

L mykoparazitickou houbou

3.7.2. Pocet a vaha sklerocii

V kazdém opakovani byla spocitano vyvinuti sklerocia a néasledné byl spocitdn
prumér poctu sklerocii na jednu Petriho misku a variantu. Sklerocia byla nasledné vyjmuta
z kultury fytopatogenni houby S. sclerotiorum a byla stanovena jejich hmotnost. Z

naméfenych hodnot byla vypoc¢tena primérna hmotnost jednoho sklerocia.

3.7.3. Ovéreni parazitace sklerocii S. sclerotiorum nebo ter¢iki vyFriznutych z kultury
R. solani

Vytvorena sklerocia S. sclerotiorum z kazdé varianty byla pfenesena na stfed zivné
pudy PDA v malych Petriho miskach (60 mm). Sklerocia se tvofila na obou straniach
Petriho misky, do pokusu byla vzata sklerocia jen zjedné strany (viz obr. 2).
V interak¢nich testech mykoparazitickych hub s R. solani, byly vyfiznuty 2 teréiky, které
byly také umistény doprostied Petriho misky (viz obr. 3.). Petriho misky byly vloZeny do
plastikového sacku a sklerocia resp. terciky byly inkubovéany pii 20 = 1 °C. Po 7 dnech
bylo hodnoceno, zda ze sklerocia resp. ter¢iku odristala mykoparaziticka houba (prokazani
parazitce) nebo zda se z tercikt vyvinula nova generace patogena R. solani nebo zda se ze
sklerocia vytvofila zdrava kultura S. sclerotiorum vcetné nové generace sklerocii. Ve
varianté, kde nedosSlo k prokazani mykoparazitismu, byla sklerocia nové generace opét

spocitana a zvaZena.
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Obr. ¢.2: Z interakénich testt  Obr. €.3: Zinterakénich testi mykoparazitickich hub rodu
mykoparazitickach hub rodu Trichoderma Trichoderma s patogenem R. solani byly vyfiznuty bloc¢ky,
s patogenem S. sclerotiorum byla vyjmuta které byly néasledné testovany na jejich parazitaci
sklerocia, kterdA byla testovana na mykoparazitem.

parazitaci mykoparazitem

3.7.4. Vytéznost spor mykoparazitické houby

Cilem testu je stanovit mnozstvi vyprodukovanych spor pii kultivaci
mykoparazitickych hub na umélé Zivné padé PDA a pfirozeném Zivném substratu.
Produkce spor se stanovovala jak z kontrolnich kultur mykoparazitickych hub, tak 1
z kultur mykoparazitickych hub v interakci s patogeny S. sclerotiorum a R. solani. Kultrua
mykoparazitické houby v Petriho miskdch spolu s zivnou pidou PDA byly
homogenizovany v mixéru s adekvatnim mnozstvim vody (100 ml na jednu Petriho
misku). Pomoci pocitaci komirky - hematocymetru (Neubauerova vylepSenad komirka)
byla stanovena produkce spor, kterd se vyjadfila na jednu Petriho misku nebo na mm?
plochy stiedové kultury.

V piipadé vytéznosti na pfirozeném substratu bylo navazeno 50 g sterilnich je¢nych
krup do 500 ml Erlenmeyerovy barky (2 opakovani pro kazdy kmen). Sterilni kroupy byly
inokulovany suspenzi konidii ziskanou ze 7 denni mate¢né kultury kultivované na PDA,
adjustované na titr 1,0 x 10° spor v 1 ml suspenze. Po 4 denni kultivaci (klimabox, 20 £ 1
°C, fotoperioda 16/8) byla produkce spor spocitana tak, Zze se pln€ porostlé kroupy
mykoparazitickou houbou dikladné¢ vymyly se zndmym mnozstvim vody. Ziskana
suspenze se dikladné promichala. V takto vzniklé sporové suspenzi bylo spocitano
mnozstvi spor pomoci pocitaci komirky - hematocymetru (Neubauerova vylepsena

komiirka). Produkce byla vyjadiena na 1 g pfirozené¢ho substratu.
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3.7.5. Radialni rist

Radidlni rast sttedovych kultur slouzi k parametrickému hodnoceni. Na umélych
zivnych pudach, kde jsou rovhomérné rozlozeny ziviny, vytvaii mykoparazitické houby
pravidelné kruhovité kultury. Cilem testu bylo u jednotlivych kmenli zaznamenat nartist
sttedové kultury v pribéhu 24 hodinového intervalu. Kultury byly zakladany tak, ze na
stted PDA byla ve formé¢ kapky neinokulovana suspenze kmeni mykoparazitickych hub.
Po zaschnuti, byly Petriho misky vlozeny do plastikovych sacka a kultivovany pfi teploté
20 £ 1 °C. V 24 hodinovych intervalech byl méfen primér stiedové kultury pomoci
méfitka. Rozmér kultury byl stanoven méfenim dvou na sebe kolmych primért, z nichz
byla spocitana celkova plocha kultury. Z naméfenych hodnot byl spocitdin primérny
primér stfedové kultury za jednotku ¢asu a na jednu variantu. U mykoparazitické houby C.

minitans byla stanovena i produkce na mm?.
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4, Experimentalni ¢ast a vysledky

Pokus ¢.1: Hodnoceni ucinnosti hub rodu Trichoderma na vybrané houbové ptvodce
onemocnéni rostlin - antagonisticky test pomoci standardniho laboratorniho testu

Vv laboratornich podminkéch

4.1. Hodnoceni u¢innosti hub rodu Trichoderma a Clonostachys inkorporovanych

do biopreparati vyuzivanych v biologické ochrané rostlin v EU a USA

4.1.1. Interakce s fytopatogenni houbou Sclerotinia sclerotiorum
Zakladni udaje o pokusu:

e Suspenze konidii kment izolovanych z biopreparatii o standartnim titru 1,00 x 10°

spor v 1ml.

e Inokulace mykoparazita na okraj Petriho misky a umisténi blocku patogena S.

Sclerotiorum na protéjsi stranu (6 opakovani) + kontrolni varianta.
e Inkubace testl v termostatu pii 20 °C.

e Hodnoceni provedeno po 7 dnech, hodnocena byla zoéna dotyku, zoéna
mykoparazitismu, produkce sklerocii vcéetné zaznamenani jejich hmotnosti,
oveéfovani parazitace vyvinutych sklerocii v interakci s mykoparazity a stanoveni

produkce spor spor mykoparazitii.
A) Zdbna dotyku a zona mykoparazitismu

Tabulka ¢.1: Primérnd zona dotyku a zona mykoparazitismu vSech biopreparati se

S.sclerotiorum [mm].

Biopreparat Zdbna dotyku Zb6na mykoparazitismu
S. sclerotiorum 41,50 £ 0,00 -

Binab Golf 37,20+ 1,72 6,60 + 0,80

Supresivit 33,00 £ 7,92 9,80 + 3,06

SoilGard 37,80+ 1,17 34,60 + 4,03

Trianum 33,40 £ 1,02 10,2 +2,79

Prestop mix 17,20 + 1,47 0
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Graf ¢.1: Primérna zona dotyku vsech biopreparatii se S. sclerotiorum [mm].
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Graf ¢.2: Primérnd zona mykoparazitismu vsech biopreparatt se S. sclerotiorum [mm].
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Zavér: V kontrolni varianté, kde byly na protilehlych okrajich Petriho misky umistény
blocky fytopatogenni houby S. sclerotiorum, doslo k dotyku obou kultury S. sclerotiorum
uprostted Petriho misky, tj. ve vzdalenosti 41,50 mm od jejiho okraje. Houby rodu
Trichoderma z ptipravki SoilGard a Binab Golf rostly nejrychleji ze vSech variant. Zona
dotyku v interakci s fytopatogenni houbou S. sclerotiorum byla vytvofena ve vzdalenosti
37,80 mm (SoilGard) resp. 37,20 mm (Binab Golf) od okraje misky. Pomalejsi kolonizace
misky vykazovala houba Trichoderma harzianum z ptipravkti Trianum a Supresivit. Zona
dotyku u obou variant byla zaznamenana ve vzdalenosti pouhych 33 mm.

