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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zaméfena na monitoring ptirozené¢ho vyskytu mykoparazitickych hub v
pudach na vybranych pozemcich s konvenénim a ekologickym systémem hospodaieni
regionu jiznich Cech. K izolaci mykoparazitickych hub byly pouzity étyfi izolaéni techniky.
Dvé techniky byly zalozené na detekci hub z vyluhu plidy za pouziti selektivni zivné pudy
(THSM — Trichoderma harzianum selective medium) a semi-selektivni zivné pidy (Dilution
plate technique). V rdmci monitoringu byly vyuzity 1 dvé techniky k izolaci
mykoparazitickych hub zaloZzené¢ na vyuziti zivé pasti. Prvni metoda spocivala ve vyuziti
sklerocii (SBT — Sclerotia bait technique) a vyuziti mycelia houby Sclerotinia sclerotiorum
(Pre-colonization plate method). Pomoci vS§ech metody byly odizolovany pievazné druhy hub
rodu Trichoderma, dale druh Trichoderma virens, Clonostachys rosea f. catenulata a
Lecanicillium muscarium. V zadném pldnim vzorku nebyla detekovana houba Coniothyrium
minitans. Vybrané kmeny hub rodu Trichoderma byly charakterizovany na zakladég ,,in vitro*
testl. Na zaklad€ testl byl hodnocen radidlni rst kment, jejich produkéni vlastnosti a
zejména pak byla hodnocena uc¢innost jednotlivych kmeni na vybranych fytopatogennich
druzich hub (S. sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea a Fusarium solani).

Kli¢ova slova: izolace hub, mykoparazitické houby, Trichoderma, fytopatogenni houby,
polyfaktorialni charakteristika

ABSTRACT

The thesis is focused on monitoring of natural occurrence of mycoparasitic fungi in arable
soils. Study was aimed to isolate those fungi from selected plots with conventional and
organic farming systems of the region of South Bohemia. Four isolated method were used for
isolation of mycoparasitic fungi from soil. Two techniques were based on detection of fungi
from soil solution using selective nutritive medium (THSM — Trichoderma harzianum
selective medium) and semi-selective nutritive medium (Dilution plate technique). Within the
framework of the monitoring, next two techniques were used for isolate of fungi from soils
based on using of live trap. The sclerotia (SBT — Sclerotia bait technique) and mycelium (Pre-
colonization plate method) of phytopathogenic fungus Sclerotinia sclerotiorum were used.
Results of monitoring indicate that several species of mycoparasitic fungi represent very
important component of soil born fungi. Among all, species of genus of Trichoderma,
Trichoderma virens, Clonostachys rosea t. catenulata and Lecanicillium muscarium were the
most frequently present and isolated species. Fungus Coniothyrium minitans was not detected
in any soil sample. In vitro testes were used for polyfactorial characteristic of chosen
Trichoderma strains. The radial growth of strains and their production characteristic was
evaluated. The efficacy of Trichoderma strains against phytopathogenic fungi (S.
sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea a Fusarium solani) was evaluated.

Key words: isolation of fungi, mycoparasitic fungi, Trichoderma, phytopathogenic fungi,
polyfactorial characteristic
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1. UVOD

