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Dekontaminace slamy obsahujici aminopyralid a pyroxsulam
pomoci vybranych druhd hub

Souhrn

V konvencnim zemédélstvi jsou pro oSetfeni obilnin pouZivany herbicidy Mustang
Forte a Corello s uc¢innymi latkami aminopyralid a pyroxsulam. Pti aplikaci pojmou cast
herbicid(i oSetfované plodiny nebo plevele. Zbyvajici ¢ast herbicidl se dostane do pUdy,
popfipadé se vyplavi do spodnich vod. Rezidua téchto herbicidd mohou zplsobovat problémy
v ndslednych plodinach péstovanych na osSetfené ploSe. Negativné ovlivnény mohou byt
i plodiny, které byly hnojeny, popfipadé mulc¢ovany biomasou osetfenou zminénymi herbicidy.
Mezi velmi citlivé plodiny na rezidua téchto herbicidl patfi napriklad rajcata, papriky,
brambory a dalsi. Na rizika spojend s rezidui upozoriuji etikety a pribalové listy zminénych
herbicid(. Déle je v nich uvedeno, Ze slama z porostl osSetfenych pripravky Corello a Mustang
Forte by se neméla uZivat jako substrat k péstovani hub.

V rdmci této diplomové préace bylo provedeno celkem 7 experiment(. Vybrané druhy
hub byly kultivovany na agarsladové pUdé a na tekutych Zivnych padach sriznymi
koncentracemi aminopyralidu. Déle byl testovadn vliv aminopyralidu a pyroxsulamu na rlst
mycelia vybranych druh hub na slaméném substratu a tvorbu plodnic hlivy Ustri¢né Pleurotus
ostreatus. Posledni pokus byl zaméren na vermikompostovani vyplozeného substratu hlivy
Ustriéné pomoci zizal Eisenia andrei.

Pti kultivaci vybranych druh( hub na tekutych pddach se ukazal jako nejperspektivnéjsi
druh Cladosporium herbarum. Tento druh vytvofil nejvétsi biomasu mycelia a toleruje vysoké
koncentrace aminopyralidu. Mycelium Pleurotus ostreatus kmen 'Spoppo' se projevil také jako
velmi perspektivni. Zde doslo kvyraznému pfirlistku biomasy mycelia na variantach
obsahujicich rdzné koncentrace aminopyralidu na rozdil od kontrolni varianty, ve které se
aminopyralid nenachdzel. Dale bylo zjisténo, Ze ucinné latky aminopyralid a pyroxsulam
nemaji vliv na rlst mycelia ve slamé. Za to maji vyznamny vliv na vynos plodnic hlivy Ustfi¢né.
Nejvyssi vynos plodnic byl sklizen z variant oSetfenych herbicidem Corello s U¢innou latkou
pyroxsulam. Nejnizsi vynos plodnic byl sklizen zkontrolni varianty. Slamény
substrat kontrolnich variant nebyl oSetfen Zadnym herbicidem. Pfi vermikompostovani se
ukazalo, Ze varianta oSetfend herbicidem Corello obsahovala nejvétsi pocet Zizal i kokonu

Eisenia andrei.

Klicova slova: Houby, herbicidy, aminopyralid, pyroxsulam, vermikompostovani



Decontamination of straw containing aminopyralid and
pyroxsulam using species of fungi

Summary

In conventional farming, the herbicides Mustang Forte and Corello with the active
ingredients aminopyralid and pyroxsulam are used to treat cereal crops. When applied, part
of the herbicides is taken up by the treated crop or weeds and the remainder of the herbicides
reach the soil. Alternatively, they are washed into groundwater. Residues of these herbicides
can cause problems in subsequent crops grown in the treated area. Crops that have been
fertilised or mulched with biomass treated with these herbicides may also be adversely
affected. Examples of crops that are very sensitive to residues of these herbicides include
tomatoes, peppers, potatoes and others. The labels and package leaflets of these herbicides
warn of the risks associated with residues. They also state that straw from crops treated with
Corello and Mustang Forte should not be used as a substrate for growing mushrooms.

A total of 7 experiments were conducted as part of this thesis. Selected fungal species
were cultivated on agarslade soil and liquid nutrient soils with different concentrations of
aminopyralid. Furthermore, the effect of aminopyralid and pyroxsulam on mycelial growth of
selected fungal species on straw substrate and fruiting body formation of oyster mushroom
Pleurotus ostreatus was tested. The last experiment was focused on vermicomposting of
flattened oyster mushroom substrate using Eisenia andrei earthwormes.

Cladosporium herbarum proved to be the most promising species when cultivating
selected fungal species on liquid soils. This species produced the largest mycelial biomass and
tolerated high concentrations of aminopyralid. The mycelium of Pleurotus ostreatus strain
'Spoppo' was also very promising. Here, there was a significant increase in mycelial biomass
on the variants containing different concentrations of aminopyralid in contrast to the control
variant, which did not contain aminopyralid. It was also found that the active ingredients
aminopyralid and pyroxsulam had no effect on mycelial growth in straw. However, they had a
significant effect on the yield of oyster mushroom fruiting bodies. The highest yield of fruiting
bodies was harvested from the variants treated with Corello herbicide with the active
ingredient pyroxsulam. The lowest fruit yield was harvested from the control variant. The
straw substrate of the control variants was not treated with any herbicide. Vermicomposting
showed that the variant treated with Corello herbicide contained the highest number of
earthworms and Eisenia andrei cocoons.

Keywords: Fungi, herbicides, aminopyralid, pyroxsulam, vermicomposting
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1 Uvod

,Clovék, ktery se pFicinil, aby rostly dva klasy tam, kde dosud rostl jeden, vykonal vice
pro blaho pozemské, nez vsichni politikové a filozofové dohromady.” Jonathan Swift

Zemédélska produkce potravin, krmiv a biomasy je nerozluéné svdzana s pouzivanim
herbicid(, fungicidd a insekticidl. Celosvétové se kazidy rok spotfebuje 3,3 miliond tun
pesticid{, z toho cca 420 tis. tun v Evropé (FAO, 2021) a 4,8 tis. tun v CR. (UKzUz, 2021)
Nazory v této oblasti byvaji spolecnosti velmi polarizované. PouZivani pesticidl je opravnéné
odUvodnovano potrebou zajistit uspokojivou kvantitu a kvalitu potravin a krmiv. Zaroven
ale predstavuje jeden z nejvétSich vstupl potencidalné nebezpecnych latek do pldy, vody,
ovzduSi a plodin. | kdyz jsou pesticidy pouzivany dle pFislusnych nafizeni, jen
mald cast zasahuje cile, zatimco prevladajici ¢ast aplikovaného mnoistvi se stava
kratkodobym, ¢i dlouhodobym kontaminantem Zivotniho prostredi s celou fadou moznych
negativnich vliva. (Hofman, 2018)

V zemédélstvi je zaméstndno kolem 1 % obyvatelstva, tim padem je interakce mezi
zemédélcem a kone¢nym spotrebitelem velice zfidkava. Konecny spotrebitel si tak snadnéji
utvofi nazor z medialniho prostoru nez ze styku s redlnym prostredim.

V CR jsou nejroziifendji skupinou péstovanych plodin obilniny. Ty se zde péstuji
na vymeére zhruba 1,6 mil ha. Z ¢ehoz kazdoro¢né 1,3 mil. ha ¢ini vyméra pSenice a jeCmene.
(Eagri, 2022). Herbicidni ochrana je tak nedilnou soudasti péstitelskych technologii a patfi
k jednomu z nejdulezitéjSich agrotechnickych opatfeni slouzicich k zajisténi optimalniho
vynosu a kvalitni produkce. V soucasné dobé existuje na trhu cela fada kombinovanych nebo
Sirokospektralnich herbicidd, které agronomim umozni komfortni zajisténi ochrany proti
Sirokému plevelnému spektru véetné problematickych vytrvalych plevell. Druha strana mince
jsou ovsem rezidua, ktera na problematickych piiddch mohou pusobit i nékolik let po aplikaci.
Pro samotné zemédélce jsou nejvyznamnéjsi ta rezidua herbicidd v padé, kterda mohou
omezovat kliceni a rlst naslednych plodin. Zvlasteé citlivé jsou napftiklad luskoviny, fepka a celad
fada zelenin, které v pripadé kratkého ¢asového odstupu mohou byt vyrazné poskozeny. Tato
prace se zabyva konkrétné dvéma herbicidy — Mustang Forte a Corello s G¢innymi latkami
aminopyralid a pyroxsulam. Tyto latky brzdi rlst nékterych rostlin na stejném principu jako
auxiny. Jejich aplikace probihd na jafe ve velmi nizkych koncentracich. Cast u¢innych latek
dopadne na kulturni plodiny a plevele a zbyvajici ¢ast herbicid(i se dostava do puady, ptipadné
do spodnich vod. Pravé zasazené plodiny (v nasem pripadé pSenice a jeCmen) byvaji zdrojem
rezidui nejcastéji a zpusobuji problémy v naslednych plodindch nebo v plodinach, kde je
vyuzZivano biomasy k hnojeni nebo mulcovani. Velmi citlivé plodiny k témto latkam jsou
napriklad brambory, rajéata nebo papriky, které by nemély byt hnojeny hnojem ani komposty,
pro jejichZ vyrobu byly pouzity organické materialy o$etfené t&mito herbicidy. Casto je velmi
obtizné dodrZet doporuceni na etiketé, nebot slama je ziskavana od riznych dodavateld a neni
mozné zajistit 100% jistotu nepritomnosti téchto ucinnych latek. S tim se setkavaji napriklad
péstitelé jahod, ktefi sldmu uZivaji k muléovani jahodniku.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Soucasnad konvencni zemédélska praxe se bez pesticidl neobejde. V celosvétovém
méritku se tak do pady dostavaji tuny pesticidd, jejichz rezidua zplsobuji problémy i nékolik
let po aplikaci. Tato prace se zabyva dvéma konkrétnimi herbicidy Corello a Mustang Forte,
které se pouzivaji v obilovinach v boji proti dvoudéloznym plevelnym druhlm.

Sldma z obilnin se vyuZiva pro vyrobu substratu na péstovani hlivy ustticné (Pleurotus
ostreatus). V praxi neni prakticky mozné mit 100% jistotu, Ze slama nebyla oSetfena témito
herbicidy, nebot ve valné vétsiné slama pochazi pravé od tuzemskych konvenénich zemédélcu.
Na etiketdch pripravkl Corello a Mustang Forte je uvedeno, Ze sldmu z porostl oSetfenych
témito pfripravky neni vhodné pouzivat pro péstovani hub, coZi evokuje otdzku, jakym
zplUsobem a s jakymi dopady na vynos ovliviiuje aminopyralid a pyroxsulam rdst a vyvoj
plodnic hub?

Hypotéza: Nékteré kultury hub jsou schopné urychlit rozklad aminopyralidu
a pyroxsulamu ve slamé.

V rdmci této diplomové prace bylo zpracovano nékolik pokusd, jejichZ cilem bylo:

e Zjisténi vlivu pfipravkd Corello a Mustang Forte na tvorbu plodnic rodu Pleurotus
ostreatus péstovanych na substratu na bazi pSeni¢né slamy osetfené témito pripravky.

e Zjisténi vlivu rlznych koncentraci aminopyralidu na rlst mycelia hub, které byly
kultivovdny na agarsladovém mediu na Petriho miskach.

e Zjisténi vlivu riznych koncentraci aminopyralidu na tvorbu biomasy urcitych druhd
hub, které byly kultivovany na tekutych ptddach v Erleynmayerovych barikach.

e Zjisténi vlivu pfitomnosti Ucinnych latek aminopyralidu a pyroxsulamu v substratu na
bazi pSenicné sldmy na rlist mycelia vybranych druhd hub ve zkumavkach.

e Posledni pokus byl zaméren na vermikompostovani, ve kterém hraly hlavni roli Zizaly
rodu Eisenia andrei. Zde bylo cilem zjistit, jaky vliv maji u¢inné latky aminopyralid
a pyroxsulam na vyvoj a pocCty Zizal odebiranych ve vyplozeném substratu na bazi
pSenicné slamy. Vtomto pokusu bylo vice proménnych, nez by bylo optimalni,
nicméné poslednim cilem tohoto pokusu bylo zjistit, jak se méni obsah rezidui U¢innych
latek aminopyralidu a pyroxsulamu v ¢ase v pribéhu vermikompostovani.



3 Literarni reserse

3.1 Biologicka degradace herbicidu

Na degradaci herbicidu po aplikaci ma vliv mnoho faktor(i. Rychlost degradace pesticidu
v pudé je nejvice zavisla na pldni vihkosti a teploté. Pesticidy mohou byt rozlozeny
jednoduchymi chemickymi procesy, jako napfiklad hydrolyzou. Oviem daleko dUlezZitéjsi pro
degradaci herbicidu v pdé jsou pochody fizené mikroorganismy. Degradacni procesy v pudé
jsou predstavovany transformaci molekuly postupnym odbouravanim nebo inaktivaci
fototoxickych ¢asti (toxofor(l) molekuly. (Jursik a kol., 2018)

Perzistence je schopnost herbicidli zGstdvat v aktivni formé v pidnim prostredi po dobu,
kterd je zapotrebi k jejich rozkladu. V ideadlnim ptipadé by mél herbicid aplikovany do pudy
nebo na jeji povrch setrvavat v pidé takovou dobu, jakd je zapotiebi jeho plsobeni na plevele.
Ale ne tak dlouho, aby jeho rezidua ovliviiovala nasledné plodiny.

Padni mikroorganismy jsou pro degradaci herbicidl v pUdé zcela zasadni.
Biodegradace je dekompozi¢ni jev fizeny populacemi mikroorganisml (hlavné bakterie,
aktinomycety, houby), které diky své aktivité a diverzité tvofi kompletni padni mikrofléru.
Aktivita téchto organism0 je ovlivnéna predevsim puadni vihkosti, pldni teplotou, obsahem
organické hmoty, pH ptdy obsahem kysliku a zasobenosti Zivinami. V suché, chladné a na
ziviny chudé pGdé se mikrobidlni aktivita organism( vyrazné sniZuje. Podobné jako pfi
nedostatku kysliku v padé. Tim padem na utuZenych piddach nebo po vytvoreni pldniho
Skraloupu byva degradace herbicidl nejobtiznéjsi a nejpomale;jsi. (Jursik a kol., 2018)

Mikroorganismy maji schopnost degradovat Sirokou Skalu chemikadlii. Pocinaje
od jednoduchych sacharidd, polysacharidd, aminokyselin, tuk a bilkovin, az po komplexni
materidly, jakymi jsou napfiklad rostlinna rezidua, vosky a gumy, pfiéemz jsou rovnéz schopny
degradovat syntetické sloucéeniny, tedy i pesticidy. Mikroorganismy vyuzivaji u¢innou latku
jako energeticky substrat nebo enzymaticky pozménuji jeji strukturu. Z toho je patrné,
ze mikrobialni aktivita pldy znacné ovliviiuje rychlost degradace rezidui herbicidl. Na pldach
s nizkou mikrobidlni aktivitou je rozklad herbicidu pomaly a riziko poskozeni nasledné plodiny
velmi vysoké. (Jursik a Soukup, 2022)
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3.1.1 Bioremediace

Bioremediace je proces, ktery umoznuje plisobenim vybranych druht mikroorganismu
(bakterii, hub, plisni a fas, Ci jejich enzymu) pfeménovat toxické, Ci rizikové latky z Zivotniho
prostfedi na netoxické a nerizikové. Do Zivotniho prostredi je kazdym rokem uvolfiovano velké
mnozstvi organickych latek, které mohou byt pro Zivé organismy velmi nebezpecné. Velky
podil na tom ma také intenzivni zemédélstvi, které ma za nasledek hromadéni pesticid
v pldé. To dalo impulz k intenzivni studii rozkladu téchto latek a hledani cest, kterymi by bylo
mozné tyto nebezpecné latky z pidy a prostiedi odbourat. Kromé pesticidd se v pldé
a prostredi vyskytuje celd fada pramyslové vyrabénych sloucenin tzv. polutantd.