U vSech variant byla méfena 1 zéna mykoparazitismu. NejlepSi mykoparazitickou
schopnost prokazala mykoparaziticka houba T. virens z piipravku SoilGard. Zoéna
mykoparazitismu byla 34,60 mm Siroka. Hyfy T. harzianum z biopreparatu Trianum

prertstaly kulturu S. sclerotiorum do vzdalenosti 10,20 mm. Mykoparazitickd houba
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Clonostachys rosea f. catenulata z ptipravku Prestop Mix je pomale rostouci houba. Zéna
dotyku se S. sclerotiorum byla ve vzdalenosti 17,20 mm. U tohoto druhu nebyla

zaznamenana mykoparazitickd zona.

B) Pocet a hmotnost sklerocii S. sclerotiorum

Tabulka ¢.2: Primérny pocet sklerocii a primérna hmotnost 1 sklerocia [mg] v 1 Petriho

misce.

Biopreparat Pocet sklerocii Hmotnost
S.sclerotiorum 20,00 £2.24 15,30 £ 1,00
Binab Golf 6,00 + 1,53 16,50 £ 0,30
Supresivit 10,33 + 3,25 11,80 +£ 0,30
SoilGard 6,33+ 2,05 10,65 £ 4,05
Trianum 9,33 +£2,21 15,75 £4,75
Prestop mix 16,67 = 1,80 13,40 £ 1,00

Graf ¢.3: Primérny pocet sklerocii v 1 Petriho misce.
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Zavér: V kontrolni varianté bylo na kultufe S. sclerotiorum vytvoieno 20 sklerocii. Tvorba
sklerocii byla inhibovana v interakci s houbami rodu Trichoderma z biopraprati Binab
Golf a SoilGard. U obou variant bylo vytvofeno v praméru 6 sklerocii. T. virens

z ptipravku SoilGard ovlivnila nejen tvorbu sklerocii, ale 1 jejich vahu. Véha vytvorenych
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sklerocii byla v v této varianté jen 10,65 mg. Sklerocia vytvofena ve varianté Binab Golf
byla naopak nejvétsi, vaha sklerocii byla 16,50 mg. Nejvice sklerocii bylo vytvofeno
v interakci Clonostachys rosea f. catenulata se S. sclerotiorum (17 sklerocii), nicméné i
V této varianté doSlo v porovnani s kontrolni variantou k jejich redukci. T. harzianum také
inhibovala tvorbu sklerocii. U ptipravku Trianum bylo vytvofeno jen 9 sklerocii a u

Supresivitu 10 sklerocii.

Graf ¢.4: Primérna hmotnost 1 sklerocia v 1 Petriho misce [mg].
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C) Ovéfeni parazitace sklerocii S. sclerotiorum

Tabulka ¢.3: Parazitace, praimérny pocet sklerocii a primérné hmotnosti [mg] v malych

Petriho miskéch se S. sclerotiorum.

Pocet it Pocet nové Primerna
Biopreparat Pocet sklerocii ocet parazt. generace rumerna
sklerocii . hmotnost
sklerocii
S. sclerotiorum |- - 23,67 +£3,77 7,43 £1,23
Binab Golf 5 0 26,40 + 1,85 6,54 £ 1,47
Supresivit 5 0 22,40 £ 1,62 6,98 £ 1,09
SoilGard 5 5 0 0
Trianum 4 1 25,33+ 1,70 6,23 +£0,78
Prestop mix 8 0 22,25 +3,38 7,10+ 1,35
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Zavér: Po interakénich testech byla z jednotlivych variant odebrana sklerocia a jednotlivé
umisténa na povrch zivné pudy PDA v malych Petriho miskach. Po 7 dnech byla sledovana
parazitace. Nejlepsi ucinnosti byla zaznamenana u piipravku SoilGard, kde byla vSechna
sklerocia parazitovana mykoparazitickou houbou T. virens. U pfipravku Binab Golf,
PrestopMix a Supresivit nebylo zaznamenano ani jedno parazitované sklerocium. Pouze 1

parazitované sklerocium bylo zaznamenéno u ptipravku Trianum.

D) Vytéznost spor mykoparazitickych hub

Tabulka ¢.4: Produkce spor na 1 kulturu mykoparazitickych hub izolovanych

z komer¢nich bioprepratd po vzajemné interakci s fytopatogenni houbou S.sclerotiorum.

Biopreparat Kontrola S. sclerotiorum
Binab Golf 8,94E+08 2,71E+09
Supresivit 2,89E+09 1,89E+09
SoilGard 4,08E+08 4,61E+08
Trianum 8,97E+08 3,96E+08
Prestop mix 4,42E+07 4 82E+07

Zavér: Nejvetsi produkei spor 2,89E+09 vykazovala mykoparaziticka houba T. harzianum
ptipravku Supresivit. Houby rodu Trichoderma u pfipravkii Trianum a Binab Golf
vykazovaly produkci nizsi (8,97E+08 Trianum resp. 8,94E+08 Binab Golf). Ptiblizné€ o tad
niz§i produkci spor vykazovala houba T. virens piipravku SoilGard Vv porovnani
s ptipravkem Supresivit. Clonostachys rosea f. catenulata produkovala jen 4,42E+07 spor

na jednu sttedovou kulturu.
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Graf ¢.5: Produkce spor mykoparazitickych hub izolovanych z vybranych komerénich

biopreparatt (kontrolni varianty)
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Graf ¢.6: Vliv fytopatogenni houby S. sclerotiorum na produkci spor mykoparazitickych

hub z vybranych komer¢nich biopreparati.
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Zavér: Po vzajemné interakci se S. sclerotiorum byla zaznamenana nejvyssi produkce spor
hub rodu Trichoderma u biopreparatu Binab Golf (2,71E+09) a Supresivit (1,89E+09).
Houba T. virens ptipravku SoilGard a houba T. harzianum piipravku Trianum dosahla
vytéznosti 4,61 E+08 resp. 3,96E+08. Prestop Mix vykéazal vytéznosti pouze 4,82E+07 spor

na 1 sttedovou kulturu.

4.1.2. Interakce s fytopatogenni houbou Rhizoctonia solani

Zakladni udaje o pokusu:

e Suspenze konidii kment izolovanych z biopreparatl o standartnim titru 1,00 x 10°

spor v 1ml.

e Inokulace mykoparazita na okraj Petriho misky a umisténi blo¢ku patogena R.

solani na proté&jsi stranu (6 opakovani) + kontrolni varianta.
e Inkubace testl v termostatu pii 20 °C.

e Hodnoceni provedeno po 7 dnech, hodnocena byla zoéna dotyku, zona
mykoparazitismu, ovéfovani parazitace mycelia houby R. solani v interakci

s mykoparazity a stanoveni produkce spor mykoparazitti.