Témét vSechna odvétvi lidské Cinnosti se v dnesni dobé stfetavaji s otazkou zptsobu
a schopnosti vyuziti Zivotniho prostiedi do takové miry, aby nedochazelo k jeho poskozovani
a zachovalo si svljj udrzitelny rozvoj pro dal$i generace. Mezi jedno z dilezitych odvétvi patii
zemédélstvi. Jehoz dulezitost rok od roku nartstd, diky celosvétoveé se zvySujici poptavee po
potravinach. Podle vypocti Svétové banky bude k uziveni lidstva potteba zvysit produktivitu
zemé&délstvi do roku 2050 o 70%. Problém, se kterymi se dnes zemé&délstvi potyka, je hned
nekolik. Poc¢inaje masivnim rozSifovanim primyslovych a obytnych z6n a skokové rostouci
spotieba obnovitelnych zdroji energie. Je dulezit¢é pochopit, jak spravné postupovat
v otazkdch financovani samotného hospodafeni v polnich systémech, které by vedlo
k vyvazenému vztahu vysokého vynosu, a pfitom by byla zachovana moznost vyuziti prvka
ekologického zemédélstvi vramci potlaCeni vyuziti pesticidi. N&kdy je ovSem pii
expanzivnim zpusobu hospodafeni hlavn€é u rozvojovych zemi problém skloubit ohled na
piirozené kolob€hy a zavislosti podporované biologickou ochranou, jejiz navratnost je Casove
1uz§im smyslu slova povaZzuje dnes vétSina odborniki za ekologicky, hygienicky
1 ekonomicky nejvhodné€j$i metodu potlacovani Skidct. Nelze ji chapat jako samospasitelny
zazrak, ale jako védecky propracovanou metodu, jejiz uspéch je poloZzen na znalostech
ekologickych nérokt, spravného poméru Skidch a jejich ptirozenych neptatel. Pomoci
vhodnych postupi je nezbytny monitoring pohybu Skodlivych organismi, za pfispéni
odbornych rad kvalifikovanych poradcii a védecky podlozené prahové hodnoty, ktera by méla
nasmérovat uzivatele v dal$im poc¢inani. Celkové zalezitost vyzaduje schopnost systematické
prace, trpélivosti a ur€itého nadhledu. DalSim pfinosem biologické ochrany je nulové zatiZeni
zivotni prostfedi adiky vysoce specifickému U€inku zpravidla neohrozuje necilové
organismy. Pusobi pfitom dlouhodobé a nemé vedlejsi t€inky na lidské zdravi. Vysledky se
vétSinou dostavi pozd€ji nez u ochrany chemické, jsou vSak vyrazné trvalejsi. Dochazi tedy
k peclivému zvazovani pouziti prostiedki v boji proti Skodlivym organismim, jez by méli za
nasledek ohrozeni lidského zdravi ¢i Zivotniho prostfedi. Tuto skutecnost jiz rozpracovalo
ministerstvo zemédélstvi podle zakona 326/2004 Sb. o rostlinolékatské péci novelizovaného

zédkonem 199/2012 Sb. vyhladsku 205/2012 Sb. o obecnych zasadach integrované ochrany

rostlin, kterd nabyva tuc¢innosti 1. ledna 2014. Tato vyhlaSka zapracovava smérnici
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2009/128/ES a stanovuje obecné¢ zdsady integrované ochrany rostlin za ucelem dosazeni

udrzitelného pouzivani pesticidi. Klade se zde diiraz na rist zdravych plodin pii co



nejmenSim naruseni zemédé€lskych ekosystémti. V dneSni dobé jsou tyto smérnice spise
vyuzivany v systémech integrované produkce, jinak se spiSe uplatiiuji jen nekteré diléi prvky
systému. Metodické postupy byly zpracovany na zakladé dostupnych védeckych poznatka
a budou zvefejiiovany na internetovych strankach rostlinolékatského portalu a do budoucnosti

se promysli jejich propojeni s informa¢nimi systémy vyzkumnych organizaci a univerzit.