Odstranéni polutantt z prosttedi neni viibec snadné. FyzikdIni a chemické metody jsou
finan¢né ndkladné, mnohdy nevhodné a technologicky ¢asto neproveditelné. V poslednich
letech se tak stale castéji vyuzivaji metody bioremediacni. Nejsou tak finanéné ndkladné
a Casto jsou ekologicky Setrnéjsi. Nicméné ¢asové jsou mnohem naroc¢néjsi, maji rozdilnou
ucinnost a urcité druhy polutantl nejsou schopné rozlozit vibec. (Borja a kol., 2005)
Bioremediace muze probihat v plidé nebo spodni, ¢i odpadni vodé. Houby byvaji soucasti
aktivovaného kalu v COV, kde mimo jiné hraji rozhoduijici Glohu bakterie.

Uspéch bioremediace nelze vyhodnotit pouze na zdkladé pocateéni a koncové
koncentrace polutant. Je to komplikovany proces, ktery zavisi na mnoha faktorech.
Ty by mély byt kriticky zhodnoceny pred, béhem i po remediac¢nim zdsahu. Bioremediace
jsou zaloZeny prevazné na principu stimulace pGdni mikrofléry. Pro degradaci vysoce
perzistentnich polutant se hledaji specifické organismy. Slibné se rozvijejici metodou, na
které pracuje mnoho odbornikll po celém svété, je mykoremediace pomoci dievobytnych
ligninolytickych hub. Tyto houby produkuji extracelularni enzymy, jako napfiklad: lignin
peroxidasu, mangan-dependentni peroxidasu a lakdzu. Ty se mohou podilet na degradaci
perzistentnich polutantl. Z nejriznéjSich experimentd vyplynulo, Ze jednotlivé ligninolytické
houby maji rlznou degradacni ucinnost. Naprt. Pleurotus ostreatus efektivné rozkladal
polychlorované bifenyly i chlorbenzoové kyseliny. Naopak fluorochinolonova antibiotika byla
nejrychleji degradovana houbami Trametes versicolor a Irpex lacteus. (Cvanéarovd, 2014)

[ Bioremediace

biodegradace
metabolity
toxicita

biosurfaktanty
kofenové exudaty

»

E”""°T"T‘e”ta'”' <__* Biodostupnost
riziko v
‘ sorpce ‘ \

desorpce

Obrézek 1 Obecné faktory ovliviiujici bioremediaci (zdroj: Cvancarova, 2014)
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3.1.1.1 Mykoremediace

Jednim z organismU, které uc¢inné degraduji polutanty, jsou drevobytné
houby — respektive skupina hub bilé hniloby. Tyto organismy jsou nékdy
oznacovany jako ligninolytické houby a predstavuji skupinu asi 2000 organismu
charakterizovanych schopnosti uc¢inné mineralizovat lignin pomoci extracelularnich enzym.
Patfi mezi né predevsim bazidiomycety rodu Pleurotus, Phanerochaete, Trametes, Stereum,
Fomes. (Gabriel a Novotny, 2014)

Rozklad organickych polutantli mize probihat:
e Exsitu— Jedna se o modifikovanou fermentaci v bioreaktorech.

e Insitu—Jedna se o inokulaci hub (nebo jejich enzymu z nich izolovanych) na konkrétni
plochy. Nebo se vyuzivaji druhy pfirozené se vyskytujici na tom misté. V zasadé
se jedna o navozeni optimalnich podminek pro rlist a metabolismus autochtonnich
druh(. Inokulum je vhodné prenést na pevném substratu, ktery je zaroven zdrojem
uhliku a udrzi alespon po urcitou dobu vihkost. Také je dllezité, aby tento substrat Sel
snadno promisit s ,,cilovou” zeminou. Nejéastéji se pouziva slama, piliny, Stépka a pro
houby schopné rlist na kare také klra. V idedlnim ptipadé je vyuzivano jiz vyplozeného
substratu od velkopéstiteld hub (commercial mushroom compost — CMC, ptipadné
spent mushroom compoct — SMC). Tento ,odpadni“ materidl je témér zadarmo
a zaroven uZ obsahuje mycelium pouzitelnych hub. Napftiklad Pleurotus
ostreatus. (Hrouda, 2017)

Nazory, jakym zplUsobem vpravit inokulum do kontaminované pldy se velmi lisi.
VUvahu pfipadd pudy promichat sinokulem, klast ve wvrstvach nebo vyuzit
tzv. ,mesh tubes”. Jednd se o trubky, které maji misto stény pletivo z plastové sité, takze
mycelium z nich mizZe volné prorlistat do okolni pldy. OvSem aplikovat tyto metody
na rozsahle zamorené plochy mize byt technicky velmi naro¢né.

Ptiklady druh( vhodnych k mykoremediaci:

e Pleurotus ostreatus se osvédcCila jako ucinny druh vhodny krozloZeni celé rady
organickych polutantd, které maji podobnou strukturu jako celuléza a lignin. Napftiklad
ropné produkty nebo pesticidy. (Hrouda, 2017)

e Phanerochaete chrysosporium —Tento kornatec produkuje enzymy, diky nimz rozklada
aromatické a tézko odbouratelné heterocyklické uhlovodiky. Ty jsou obsazeny v radé
kosmetiky, barvivech v textilnim a koZzedéIném priimyslu. (Hrouda, 2017)

e Trametes versicolor byl vyhodnocen jako nejslibnéjsi kmen pro degradace endokrinné
disruptivnich latek (hormony — testosteron, estrogen) v tekutych médiich i na pevném
substratu. (Kfesinova, 2013)
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e (ladosporium sphaerospermum je schopen rozklddat monocyklické aromatické
uhlovodiky (benzen, toulen — rozpoustédla, tuky, oleje). (Weber a kol., 1995)

Biodegradacni potencial ligninolytickych hub dosud neni adekvatné vyuzivan. Jednim
z divodu je potieba podrobného poznani a optimalizace slozitého degradacniho procesu.
Dalsim krokem je vyvoj vhodnych technologickych zafizeni av neposledni fadé vybér
vhodnych kmenu téchto hub. Vybrané kmeny musi byt schopné rychle a ucinné rozkladat
polutanty, dobre kolonizovat materidly nosicl a vytvaret na nich trvanlivé a funkéni biofilmy.
Musi byt také odolné k toxickému plsobeni polutantll, kterych muze byt v pldé vice typu
organism0 srUznymi vlastnostmi. Biodegradace ligninolytickymi houbami maji velky
remediacni potencial. Nicméné k vytvoreni efektivni remediacni techniky je zapotrebi dalSiho
komplexniho vyzkumu, ktery povede ke snizeni enviromentalniho rizika na kontaminovanych
lokalitach. (Gabriel a Novotny 2014)

3.1.1.2 Mykoremediace pesticidu

Chemické latky pritomné v pesticidech jako glyfosat, endosulfan, aldrin a fipronil jsou
hlaSeny jako karcinogenni, neurotoxické a zplsobujici poSkozeni jater a ledvin. Kvuli jejich
Skodlivym vedlejSim ucink(m je vétsSina téchto chemikalii bud'zakdzana, nebo prisné omezena.
Chemikalie, jako napfiklad DDT, aldrin nebo dieldrin, mohou diky své stabilité pretrvavat
v Zivotnim prostredi i nékolik let. Pesticidy tak mohou kontaminovat vodu nebo se hromadit
v pudé, vstupovat do potravniho fetézce a ovliviiovat mikroorganismy, rostliny i lidi.
Pro degradaci téchto toxickych sloucenin byly vyzkouseny nejriznéjsi strategie od chemického
zpracovani az po spalovani. Tyto metody maji vSak urcitd omezeni, diky kterym jsou
v praxi prakticky nepouZitelné. Mykoremediace se tak jevi jako pfrijatelnd a ekologicka
alternativa. (Cajthaml, 2018)

RGzné studie prokazaly schopnost rlznych druhd hub akumulovat a odstranovat
herbicidy a insekticidy z prosttfedi. Tyto studie byly zaméreny predevsim na druhy pfirozené
se vyskytujici na kontaminovanych lokalitach.

Aspergillus tamarii a Botryosphaeria laricina jsou druhy izolovany z lokality
kontaminované endosulfanem. (Insekticid pouzivany do 50. let 20. stol. je hormonalné aktivni,
perzistentni a dnes jiz zakdzand latka.) Prokazalo se, Ze jsou schopny degradovat toxickou latku
a jeji Skodlivé metabolity tim, Ze je pouzivaji jako zdroj uhliku a energie. (Silambarasan
a Abraham, 2013)

Aspergillus glaucus je schopen degradovat fipronil a jeho metabolit fipronil sulfon.
Fipronil je Sirokospektralni insekticid, ktery vykazuje u savc( vysokou toxicitu pfi ordlnim
poziti. (Gajendiran a Abraham, 2017)
Enzymy z Trametes maxima a Paecilomyces carneus byly schopny degradovat 100 %
atrazinu na jilovito-hlinitych pUddach. Atrazin je herbicid uréeny k hubeni dvoudéloznych
13



plevell v porostech kukuftice. Pro ¢lovéka pomérné malo toxicky, oviem plisobi na hormonalni
systém. (Chan-Cupul a kol., 2016)

Penicillium  spiculisporus, Aspergillus flavus a Penicillium  verruculosum uc¢inné

degraduji slou¢eninu glyfosat. (Sirokospektralni systémovy herbicid a desikant.) (Akhtar
a Mannan, 2020)
Pleurotus ostreatus je schopna degradovat aldrin a jeho hlavni metabolit dieldrin. Insekticid,
ktery byl v 70. letech minulého stoleti ve vétsiné zemi zakazan. Vlivem bakterii a slunecniho
zareni je rozkladan na dieldrin. Ve vodé je v podstaté nerozpustny a sedimentuje. V pldé
je pevné vazan a mliZze odtud prechazet do potravin. (Akhtar a Mannan, 2020)

3.2 Aminopyralid

Aminopyralid je selektivni herbicid na bazi pyridin-karboxylové kyseliny. Je netékavy a snadno
rozpustny ve vodé. Tato ldtka ma systémovy, postemergentni a Sirokospektralni Ucinek.
U¢inné& hubi celou fadu kli¢ovych jednoletych, dvouletych i vytrvalych druhi plevelG. Pievazné
vSak dvoudéloznych, v€etné invazivnich druh(. (Lewis a kol., 2016)

Poprvé byl registrovan k pouZiti v roce 2005 v USA pod obchodnim ndzvem , Milestone”
spolec¢nosti Dow AgroSciences.

Aminopyralid se Uspésné pouzivad k oSetfeni porostl obilovin, fepky, na pastvinach
nebo pfri regulaci plevell v trvalych travnich porostech.

Aminopyralid pusobi jako synteticky auxin. Citlivé plevele kratce po aplikaci zastavuji
svlj rUst. Dochazi k deformaci a dekoloraci listd a lodyh pleveld. Zasazené citlivé plevele
prestavaji konkurovat obilniné a zacinaji postupné odumirat. Prvni symptomy jsou viditelné
za 2-6 dnu po aplikaci a béhem nasledujicich 4—6 tydnU dochazi k postupnému thynu pleveld.
Teplo a vyssi vzdusna vihkost urychluji ucinek pripravku. (Spacilova, 2016)

V Ceské republice jsou registrovany tyto p¥ipravky obsahujici aminopyralid: (Agromanual,
2021)

Blast

Bonaxa

Galera Podzim
Huricane
Kantor plus
Metazamix

NouvheWNRE

Mustang Forte
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3.2.1 Poskozeni necilovych plodin aminopyralidem

Aminopyralid je latka inhibujici rGst nékterych necilovych rostlin, mezi néZ patfi
brambory, raj¢ata, jahody, hrach, fazole a jiné lusténiny, mrkev, pastinak, salat a dalsi.
Tyto plodiny deformuje a vyrazné snizuje jejich vynosy.

Nejcastéjsim zdrojem rezidui byvaji prdvé osetfené porosty. Mohou zpUsobovat
problémy v naslednych plodinach nebo v plodinach, ze kterych je vyuZzivdno organickych
material( oSetfenych témito herbicidy (slama, travni biomasa). Nejcitlivéjsi k témto latkam je
celed lilkovitych (brambory, rajéata, papriky). Ty by viibec nemély byt hnojeny hnojem ani
komposty, pro jejichz vyrobu byly pouZity organické materidly oSetfené témito herbicidy.
(Jursik a Soukup, 2022)

V prfipadé zahrani¢niho registrovaného pfipravku ,Milestone”, ktery se prodava
v rlznych obméndach pod rliznymi obchodnimi ndzvy, je mozné aplikovat tuto latku také
do trvalych travnich porostu a na pastviny. Hospodarska zvifata pasouci se na takto oSetfenych
porostech produkuji vykaly, které obsahuji rezidua aminopyralidu. Zminénd latka projde
travicim traktem a prakticky v nezménéné podobé je vyloucena ven.

Na etiketach herbicid( obsahujicich Gcinnou Iatku aminopyralid Ize vycist varovani,
aby se nepouZivala chlévskd mrva od hospodarskych zvifat pasoucich se na oSetfenych
porostech timto herbicidem. Hrozi zde totiZ riziko poskozeni naslednych plodin v pripadé,
Ze rostlinny materidl v chlévské mrvé nebude zcela rozloZen.

Mezi typické priznaky poskozeni necilovych plodin patfi zdeformované listy
bankovitého vzhledu nebo listy zkroucené do podoby pfipominajici kapradi. Jakmile jednou
dojde k poSkozeni, je to nevratny proces a neni mozné tento proces nijak zvratit. Mezi dalsi
nachylné plodiny patfi také jeteloviny, které jsou citlivé na vyssi koncentraci aminopyralidu.
Také se nedoporucuje mulovani jahodniku sldmou, ktera byla takto oSetrena jiz zminénym
zplUsobem. (HSE, 2019)

Riziko poskozeni naslednych plodin rezidui herbicidl je do zna¢né miry ovliviiovano
podminkami stanovisté, predevsim pudnimi vlastnostmi a pro dané misto typickym klimatem.
Péstitelé si v téchto oblastech musi byt védomi vyssiho rizika a vénovat vice pozornosti vybéru
herbicidu, jeho davky, sledlim plodin a doprovodné agrotechnice. Znalost plsobeni herbicidd
v pudé, jejich vhodny vybér a dodrZovani pokynl z etiket ohledné zarazovani naslednych
plodin je stéZejni zdlezZitosti. Rezidua v pudé nemusi vzdy zpUsobovat jen nevzejiti porostu,
&i jeho fatalni poskozeni. Casté&j$i byvaji subletalni vlivy, které byvaji pfi¢inou jinak tézko
vysvétlitelného nizkého vynosu oproti srovnatelnému okoli. Pokud péstitel tyto problémy m3,
mél by kromé jiného zrevidovat i historii pouZivani herbicidl v osevnim postupu a zamyslet
se nad pripadnymi nedostatky. (Jursik a Soukup, 2022)

3.2.1.1 Kontaminace aminopyralidem ve Spojeném kralovstvi

V roce 2008 se zelinafi a farmari ve Spojeném kralovstvi potykali s velkym problémem
kontaminace plodin aminopyralidem. Ten pochdzel z hnoje od mistnich farmarl, jejichz
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dobytek se pdsl na pastvinach osetfenych aminopyralidem. Kontaminace zpUsobila rozsahlé
Skody jak u zahradkaru, tak u velkych péstiteld.