A) Zdbna dotyku a zéna mykoparazitismu

Tabulka ¢.5: Primérna zéna dotyku a zona mykoparazitismu vSech biopreparatl s R.

solani [mm].

Biopreparat Zdbna dotyku Zbna mykoparazitismu
R. solani 41,50 = 0,00 -

Binab Golf 41,80+ 1,94 35,6 £1,02

Supresivit 40,00 + 0,63 16,6 +2,14

SoilGard 41,00 £ 1,10 224+ 1,96

Trianum 42,60 + 0,49 13,8 +2,79

Prestop mix 21,00 + 0,63 0

Zavér: V kontrolni varianté doslo k dotyku obou kultur R. solani uprostied Petriho misky.

U vSech variant byla zaznamenana téméf stejna zona dotyku. Houby rodu Trichoderma
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vSech piipravka se stietly s fytopatogenni houbou R. solani ve vzdalenosti 40 az 42,60 mm
od okraje Petriho misky. Houba C. rosea f. catenulata vytvoftila kulturu o priméru 21 mm,

tento pramér je roven zon¢ dotyku s R. solani.

Nejsirsi mykoparaziticka zéna 35,60 mm byla zaznamenana v interakci s R. solani u
biopreparatu  Binab Golf. Houba T. virens biopreparatu SoilGard vytvofila
mykoparazitickou zénu o 13 mm uzs§i. Kmen T. harzianum biopreparatu Supresivit
prertstala kulturu R. solani v délce 16,60 mm a kmen T. harzianum biopreparatu Trianum
pouze 13,80 mm. Prestop Mix vykazal zcela nulovou schopnost mykoparazitace patogena

R. solani.

Graf ¢.7: Primérna zona dotyku vSech biopreparatu s R. solani [mm].
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Graf ¢.8: Primérna zona mykoparazitismu vSech biopreparatt s R. solani [mm].
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B) Ovétovani parazitace mycelia houby R. solani

Tabulka ¢.6: Parazitace v malych Petriho miskach s R. solani.

Biopreparat Pocet vyfiznutych tercikii | PocCet parazit. ter¢ikti
R. solani 2 0
Binab Golf 1 1
Supresivit 2 1
SoilGard 2 2
Trianum 2 1
Prestop mix 2 0

Zavér: Po interakcnich testech byly z jednotlivych variant vyfiznuty terciky, které byly
umistény na povrch zivné pidy PDA v malych Petriho miskdch. Z kazdé varianty byly
vyfiznuty 2 terciky, jeden pied a druhy za teréikem patogena R. solani. Po 7 dnech byla
sledovana parazitace tercikli. Nejlepsi ucinnosti byla zaznamenéana u ptipravku SoilGard,
kde byly oba terliky parazitovany houbou T. virens. U ostatnich variant byl vzdy
parazitovan prvni ter¢ik. Houba C. rosea f. catenulata nebyla zaznamenana na terc¢iku R.

solani, proto nedoslo k vytvofeni ¢isté kultury mykoparazita.

C) Vytéznost spor mykoparazitickych hub

Tabulka €.7: Produkce spor na 1 kulturu mykoparazitickych hub izolovanych z komerénich

biopreprat po vzajemné interakci s fytopatogennimi houbami R. solani a S. sclerotiorum.

Biopreparat Kontrola R. solani

Binab Golf 8,94E+08 3,26E+09
Supresivit 2,89E+09 2,44E+09
SoilGard 4,08E+08 4,11E+08
Trianum 8,97E+08 4,71E+08
Prestop mix 4,42E+07 3,22E+07
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Graf ¢.9: Produkce spor mykoparazitickych hub izolovanych z vybranych komercnich

biopreparatii (kontrolni varianty)
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Graf ¢.10: Vliv fytopatogenni houby R. solani na produkci spor mykoparazitickych hub z

vybranych komerénich biopreparatt.
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Zavér: (kontrolni varianta je shodna s pokusem se S. sclerotiorum) Nejvétsi produkei spor
2,89E+09 vykazovala mykoparaziticka houba T. harzianum ptipravku Supresivit. Houby
rodu Trichoderma u piipravka Trianum a Binab Golf vykazovaly produkci nizsi (8,97E+08
Trianum resp. 8,94E+08 Binab Golf). Ptiblizn¢ o tad niz8i produkci spor vykazovala
houba T. virens piipravku SoilGard v porovnani s ptipravkem Supresivit. Clonostachys
rosea f. catenulata produkovala jen 4,42E+07 spor na jednu stiedovou kulturu.

Po vzajemné interakci s R. solani vykazaly nejvys$$i produkci spor houby rodu
Trichoderma u biopreparatu Binab Golf (3,26E+09) a biopreparatu Supresivit (2,44E+09).
Mnohem mensi produkce spor na jednu kulturu byla zaznamenana u houby T. virens
(SoilGard) a T. harzianum (Trianum). Varianta Prestop Mix opét vykazala nejhorsi

produkci spor.

4.1.3. Porovnani vytéZnosti spor mykoparazitickych hub po vzijemné interakci s

fytopatogenni houbou S. sclerotiorum a R. solani

Graf ¢.11: Vliv patogena R. solani a S. sclerotiorum na produkci spor mykoparazitické houby
Trichoderma harzianum kmen ATTC 20476 a Trichoderma polysporum kmen ATTC 20475

inkorporovaného do biopreparatu Binab Golf.
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Graf ¢.12: Vliv patogena R. solani a S. sclerotiorum na produkci spor mykoparazitické houby

Trichoderma harzianum kmen PV 5736-89 inkorporovaného do biopreparatu Supresivit.
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Graf ¢.13: Vliv patogena R. solani a S. sclerotiorum na produkci spor mykoparazitické houby

Trichoderma virens kmen GL-21 inkorporovaného do biopreparatu SoilGard.

VytéZnost spor

1,00E+09

8,00E+08

6,00E+08

4,00E+08

2,00E+08

0,00E+00

SoilGard

SoilGard+RH

SoilGard

SoilGard+SCL

39



Graf ¢.14: Vliv patogena R. solani a S. sclerotiorum na produkci spor mykoparazitické houby

Trichoderma harzianum kmen T-22 inkorporovaného do biopreparatu Trianum.
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Graf ¢&.15: VIiv patogena R. solani a S. sclerotiorum na produkci spor mykoparazitické houby

Clonostachys rosea f. catenulata kmen J1446 inkorporovaného do biopreparatu Prestop Mix.

Vytéinost spor

1,00E+08

8,00E+07

6,00E+07

4,00E+07

2,00E+07

0,00E+00

Prestop Mix

Prestop Mix+RH

Prestop Mix

Prestop Mix+SCL

40



Zavér: U nékterych biopreparatli byla zaznamenana vyssi produkce spor ve varianté, kde
byly jednotlivé kmeny v interakci s patogenem se S. sclerotiorum resp. s R. solani.
Ptikladem muzeme uvést piipravek Prestop Mix, kde nejvyssi produkci spor prokazal
kmen houby C. rosea f. catenulata v kombinaci se S. sclerotiorum. U pfipravku Binab
Golf byla zaznamenana nejvy$si produkce spor hub rodu Trichoderma v interakci
s fytopatogenni houbou R. solani. U pfipravku Trianum a Supresivit byla nejvyssi
produkce spor kmenid T. harzianum u kontrolni varianty. Houba T. virens v piipravku

SoilGard produkovala skoro téméft stejné mnozstvi spor ve vSech variantach.