Cil diplomové prace je zaméfen na monitoring vyskytu nejvyznamnéjSich druhi
mykoparazitickych hub v piidach s ekologickym a konven¢nim systémem hospodateni. Pro
detekci téchto hub byly vyuzity vS§echny dostupné izolacni metody. Izolované kmeny byly po
purifikaci uloZeny do sbirky hub na Katedie rostlinné vyroby a agroekologie. Déle byly
v diplomové praci vypracovany biotesty zaméfené na u€innost vybranych odizolovanych

kment mykoparazitickych hub proti vyznamnym piivodciim onemocnéni rostlin.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Integrovana ochrana rostlin

Integrovand ochrana rostlin byla zavedena do praxe uz koncem 70. let, v disledku
zvysSenych snah o zlepSeni kvality produkti pomoci vyvoje nejriiznéjSich systémi a metod
ochrany (Pultar 1994). Integrovana ochrana rostlin (IOR) pfedstavuje strategii, ve které jsou
v socioekonomickém kontextu farmatského systému, spojeni prostiedi a populacni dynamiky
Sktidcth resp. pivodct onemocnéni rostlin, vyuzivany vSechny dostupné regulacni postupy,
véetné fyzikalnich, chemickych a biologickych, s cilem udrZeni populacni hustoty skodlivych
¢initelll pod hladinou zpisobujici ekonomické poskozeni. Jedna se tedy o otevieny systém
vyuzivajici vSechny ekonomické, ekologické a toxikologické metody pro udrzeni Skodlivych
organismu pod hladinou Skodlivosti s pfednosti vyuzivajici ptirozenych omezujicich faktora
(Pell et al. 2001). Dochazi tedy k peclivému zvaZovani pouziti prostfedkli v boji proti
Skodlivym organismim, jez by meéli za ndsledek ohrozeni lidského zdravi ¢i zivotniho
prostiedi. V soucasnosti je znamo nékolik desitek definici IOR, které se 1iSi nejen v obecnych
formulacich, ale 1 vhlavnich cilech. Stavajici defini¢ni kontinuum IOR osciluje od
jednoduchych, pragmatickych a tizce orientovanych definici (definice zamétené na zakladni
principy programi IOR zemédé€lskych plodin a kultur) az po verze definujici IOR velmi
Siroce (definice vice orientované na praktické 1 obecné aspekty zivotniho prostiedi, trvale
udrzitelny rozvoj, alternativni a ekologické systémy hospodateni apod.) (Bajwa a Kogan
2002).

Integrovand ochrana rostlin podle Smérnice Evropského parlamentu a Rady
2009/128/ES ze dne 21. tijna 2009 je definovana jako peclivé zvazovani veSkerych
dostupnych metod ochrany rostlin a naslednd integrace vhodnych opatieni, ktera potlacuji
rozvoj populaci skodlivych organismti a udrzuji pouzivani ptipravkli na ochranu rostlin a
jinych forem zasahu na Urovnich, kter¢ lze z hospodarského a ekologického hlediska
odiivodnit a které snizuji ¢1 minimalizuji rizika pro lidské zdravi nebo Zivotni prostiedi.
Integrovand ochrana rostlin klade diraz na rist zdravych plodin pfi co nejmenSim naruseni
zemédélskych ekosystémi a podporuje piirozené mechanismy ochrany pred Skodlivymi

organismy (Anonym 1).

2.2. Biologicka ochrana rostlin
Biologicka ochrana je systém, ktery vyuzivd piirozenych antagonistli nebo jejich

produktli za ucelem regulace populaci Skodlivych organismii. Moderni prostfedky biologické
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ochrany jsou vysoce a dlouhodobé ulinné a zaroven jsou Setrné k lidskému zdravi a
zivotnimu prostfedi a maji nizkou nebo vibec Zadnou toxicitu k necilovym druhiim. Tim
zvySuji bohatost, diverzifikaci a stabilitu pfirodnich systémi v zemédé€lské krajiné a umoziuji
kvalitni produkci (Anonym 1 - Biocont Laboratory spol s.r.0., 2008).