Latka se mohla do hnoje dostat dvéma zpUsoby:

1. Z podestylky obsahujici slamu, ktera byla na poc¢atku svého ristu oSetfena herbicidem.

2. Zchlévské mrvy, pochazejici ze zvifat, ktera se pasla na pastvindch oSetfenych
herbicidem obsahujicim aminopyralid.

Po prvnich zpravach o rozsdhlych $kodach zahdjilo Reditelstvi pro regulaci
chemikalii CRD (Chemicals Regulation Directorate) Setfeni. Vzorky hnoje, oSetfené pudy
a zasazenych rostlin byly odebrdny a analyzovany. Ukdazalo se, Ze vzorky plodin obsahovaly
stopova mnozstvi aminopyralidu 0,02 miligramu na kilogram. Na zdkladé tohoto Setreni
Spole¢nost Dow AgroSciences okamzité pozastavila prodej a pouzivani herbicidu, nicméné
nedostatecna informovanost Siroké verejnosti o problematice této ucinné latky jiz napachala
své Skody. CRD vydalo zpravu, ve které verejnost informuje o mozném nezddoucim riziku
hnojeni citlivych plodin chlévskym hnojem obsahujicim rezidua aminopyralidu. Od té doby
jsou na etiketdch produktl obsahujici aminopyralid varovani, kterd doporucuji nehnojit
hnojem se zbytkovym obsahem aminopyralidu citlivé plodiny, dokud se rostlinny material
zcela nerozlozi. Pokud se hntj aplikuje dfive, neZ se rostlinny material rozlozi, mize dojit
k nezddoucimu poskozeni nachylnych plodin. (HSE, 2011)

Aminopyralid byl ve Spojeném kralovstvi znovu schvalen jako ucinna latka 6. fijna 2009.
Znovuzavedeni bylo schvaleno s novymi doporucenimi a prisnym programem dozoru, ktery
byl navrzen tak, aby za téchto podminek nedochazelo k neumysinému presunu hnoje
obsahujici amynopiralid z farem. Navrhovana opatreni by méla zabranit tomu, aby chlévska
mrva obsahujici stopové mnoistvi aminopyralidu neopustila farmu, kde byla vyprodukovédna
a nebyla distribuovana do okolnich farem. Rostlinny materidl podezrely z kontaminace
aminopyralidem nesmi byt pouzivan ke kompostovani ani muléovani. (HSE, 2011)

3.2.2 Toxicita pro savce

Pri testovani toxicity aminopyralidu byly ucinény pokusy s potkany, kterym byla
poddvana tato ucinnd latka az 1000 mg/kg/den. Pozorovani byli jak rodice, tak jejich
potomstvo. Z vysledku vyplyvd, Ze ani takto vysoké davky aminopyralidu nezpUsobuji jakoukoli
toxicitu pro rodice, ani potomstvo.

Na pokusech s kraliky bylo pfi podani velmi vysoké davky pozorovano snizeni télesné
hmotnosti a nekoordinovanost chlize. Aminopyralid byl taktéZ negativni pfi studiich
mutagenity.
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Aminopyralid se ukazal jako prakticky netoxicky pro ptaky, ryby, véely, Zizaly a vodni
bezobratlé. (Anonym, 2011)

Dle dokumentt EPA (United States Enviromental Protection Agency) o akutni toxicité
ma aminopyralid nizkou toxicitu pfi oralnim, dermalnim i inhalacnim podani. Nicméné forma
volné kyseliny aminopyralidu zpUsobuje silné podrazdéni oci. (EPA, 2021)

Aminopyralid nevykazuje Zadnou toxicitu pro savce. CRD (Chemicals Regulation
Directorate reditelstvi pro regulaci chemikalii) ve své zpravé uvedlo, Ze i kdyby byla chlévska
mrva obsahujici aminopyralid pouZita k hnojeni zeleniny nebo jinych plodin, tak vypéstované
produkty nemaji Zadné negativni Ucinky na lidské zdravi, ani zdravi zvifat. Za pfedpokladu, ze
chlévska mrva pochdzejici ze zvirat, kterd byla krmena pouze takto oSetfenym krmivem
(pastviny, seno, + slama z podestylky) a rostliny by absorbovaly veskery pritomny
aminopyralid, ktery by pres travici trakt pfes vykaly putoval az do hnoje. A touto chlévskou
mrvou by byly hnojeny plodiny — zelenina atd. Ani nejvyssi rezidua by neméla vyvolavat obavy
o zdravi a zelenina by mohla byt bezpe¢né konzumovana. (HSE, 2011)

3.2.3 Doba rozkladu aminopyralidu

Aminopyralid v pidach zlGstadva pomérné dlouho. Primérna doba rozkladu je 103 dni.
Definitivné se vsak rozloZzi do 533 dni. Aminopyralid je rozpustny ve vodé a ma vysokou
pohyblivost v plidé, pficemz muze kontaminovat podzemni vody. Ve vodé je aminopyralid
velmi stabilni, ovéem na svétle je jeho odhadovand doba rozkladu 14-15 hodin.
V plidé se aminopyralid rozklada velmi mdlo. Ocekava se, Ze hlavnim zplsob degradace
bude diky mikrobidlni aktivité. OvSem jak je zndmo, mikrobidlni aktivita je v nékterych
pGdach velmi pomald nebo témér Zadna. Zejména v nizSich vrstvach padniho profilu
tato aktivita témér wustava. Rozklad probihda zejména za aerobnich podminek.
Ve vodnich ekosystémech mlzZe doba rozkladu presahovat déle nez rok. (Anonym, 2011)

3.3 Pyroxsulam

Pyroxsulam patfi do tfidy triazolopyrimidin sulfonamidl. Jednd se o selektivni,
postemergentni herbicid pouZivany v pSenici, Zitu a triticale. Je nehoflavy, nekorozivni
a netékavy. Herbicid pronika do rostlin povrchem listd a lodyh a je rychle rozvddén floémem
a xylemem do meristematickych tkani. Pyroxsulam inhibuje produkci enzymu ALS
(acetolaktatsyntazu), ktery je nezbytny pro syntézu aminokyselin. V dasledku inhibice
produkce aminokyselin rostliny zastavuji svij rst. Po aplikaci herbicidu nemusi byt tGcinek
patrny ihned. Odumirani plevelli je obvykle patrné do 3 tydnla po aplikaci v zavislosti
na podminkach rlstu a citlivosti daného druhu plevele. Dojde k deformaci, dekoloraci a plevel
prestava konkurovat obilniné a postupné odumira. (Agrobase 2021)
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Pyroxsulam ma nizkou oralni, dermalni i inhala¢ni toxicitu. Nedrazdi oci ani pokoZzku.
Pyroxsulam neni mutagenni, ani karcinogenni. (EPA,2021)

3.4 Mustang Forte

Mustang Forte je herbicidni pripravek ve formé suspenzni emulze urcéeny
k postemergentnimu hubeni Sirokého spektra dvoudéloinych plevell v pSenici ozimé,
je€meni ozimém, tritikale ozimém, psSenici jarni, je¢meni jarnim a ovsu setém.
Pripravek je registrovan spolecnosti Dow AgroSciences s.r.o. Pfipravek obsahuje 3 ucinné
latky — aminopyralid naleZici do skupiny pyridinkarboxylovych kyselin, florasulam naleZzici
do skupiny triazolopyrimidinG a 2,4-D naleZici do skupiny fenoxykarboxylovych
kyselin. (Agromanual, 2021)
Mezi citlivé plevele patfi:

e hermankovec pfimorsky — Tripleurospermum maritimum

o kokoska pastusi tobolka — Capsella bursa pastoris

e penizek rolni — Thlapsi arvense

e ptacinec Zabinec — Alsinula media

e pchac oset — Cirsium arvense

e svizel pfitula — Galium aparine

e violka trojbarevna — Viola tricolor

e violka rolni— Viola arvensis

e vydrol fepky — Brassica napus subsp. Napus

e merlik bily = Chenopodium album

e pohanka svlaccovita — Fallopia convolvulus

e rdesno Cervinec — Persicaria maculosa

Optimalni faze plevell pti aplikaci herbicidu by méla byt 2-10 pravych listQ,
aby postrik plevele znicil. Violky a merlik bily idedlné do 6 pravych listli, rdesno cervinec
a pohanka svlaccovitd do 4 pravych listl. Aplikace herbicidu by méla probihat za
optimalnich podminek. To znamena bezvétfi, vyssi vzdusna vlhkost a teplota v rozmezi
od 7 do 25 °C. (Agromanual, 2021)

Po oetFeni obilnin pFipravkem Mustang Forte mohou zGstavat v ptidé rezidua. U¢inna
latka florasulam se v padé rychle rozklada vlivem cinnosti mikroorganism(. Relativné slabé
se adsorbuje na pudni ¢astice. Diky rychlému rozkladu je tato ucinna latka vyhodnocena jako
bezpecna z hlediska péstovani naslednych plodin. (Hauerland, 1999) Mnohem vice diskutovan
je ovSem aminopyralid, jehoz rezidua zlstavaji po sklizni jak ve slamé, tak v pidé. Aby bylo
podporeno odbourdvani rezidui, je tfeba sldmu rozrezat a po sklizni ihned zapravit do pudy.
Etiketa obsahuje varovani a doporuceni, kterymi se musi zemédélec ridit, aby nedoslo ke
kontaminaci. (E-agro, 2022)
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e Nepéstovat citlivé plodiny na pozemcich oSetfenych timto pfipravkem nebo na
pozemcich, kde byl pouzZivan hnij od zvifat krmenych nebo podestylanych
sldmou z takto oSetfenych porostu.

e NepouZivat sldmu z porostl oSetfenych timto pripravkem ani hntj od zvirat
krmenych touto slamou ke kompostovani.

e Sldmu zobilnin oSetfenych pripravkem Mustang Forte nepouZivat pro
péstovani jahod a hub.

e Pripravek nesmi zasahnout okolni porosty ani pozemky. Obzvlasté citliva je
vinna réva a chmel.

3.5 Corello

Corello je herbicidni pfipravek registrovany spole¢nosti Dow AgroSciences s.r.o.
obsahujici uc¢innou latku pyroxsulam 75 g/kg (7,5 % hmot.)

Pripravek je uréen pro porosty ozimé psSenice, ozimého Zita a ozimého tritikale. Termin
aplikace je postemergentni na podzim nebo na jafe od faze tfetiho listu obilniny do faze
druhého kolénka. Optimalni faze plevell je 2—10 pravych list(. Pfipravek se aplikuje na aktivné
rostouci plevele za priznivych podminek pro rlst — teplo, vyssi vzdusna vihkost. Herbicidni
pfipravek Corello pronikd do rostlin prevainé povrchem listd a lodyh a je rozvadén
akropetalné i bazipetalné. V pripadé jarni aplikace musi plevele obnovit po zimnim obdobi svij
rast. (Kurent, 2022)

Mezi citlivé plevele patfi:

e chundelka metlice — Apera spica-venti

e hermankovec pfimorsky — Tripleurospermum maritimum
e svizel pfitula — Galium aparine

e vydrol fepky — Brassica napus subsp. Napus

e violka rolni — Viola arvensis

e kokoska pastusi tobolka — Capsella bursa pastoris

e penizek rolni — Thlapsi arvense

e ptacinec zabinec — Alsinula media

e rozrazil persky — Veronica persica

e svertep jalovy — Bromus sterilis

Doporucuje se aplikovat maximalné 1 postfik v plodiné. Na etiketé je uvedeno, Ze sldamu
z porostll oSetfenych pripravkem Corello neni vhodné pouZivat pro péstovani hub.
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4 Metodika

4.1 Material

4.1.1 Pouzité druhy hub

Tabulka 1 PouZité druhy hub a jejich pivod

Trametes versicolor Kz32

Ganoderma lucidum KzZ74

Irpex lacteus CCBAS931

Phanerochaete chrysosporium Kz27

Dipodascus geotrichum E.E. Butler a L. J. Petersen - VURV — F 966
Cladosporium herbarum Pers - VURV — F 968

Pleurotus ostreatu 'Spoppo’ Sylvan - KZ54

Pleurotus ostreatus 'Ivory' Sylvan - KZ72

Pleurotus ostreatus Sylvan - HK35

4.1.2 Slamény substrat

V nize popsanych pokusech bylo pracovdno se tfemi variantami pSeni¢ného
slaméného substratu. Prvni varianta byla oSetfena herbicidem Corello s U¢innou latkou
pyroxsulam v dvojnasobné davce a to 500 g/ha. Druhd varianta byla oSetfena herbicidem
Mustang Forte s uc¢innou latkou aminopyralid také v dvojnasobné davce 1,4 |/ha. Treti
varianta nebyla oSetfena zadnym herbicidem. Aplikace herbicid( probéhla postemergentné
na jare roku 2021. Po sklizni byla sldama narezana na rezacce a uskladnéna.

4.1.3 Poutzité technické vybaveni

e Trepacka IS-971RF, Lab. Companion, kde byly tfepany kultury pfi teploté 25 °C
(130 RPM) po dobu 3 tydn.

e Proparovaci komora: komora je vyrobena ze 7 cm silnych PUR panel(l. Vnitfni prostor
je oblozen nerezovymi plechy. Pro lep$i manipulaci je celd propafovaci komora
usazena na koleckach. Komora je pIné uzaviratelna a cely prostor je parotésné uzavren.
Para je do komory pfivadéna diky vyvije¢i pary. Pro zajisténi dostatecné teploty
je zapotrebi zdroj o vykonu 12 KW.

e Centrifuga

e Biichnerova nédlevka

4.1.4 Poutzité herbicidni pripravky a Gcinné latky

e Corello = ucinna latka: pyroxsulam
e Mustang Forte — ucinna latka: aminpyralid (V laboratornich pokusech bylo pracovano
s Cistym aminopyralidem.)
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5 Metody

Vramci této diplomové prace bylo provedeno celkem 7 pokusl, pricemz ve dvou
pripadech se jednalo o pokusy se shodnymi postupy. Obménéna byla pouze koncentrace
ucinné latky a vybrany jiné kmeny hub. Takto shodné pokusy jsou zde slouceny do jedné
kapitoly.

Také je zde popsana izolace mikrobidlni populace schopné rozkladat vybrané ucinné latky
herbicidd Mustang Forte a Corello. Tento experiment probihal na Ustavu biochemie
a mikrobiologie VSCHT, kde se tyto metody izolace populaci mikroorganismd rozkladajicich
mikropolutanty studuji. Autorka predkladané Diplomové prace se na tomto pokusu nijak
nepodilela, avSak vysledky tohoto pokusu jsou stéZejni pro navazujici pokusy, které jsou
popsany v praktické ¢asti této prace.