4.2. Hodnoceni ucinnosti kmeni hub rodu Trichoderma a izolovanych z pid

Jihoceského regionu

4.2.1. Interakce s fytopatogenni houbou Sclerotinia sclerotiorum
Zakladni udaje o pokusu:

e Suspenze konidii divokych kmenl izolovanych z pidy JihoCeského regionu o

standartnim titru 1,00 x 10° spor v 1 ml.

e Inokulace mykoparazita na okraj Petriho misky a umisténi blocku patogena S.

Sclerotiorum na protéjsi stranu (6 opakovani) + kontrolni varianta.
e Inkubace testl v termostatu pti 20 °C.

e Hodnoceni provedeno po 7 dnech, hodnocena byla zoéna dotyku, zoéna
mykoparazitismu, produkce sklerocii vcéetné zaznamendni jejich hmotnosti,
oveéfovani parazitace vyvinutych sklerocii v interakci s mykoparazity a stanoveni

produkce spor spor mykoparaziti.
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A) Zobna dotyku a zéna mykoparazitismu

Tabulka ¢.8: Primérna zona dotyku a zéna mykoparazitismu vSech divokych kmenti se S.

sclerotiorum [mm].

Divoky kmen Zobna dotyku Zo6na mykoparazitismu
S. sclerotiorum 41,50 £ 0,00 -

10 KZ 33,17 +2,19 9,50+ 0,96

11EZ 36,17 + 1,46 8,00 + 1,00

5KZ 33,67 + 3,04 9,83 + 1,95

13EZ 3517+ 1,77 18,67 + 3,68

2 KZ 34,33 £ 1,25 10,17 £2,11

2 KZ SBT 28,17 +£2,19 4,17 £ 0,90

Graf ¢.16: Primérna zdna dotyku vSech divokych kment se S. sclerotiorum [mm].
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Zavér: Zéna dotyku u divokych kmenti ve vztahu k S. sclerotiorum se pfili$ neliSila. Zéna
dotyku patogenni houby S. sclerotiorum s divokym kmenem 2 KZ SBT byla zaznamenana
ve vzdalenosti 28,17 mm od kraje Petriho misky (méfeno od kraje misky, kde byla
aplikovana mykoparaziticka houba). Ostatni kmeny vykazovaly ve srovnani s kmenem 2
KZ SBT rychlejsi rast, kdy ke stfetu mykoparazita a patogena dochazelo ve vzdalenosti

v rozmezi od 33,17 od 36,17 mm okraje misky.
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Graf ¢.17: Primérna zona mykoparazitismu vSech divokych kment se S. sclerotiorum

[mm].
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Zavér:Velmi slusna schopnost parazitovat mycelium S. sclerotiorum byla zjisténa u kmene
13 EZ, kde mykoparaziticka zona dosahovala 18,67 mm. Kmeny 10 KZ, 11 EZ, 5 KZ, 2
KZ mély mykoparazitickou zoénu kolem 10,00 mm. Nejmensi schopnost parazitovat
mycelium S. sclerotiorum vykazoval kmen 2 KZ SBT, kde byla utvofena zona pouze 4,17

mm.

B) Pocet a hmotnost sklerocii

Tabulka ¢.9: Primérny pocet sklerocii a primérna hmotnost 1 sklerocia [mg] v 1 Petriho

misce.

Divoky kmen Pocet Hmotnost

S. sclerotiorum 15,67 +£2,13 15,65+ 0,85
10 KZ 6,00+ 1,53 12,10 + 2,00
11 EZ 8,50 £ 1,61 20,20 £ 0,80
5 KZ 9,33+£2,43 19,95 + 2,05
13 EZ 4,50+ 0,76 13,40 + 1,50
2KZ 10,33 £ 2,13 17,65 + 6,45
2 KZ SBT 8,67+ 1,37 18,35+ 0,65
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Zavér: V Kontrolni varianté vytvofila houba S. sclerotiorum v priméru 16 sklerocii.
Nejlepsim divokym kmenem byl kmen 13 EZ, ktery z velké ¢asti potlacil vyvoj sklerocii.
V této variant¢ bylo vytvofeno v priiméru pouze 4,5 sklerocii na 1 Petriho misku. Obdobny
vysledek byl zaznamenan u kmene 10 KZ, kde v interakci mykoparazit-patogen byla
zaznamenana opét nizka tvorba sklerocii (6,00 sklerocii v 1 Petriho misce). Tyto 2 kmeny
nejen potlacily tvorbu sklerocii, ale i sklerocia, ktera byla vytvotfena, byla v porovnani
S Oostatnimi variantami men$i (véha sklerocia 12,10 mg u 10 KZ a 13,40 mg u 13 EZ).
Ostatni testované kmeny inhibovaly tvorbu sklerocii méné. Pocet vyvinutych sklerocii se
pohyboval v rozmezi v priméru od 8,50 do 10,33 kust. Nejvétsi sklerocia byla vytvoiena

v interakci S. sclerotiorum s kmenem 11 EZ (primérna vaha 1 sklerocia byla pfiblizné 20

mQ).

Graf ¢.18: Praimérny pocet sklerocii v 1 Petriho misce.
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Graf ¢.19: Primérna hmotnost 1 sklerocia v 1 Petriho misce [mg].
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C) Ov¢éfeni parazitace sklerocii S. sclerotiorum

Tabulka ¢.10: Parazitace, primérny pocet sklerocii a primérné hmotnosti [mg] v malych

Petriho miskach se S. sclerotiorum.

Divoky kmen Pocet ) Pocet pa.r’azit. Pocet nové ’ Primérna
sklerocii Sklerocii generace sklerocii | hmotnost

S. sclerotiorum |- 15,00 + 2,16 11,17 £ 0,90

10 KZ 4 2 17,00 + 2,00 9,80+ 2,30

11EZ 4 2 18,00 + 2,00 7,30 +0,40

5KZ 5 1 15,50 + 3,20 9,33+ 1,60

13EZ 2 2 0 0

2KZ 4 4 0 0

2 KZSBT 3 3 0 0

Zavér: Po interak¢nich testech byla z jednotlivych variant odebrana sklerocia a jednotlivé
umisténa na povrch zivné pidy PDA v malych Petriho miskach. Po 7 dnech byla sledovana
parazitace. Nejlepsi u€innosti byla zaznamenéana u kmene 2 KZ, 13 EZ a kmene 2 KZ SBT,
kde byla vSechna odebrana sklerocia parazitovana a na vSech Petriho miskach se vytvoftily
Cisté kultury kmenid. Nejmensi schopnost parazitace sklerocii S. sclerotiorum byla

zaznamenana u kmene 5 KZ.
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D) Vytéznost spor mykoparazitickych hub rodu Trichoderma

Tabulka ¢.11: Produkce spor na 1 kulturu mykoparazitickych hub z divokych kmend po

vzajemné interakci s fytopatogenni houbou S. sclerotiorum.

Divoky kmen Kontrola S. sclerotiorum
10 KZ 0,00E+00 0,00E+00
11EZ 0,00E+00 2,00E+06
5Kz 2,38E+09 1,79E+09
13 EZ 2,55E+08 1,65E+08
2Kz 1,38E+07 6,88E+07
2 KZSBT 1,56E+09 5,31E+08

Graf ¢.20: Produkce spor mykoparazitickych hub z divokych kment (kontrola).
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Graf ¢.21: Vliv fytopatogenni houby S. sclerotiorum na produkci spor mykoparazitickych hub z
vybranych divokych kmeni.
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Zavér: V kontrolni varianté vykazal nejvétsi produkei spor kmen 5 KZ (2,38E+09) a kmen 2
KZ SBT (1,56E+09). Kmen 13 EZ vykazal t¢éméf o jeden fad niz8i produkci spor na jednu
kulturu (2,55E+08). Kmen 2 KZ vykazal nejnizsi produkcei spor (1,38E+07). U kment 10 KZ
a 11 EZ nemohla byt vytéznost stanovena z diivodu velmi nizké produkce.

V interakci s fytopatogenni houbou S.sclerotiorum dosahl nejvyssi vytéznosti spor opét kmen 5 KZ
(1,79E+09) a druhy nejprodukénéjsi kmen byl opét kmen 2 KZ SBT (5,31E+08). Kmen 13 EZ
produkoval také fadove 108 spor na jednu kulturu. Divoké kmeny 2 KZ a 11 EZ produkovaly velmi

nizky pocet spor. U kmene 10 KZ nebylo mozné opét spocitat mnozstvi vyprodukovanych spor.

4.2.2. Interakce s fytopatogenni houbou Rhizoctonia solani
Zakladni udaje o pokusu:

e Suspenze konidii divokych kmenl izolovanych zplidy Jihoceského regionu o

standartnim titru 1,00 x 10° spor v 1 ml

e Inokulace mykoparazita na okraj Petriho misky a umisténi bloc¢ku patogena R. solani

na prot¢jsi stranu (6 opakovani) + kontrolni varianta.
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e Inkubace testli v termostatu pii 20 °C.

e Hodnoceni provedeno po 7 dnech, hodnocena byla zona dotyku, zobna
mykoparazitismu, ovéfovani parazitace mycelia houby R. solani v interakci

s mykoparazity a stanoveni produkce spor spor mykoparaziti.

A) Zo6na dotyku a zéna mykoparazitismu

Tabulka ¢.12: Primérnd zona dotyku a zéna mykoparazitismu vSech divokych kment

s R.solani [mm].

Divoky kmen Zdbna dotyku Zb6na mykoparazitismu
R. solani 41,50+ 0,00 -

10 KZ 35,67 +0,94 38,17 + 1,34

11EZ 37,33 + 1,49 35,00 + 2,38

5Kz 36,50 + 1,50 32,33 +1,60

13EZ 38,00 + 1,29 27,50 + 2,43

2KZ 37,50 + 1,61 38,33 £2,75

2 KZSBT 32,83 + 1,57 49,50 + 1,89

Graf ¢.22: Primérna zéna dotyku vSech divokych kment s R.solani [mm].
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Zavér: V kontrolni varianté doslo k dotyku obou kultur R. solani uprostfed Petriho misky
(41,50 mm). U vSech variant byla zaznamenéna téméf stejna zoéna dotyku. Divoké kmeny hub
rodu Trichoderma vytvofily zonu dotyku piiblizné ve stejné vzdalenosti od okraje Petriho

misky. Zona dotyku u divokych kmenti byla zaznamenana ve vzdalenosti od 32 mm do 38

48



mm. Ve srovnédni s kontrolni variantou byla zoéna dotyku u v§ech divokych kmenti kratsi.

B) Ovéfeni parazitace ter¢iku R. solani

Tabulka ¢.13: Parazitace v malych Petriho miskach s R. solani.

Celkovy pocet vytiznutych |Pocet infikovanych

Divoky kmen ter¢ikl ze vsech vytiznutych
R. solani 2 2

10 KZ 2

11EZ 2 2

5KZ 2 2

13EZ 2 2

2KZ 2 2

2 KZ SBT 2 2

Zavér: Po interakénich testech byly zjednotlivych variant vyfiznuty terciky, které byly
umistény na povrch Zivné pidy PDA v malych Petriho miskach. Z kazdé varianty byly
vyfiznuty 2 terciky, jeden pied a druhy za teréikem ptivodné umisténého patogena R. solani.
Po 7 dnech byla sledovana parazitace ter¢iki. U vSech divokych kment byla zaznamenana
parazitace mycelia na ter¢ikach R. solani. Pouze u kmene 10 KZ byla zaznamenana parazitace

jen jednoho z ter¢iku.

C)  Vytéznost spor mykoparazitickych hub rodu Trichoderma

Tabulka €.14: Produkce spor na 1 kulturu mykoparazitickych hub z divokych kmeni po

vzajemné interakci s fytopatogennimi houbami R. solani.

Divoky kmen Kontrola R. solani

10 Kz 0,00E+00 1,49E+08
11EZ 0,00E+00 2,25E+06
5Kz 2,38E+09 3,03E+09
13 EZ 2,55E+08 3,19E+08
2KZ 1,38E+07 6,88E+07
2 KZSBT 1,56E+09 6,10E+08
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Zavér: V kontrole mély nejvyssi vytéznost spor kmeny 5 KZ a 2 KZ SBT (2,38E+09 a
1,56E+09). Kmen 13 EZ vykazoval pouze 2,55E+08 spor na 1 kulturu. Ostatni kmeny
produkovaly vyrazné nizsi pocet spor. U kmenli 10 KZ a 11 EZ nemohla byt produkce spor

Zaznamenana.

Graf ¢.23: Produkce spor mykoparazitickych hub z divokych kment (kontrola).
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Graf ¢.24: Vliv fytopatogenni houby R.solani na produkei spor mykoparazitickych hub z vybranych
divokych kment.
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Zavér: V kombinaci R.solani s kmenem 5 KZ dosahla vytéznost hodnotu 3,03E+09 spor na 1
kulturu. Mensi produkci spor vykazovaly kmeny 2 KZ SBT (6,10E+08), 13 EZ (3,19E+08) a
10 EZ (1,49E+08). Nejmensi produkce byla zjisténa u kmene 11EZ.

4.3.  Hodnoceni u¢innosti kmenu houby Coniothyrium minitans
Zakladni udaje o pokusu:
e Suspenze pyknospor kment C. minitans o standartnim titru 1,00 x 10° spor v 1ml.

e Inokulace kmene C. minitans na okraj Petriho misky 3 dny pfed umisténim blocku

patogena S. Sclerotiorum na protéjsi stranu (6 opakovani) + kontrolni varianta.
¢ Inkubace testll v termostatu pii 20°C.

e Hodnoceni provedeno po 7 dnech od dodani fytopatogenni houby S. sclerotiorum na
PDA tj. 10 dni od inokulace kment C. minitans na PDA, hodnocen byl radialni rast
kultur, produkce sklerocii véetné zaznamenani jejich hmotnosti a stanoveni produkce

pyknospor C. minitans.

A) Pramér kultury kmeni C. minitans

Graf ¢.25: Radialni rust kment s Coniothyrium minitans [mm].
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Zaveér: Nejvetsi pramér kultury houby C. minitans vytvoril kmen Hol, kde kultura dosahovala
pruméru kolem 44 mm. Kmen F-540 vytvofil kulturu o priméru 36 mm. Ostatni kmeny

tvofily kultury ptiblizné stejné. Primér kultur u téchto kmenti se pohyboval od 23 do 34 mm.