21



5.1.1 Kultivace vybranych druhti hub na agarsladové ptidé obohacené rtiznymi
koncentracemi aminopyralidu

Cilem tohoto pokusu bylo zjisténi vlivu rGznych koncentraci aminopyralidu na rist
mycelia hub, které byly kultivovany na agarsladovém mediu na Petriho miskach.
Pokus probéhl ve dvou terminech, pficemz byly navySeny koncentrace aminopyralidu
a vybrany jiné kultury hub. Postup experimentu byl v obou pfipadech shodny. Byly vidy
pfipraveny rlizné varianty roztoku srlznou koncentraci aminopyralidu dle nasledujiciho
schématu.
100 ppm = 100 mg aminopyralidu do 1000 ml roztoku. Tzn. 100 ppm = 50 mg aminopyralidu
do 500 ml roztoku

Tabulka 2 Varianty kultivacniho media 2% sladiny s riznymi koncentracemi aminopyralidu a vybranymi druhy hub

, Phanerochaete Irpex Trametes

. Koncentrace Vaha . Ganoderma .
Varianty aminoovralidu aminopvralidu chrysosporium Jucidum (ks) lacteus versicolor

Py by (ks) (ks) (ks)

1 Kontrola 0mg 4 4 4 4

2 1 ppm 0,5 mg 4 4 4 4

3 10 ppm 5mg 4 4 4 4

4 100 ppm 50 mg 4 4 4 4

Tabulka 3 Varianty kultivacniho media 2% sladiny s riiznymi koncentracemi aminopyralidu a vybranymi druhy hub

. Pleurotus
Dipodascus . Pleurotus
. . . Cladosporium ostreatus
Varianty Koncentrace Véha geotrichum , , ostreatus
. . herbarum (ks) Spoppo , )
aminopyralidu (ks) (ks) Ivory' (ks)
1 0 ppm 0omg 5 5 5 5
2 100 ppm 50 mg 5 4 5 5
3 200 ppm 100 mg 6 5 5 5
4 300 ppm 150 mg 5 5 6 5
5 400 ppm 200 mg 5 5 5 5
6 500 ppm 250 mg 4 4 4 4

V 500ml nadobach byl za stalého michani pfi 40 °C rozpustén aminopyralid pfislusné
koncentrace. Nadoby byly doplnény vodou do objemu 500 ml a bylo v nich rozpusténo 10 g
sladu a 12 g agaru. Nasledné roztoky prosly sterilizaci a byly nality na Petriho misky. Po
ztuhnuti probéhlo naockovani vybranymi kulturami hub. Petriho misky byly kfizem rozdéleny
na Ctvrtiny a prirtstky mycelia byly pravidelné zaznamendvany od stfedu smérem k okraji ve
sméru rastu na kazdém rameni kfize. Byly sledovany rozdily jak mezi jednotlivymi variantami
(koncentracemi aminopyralidu), tak mezi jednotlivymi druhy hub. Z kazdé misky jsme tak

ziskali 4 hodnoty, které byly zaznamendvany do tabulky v excelu a dale vyhodnocovany.

—

Obrdzek 2 Rust mycelia - Irpex lacteus pri riznych koncentracich aminopyralidu (Foto: Biezinovd Jana)
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5.1.2 Vliv aminopyralidu a pyroxsulamu na riist mycelia vybranych druht hub na

slaméném substratu ve zkumavkach

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zdali ma pritomnost U¢innych latek aminopyralid

a pyroxsulam vliv na rlist mycelia vybranych druhl hub. TézZ jsou zkoumany ptipadné ubytky

téchto ucinnych latek ze substratu na bazi

stopkovytrusych hub — Ganoderma lucidum a Irpex lacteus.

Jako péstebni substrat byly pfipraveny 3 varianty slamy.

pSenicné slamy kolonizované 2 druhy

1. Sldma z porostu ozimé psenice oSetfend herbicidem Mustang Forte obsahujici Gc¢innou

latku aminopyralid.

2. Sldma z porostu ozimé pSenice oSetfena herbicidem Corello obsahujici U¢innou latku

pyroxsulam.

3. Slama kontrolni neobsahujici Zadné herbicidy.

Slama vsech 3 variant byla pres noc ponorena do vody a druhy den napéchovdna do

42 zkumavek o velikosti 40 mm x 250 mm. Objem zkumavky ¢ini 314,2 cm3. Sldma dosahovala

zhruba 2 cm pod okraj zkumavek. Zkumavky byly zajistény ustfizkem Al fdlie, popsany
a vysterilizovany pfi 121 °C po dobu 3 hodin. Druhy den po vychladnuti probéhlo naockovani

tenkou vrstvou sadby pfisluSnym druhem hub na povrch substratu dle ndsledujiciho

schématu.

Tabulka 4 Schéma poctu zkumavek jednotlivych hub

Druh houby Pocet zkumavek od kazdé varianty
Mustang Forte Corello Kontrola
Irpex lacteus 9 9 3
Ganoderma lucidum 9 9 3

Priibéh pokusu:

Celkem byly provedeny 3 méreni prirastkd mycelia, které byly ihned zaznamenany.
Zkumavky se po celou dobu nachazely ve stabilnich teplotnich podminkach 21-23°C

Jakmile mycelium kolonizovalo cely slamény substrat, byly odebrany vzorky od kazdé
varianty. Dale potom 20. den, 40. den, 60. den a 80. den. Odebrané vzorky byly uloZzeny do
mraziciho boxu, lyofilizovany, pomlety a poskytnuty k dalSim analyzam do laboratore.
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Obrdzek 3 Zkumavky s proristajicim myceliem - zleva: Kontrola- Ganoderma lucidum, Kontrola — Irpex,
Mustang — Ganoderma lucidum, Corello — Irpex lacteus, Corello -Ganoderma lucidum, Corello — Irpex
lacteus (Foto: Brezinovd Jana)

Obrdzek 4 Prorustajici mycelium pfi 1. méfeni pfiristki — Kontrola — Ganoderma lucidum (Foto: Bfezinovd Jana)
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5.1.3 lzolace mikrobialni populace schopné rozkladat ucinné latky herbicidi Mustang
Forte a Corello

Na niZe popisovaném pokusu jsem se nijak nepodilela. V této Diplomové praci je uvadén
z toho dlvodu, Ze vysledky tohoto experimentu jsou stéZejni pro nasledujici pokusy, ve kterém
byly pouZity kultury hub izolované v nize popisovaném experimentu.

V roce 2021 byla navédzana spoluprace s Ustavem biochemie a mikrobiologie VSCHT, kde
se studuji metody izolace populaci mikroorganismi rozkladajicich mikropolutanty. Tomuto
vyzkumnému pracovisti byl poskytnut cisty aminopyralid a plada obsahujici aminopyralid
z predchozich pokust a v ném pritomny pfirozeny mikrobiom. Na tomto vyzkumu bylo vyuzZito
metody takzvaného ,,nabohacovani“. Do tekutého Zivného media byl pfidan aminopyralid, coz
byl jediny zdroj dusiku. Opakované byla provadéna kultivace hub na tekuté tfepané pudé s 2%
sladovym vytazkem. Kultivace probihala pfi 3 rdznych teplotach: 12 °C, 20 °C a 37 °C. Béhem
opakujicich se kultivaci byly 3 rtzné varianty koncentraci aminopyralidu: 0.5, 5 a 50 mmol/I.

Po aktivaci zivného media pfidanim kvasnicného extraktu se podafilo ziskat zdakal

media indikujici mikrobidlni aktivitu. Vysledkem ,nabohacovani“ byly z kultiva¢niho media
izolovany 3 druhy vldknitych hub. Metodou PCR byly bliZze specifikovany jako:

e Dipodascus geotrichum (syn. Geotrichum candidum) (MALDI)

e Candida subhashii — Bila kvasinka — M. Groenew., Sigler & S.E. Richardson
(MALDI + D. Savicka)

e Cladosporium herbarum complex (D. Savickd)

Pozdéji byly uréeny i mikroorganismy jako Raoultella terrigena, ktera bude jesté blize
identifikovdna pomoci PCR. Jako dalsi organismus byl metodou MS MALDI-TOF urcen
Paenarthrobacter histidinolovorans, coz je bakterie. Dvé z téchto izolovanych kultur hub
byly porovnavany s kulturou Pleurotus ostreatus. Konkrétné Dipodascus geotrichum
a Cladosporium herbarum. Houby byly kultivovdny na Petriho miskdch s agarsladovou plidou
pfi 24 °C a byly porovndvany pfirdstky mycelia.

Koncentrace AP/teplota 12'°C 20°C 37°C

0mM AP
0,5 mM AP

5 mM AP

Obrdzek 5 Ndrtist bakterii a plisni na Petriho miskdch
pri riiznych teplotdch a koncentracich aminopyralidu
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5.1.4 Vliv riznych koncentraci aminopyralidu na tvorbu biomasy vybranych druhl hub
kultivovanych na tekutych Zivnych pladach

Cilem téchto pokust bylo zjistit, zdali koncentrace aminopyralidu ovliviiuje rlst
biomasy mycelia, popfipadé zdali je houba schopna tuto ucinnou latku rozkladat. Pokus
probéhl ve dvou fazich, pficemz byly opét navySeny koncentrace aminopyralidu a vybrany jiné
kultury hub. Postup a prlbéh popisovaného experimentu byl v obou pripadech shodny.
Pro nize popsany pokus byly zvoleny druhy — Pleurotus ostreatus, kmen HK 35, Cladosporium
herbarum, Dipodascus geotrichum a Pleurotus ostreatus 'Spoppo’, které byly kultivovany na
tekutych pldach pfi zvysujici se koncentraci aminopyralidu dle nasledujiciho schématu.

Tabulka 5 Varianty tekutych pid obohacenymi riiznymi koncentracemi aminopyralidu a vybranym kmenem Pleurotus
ostreatus KZ 35

Varianty Aminopyralid Aminopyralid (me) Pocet banék Pleurotus
koncentrace ostreatus HK 35
1. Kontrola—0 ppm 0Omg 6
2. 50 ppm 30 mg 6
3. 100 ppm 60 mg 6
4, 150 ppm 90 mg 6
5. 200ppm 120 mg 6
6. 250 ppm 150 mg 6

Tabulka 6 Varianty tekuté ptdy obohacenymi riiznymi koncentracemi aminopyralidu a vybranymi druhy hub

, Cladosporium Dipodascus Pleurotus
. Koncentrace Vaha .
Varianty aminopyralidu aminopyralidu herbarum Geotrichum ' ostrea'tus
(ks) (ks) Spoppo (ks)
1. 0 ppm 0omg 3 3 3
2. 100 ppm 60 mg 3 3 3
3. 200 ppm 120 mg 3 3 3
4, 300 ppm 180 mg 3 3 3
5. 400 ppm 240 mg 3 3 3
6. 500 ppm 300 mg 3 3 3
Postup:

Nejprve byl prepocitan obsah aminopyralidu z ppm na mg, ktery byl nasledné presné
rozvazen na analytické vaze, pficemz kontrolni varianta neobsahovala Zzadny aminopyralid.
Do demineralizované vody byly pfidany 2% sladiny a dle koncentrace pfislusna davka
aminopyralidu. Jednotlivé varianty musely byt zlehka zahtivdny na 45 °C, aby se v nich
odvazené mnozstvi aminopyralidu co nejdukladnéji rozpustilo a nevznikaly v roztoku hrudky.
Kultivace probihala v Erlenmeyerovych bankach o objemu 100 ml, pficemz byly naplnény
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do %, tzn. 75 ml. Kazda banka se ihned prikryla ALU félii a oznacila. Bariky byly sterilizovany pfi
120 °C po dobu 20 minut. Po vychladnuti probéhlo ve flow boxu naockovani vybranymi druhy
hub. VSechny Erlenmeyerovy banky byly uloZzeny do tfepacky po dobu 3 tydnd a kultivovany
pfi konstantni teploté 25 °C a v temnu.

Pro kontrolni Gcely byly odebrany ihned po sterilizaci a vychladnuti vzorky kultivaénich
roztok( jednotlivych koncentraci. Kazdd koncentrace + kontrola = 1 vzorek. UloZeny byly
do mraziciho boxu. Dalsi vzorky (taktéZz koncentrace + kontrola) byly odebrany
do Erlenmeyerovych banék a uloZeny do boxu. Zde byla pokojova teplota a temno. Cilem bylo
ovérit, zda se aminopyralid neodbourdva samovolné (bez pritomnosti hub.) Proto 1 varianta
byla ihned zamraZena a druha ponechana 3 tydny a nasledné zamrazena.

|4 b b—— bt ——— . i il Bk Y I TI
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Obrdzek 6 Odebrané vzorky koncentraci aminopyralidu pro kontrolni ucely
(Foto: Brezinovd Jana)

Priibéh pokusu

Po 3 tydnech kultivace byly Erlenmeyerovy banky ze tfepacky vyjmuty. Proces ziskavani
mycelia byl odlisny pro prizraéné banky s peletami a zakaleny obsah Erlenmeyerovych banék
s absenci pelet. Z kazdé banky obsahujici prizracnou tekutinu a pelety byl odebran vzorek do
mikrozkumavky typu Eppendorf. Zbyla tekutina s peletami se prefiltrovala pfes Blichnerovu
nalevku, do které byl vloZen uUstfizek sitoviny pro zachytavani mycelia. Po filtraci byla latka
s myceliem vyjmuta a pfenesena na savy papir, kde se vsakla prebytecna voda. Mycelium bylo
vloZeno do sacku, popsano a zamrazeno. Nasledné lyofilizovano, zvazeno a poskytnuto do
laboratore k dalSim analyzam. Erlenmeyerovy banky s absenci pelet a zakalenym kultiva¢nim
roztokem nebylo moiné zpracovdvat predchozim zplsobem. Proto bylo mycelium od
kultivacni tekutiny odseparovano centrifugaci. Na dné kyvet zlstalo mycelium Sedé barvy
a zbyly obsah v kyveté byla ¢ird tekutina Zluté barvy. Opét byly odebrany vzorky ¢iré tekutiny
do mikrozkumavek typu Eppendorf a mycelium ze dna zkumavek vyjmuto Uzkou Izickou, dano
do uzaviratelného pytliku, popsano a zamrazeno.
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Obrdzek 7 Pribéh centrifugace (Foto: Bfezinovd Jana) Obrdzek 8 Pelety Cladosporium herbarum (Foto: Bfezinovd Jana)

Obrdzek 9 Kultivované mycelium — zleva: Cladosporium, herbarum, Pleurotus ostreatus a Dipodascus geotrichum
(Foto: Brezinovd Jana)
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5.1.5 Zjisténi vlivu pfipravki Corello a Mustang Forte na tvorbu plodnic rodu Pleurotus
ostreatus péstované na substratu z pSenicné slamy

Cilem tohoto pokusu bylo zhodnotit vliv slamy oSetfené dvojnasobnymi davkami
herbicidu na rast, vyvoj a pocty plodnic Pleurotus ostreatus, kmen 'Spoppo'.

Na tento pokus byly pouzity 3 varianty sldmy. Prvni varianta byla oSetfena pripravkem
Mustang forte s ucinnou ldtkou aminopyralid ve dvojnasobném mnoizstvi. Slama druhé
varianty byla oSetfena pripravkem Corello sucinnou latkou pyroxsulam, taktéz
v dvojnasobném mnozZstvi. Tfeti varianta byla kontrolni, tudiZz neoSetfend Zzadnym herbicidem.
Sldma byla namocena ve vodé po dobu 24 hodin. Nasledujici den byla prebytec¢nd voda
odstranéna a substrat navazen od kazdé varianty do 12 sacku tvoficich 2,5kg bloky. Celkem
bylo tedy naplnéno 36 blok(. Substrat vSech variant byl oSetfen v proparovaci komore po
dobu 24 hodin pfi teploté 90 °C. Treti den od zaloZeni pokusu byl substrat naockovan zrnitou
sadbou hlivy Ustficné — kmen 'Spoppo’ a kolonizovan po dobu 21 dni v pokusném boxu.
Podhoubi proristalo substratem po dobu 21 dna pfi 24 °C. Boxy s kolonizovanym substratem
byly ptevezeny z Cerveného Ujezdu na CZU, kde byly umistény do pé&stirny. Zde také probihala
za stalych podminek sklizenn. V péstirné byla relativni vlhkost vzduch 80-90 %, 17 °C
a celodenni umélé svétlo.