B) Pocet a hmotnost sklerocii

Graf ¢.26: Primérny pocet sklerocii v 1 Petriho misce.
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Graf ¢.27: Primérna hmotnost 1 sklerocia v 1 Petriho misce [mg].
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Tabulka ¢.15: Pramérny pocet sklerocii a primérna hmotnost 1 sklerocia [mg] v 1
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Petriho misce.

Kmen s C.minitans Pocet Hmotnost

S.sclerotiorum 17,50 + 0,50 21,85+0,75
1A 12,50 £ 0,50 21,25+2,55
1B 15,50 £ 0,50 14,00 £ 2,30
2A 13,00 = 0,00 15,30 £ 0,00
2B 15,50+ 1,50 13,50+ 0,70
3A 12,00 £ 2,00 16,40 + 3,30
3B 8,00+ 0,00 21,30 £ 0,00
HOL 9,50 = 0,50 17,60 + 2,30
F-540 13,00 + 0,00 14,95+ 0,85
Po 13,50 + 0,50 13,80+ 0,10
Contans 15,00 £ 1,00 17,70 £ 0,80

Zavér: Ze studie je patrné, ze byl zaznamenan rozdil ve tvorbé sklerocii fytopatogenni
houby S. sclerotiorum. Nejvétsi supresi tvorby sklerocii vykazoval kmen 3 B izolovany
z mrkve a kmen Holandsko ziskany ze sbirky CBS, Holandsko. Kmen 3 B sniZil tvorbu
sklerocii o 10 kust a kmen Holandsko o 8 kusl v porovnani s kontrolni variantou, kde
fytopatogenni houba S. sclerotiorum vytvofila v praiméru 17,5 sklerocii na 1 Petriho
misku. V interakci s ostatnimi kmeny vytvofila fytopatogenni houba v rozmezi od 13 do
16 sklerocii. Nejvétsi sklerocia byla zaznamenana v interakci s kmenem 3 B a 1 A.
Sklerocia, ktera byla vytvofena v blizkosti kultury C. minitans byla timto

mykoparazitem parazitovana. Na povrchu sklerocii byla zaznamendna tvorba pyknid.

C) Vytéznost pyknospor houby C. minitans
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Tabulka €¢.16: Vytéznost pyknospor vybranych kmenti mykoparazitické houby C. minitans

Kmen s C. minitans Vytéznost
1A 6,88E+08
1B 8,15E+08
2A 6,23E+08
2B 1,13E+09
3A 8,38E+08
3B 8,78E+08
HOL 1,33E+09
F-540 6,88E+08
Po 5,60E+08
Con 8,18E+08

Graf ¢.28: Hodnoceni produkce spor na 1 kulturu.
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Graf &.29: Hodnoceni produkee spor na 1 mm? kultury.
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Zavér: Z vysledki je patrné, Ze nejvétsi produkce pyknospor na 1 mm? byl zaznamenan opét u

vvr

produkce spor na Imm? byl zaznamenén u kmene ze sbirky z Holandska a u ¢eského sbirkového

v

kmene F-540. Z ostatnich kment vykazoval nejnizsi produkci pyknospor kmen 1A.

44. Hodnoceni produkce spor vybranych kmenid hub rodu Trichoderma

kultivovanych na umélé Zivné piidé PDA a na pfirozeném substratu

Zakladni udaje o pokusu:
e Suspenze konidii kment hub rodu Trichoderma o standartnim titru 1,00 x 10% v 1ml.
e Inokulace mykoparazita na stfed Petriho misky

e Inkubace kmenl na PDA v termostatu pii 20°C, kultivace kmenli na pfirozeném

substraté po dobu 4 dnii pti 25°C.

e Hodnoceni stfedovych kultur pfi ve 24 hodinovych intervalech, produkce spor po 7 a

16 dnech. Produkce spor na ptirozeném substratu hodnocena po 4 dnech.

A) Radialni rist a vytéznost hub rodu Trichoderma na Zivné pidé PDA
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Tabulka ¢.17: Radialni rast hub rodu Trichoderma na umélé Zzivné padé PDA (kontinualni

meéfeni kultur kmeni po 24 hodinach [cm].

Kmen 24 hod 48 hod 72 hod 96 hod
11EZ 1,15+ 0,07 3,20 £ 0,08 7,07 +£0,13 8,3
Binab Golf 1,14+0,12 3,31+0,10 6,69 +0,19 8,3
SKZ 0,91+ 0,07 2,96 + 0,10 6,41+ 0,03 8,3
2 KZSBT 0,87 0,09 2,90+ 0,17 5,92+0,12 8,3
2KZ 1,22 £ 0,06 3,56 +0,17 7,78 0,09 8,3
13EZ 1,22 £ 0,06 3,66+0,13 7,65+0,16 8,3
10 KZ 1,13+ 0,05 3,03+0,14 7,06 + 0,09 8,3
SoilGard 1,69 +£0,08 3,80+ 0,09 6,80+ 0,11 8,3

Graf ¢.30: Radialni rist vybranych kmenti hub rodu Trichoderma
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Zaver: Nejvetsi rychlost ristu sttedovych kultur po 24 1 48 hodinach byly zaznamenany
u kmene z biopreparatu SoilGard. Po 72 hodinach tento kmen vyrazné zpomalil rist
V porovnani s ostatnimi kmeny hub rodu Trichoderma. Kmen 2 KZ byl ve srovnani
s kmene GL-21 biopraparatu SoilGard pomaleji rostouci (24 a 48 hodin), nicméné po 72

hodinach tento kmen vykazal vyrazné rychlejsi riist, kolonie dosahovala po 72 hodinach
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V pruméru 7,78 cm.

B)  Vytéznost hub rodu Trichoderma na ptirozeném substratu

Tabulka ¢.18: Produkce spor vybranych kmenti mykoparazitickych hub rodu Trichoderma na
prirozeném substratu (kroupy 100 g; kultivace 4 dny; 25 + 1 °C).

Biopreparat/kmen Vytéznost spor na 1 kg krup
SoilGard 1,18E+09
Binab Golf 3,10E+09
5KZ 1,17E+10
2 KZSBT 3,73E+08
13EZ 2,50E+08

Graf ¢.31: Hodnoceni produkce spor vybranych kment hub rodu Trichoderma na 1g

ptirozeného substratu.

1,20E+10 ~

1,00E+10 -

8,00E+09 A

6,00E+09 -

4,00E+09 A

Vytéznost spor na 1g krup

2,00E+09 -

Soilgard Binab golf 5KZ 2KZ SBT 13EZ

0,00E+00

Houby rodu Trichoderma

Zaver: Nejvetsi produkci spor na 1 g ptirozeného substratu vykazal divoky kmen 5 KZ
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(1,17E+10). Kmeny z komer¢nich biopreparati produkovaly daleko mensi mnozstvi spor.
Houba T. virens biopreparatu SoilGard vyprodukovala 1,18E+09 v 1 g krup, houby rodu
Trichoderma v ptipravku Binab Golf vyprodukovaly celkem 3,10E+09 spor na 1g substratu.
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5. Diskuze a zavéry