Teplota Priibéh teplot v proparovaci skfini
100,000 °C
90,000°C
80,000°C
70,000°C
60,000°C
50,000°C
40,000°C
30,000°C
20,000°C
10,000°C

0,000°C
16.02.2022 04:48 16.02.2022 09:36 16.02.2022 14:24 16.02.2022 19:12 17.02.2022 00:00 17.02.2022 04:48 17.02.2022 09:36 17.02.2022 14:24 17.02.2022 19:12
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Graf 1 Prubéh teplot v proparovaci skfini pfi pasterizaci substrdtu z pSenic¢né slamy

Priibéh pokusu

Byly sledovany rozdily v nasazovani plodnic mezi jednotlivymi variantami. Dale
morfologie plodnic a vynos jednotlivych blok(. Jakmile mycelium kolonizovalo cely substrat
a nehrozila kontaminace, byla odstranéna prebytecna cast folie a horni ¢ast zlstala odkryta.
V misté, kde se mycelium zacalo houstnout, byl igelit profezan, a tim se uvolnilo misto pro
nasazujici plodnicky. Prvni sklizefi probéhla 31 dni po ockovani. Sklizeny byly celé trsy
v optimalni zralosti. Sklizené plodnice byly spocitany, zvazeny a vysledné hodnoty zapsany do
tabulky. Cely pokus od naockovani po posledni sklizeri trval 53 dni. Celkem probéhlo 5 sbéru.
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Obrdzek 10 Police v péstirné s umisténymi boxy (Foto: Obrdzek 11 Box s prorostlym myceliem (Foto: Bfezinovd Jana)
Brezinova Jana)

\
\

Obrdzek 12 Plodnice Pleurotus ostreatus (Foto: Bfezinovd Jana)
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5.1.6 Vermikompostovani vyplozeného substratu hlivy ustricné (Pleurotus ostreatus)

V pokusu byly pouzity 3 varianty vyplozeného substratu rodu Pleurotus ostreatus
z predchoziho experimentu. Sldma z experimentalnich variant pochazela z porostl psSenice
oSetfenych pldnim herbicidem Mustang Forte s Uc¢innou latkou Pyroxsulam a herbicidem
Corello s uc¢innou latkou aminopyralid. Slama na trfeti variantu byla kontrolni a nebyla nijak
oSetfena.

Substrat od kazdé varianty byl dobfe promichdn, homogenizovdn a byla stanovena

vlhkost. Nasledné bylo nutné doplnit vodu tak, aby vysledny substrat mél vihkost 80 %.
Tabulka 7 Pridavek vody

Vaha VIhkost |Pridavek vody
Mustang | 14,55 kg | 70,70% 6,77 |
Corello | 15,35kg | 71,40% 6,61
Kontrola | 14,40kg | 73,70% 4,54 |

Na experiment byly pouzity pokusné nadoby o rozméru 40 cm x 40 cm a objemu
22 litrd. Od kazdé varianty (Mustang forte, Corello, Kontrola) bylo zaloZzeno 6 pokusnych
nadob. 3 nddoby s inokulem Zizal a 3 nadoby kontrolni bez zizal.

40cm Tabulka 8 Schéma zaloZeni pokusu
1 2 3 4 5 53
A 1A 2A 3A 4A S5A B6A
B 1B 2B 3B 4B 5B 6B
C 1C 2C 3C 4C 5C 6C
40 cm Kontrolni varianta bez Zizal
Varianta s inokulem Zizal
Vyplozeny substrat 1 Kontrola
2 Corello
3 Mustang forte
a4 Kontrola
5 Corello
6 Mustang forte
Obrdzek 13 Ndkres pokusné nadoby A/B/C |Varianty

Do kazdé nadoby byl dan 1 litr inokula. Jedna se o sypky, rozloZzeny organicky material

tmavé barvy a charakteristické viné, ve kterém je velké mnoiZstvi kalifornskych Zizal Eisenia
andrei. Déle byl do nddoby vloZen vyplozeny substrat o hmotnosti 2,5 kg.

Tabulka 9 Viéha a pocet Zizal v pdl litru inokula

Podet Zizal |[Hmotnost pfed vyprazdnénim (g)] Hmotnost po vyprazdnéni (g)
1 47 8,1155 7,495
2 48 7,6535 7,394
3 50 8,5799 7,6053
Prdimér |48,333333 8,1163 7,4981
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Kazda nadoba se sklada z kryciho vika a misky. Kryci viko zabranuje nadmérnému
odparovani vody a zaroven udriuje cely substrat s inokulem v temnu. Samotna nadoba ma
dirkované dno, tudiz mlZe prebytecnd voda samovolné vykapdvat. Kzachytavani
prebytec¢ného vyluhu slouzi podmiska. Pfi zaklddani pokusu byl na dno nadoby dan ¢tvercovy
Ustrizek tylu. Tento tyl je jemné dirkovany a zabranuje Zizaldm vniknout do podmisky, kde by
uhynuly. TéZ inokulum s Zizalami je oddéleno dirkovanou latkou. Ta ma Cisté praktické vyuziti.
PFivazeni samotné slamy by bylo velmi obtiZzné odebirat sypké inokulum a nasledné ho vkladat
zpét. Takto mohou Zizaly samovolné vniknout do slamy, aniz by je tato latkovd kapsa
omezovala.

Nadoby varianty B obsahuiji ¢idlo s teplomérem, které zaznamenava pribéh teplot po celou
dobu trvani pokusu. Ovsem nepredpoklada se, Ze by se teplota po dobu trvani pokusu vyrazné
ménila. V mistnosti je nastavena konstantni teplota a kazda teplotni zména by byla zpisobena
vnitini aktivitou organismu a rozkladnymi procesy uvniti pokusnych nadob.

Aby doslo k vyrovnani poméru mezi C:N, byl po 2 mésicich od zaloZeni pokusu pridavan
v pravidelnych intervalech nitrifikovany fugat. Tim doslo k urychleni rozkladu organické hmoty
a vytvoreni priznivéjsiho prostredi pro kalifornské Zizaly (Eisenia andrei).

Priibéh pokusu:

Méreni probéhlo celkem 3x. Nejprve byla kazda varianta zvazena. Do celkové
hmotnosti nebyla zapocitdana miska ani inokulum. TudiZ z kazdé varianty byla vyjmuta sitka
s vyplozenym substratem a nasledné zvazena. Sitka nam zajistila pohodiné vazZeni a bez
vétsiho neporadku byl vyplozeny substrat vracen na plvodni misto. Z kazdé nadoby byl vidy
odebran vzorek 250 g substratu. Odbér byl provadén z 5 rliznych mist po 50 gramech, aby
odebrané vzorky byly co nejobjektivnéjsi. Nasledné byly spocitany veskeré Zizaly vcetné
kokon, které se nachazely v odebranych vzorcich. Pfi zakladani pokusu jsme v inokulu pocitali
pouze Zizaly, které byly vétsi nebo rovny 1 cm. BohuZel v odebranych vzorcich se Zizal
nachazelo velmi malo a z toho divodu se v prlibéhu pokusu pocitaly viechny nalezené Zizaly
vcéetné mensich jak 1 cm. Kokony se po prepocitani vratily zpét do prislusnych misek, odkud
byly vyjmuty. Substrat prosty Zizal byl dan do sacku, popsan a umistén do mrazéaku.
Po lyofilizaci byl substrat poskytnut do laboratofe k dal$im analyzam. Zizaly z kazdé varianty
byly zvaZzeny a umistény do Petriho misek, kde se nechaly vyhladovét do druhého dne na
navlhéeném savém papiru. Petriho misky byly umistény pti pokojové teploté v temnu, kde se
do druhého dne Zizaly vyprdzdnily. Nasledné byly promyty pod vodou od vykalQ, které by
eventuelné mohly obsahovat zbytky Gcinnych latek a znovu se zvazily. Nasledné se Zizaly
zamrazily, lyofilizovaly a byly poskytnuty laboratofi k dalSim analyzam.
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6 Vysledky

6.1 Vysledky kultivace vybranych hub Trametes versicolor, Ganoderma
lucidum, Irpex lacteus a Phanerochaete chrysosporium na agarsladové
pudé obohacené riznymi koncentracemi aminopyralidu

Méreni pfrirlstk probihalo ctvrty, Sesty, osmy a tfinacty den po naockovani.
Phanerochaete chrysosporium se ukazal jako nejrychleji rostouci druh a jiz pfi 1. kontrole
¢tvrty den od naockovani mycelium vSech variant dosdhlo okraje misky. Z toho ddvodu
nemohl byt tento druh hodnocen. Pfi druhé kontrole dosahl okraje misek vSech variant Irpex
lacteus. Nejrychleji rostlo mycelium na miskach pti koncentraci 10 ppm a nejpomalejsi rlst byl
zaznamendn na miskach s koncentraci 1 ppm. Nasledujici méfeni dosahl okraje misek
Trametes versicolor. Ani zde se neda mluvit o prokazatelné inhibici ristu s rostouci koncentraci
aminopyralidu. U kontroly a koncentraci 1 ppm a 10 ppm je zaznamendn naruUst v rychlosti
rastu mycelia a pfi koncentraci 100 ppm naopak prudky pokles v rychlosti rastu mycelia.
Celkové nejpomalejsi rlist mycelia byl zaznamenan u lesklokorky. Zde nejlepsiho ristu dosahla
kontrola s nulovou koncentraci aminopyralidu. Koncentrace 100 ppm v rychlosti rlistu mycelia
predcila koncentraci 1 ppm a 10 ppm.

Z vysledk(l vyplyva, Ze zvySujici se koncentrace aminopyralidu neni pfimo Umérna
pramérnym ptirlstkim u jednotlivych druh( hub. Naopak zvysSujici se koncentrace
(viz Trametes versicolor 10 ppm, Ganoderma lucidum 100 ppm) vykazuji vétsi prilmérné denni
pfirQistky neZ predchozi nizsi koncentrace.

Primérné prirlstky pfi jednotlivych koncentracich
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Graf 2 Priimérné prirdstky kultivovanych druhi hub pfi jednotlivych koncentracich aminopyralidu
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6.1.1.1 Vyhodnoceniv programu Statistica

Koncentrace aminopyralidu; Pramé&ry MNG
Wilksovo lambda=66978, F(6, 118)=4,3639, p=,00051
Dekompozice efektivni hypotézy
Verikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
32

30 r
28 |
26 |
24
22
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18
16
14
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Kontrola 1 ppm 10ppm 100 ppm —— Pfiristek mycelia 5. den (mm)

Koncentrace aminopyralidu —f— Prirdstek mycelia 7. den (mm)

Graf 3 Prirustky mycelia Trametes versicolor 5. a 7. den po naoc¢kovdni

Vysledky byly vyhodnoceny metodou Analyzy rozptylu. (Analysis of variance — ANOVA)

Graf ¢. 3 zndzornuje pfirtstky mycelia 5. a 7. den po naockovani houbou Trametes
versicolor. Paty den dosahlo nejdelSich ptirtstk(i Trametes versicolor pfi koncentraci 10 ppm.

Sedmy den po naockovani je patrné, Ze rlist mycelia je nepatrné inhibovan s postupnou
zvysujici se koncentraci aminopyralidu. Tyto rozdily ovSem v tomto pfipadé nejsou statisticky
prakazné.

Obrdzek 14 Mycelium lesklokorky kolonizujici agarsladové medium pfi riznych koncentracich aminopyralidu (Foto:
Brezinova Jana)
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6.2 Vysledky kultivace vybranych hub Dipodascus geotrichum, Cladosporium
herbarum a Pleurotus ostreatus kmenlu '‘lvory' a 'Spoppo’ na
agarsladovém a obohacenym riznymi koncentracemi aminopyralidu

Nejrychlejsi rast mycelia vykazalo Dipodascus geotrichum. Jiz pfi druhém méreni bylo
témeér pfi okraji misky. Kmenlm 'lvory' a 'Spoppo' bylo mycelium naméreno 3x a nejdéle
kolonizujici druh houby je Cladosporium herbarum. S narUstajici koncentraci aminopyralidu
mulzZeme pozorovat velmi zajimavé vysledky. Zatimco v predchozim pokusu nebyla shleddna
témér zadna paralela mezi priimérnymi pfirdstky mycelia a koncentraci aminopyralidu, zde
mulzeme konstatovat, Ze aminopyralid urcitym zplsobem inhibuje rast mycelia. Nejvice patrné
to je u druhu Cladosporium herbarum, kde je pfi koncentraci 400 ppm mycelium témér
o polovinu mensi délky, nez u predchozi koncentrace 300 ppm. U kmene 'lvory' je inhibi¢ni
ucinek aminopyralidu taktéz zaznamenan. Druh Dipodascus geotrichum a kmen 'Spoppo' maji

nejvétsi rozdily v primérnych pfirlistkdch mycelia mezi 300 ppm a 400 ppm.

Pramérné prirGstky mycelia pri rdznych koncentracich

B 1. méfeni M2 . méfeni M3.méfeni 4. méreni

Graf 4 Priimérné prirdstky kultivovanych druhi hub pfi jednotlivych koncentracich aminopyralidu

Obrdzek 15 Narostlé mycelium — zleva: Pleurotus ostreatus, kmeny 'lvory'a Spoppo’. Ddle Cladosporium herbarum
a Dipodascus geotrichum (Foto: Brezinovad Jana)
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6.2.1 Vyhodnoceni v programu Statistica

Koncentrace aminopyralidu; Praméry MNC
Wilksovo lambda=33119, F(10, 242)=17 851, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaéuji 0,95 intervaly spolehlivosti
24
22t .
20 .
18 .
16 .
14 + .
12 + -
10 .
8 L -
.E L i
4 L L L L L
Kontrola 200 ppm 400 ppm
100 ppm 300 ppm 500 ppm —— Pfirdstek mycelia 5. den (mm)
Koncentrace aminopyralidu —#— Pfristek mycelia 7. den (mm)

Graf 5 Prirdstky mycelia Pleurotus ostreatus 'Spoppo'5. a 7. den po naockovdni

Vysledky byly vyhodnoceny metodou Analyzy rozptylu. (Analysis of variance — ANOVA)

Graf ¢. 5 znazorfiuje primérné prirastky mycelia Pleurotus ostreatus kmen 'Spoppo’
paty a sedmy den po naockovani. U obou méreni se jedna o statisticky prikazné rozdily, ve
kterych je zrfetelny inhibi¢ni faktor s narUstajici koncentraci aminopyralidu. Ve srovnani
s kontrolni (neoSetfenou) variantou jsou prirtstky mycelia u vSech koncentraci nizsi.
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Koncentrace aminopyralidu; Priméry MNG
Wilksovo lambda=,07892, F(16, 2358819106, p=0,0000
Dekompozice efekiivni hypotézy
Verikalni sloupce oznaéuji 0,95 intervaly spolehlivosti
16
14 ¢
12 1
10 ¢
8t
6+
4} & i
2L
0 - - . : : . :
Kontrola 200 ppm 400 ppm == PErLZIStEK mycel!a EAETITT
100 ppm 300 ppm = Pii ristek mycelia 7. den (mm)
_ . —— Piirdstek mycelia 11. den (mm)
Koncentrace aminopyralidu —— Piiristek mycelia 16. den (mm)

Graf 6 Prirastky mycelia Cladosporium herbarum béhem 16 dni

Vysledky byly vyhodnoceny metodou Analyzy rozptylu. (Analysis of variance — ANOVA)

Graf €. 6 znazorfiuje priimérné pfrirGstky mycelia Cladosporium herbarum 5., 7., 11. a
16. den po naockovani. Zde je jasné patrny vliv zvysSujici se koncentrace aminopyralidu na rlst
mycelia. S postupnou zvysujici se koncentraci klesaji prlimérné prirGstky nejen oproti
kontrolni (neosSetfené) varianté, ale také oproti predchozim koncentracim. Inhibi¢ni postup je
do koncentrace 200 ppm statisticky neprikazny. Statisticky prikazné rozdily jsou zde az od
koncentrace 300 ppm.
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6.3 Vysledky vlivu aminopyralidu a pyroxsulamu na riast mycelia vybranych
druhd hub na slaméném substratu ve zkumavkach

Z priimérnych hodnot namérenych v pribéhu pokusu se ukdzalo, Ze Irpex lacteus mél
vétsi prirastky nez Ganoderma lucidum. NejvysSich primérnych pfirdstkd u druhu Irpex
lacteus dosdhla kontrolni varianta, ktera nebyla oSetfena Zadnym herbicidem. Priimérné
0 3 mm mensich pfirGstk( dosahla varianta oSetfend herbicidem Corello s uc¢innou latkou
s ucinnou latkou aminopyralid. Zde byly naméreny priimérné o 8 mm mensi pfirGstky nez u
kontrolni varianty.

U substratl kolonizovanych druhem Ganoderma Iucidum byly naopak nejmensi
prirdstky naméreny u kontrolni, neosetfené varianty. O 14 mm vétsich priimérnych pfirGstkd
dosdahla varianta oSetfend pripravkem Mustang Forte. Varianta oSetfena pripravkem Corello
méla nejvétsi priimérné prirtstky a to o 22 mm oproti neosetifené kontrolni varianté.

Pfestoze mulieme pozorovat drobné rozdily mezi oSetfenymi a neoSetifenymi
variantami, nejednd se o rozdily prokazatelné. V celkovém srovndni se rozdily primeérnych
pfirQstkld v fadech nékolika jednotek milimetr(i jevi jako zcela zanedbatelné v porovnani
s celkovou délkou zkumavky 250 mm. TaktéZz mezi porovnavanymi ucinnymi latkami nebylo
dosazeno jakychkoli prokazatelnych rozdilt.

Primérny denni prirlistek mycelia v mm na oSetiené
o slamé ve zkumavkach
40,0
35,0
30,0 I I 1 I
25,0 | | - h
20,0 i I i I
15,0
N
_ H N
Irpex - Mustang  Irpex- Corello  Irpex - Kontrola ~ Ganoderma - Ganoderma - Ganoderma
forte Mustang forte Corello kontrola
m 1. méfeni (mm) 2. méfeni (mm) 3. méfeni (mm)

Graf 7 Prumeérné pfiristky na sterilizované slamé ve zkumavkdch
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6.3.1 Vyhodnoceni v programu Statistika

OZetfeni slamy: Priméry MNCG
Verikalini sloupce oznacuji 0,95 interv aly spolehlivo st
18
14 | :
12
10 | .
8 L
E L
E___——E——_m
4| %_,_/zf—/l -
2 L
T . | . —4— Pfiristek mycelia 1. méfeni (mm)
K y c —#— Pfiristek mycelia 2. méfeni (mm)
—— Piirdstek mycelia 3. méfeni {(mm)
Dsetreni slamy = Pfirdstek mycelia - celkem (mm)

Graf 8 Primérné pririistky mycelia Ganoderma lucidum pfi jednotlivych mérenich, K — kontrola, M — Mustang forte, C —
Corello

Vysledky byly vyhodnoceny metodou Analyzy rozptylu. (Analysis of variance — ANOVA)

Graf ¢. 8 zobrazuje primérné pfrirastky mycelia Ganoderma lucidum na oSetfené
a neoSetrené slamé pfi jednotlivych mérenich.

e K =Kontrolni/neosetfend varianta

e M =Varianta oSetrena ptipravkem Mustang Forte

e (= Varianta oSetrena pripravkem Corello

Pfi 1. méreni nevykazovaly dil¢i varianty Zadné statisticky vyznamné rozdily mezi
pramérnymi pfirlistky mycelia. Pfi 2. méreni dosahla statisticky vyznamného rozdilu varianta
oSetiena herbicidem Corello, kterd dosahla nejvétsiho prlmérného pfrirdstku. Pfi poslednim
méreni neoSetfend varianta méla prikazné nejmensi prirlistky oproti oSetfenym variantam.
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Osetfeni slamy; Praméry MNC
Vertikalni sloupce oznaguji 0,95 intervaly spolehlivost
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5 —%— Pfirdstek mycelia 1. m&feni (mm)
K M c —f— Pfirdstek mycelia 2. m&feni (mm)
—— Pfiristek mycelia 3. m&feni (mm)
Ozetfeni slamy —4— Pfirlstek mycelia - celkem (mm)

Graf 9 Prirastky mycelia Irpex lacteus pfi jednotlivych mérenich — K — kontrola, M — Mustang forte, C— Corello

Vysledky byly vyhodnoceny metodou Analyzy rozptylu. (Analysis of variance — ANOVA)

Graf ¢. 9 zobrazuje primérné prirastky mycelia Irpex lacteus na oSetfené a neosetrené
sldmé pfi jednotlivych mérenich.

e K =Kontrolni/neosetfend varianta

e M =Varianta oSetrena ptipravkem Mustang Forte

e C=Varianta oSetrena pripravkem Corello

Mezi prdmérnymi pfirastky mycelia Irpex lacteus nebyl prokdzan statisticky vyznamny
rozdil mezi oSetfenymi a neoSetfenymi variantami.
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6.4 Vysledky vlivu riznych koncentraci aminopyralidu na tvorbu biomasy
kmenu Pleurotus ostreatus HK35 kultivovaného na tekutych ptidach

Po tfech tydnech kultivace se vytvorilo mycelium ve tvaru pelet. Jednotlivé pelety mély
bilou barvu a jejich velikost se pohybovala od 1 mm do 10 mm. Na prvni pohled nebyl
zaznamenan ziejmy rozdil mezi jednotlivymi koncentracemi aminopyralidu. OdlisSnosti nebyly
pozorovany ani mezi odstinem tekutiny. Ta méla svétle oranzovou, lehounce zakalenou barvu
a nasladlou viini.

Zgrafu ¢. 10 je patrné, Ze zde existuje urcitd korelace mezi priamérnou vahou
lyofilizovaného mycelia a koncentraci aminopyralidu. Pfi koncentraci 50 ppm skokové vzrostla
pramérna hmotnost narostlé biomasy oproti kontrole. S dalSim zvySovanim koncentrace jiz
muUZeme pozorovat inhibi¢ni Gcinek této ucinné latky.

Je moiné, Ze aminopyralid v nizkych koncentracich uréitym zplsobem pozitivné
stimuluje rdst biomasy mycelia. Se zvysujicimi se koncentracemi aminopyralid rist mycelia
inhibuje. Timto by se dalo vysvétlit grafické vyjadreni zavislosti rovnomérného rlstu biomasy
na zvysujicich se koncentracich aminopyralidu. Zaroven je nutné konstatovat, Ze se jedna
pouze o predbéZnou hypotézu, kterou by bylo vhodné ovéfit dalSim experimentem. Ten
ovsem neni soucasti predklddané diplomové prace.

Primérnad vaha lyofilizovaného mycelia
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0,35
0,34
0 ppm 50 ppm 100 ppm 150 ppm 200 ppm 250 ppm
Koncentrace aminopyralidu

Graf 10 Primérnd vdha lyofilizovaného mycelia kultivovaného na tekutych plddch pfi riznych koncentracich aminopyralidu
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6.4.1

Vysledky byly vyhodnoceny metodou Analyzy rozptylu (Analysis of variance — ANOVA)

Vyhodnoceni v programu Statistica

0,47

Yaha zlyofilz ovaného mycelia

0,25

Graf ¢. 11 znazorfiuje primérnou vahu zlyofilizovaného mycelia u kmene Pleurotus
ostreatus HK35. Od 50 ppm zde nastal postupny inhibi¢ni efekt v reakci na zvysujici se

Koncentrace aminopyralidu, Priméry MNG
Soutasny efekt F(5, 30)=1,8412, p=,13485
D ekompozice efektivni hypotézy
W erikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivost

0,46 |
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0,44 |
0,43 |
0,42 |
0,41 |
0,40 |
0,39 t
0,38
0,37 t
0,36

0 50 100 150 200 250

B Ty T e

Graf 11 Primérnd vdha lyofilizovaného mycelia u Pleurotus ostreatus HK35 pri jednotlivych koncentracich aminopyralidu

koncentraci aminopyralidu.

Obrdzek 16 Erlenmeyerovy bariky obsahujici mycelium Pleurotus ostreatus kultivované na tekutych puddch pfi riiznych
koncentracich aminopyralidu (Foto: Bfezinovd Jana)
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6.5 Vysledky vlivu riznych koncentraci aminopyralidu na tvorbu biomasy
vybranych kmenu hub kultivovanych na tekutych Zivnych padach

Po 3 tydnech byly Erlenmeyerovy barky vyjmuty ze tfepacky a byly pozorovany rozdily
v barvé, mnoistvi i velikosti mycelia nejen mezi jednotlivymi kulturami, ale i v ramci kultur
s rliznymi koncentracemi aminopyralidu.

Popis jednotlivych kultur v Erlenmeyerovych barkach po 3 tydnech ve tfepacce:
Dipodascus geotrichum: Vsech 18 banék obsahovalo nazZloutly zakal. Zde se nevytvofilo

typické kulovité mycelium tzv. pelety. Mycelium zde bylo v podobé drobnych ¢astecek, které
bylo pro lyofilizaci ziskdno pomoci centrifugace.
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Obrdzek 17 Kmen Dipodascus geotrichum kultivovany na tekutych piaddch pri riiznych koncentracich
(Foto: Brezinovd Jana)

Cladosporium herbarum: Zde se vytvofily pravidelné, kulovité pelety ¢erné barvy
raznych velikosti. Zatimco v nékterych Erlenmeyerovych barikach byla tekutina lehce do Seda
zakalenad, jiné banky byly naprosto pruzrac¢né. Nicméné nebyla zde shledana Zadnd spojitost
mezi koncentraci aminopyralidu a sytosti zakalu.

e Kontrola: Tekutina v barikach ma Sedavy zékal a velikost pelet je od 1 do 10 mm

e 100 ppm — Zde se nachézely pelety velikosti od 1 mm do 12 mm. V§echny 3 kultivaéni
roztoky mély lehce naSedly zéakal.

e 200 ppm — Kultivacni roztok o koncentraci 200 ppm obsahoval velké mnozstvi
koralkovitych utvara mycelia tzv. fetizky a také absenci velkych pelet.
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e 300 ppm — Kombinace velkych i drobnych pelet. VétsSina pelet méla rozmér od 3 mm
do 5 mm a nékteré az 1 cm.

e 400 ppm — Pti této koncentraci byl pozorovan vétsi zdkal nez v ostatnich koncentracich
a nenajdeme zde pelety vétsich rozmérd. Drtivd vétSina méla primér 2—3 mm.

e 500 ppm — Ve 2 barnkdach byl roztok zakaleny a v jedné prlzracny. Vétsina utvar(
mycelia je drobna, pravidelnad pfiblizné 3 mm velika a kazda barika obsahuje 1-2 pelety
o priméru kolem 12 mm.
V jedné barice o koncentraci 500 ppm doslo k obaleni ¢ernych pelet bilym
myceliem do hvézdicovitého Utvaru. Tyto pelety mély Sedivy nadech a naprosto

atypicky tvar.

Obrdzek 18 Cladosporium herbarum kultivované na tekutych puaddch v Erlenmeyerovych barikdch pfi riznych
koncentracich aminopyralidu (Foto:Brezinovd Jana)

U kmene Pleurotus ostreatus 'Spoppo' se po skoncéeni pokusu mycelium v jednotlivych
bankach lisilo v barvé mycelia, velikosti pelet a vyskytly se rozdily i ve zbarveni kultivacniho
roztoku.

e Kontrola: Byla pozorovdna syté oraniovd barva slehkym zédkalem. Utvary
nepravidelné, vétsinou kulovité.

e 100 ppm — Jedna barka obsahovala mlécny zakal a zbylé dvé byly prlizracné. Pelety
mély nepravidelny, kulovity tvar.
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e 200 ppm — Obsah banék o této koncentraci mél krémovy zdkal. Pelety byly opét
nepravidelné kulovité a velikostné dosahovaly maximalniho prdméru 2 mm.

e 300 ppm —Stejné jako v prfedchozich koncentracich i zde byl pozorovan lehky krémovy
zakal a smés pelet mensich i vétsich velikosti.

e 400 ppm — Jedna Erlenmeyerova barka byla krémové zakalena. Velikost pelet
se pohybovalaod 1 mm do 5 mm v priméru. Zbylé 2 barky byly prizracné a bez zékalu.
Zde mlzeme pozorovat velmi pravidelnou smés pelet. Obsah tvofi par velkych,
dominantnich kulovitych Utvar( o prdméru 15 mm, na kterych byl tenky film z velkého
mnozZstvi sotva viditelnych pelet. Zbylé pelety mély béiny tvar a jejich velikost
se pohybovala od 1 mm do 10 mm.

e 500 ppm — Ze 3 Erlenmeyerovych banék byla kazda urcitym zptGsobem odliSna. Prvni
banka naprosto bez zdkalu a na prvni pohled zde dominovaly 3 pelety o priméru
25-30 mm. Zbylé pelety byly velikosti od 0,5 mm do 1 mm. Druha banka méla lehce
zakalenou, krémovou tekutinu a drobnéjsi peletky. Treti barika byla bez zdkalu, jasné
oranzové barvy a obsahovala malé i velké utvary pelet.

Obrdzek 19 Pleurotus ostreatus kultivovany na tekutych ptddch pfi koncentraci 500 ppm. (Foto: Bfezinovd Jana)

Dipodascus geotrichum a nékteré banky obsahujici mycelium Pleurotus ostreatus 'Spoppo'
byly zakalené. Proto byl proveden ovérovaci experiment, zdali se nejednd o kontaminaci.
Byl odebran od kazdého druhu houby 1 vzorek a ndsledné preockovdn na agarsladové
medium. Ukazalo se, Ze zdkal v kultivaénim roztoku Dipodascus geotrichum a absence pelet je
pfirozeny jev a nejedna se o kontaminaci. Jinak tomu bylo u rodu Pleurotus. Zde se jednalo o
kontaminaci a kontaminované Erlenmeyerovy banky nebyly dale hodnoceny.