Cilem této diplomové prace bylo poznani a ziskani co nejvétsiho mnozstvi informaci o
vzajemné interakci mykoparazitickych hub v interakci s vybranymi ptivodci onemocnéni
rostlin, v€etné¢ vyuziti hub v biologické ochrané rostlin. V provedenych pokusech byly

sledovany parametry jednotlivych kment mykoparazitickych hub:

e rychlost rustu a osidlovani prostoru na umélé zivné pud¢ v interakci s patogeny
rostlin (zo6na dotyku)

e schopnost parazitovat kolonii fytopatogenni houby na umélé Zivné pidé (zéna
mykoparazitismu)

e schopnost inhibovat tvorbu a vyvoj sklerocii na um¢lé zivné ptdé

e schopnost sporulace na um¢lé zivné piade

e ov¢feni parazitace sklerocii resp. ter¢ikli patogena na umélé zivné pude

e hodnoceni radidlniho riistu ve 24 hodinovych intervalech stfedovych kultur

e vytéznosti spor na 1 g ptirozeného substratu

Celkové zhodnoceni biopreparatu:

Zékladnim a obecnym predpokladem pro praktické vyuziti hub v biologické ochrané
proti fytopatogennim houbam je schopnost mykoparazita se rychle rozristat v prostiedi po
aplikaci a zaroveil mit co nejvyss§i mykoparazitickou Uc¢innost. Na zéklad¢ vysledka
z diplomové prace lze konstatovat, Ze komercni biopreparaty vykazovaly o néco malo
rychlejsi kolonizaci Petriho misky ve vzajemné interakci s R. solani nez v interakci se S.
sclerotiorum. Vsechny testované kmeny komercnich biopreparatt nevytvofily
antagonistickou zonu s pitvodci onemocnéni rostlin. Ve vSech variantach interakcnich testt
doslo ke stfetu mycelii obou druht hub, a tim bylo mozné zaznamenat rozdilné¢ zény
dotyku mezi testovanymi kmeny. Ve vSech variantich byla sledovdna i zodna
mykoparazitismu, kterd je z hlediska u¢innosti biopreparatti dillezitym kritériem. Nejlepsi
mykoparazickou schopnost v kombinaci se S. sclerotiorum prokazala houba T. virens
biopreparatu SoilGard. V interakci s patogenem R. solani vykazal nejlepsi ucinnost

Vv potlaceni tohoto patogena ptipravek Binab Golf.
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Dal8im vyznamnym ukazatelem z hlediska praktického vyuziti v biologické ochrané
rostlin je schopnost kmenti komer¢nich biopreratech co nejvice potlacit vyvoj sklerocii u S.
sclerotiorum. Mykoparazitické houby parazituji sklerocia a jsou schopny napadena
sklerocia degradovat. Pokud je sklerocium parazitované na jafe nemuze dochazet k tvorbé
pohlavnich plodnic apotecii na sklerociu nebo nemiize dochazet k regeneraci mycelia ze
sklerocii S. sclerotiorum. Houby rodu Trichoderma z komer¢nich biopreparatii Binab Golf
a SoilGard inhibovaly tvorbu a vyvoj sklerocii na kultufe S. sclerotiorum. Vyvinuta
sklerocia na kultufe S. sclerotiorum v interkci s houbou T. virens biopreparatu SoilGard
byla jiz parazitovana. V této varianté se vyvinula nejmens$i sklerocia. Ve srovnani
s variantou SoilGard byla ve varianté¢ Binab Golf vytvofena vétsi sklerocia, nicméné tato
sklerocia nebyla jesté dostatecné parazitovana.

Velmi dilezité kritérium, které rovnéz nesmi byt opomijeno, je i celkova vytéznost
spor. Nejvyssi produkei spor vykazovaly houby rodu Trichoderma v piipravku Binab Golf.
V porovnani biopreparatii vykazoval vedle varianty Binab Golf nejvétsi vytéznost
v interakci s patogenem S. sclerotiorum a R. solani i piipravek Supresivit. Ostatni
ptipravky vykazovaly vyrazné nizsi produkci spor. Za zajimavé lze povazovat i to, houby
rodu Trichoderma biopreparatu Binab Golf vykazovaly daleko vétsi produkci spor
v interakci s patogenem S. sclerotiorum i sR. solani, nez kontrolni varianté, kde byl
smésny kmen kultivovan samostatné. Kmeny houby T. harzianum z piipravku Supresivit a
SoilGard produkovaly naopak mnohem vétSi mnoZstvbi spor v kontrolni varianté, nez
v interakci se S. sclerotiorum a sR. solani. Houba C. rosea f. catenulata piipravku
PrestopMix a T. virens ze SoilGard produkovaly v interakci se S. sclerotiorum a R. solani

piiblizné stejné mnozstvi spor.

Z hlediska vyznamnosti jsou vSechny tfi kritéria dilezitad. Pokud je bran ohled na
vSechna vysSe uvedena kritéria, nejlépe vychazi varianty Binab Golf a SoilGard. Tyto 2
komer¢ni bioprearaty lze doporucil pouzivat i v praxi v ramci biologické ochrany proti
fytopatogennim houbam S. sclerotiorum a R. solani. Pfipravky Supresivit a Trianum
vykézaly o néco horsi vysledky, nicméné i tyto ptipravky lze vyuzit v biologické ochrané
rostlin. Biopreparat Prestop Mix vykéazal nejhor$i vysledky v ramci komercnich
biopreparati. Houba C. rosea f. catenulata nevykazala schopnost parazitovat sklerocia
resp. mycelium fytopatogennich hub a zaroven nebyla schopna potlacit vyvoj sklerocii. Na

zaklad¢ testl 1ze upfednostnit vyuZivani komer¢nich biopreparatii zaloZenych na kmenech
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hub rodu Trichoderma vedle tohoto biopreparatu, ktery je koncipovan na uplné odlisném

druhu mykoparazitické houby.

Celkové zhodnoceni divokych kmenu:

Nejlesi schopnost parazitovat S. sclerotiorum byla zjisténa u kmene 13 EZ. Ve
vztahu k R. solani se zona mykoparazismu vytvofila pouze v horni ¢asti Petriho misky,
zatimco v dolni ¢asti misky, ve které jsme 1 mykoparazitickou zonu méfili, se nevytvorila

vubec. Z tohoto ohledu se mykoparaziticka schopnost velmi tézko hodnoti.

Divoky kmen 13 EZ byl nejlepsi i inhibici tvorby sklerocii. Kmeny 10 EZ vykazoval
také vysokou schopnost eliminovat tvorbu a vyvoj sklerocii na kultufe S. sclerotiorum.
Oba kmeny ovlivnily nejen vyvoj a tvorbu sklerocii, ale mély i vliv na velikost
vytvofenych sklerocii. Sklerocia vytvorend v téchto variantach byla nejmensi na coz je
vyjadieno v pfepoctu hmotnosti na 1 sklerociu. Ostatni divoké kmeny 2 KZ, 2 KZ SBT, 5
KZ a 11 EZ vytvoftily o néco malo sklerocii, nez byl dosazen pocet sklerocii v kontrolni

varianté.

Ve vytéznosti spor v interakci s R. solani dosahl mimofadnych hodnot kmen 5 KZ.
Kmen produkoval i nejvétsi mnozstvi spor v interakci se S. sclerotiorum, kde pocet spor na
1 kulturu byl pfiblizné stejny jako v interakci sR. solani. Velice dobrou produk¢ni
schopnost vykazal i kmen 2 KZ SBT. Ostatni kmeny produkovaly velmi malé¢ mnozstvi
spor. Kmeny 10 KZ a 11 EZ produkovaly v kontrolni varianté velmi malé mnozstvi spor,
které nebylo mozné pomoci pocitaci komurky vubec zaznamenat. V interakci se S.

sclerotiorum a R. solani byla schopnost produkovat spory daleko vétsi.

Pokud vezmeme v uvahu vsechna 3 kritéria, lze fici, ze kmen 13 EZ ma vysoky
potencidl v praktickém vyuziti v biologické ochrané rostlin. V nékterych parametrech

dosahl daleko lepsi vysledky nez kmeny z komer¢nich biopreparati.

Celkové zhodnoceni kment s Coniothyrium minitans:

Kmen 3B mykoparazitické houby C. minitans nejvice inhiboval tvorbu sklerocii
houby S. sclerotiorum. | kmen z holandské sbirky mikroorganismii CBS vykazoval
schopnost redukovat mnozstvi vytvotrenych sklerocii na kultuie S. sclerotiorum. Vytvofena

sklerocia v interakci s témito kmeny byla pomérné velka. Mezi jednotlivymi testovanymi
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kmeny C. minitans nebyly velké rozdily. Plati, ze ve variantach, kde bylo vytvoifeno méné
sklerocii, byla sklerocia nejvétsi a naopak, kde bylo vytvoteno vice sklerocii, sklerocia
byla mala. Ve vSech variantach dochazelo k parazitaci téch sklerocii, ktera byla vytvofena

V blizkosti kultur kment C. minintas (tyto data nejsou v diplomové praci uvedena).

Celkové zhodnoceni stiedovych kultur:

Nejveétsi schopnost kolonizovat povrch PDA v Petriho misce méla kmen GL-21
mykoparazitické houby T. virens (SoilGard). Po 24 a 48 hodinach byla rychlost ristu
mycelia ve srovnani s ostatnimi kmeny nejvétsi, nicméné po 72 hodinach byl nartst
mycelia pomalejsi ve srovnani s dal§imi kmeny Trichoderma. Naopak u kmene 2 KZ byla
zaznamenana nejlepsi kolonizace Petriho misky po 72 hodindch. Na pfirozeném substratu
vyprodukoval kmen 5 KZ nejvice spor. Ve srovnani s kmeny komercnich biopreparatii
vyprodukoval o fad vy$si mnozstvi spor. Z produkéniho hlediska lze ptedpokladat, ze tento
kmen by mél vyuziti v maloobjemovych i velkoobjemovych produkcich biopreparati na

bazi vlaknitych hub.
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Graficky list 1: Vzajemné interakce mykoparazitickych hub z komer¢nich biopreparati
s fytopatogenni houbou Sclerotinia sclerotiorum
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Fytopatogenni houba S. sclerotiorum — Trichoderma spp. z biopreparatu Binab
kontrolni varianta Golf v interakci s houbou S. sclerotiroum

T. virens z biopreparatu SoilGard T. harzianum z biopreparatu Supresivit
v interakci s houbou S. sclerotiroum v interakci s houbou S. sclerotiroum

T. harzianum z biopreparatu Trianum C. rosea f. catenulata z biopreparatu
v interakci s houbou S. sclerotiroum PrestopMix v interakci se S. sclerotiroum
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Graficky list 2: Vzajemné interakce mykoparazitickych hub z komer¢nich biopreparat
s fytopatogenni houbou Rhizoctonia solani

Fytopatogenni houba R. solani — Trichoderma spp. z biopreparatu Binab
kontrolni varianta Golf v interakci s houbou R. solani

T. virens z biopreparatu SoilGard T. harzianum z biopreparatu Supresivit
v interakci s houbou R. solani v interakci s houbou R. solani

——

T. harzianum z biopreparatu Trianum C. rosea f. catenulata z biopreparatu
v interakci s houbou R. solani PrestopMix v interakci se R. solani
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Graficky list 3: Ovéfeni parazitce sklerocii S. sclerotiorum ziskanych z vzajemnych
interakci kment hub rodu Trichoderma z komerénich biopreparati s fytopatogenni houbou
S. sclerotiorum

Sklerocia S. sclerotiorum — kontrolni varianta Ov¢éfeni parazitace sklerocii S. sclerotiorum
- Binab Golf

Parazitovana sklerocia S. sclerotiorum — Ovéfeni parazitace sklerocii S. sclerotiorum -
SoilGard Supresivit

Ovéfeni parazitace sklerocii S. sclerotiorum Ovéfeni parazitace sklerocii S. sclerotiorum
- Trianum - Prestop Mix
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Graficky list 4. Ovéfeni parazitce teréiki R. solani ziskanych z vzajemnych interakci
kment hub rodu Trichoderma z komerénich biopreparatt s fytopatogenni houbou R. solani

Ter¢iky mycelia R. solani — kontrolni varianta ~ Ovéfeni parazitace teréiku R. solani
- Binab Golf

Parazitované ter¢iky R. solani houbou Oveéfeni parazitace terc¢ikd R. solani
T. virens z biopreparatu SoilGard - Supresivit

Ovéfeni parazitace teréikd R. solani Ovéfeni parazitace teréikd R. solani
- Trianum - Prestop Mix
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Graficky list 5: Vzdjemn¢ interakce vybranych kmenti hub rodu Trichoderma
odizolovanych z pud Jiznich Cech s fytopatogenni houbou S. sclerotiorum
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Kmen 2 KZ v interakci s fytopatogenni
houbou S. sclerotiorum

Kmen 10 KZ v interakci s fytopatogenni

Kmen 5 KZ v interakci s fytopatogenni
houbou S. sclerotiorum

houbou S. sclerotiorum

Kmen 11 EZ v interakci
s fytopatogenni houbou S. sclerotiorum

Kmen 13 EZ v interakci s fytopatogenni
houbou S. sclerotiorum
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Graficky list 6: Vzajemné interakce vybranych kment hub rodu Trichoderma
odizolovanych z pud Jiznich Cech s fytopatogenni houbou Rhizoctonia solani
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houbou R. solani

Kmen 5 KZ v interakci s fytopatogenni Kmen 10 KZ v inte
houbou R. solani houbou R. solani
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Kmen 11 EZ v interakci Kmen 13 EZ v interakci s fytopatogenni
s fytopatogenni houbou R. solani houbou R. solani
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Graficky list 7: Ovéfeni parazitce sklerocii S. sclerotiorum ziskanych z vzajemnych
interakci kmend mykoparazitickych hub rodu Trichoderma odizolovanych z ptid Jiznich
Cech s fytopatogenni houbou S. sclerotiorum

Parazitovana sklerocia S. sclerotiorum Parazitovana sklerocia S. sclerotiorum
kmenem 2 KZ kmenem 2 KZ SBT

Ovéfeni parazitace sklerocii S. Ovéfeni parazitace sklerocii S.
sclerotiorum kmenem 5 KZ sclerotiorum kmenem 10 KZ

Ovéfeni parazitace sklerocii S. Parazitovana sklerocia S. sclerotiorum
sclerotiorum kmenem 11 EZ kmenem 13 EZ
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Graficky list 8: Ovéfeni parazitce blo¢ku R. solani ziskanych z vzajemnych interakci
kment mykoparazitickych hub rodu Trichoderma odizolovanych z ptd Jiznich Cech
s fytopatogenni houbou R. solani

Parazitované blocky R. solani Parazitované blocky R. solani
kmenem 2 KZ kmenem 2 KZ SBT

Ovéfeni parazitace sklerocii S. Ovéfeni parazitace sklerocii S.
sclerotiorum kmenem 5 KZ sclerotiorum kmenem 10 KZ

Ovéfteni parazitace sklerocii S. Parazitovana sklerocia S. sclerotiorum
sclerotiorum kmenem 11 EZ kmenem 13 EZ
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