45



Z grafu €. 12 vyplyva, Ze nejvétsi produkce mycelia byla vytvorena houbou Cladosporium
herbarum. U koncentrace 100 ppm a 200 ppm nebyl prokazan inhibi¢ni ucinek oproti kontrole.
Od koncentrace 300 ppm a vyse jiZ mUZeme pozorovat pozvolny Ubytek primérné hmotnosti
lyofilizovaného mycelia oproti kontrole. U hlivy Ustficné kmene 'Spoppo' se ukdzalo, Ze velmi
dobre toleruje vysokou koncentraci aminopyralidu a ve vSech koncentracich vykdazala
prakazny narast mycelia vici kontrole. Dipodascus geotrichum mélo nejmensi nardst mycelia
ve srovnani s Pleurotus a Cladosporium herbarum. Rozdily v produkci mycelia mezi kontrolou
a jednotlivymi koncentracemi jsou velmi nizké. Z toho lIze konstatovat, Ze u houby Dipodascus
geotrichum zvysujici se koncentrace aminopyralidu nijak neovlivnila produkci biomasy.

gramy Primérna vaha lyofilizovaného mycelia

Kontrola 100 ppm 200 ppm 300 ppm 400 ppm 500 ppm
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Graf 12 Prameérné vahy lyofilizovaného mycelia vybranych druhd hub pfi riznych koncentracich aminopyralidu
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6.5.1 Vyhodnoceni v programu Statistica

Koncentrace aminopyralidu: Primarny MNGC
Soudasnyefekt F(5, 12)=7 9217, p=,00166
Dekompozice efektivni hypotéay
Vertikalni sloupce oznacuy 0.95 intervaly spolehlivost
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Graf 13 Pramérnd vdha lyofilizovaného mycelia u Pleurotus ostreatus Spoppo’ pfi jednotlivych koncentracich aminopyralidu

Vysledky byly vyhodnoceny metodou Analyzy rozptylu. (Analysis of variance — ANOVA)

Graf ¢. 13 znazornuje primérnou vahu lyofilizovaného mycelia Pleurotus ostreatus
kmenu 'Spoppo' pfi zvysujicich se koncentracich aminopyralidu. Z grafu je patrné, Ze kmen
'Spoppo' toleruje zvySenou ddvku aminopyralidu. U vSech koncentraci doslo k narudstu
biomasy na rozdil od kontrolni varianty. OvSem statisticky vyznamny nardst biomasy je pouze
u koncentraci 200 ppm, 400 ppm a 500 ppm.
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Koncentrace aminopyralidu; Praméry MNG
Soucasny efekt: F(5, 11)=1,2017, p=,36978
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivost
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Graf 14 Prdmérnd vdha lyofilizovaného mycelia Dipodascus geotrichum pfi jednotlivych koncentracich

Vysledky byly vyhodnoceny metodou Analyzy rozptylu. (Analysis of variance — ANOVA)

Graf €. 14 vykresluje priimérnou vahu zlyofilizovaného mycelia Dipodascus geotrichum
kultivovaného na tekutych Zivnych ptddch pfi rliznych koncentracich aminopyralidu. Rozdily
v naruUstu biomasy mycelia pfi jednotlivych koncentracich jsou velmi nizké. U koncentrace 500
ppm je patrna lehka inhibice oproti kontrole. Ovsem nejedna
se o statisticky vyznamné rozdily. Lze tedy konstatovat, Ze zvySujici se koncentrace
aminopyralidu nemaji vliv na rGst mycelia Dipodascus geotrichum.
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Koncentrace aminopyralidu; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(5, 12)=16,103, p=,00006
Dekompozice efektivni hypotézy
Verfkalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 15 Pramérnd vdha lyofilizovaného mycelia Cladosporium herbarum pfi jednotlivych koncentracich

Vysledky byly vyhodnoceny metodou Analyzy rozptylu. (Analysis of variance — ANOVA)

Graf ¢. 15 znazorfuje vztah mezi prdmérnou vahou lyofilizovaného mycelia
Cladosporium herbarum a zvysujici se koncentraci aminopyralidu. Statisticky vyznamné rozdily
jsou pouze mezi koncentracemi 0, 300 a 500 ppm. Zde byl nartst biomasy priakazné inhibovan
zvySenou koncentraci aminopyralidu.
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6.6 Zjisténi vlivu pripravkli Corello a Mustang Forte na vynos plodnic
Pleurotus ostreatus péstované na substratu z psenicné slamy

V pribéhu sklizné nebyly pozorovdny vyznamné rozdily v nasazovani plodnic mezi
jednotlivymi variantami. Nejvétsi rozdily jsme mohli pozorovat u blokd, které byly umistény
v nejvyssi polici. Zde byly tfené velmi vytahlé, dlouhé a klobouk nazloutly. Tyto abnormality
ovsem nebyly zplsobeny pritomnosti herbicidu, ale okolnim prostfedim. Nad nejvyssi polici
byla umisténa klimatizace, kterd neustadle vysouSela substrat. To zpUsobilo zasychani
plodnicek a celkové vysychdni substratu. Pozdéji byly boxy z téchto problematickych mist
presunuty do nizsich pater.

Z kazdého bloku byly plodnice po sklizni ihned zvaZzeny a prepocitany. Sklizen probéhla
v péti terminech. V prvnim terminu byla sklizen nejsilnéjsi a nasledné ustdavala.

Z grafti €. 16 a 17 vyplyva, Ze varianta oSetfend herbicidem Corello vytvofila v priméru
nejmensi pocet kusu plodnic, ale z hlediska hmotnosti byly nejvétsi. Z této varianty jsme ziskali
nejméné plodnic pfi dosazeni nejvysSiho vynosu. Mustang Forte s ucinnou latkou
aminopyralid taktéz pozitivné ovlivnil vynos ve srovnani s kontrolou. Na kontrolni varianté
substratu bylo dosazeno nejvétsiho poctu plodnic, ale na druhou stranu jejich primérna
varianty. MUzZeme konstatovat, Ze uc¢inné latky aminopyralid a pyroxsulam pozitivné ovlivnily
celkovy vynos.

Obrdzek 20 Prvni sklizer Pleurotus ostreatus. Zleva Corello, Kontrola (Foto: Brezinovd Jana)
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Graf 16 Prameérny pocet sklizenych plodnic Pleurotus ostreatus péstovanych na osetfenych a kontrolnim neosSetfeném substrdtu

Suma sklizena z jednotlivych variant

gramy

3500
2677
3000
2448
2500
1957
2000
1500
1000
500
0
Kontrola Mustang Forte Corello

Graf 17 Celkovy vynos Pleurotus ostreatus z jednotlivych variant péstovanych na osetfenych a kontrolnim neosetfeném substrdtu
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6.6.1 Vyhodnoceni v programu Statistica

Varnanta; Nevazené praméry
Soucasny efekt: F(2, 33)=2,0569, p=,14392
Dekompozice efektivni hypotézy
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Graf 18 Celkovy vynos Pleurotus ostreatus z jednotlivych variant — K — Kontrola, M — Mustang Forte, C— Corello

Graf ¢. 18 zndzoriiuje vynos Pleurotus ostreatus péstované na jednotlivych variantach
substratu

e K =Kontrolni/neosetfena varianta
e M =Varianta oSetfena ptipravkem Mustang Forte
e (= Varianta oSetrena pripravkem Corello

Varianty oSetfené herbicidy Corello a Mustang Forte maji statisticky vyznamny nar(st ve

vynosu v porovnani s neoSetfenou kontrolni variantou. Celkovy nejvyssi vynos byl sklizen na
varianté oSetfené herbicidem Corello.
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6.7 Vysledky vermikompostovani vyplozeného substratu hlivy ustficné
(Pleurotus ostreatus)

Pti prvnim odbéru vzork( nebyly pozorovany zadné zmény ve strukture slamy. Substrat
byl vlhky, neménny a prorostly myceliem, které na par mistech vytvarelo drobné utvary.
Nezadouci drobné plodnicky byly odstranény. Ve variantach s Zizalami jsme mohli pozorovat
na povrchu substratu, tésné pod krycim vikem, velké mnozstvi vykald. Z toho lze soudit,
Ze zizaly si cestu z inokula nasly. Po jemném prohrabnuti substratu bylo mozné na par mistech
spatfit klubicka Zizal. Zizaly jsou velmi drobné, svétlé a tenké. Nejvétdi mnoZstvi Zizal se
nachazelo v materském inokulu.

Dva mésice od zaloZeni pokusu byl do sldmy pravidelné pridavan nitrifikovany fugat.
Tim se vyrazné zménil pomér C : N a urychlil rozklad organické hmoty. Jiz pfi druhém odbéru
vzorkd jsme mohli pozorovat témér rozloZeny, sypky substrat tmavé barvy. OvSsem stale jsou
zde patrna slaménd stébla. Substrat v pokusnych nadobach sZizalami se zdal byt vice
rozloZzeny neZ substrat s absenci Zizal. Kalifornské Zizaly se od prvni kontroly vyrazné
namnotzily. Byla zde pozorovana cela klubi¢ka tmavych ZiZzal. Nékteré byly dlouhé a silné, jiné
byly mladsi, a tudiz i mensi. Také zde bylo nalezeno vétsi mnozstvi kokonU. Lze soudit, Ze se
Zizaldm dari velmi dobre, jsou vitdIni a substrat oSetfeny nitrifikovanym fugatem jim svéddi.

Pfi treti kontrole zde byly pozorovany vyznamné rozdily mezi jednotlivymi pokusnymi
nadobami. Prestoze vSechny pokusné nadoby mély byt zvlhéovany ve stejnych intervalech
a stejném mnozstvim vody, pfi posledni kontrole byl substrat nékterych nadob zcela vyschly.
Zde se pochopitelné Zadné Zizaly nenachdzely. Substrat s optimalni vlhkosti byl zcela
rozlozeny, sypky a mél charakteristickou vini. Nachazelo se zde velké mnozstvi Zizal rGzného
stari véetné kokon(. Zizaly mély tmavou barvu a evidentné zde prospivaly.

Obrdzek 21 ZaloZend pokusnd nédoba pro kultivaci Obrdzek 22 Pokusnd nddoba urcend ke kultivaci Kalifornskych
Kalifornskych ZiZal na vyplozeném slaméném substrdtu ZiZal po aplikaci fugdtu (Foto: Bfezinovd Jana)
(Foto: Brezinovd Jana)
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Obrdzek 23 Témér rozloZeny slamény substrdt pri 3. kontrole Obrazek 24 Kokon nalezeny v substrdtu s kultivovanymi
(Foto: Brezinovd Jana) Kalifornskymi Zizalami (Foto: Bfezinovd Jana)

Obradzek 25 Kalifornské Zizaly (Eisenia andrei) na Obradzek 26 Petriho miska se savym papirem slouZici k
Petriho misce urcené k lyofylizaci (Foto: Brezinovd Jana) vyprdzdnéni a ocisténi Zizal (Foto: Bfezinovd Jana)
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Pramérna vdha Zizal v v oSetfenych a
neosetfenych substratech

1. odbér 2. odbér 3. odbér

O B N W & U1 OO N

Hm Kontrola mCorello m Mustang

Graf 19 Primérnd vdha ZiZal (Eisenia andrei) v osetfenych a neoSetfenych substrdtech
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Graf 20 Pramérny pocet ZiZal a kokonu (Eisenia andrei) nachdzejicich se v jednotlivych substrdatech

Z grafli €. 19 a 20 vyplyva, Ze nejvétsi pocet Zizal a kokon( se nachazel ve vyplozeném

substratu oSetfenym herbicidem Corello s uc¢innou latkou pyroxsulam. Zda se ovsem, Ze

herbicidy v oSetfené slamé mély az druhotny vliv na rUst a vyvoj Kalifornskych Zizal (Eisenia

andrei). Mnohem vétsi roli zde hraly vihkostni podminky, které pfimo ovliviiovaly nejen rist

vy

a vyvoj zizal, ale také dobu rozkladu substratu. V prabéhu trvani pokusu nebylo mozné kazdy
den kontrolovat a zajistovat potfebnou vlhkost substratu, tudiz nékteré pokusné nadoby byly
vystaveny velkym vlhkostnim vykyvim. To ZiZzaldm neprospivalo a v nddobach se jich

nachdazelo vyrazné méné.
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7 Diskuze

Pro nékteré experimenty, blize popsané v praktické ¢asti této diplomové prace, byly
vybrany houby bilé hniloby jako potencionalni rozkladaci ucinnych latek obsazenych
v herbicidnich pripravcich Corello a Mustang Forte. Houby byly vybrany na zakladé dostupné
literatury, kterd uvadi, Ze vyuziti hub bilé hniloby, zejména houby Pleurotus ostreatus pripadné
houby rodl Irpex, Trametes, Phanerochaete, Ganoderma jsou velice perspektivni pro
potenciondlni vyuZiti v mykoremediacni praxi. (Tlusto$ a kol., 2017) Houba Phanerochaete
chrysosporium se ukazala jako velmi efektivni v biotransformaci atrazinu (selektivni herbicid).
V experimentu byl prokazan 48% pokles pocatecni koncentrace herbicidu jiz béhem prvnich
Ctyr dnt kultivace na rlistovém mediu. Vysledky jasné prokazaly mineralizaci ethylové skupiny
herbicidu. (Mougin a kol., 1994) V experimentu (6.1.) jsme kultivovali Phanerochaete
chrysosporium na agarsladovém mediu obohacenym rdznymi koncentracemi aminopyralidu.
Ukazalo se, Ze tato houba je velmi rychle rostouci bez ohledu na zvysujici se koncentraci
1-100 ppm a tyto vysoké davky aminopyralidu velmi dobre toleruje. Ukazalo se tak, Ze nékteré
dfevobytné houby toleruji vysoké koncentrace aminopyralidu.

Bastos a Magan (2009) uvadi, Ze houba Trametes versicolor je schopna metabolizovat
Sirokou Skalu organickych sloucenin, diky produkci extraceluldrnich ligninolytickych enzym.
Prokazalo se, Ze Trametes versicolor vykazuje velmi dobrou toleranci vicéi podminkam vodniho
stresu a také triazinovym pesticidim, coZ z néj déld kandidata na mykoremediaci atrazinu
v pudé s nizkym obsahem vlhkosti a organické hmoty. Ristovy habitus mycelia umoznuje
rychlou kolonizaci substratu a vyuziti sloucenin, které jsou jinak hife dostupné SirSimu spektru
mikroorganism(. V experimentu blize popsaném v této préci byla houba Trametes versicolor
kultivovana na agarsladové plidé obohacené riznymi koncentracemi aminopyralidu. (0,1, 10
a 100 ppm). Jiz 8. den od naockovani Trametes versicolor dosdhla okraje Petriho misky
a potvrdil se tak velmi rychly rGst mycelia. Zvysujici se koncentrace aminopyralidu — 1ppm
a 10 ppm urcitym zplsobem stimuluji rlst mycelia. Pozvolny inhibi¢ni ucinek se projevil az
u koncentrace 100 ppm.

Bending a kol. (2002) uvadéji, Ze mezi houbami bilé hniloby jsou zna¢né rozdily ve
schopnosti degradovat pesticidy v kapalném mediu. Nejlepsi vysledky v degradaci herbicidu
v jejich pokusech vykdzaly houby Coriolus versicolor a Stereum hirsutum. Jako jediné byly
schopny degradovat metalyxyl (systémovy fungicid) ve vyznamném mnoizstvi (az 63 %).
Dichotomitus squalens, Phanerochaete velutina a Pleurotus ostreatus byly schopny
degradovat méné neZz 10 % pesticidu. Bending a kol. (2002) déle uvadi, Ze nebyl prokazan
zadny vztah mezi ligninolytickou aktivitou a degradaci kteréhokoli z pouzitych pesticidd.
Nicméné existovaly jasné vztahy mezi schopnostmi hub degradovat rGzné tridy pesticidd.
Napf. triaziny, pyrethroidy, organofosfaty, organochlorové, fenoxyalkanové pesticidy.
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Pleurotus ostreatus je velmi transparentni houba schopnd rozkladat a akumulovat velké
mnozstvi polutantl, napriklad tézké kovy, jako jsou olovo, chrom, zinek, méd nebo nikl,
pfitomné v odpadnich vodach (Vaseema a kol.,, 2017). Hliva ustficna je také schopna
absorbovat oxytetracyklin (antibiotikum) z tekutych kultivacnich médii béhem dvou tydn(
kultivace. Degradace oxytetracyklinu probihala bez ligninolytického enzymu lakazy.
(Miglioreaa kol., 2012) Z pesticid( je hliva Ustficna schopna degradovat nebezpecny aldrin
a jeho hlavni metabolit dieldrin. (Akhtar a Mannan, 2020).

Na zakladé téchto informaci jsme pfi rliznych experimentech testovali odlisSné kmeny
Pleurotus ostreatus, které by eventuelné mohly rozkladat ucinné latky aminopyralid
a pyroxsulam. U kmen0 Pleurotus ostreatus 'lvory' a 'Spoppo' byly sledovany priimérné
pfirGstky mycelia na agarsladovém mediu. RGst mycelia kmene 'lvory' byl s rostouci
koncentraci od 0 ppm do 500 ppm mirné inhibovan. Kmen 'Spoppo' mél nejvétsi rozdil mezi
pramérnym rdstem mycelia mezi 300 ppm — 400 ppm, kde namérené hodnoty skokové klesly.
Je zrejmé, Ze zde existuje jistd korelace mezi zvysujici se koncentraci aminopyralidu
a primérnymi pfrirdstky mycelia. Dalsi testované druhy hub byly Trametes versicolor,
Ganoderma lucidum, Irpex lacteus a Phanerochaete chrysosporium. Zde rlst mycelia
se zvySujici se koncentraci nebyl nijak vyrazné ovlivnén. U druhu Dipodascus geotrichum
a Cladosporium herbarum byl opét zaznamendn vyznamny inhibi¢ni faktor, ktery je nejvice
patrny mezi koncentracemi 300 a 400 ppm. Pro pfipadné zopakovani téchto pokusl bych
navrhovala mycelium kultivovat na agarsladové médium teréikovou metodou. Dale bych
navrhovala méfit prirGstky mycelia kazdy den, poptipadé kazdy druhy den. Idedlné i stejny
Casovy interval (napfiklad kazdy den 15:00). Je jasné, Ze pokusy budou ¢asové a organizacné
narocnéjsi, nicméné vysledky by mohly mit vétsi vypovidajici hodnotu o pribéhu kolonizace
agarovych pGd myceliem. Napfiklad mycelium Phanerochaete chrysosporium pti 1. méfeni,
které probéhlo ctvrty den od ockovani, jiz dosahlo kraje misky. Pokud by méreni probihalo
v kratSich intervalech, mohli bychom udélat zavér i pro tento druh.

Pti kultivaci mycelia vybranych druhl hub na slaméném substratu ve zkumavkach nebylo
dosaZzeno zadnych statisticky vyznamnych rozdili mezi herbicidy oSetfenymi a neosetfenymi
variantami. Mycelium druhl Irpex lacteus a Ganoderma lucidum pfir(istalo na oSetrenych
i neodetienych variantach stejné rychle. U¢inné latky aminopyralid a pyroxsulam tedy na rist
mycelia vliv nemaji. Za to maji pozitivni vliv na vynos plodnic hlivy ustficné. Experiment, ktery
je blize popsan v kapitole 6.6., byl zaméren na vliv pfipravkd Corello a Mustang Forte na tvorbu
plodnic Pleurotus ostreatus kmen 'Spoppo’, které byly péstovany na substratu na bazi
pSenic¢né slamy. Nejvétsi vynosy plodnic byly dosazeny na herbicidy oSetfenych variantach. Ke
stejnému zavéru dospéla ve svych vysledcich i Barakova (2021). U&inné latky pusobi jako
synteticky auxin, ktery na jednu stranu potlacuje vyvoj nékterych rostlin, ale na druhé strané
prispiva ke zvysSeni ristu mycelia a hlavné vynosu plodnic hlivy. Proto hliva na osSetfenych
variantach lépe prospiva. Auxiny pravdépodobné stimuluji rdst mycelia a pozitivné ovliviuji
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vynos plodnic. V pfibalovém letdku obou herbicidl je uvedeno, Ze sldmu z porostli oSetfenou
zminénym pripravkem neni vhodné pouzivat pro péstovani hub.

Vyrobce tuto informaci uved| pravdépodobné s predbéZznou opatrnosti. Pozdéji bylo zjisténo,
Ze aminopyralid v nezménéné podobé projde travicim traktem a nema zadné skodlivé ucinky
na zdravi lidi ani zvifat. Stejné tak pyroxsulam neni nijak nebezpec¢ny a na zdravi lidi a zvifat
nema zadny vliv.

Izolace mikrobidlni populace schopné rozkladdat ucinné latky herbicidd Mustang Forte
a Corello, popsana v kapitole 5.1.3., byla provadéna v Ustavu biochemie a mikrobiologie
VSCHT. Metodou tzv. ,,nabohacovani“ byly izolovany 3 druhy vldknitych hub. Metodou PCR
byly ur€eny jako: Dipodascus geotrichum, Candida subhashii a Cladosporium herbarum. Jelikoz
se tyto organismy pfirozené vyskytovaly v plidé kontaminované aminopyralidem, odkud byly
nasledné izolovany, existoval zde predpoklad, Ze by pravé tyto organismy mohly byt stéZejni
v dekontaminaci aminopyralidu z riznych péstebnich médii.

V kapitole 6.4. a 6.5. je popsan vliv rlznych koncentraci aminopyralidu na tvorbu biomasy
vybranych kment hub kultivovanych na tekutych ptddach. Zde byly mimo jiné pouzity druhy
pravé z predchoziho experimentu Dipodascus geotrichum a Cladosporium herbarum. Zatimco
pfi prvnim pokusu kmen Pleurotus ostreatus HK35 vykdzal inhibi¢ni U¢inek na rlist mycelia od
koncentrace 50 ppm, primérnd vaha mycelia kmenu 'Spoppo' pfi navysenych koncentracich
aminopyralidu méla opacny trend. Na kontrolni varianté neobsahujici aminopyralid vytvoril
kmen 'Spoppo' nejmensi mnozstvi biomasy mycelia a se zvySujicimi se koncentracemi
aminopyralidu se biomasa mycelia navysSuje oproti kontrole. To naznacuje, Ze uc¢inna latka
aminopyralid méla pozitivni stimulacni efekt na rlst mycelia hlivy Ustficné kmene 'Spoppo'.
Dipodascus geotrichum nebyl nijak ovlivnén zvysujici se koncentraci. Mycelium Cladosporium
herbarum vytvorilo nejvétsi mnozstvi biomasy a toleruje vysoké koncentrace aminopyralidu.
Diky ,nabohacovacimu® experimentu jsme ziskali druh Cladosporium herbarum, ktery se
ukazal jako velmi perspektivni pro mykoremediaci, jelikoz dobfe roste i vysokych
koncentracich aminopyralidu. 'Spoppo' se téZ projevil jako velmi perspektivni kmen, neboft pfi
zvysujici se koncentraci aminopyralidu doslo k vyraznému pfirGstku mycelia na rozdil od
kontroly.

U&elem vermikompostovéni vyplozeného substratu hlivy UstFiéné obsahujiciho aminopyralid
a pyroxsulam bylo zjistit, zdali se urychli jejich rozklad plsobenim Zizal. Tento experiment jiz
byl ukoncen, nicméné vysledky z laboratore, které by nam nastinily, jak se ménil obsah
ucinnych latek v pribéhu vermikompostovdni a po vermikompostovani, jesté nejsou znamy.
Podobny experiment provadél Lin a kol. (2016), kdy zkoumali ulohu a mechanismy pUsobeni
Zizal Eisenia foetida na rozklad pentachlorfenolu, (dale PCP - toxicky pesticid) pfi
vermikompostovani. Ukdzalo se, Ze synergické ucinky Zizal v kompostu pfispély k urychleni
biodegradace PCP tim, Ze vyznamné zlepSily mikrobialni aktivitu. Sekvencni analyza urcila
pfitomné celedi mikroorganismd, a to: Pseudomonadaceae, Sphingobacteriaceae,
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Xanthomonadaceae a houbové Cceledi Trichocomaceae, které byly zodpovédné za
biodegradaci PCP stimulované vermikompostovanim.

Vermikompostovat vyplozeny slamény substrat hlivy Ustficné je tedy mozné. PFi zopakovani
tohoto pokusu by bylo Zadouci pouzit sldamu, kterd je jemnéjsi frakce a jiz od zacatku pokusu
aplikovat nitrifikovany fugat, ktery zméni pomér C : N a vyrazné uspisi rozklad organické
hmoty. Cely substrat tak bude lépe pristupny pro kalifornské Zizaly. Ve vysledcich jsou
zpracovany prameérné pocty a vaha Zizal z odebranych vzork(. PotiZz nastala pfi odebirani
vzorku. Kalifornské Zizaly se shlukuji v cela klubka a pfi odebirdni objektivné reprezentativnich
vzorkd by musel byt cely substrat obsahujici Zizaly homogenizovany. Tim by se ale narusila
klubka a Zizaly by postupné zahynuly. StéZejni tak budou az laboratorni vysledky obsah
herbicid(l v substratu v prlibéhu a na konci vermikompostovani.
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8 Zaveér

Cilem predkladané diplomové prace bylo na zdkladé vypracovanych pokusl najit
perspektivni druh houby, ktery by byl schopen urychlit rozklad aminopyralidu a pyroxsulamu
ve slamé. DalSim cilem bylo zjistit, jakym zplsobem ovliviiuji ucinné latky aminopyralid
a pyroxsulam rlst a vyvoj plodnic hub Pleurotus ostreatus. Posledni pokus se tykal
vermikompostovani substratu hlivy Ustfi¢né. Bylo zjistovano, zdali se plsobenim Zizal (Eisenia
andrei) urychli rozklad aminopyralidu a pyroxsulamu ve slamé.

Jako nejperspektivnéjsi druh vhodny pro dekontaminaci aminopyralidu se na zakladé
provedenych pokust jevi druh Cladosporium herbarum. P¥i kultivaci na tekutych pldach
mycelium rostlo velmi dobfe i pfi vysokych koncentracich aminopyralidu. Z toho lze usoudit,
Ze by tento druh mohl byt schopen potencialné aminopyralid i rozkladat. Jako dalsi
perspektivni druh se jevi Pleurotus ostreatus, kmen 'Spoppo'. Pfi kultivaci na tekutych pidach
mycelium sice nevytvofilo takovy objem biomasy jako Cladosporium herbarum, nicméné zde
doslo k pozitivni stimulaci mycelia a narUstu biomasy na variantdch oSetfenych
aminopyralidem na rozdil od kontrolni varianty s absenci aminopyralidu.

Neprokazalo se, Ze by ucinné latky aminopyralid a pyroxsulam mély jakykoli vliv na rlst
mycelia ve slamé. Za to byl prokazan vyznamny pozitivni vliv na vynos plodnic hlivy ustficné
(Pleurotus ostreatus). Nejvyssi vynos plodnic byl zaznamendan u varianty, kterd byla oSetfena
herbicidem Corello s ucinnou latkou pyroxsulam. Naopak nejnizsi vynos byl zaznamenan
u kontrolni varianty s absenci herbicidil. U¢inné latky aminopyralid a pyroxsulam psobi jako
synteticky auxin. Z toho dlivodu hliva na oSetfenych variantach lépe roste a celkovy vynos je
vysSi nez na neoSetfeném substratu s absenci herbicidu.

Prokdzalo se, Ze vermikompostovat vyplozeny substrat pomoci Zizal Eisenia andrei je
mozZné. BohuZel vysledky zlaboratofe o zméndch obsahu ucginnych latek v pribéhu
vermikompostovani jeSté nejsou znamy. Vyhodnocovany tedy byly pouze pocty a priimérna
vaha Zizal z odebranych vzorku. Ukazalo se, Ze nejlépe prospivaly Zizaly, které mély k dispozici
vyplozeny substrat oSetfeny herbicidem Corello. Zde se také nachazel nejvyssi pocet Zizal
i kokon.
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10 Samostatné prilohy

Pramérné prirGstky mycelia na sterilizované slamé ve zkumavkach v mm

1. méfeni (mm) | 2. méfeni (mm) | 3. méfeni (mm) | Celkem (mm)
Irpex — Mustang forte 9,9 11,9 10,1 31,9
Irpex — Corello 9,6 12,4 10,5 32,4
Irpex — neosSetrena kontrola 9,5 12,7 10,5 32,7
Ganoderma — Mustang forte 7,1 9,5 8,0 24,6
Ganoderma — Corello 6,9 10,2 8,3 25,4
Ganoderma — neosSetiena 6,7 96 68 232

kontrola

Vaha lyofylizovaného mycelia u Pleurotus ostreatus, které bylo kultivovano na tekutych
pladach pfi riznych koncentracich aminopyralidu

1. 2. 3. 4, 5. 6. Primér SD
Kontrola | 0,43698 | 0,43427 | 0,43827 | 0,43095 | 0,43756 0,2863 | 0,410722 | 0,055697
50 ppm 0,4394 0,42205 | 0,42132 | 0,43695 | 0,44008 | 0,42672 | 0,431087 | 0,007963
100 ppm | 0,40733 0,4025 0,40814 0,4172 0,43381 | 0,42887 | 0,416308 | 0,011568
150 ppm | 0,41628 | 0,43989 | 0,36773 | 0,42406 | 0,40788 | 0,38245 | 0,406382 | 0,024502
200 ppm | 0,39661 | 0,38771 | 0,41111 | 0,39138 | 0,37968 | 0,38569 | 0,39203 | 0,009974
250 ppm | 0,3982 0,3856 0,42309 | 0,37317 | 0,36293 | 0,37242 | 0,385902 | 0,020024

Pramérné vahy lyofilizovaného mycelia vybranych druhd hub, které byly kultivovany na
tekutych pldach pfi riznych koncentracich aminopyralidu
1. 2. 3. Primér SD

K. Cl 0,6157 0,6152 0,6085 0,613133 0,003283

Cl 100 0,6118 0,6349 0,6567 0,634467 0,018333

Cl 200 0,6312 0,6418 0,6448 0,639267 0,005834

Cl 300 0,5692 0,5789 0,5982 0,5821 0,012053

Cl 400 0,5898 0,5962 0,5978 0,5946 0,003456

Cl 500 0,5482 0,5109 0,5625 0,540533 0,021752

K. Pl 0,1364 0,2056 0,1655 0,169167 0,02837

Pl 100 0,1985 0,0867 0,2892 0,191467 0,08282

Pl 200 0,4651 0,3642 0,4499 0,4264 0,044418

PI 300 0,1118 0,2295 0,3249 0,222067 0,087156

Pl 400 0,3789 0,3383 0,3215 0,346233 0,024096

PI 500 0,4102 0,3966 0,3585 0,388433 0,021882

K. Geo 0,2036 0,2385 0,2679 0,236667 0,026282

Geo 100 0,2478 0,2982 0,3555 0,3005 0,043998

Geo 200 0,3315 0,2718 0,1937 0,265667 0,056424

Geo 300 0,2569 0,2545 0,2858 0,265733 0,014223

Geo 400 0,2428 0,2342 0,3098 0,262267 0,033794

Geo 500 0,2182 0,2014 / 0,2098 0,0084