Prvni pouzil vroce 1919 termin biologickd ochrana k ozna€eni pouZiti pfirozenych
nepratel k boji proti hmyzim Skiidcim H. S. Smith. Tato teze byla pak pozdéji upfesnéna De
Bach (1964), ktery definoval biologickou ochranu jako ¢innost pfirozenych nepftatel (parazita,
predatorii nebo patogennich mikroorganismii) udrzet populacni hustotu skodlivého organismu

Celkové jsou na svété v soucasné dobé k dispozici prostiedky vyuzivané v biologické
ochran¢ na bazi témét sto druhli a kmenid mikroorganismi, vice nez padesat druht
makroorganisma (Bagar 2007). V pfisném ekologickém duchu muize byt pouZiti biologické
ochrany rostlin povazovano za strategii, kterd podporuje nebo zcela obnovuje biologickou
diverzitu v agroekosystémech a to prostfednictvim klasické a/nebo augmentativni strategie
biologické ochrany rostlin (Altieri 1994). Vyhodou pouzivani bioprepardti na bazi
mikroorganismi nebo makroorganismil je hlavné nezatéZovani zivotniho prostfedi, z ¢ehoz
vyplyva, ze se daji upottebit zejména v chranénych oblastech ¢i v ochrannych pasmech vod.
Nevyhodou vSak muize byt pomaly ndstup Uc¢innosti biopreparatu, casto omezend doba
skladovatelnosti, nutnd znalost bionomie jak patogena, tak 1 uzite¢ného organismu (parazitoid,
predator, entomopatogenni mikroorganismus a mykoparazit resp. antagonista) (Bagar 2007).

Duivodem rozvoje ochrany je predevs§im zakotven ve snaze provadét aktivni, cilenou ochranu
bez rusivych dopadl na ekosystém (Prokinova 1996). Dilezité je i ovS§em vystihnout dobu aplikace,
posoudit miru poSkozeni porostu a zaujmout spravnou strategii v boji proti patogentim (Van Driesche
a Heinz 2004). Hlavni roli u chorob rostlin hraje destrukce ptirodnich zdroji v zemédélstvi.
Konkrétné ptidni patogeni zptisobuji obrovské ztraty, diky veétsi agresivité. Za tyto rapidni
zmény podle védci miize hlavné celkovd zmeéna v systému zeméd€lstvi a opomijené
skutec¢nosti, Ze infekce nenapada jen rostliny ale 1 jejich prodavané plody. Jednim ze zplsobi
ochrany se nabizi pouziti fungicidli, na které jsou ale né¢které plodiny jiz resistentni. Pisobeni
chemickych latek také zalezi na jejich specifité. Piipravky na bazi vétsi specifity neohrozuji
vetsi cilové skupiny skupiny, diky znacné genetické proménlivosti uvnitt populaci, zatimco
Sirokospektré preparaty usmrcujici ve velké ¢asti i necilové organismy (Tjamos ef al. 1992).
Kombinace biologickych kontrolnich agens s redukovanym stupném fungicidni ochrany vede
k vyznamnému potla¢eni rostlinnych chorob (Monte 2001). Bioagens mtizou byt tedy

ptirozené se vyskytujici organismy nebo geneticky modifikované druhy (Kidela 1998). Smés



rtiznych bioagens pak umoziuje lepsi ochranu nez vyuziti jen jednoho samostatného agens
(Harman et al. 2004). Vyuziti biologické ochrany je jiz nékolik let zakotven v legislative, diky
smérnici (EU) ¢. 834/2007; €lanek 12 (g); pfi prevenci poskozeni rostlin chorobami, Skidci a
plevely se prednostné vyuziva piirozenych antagonisti, volby odolnych druhi a odrad,
stfidani plodin, kultivace a termickych zéasahii. Proto pfi zjiSténi rizika poskozeni porostu

sméji byt vyuzity jen ochranné prosttedky povolené k pouziti v ekologickém zemé&délstvi.

(Seskupeni ptirozenych nepiatel mizeme rozdelit do tii velkych kategorii:)
e Parazity (parazitoidy): jsou Castecné ¢i pln€ potravné a vyvojové vazani na sveého
hostitele.
e Predatofi: jsou na obét’ vazani pouze potravné a zpravidla osidluji stejny biom, kde
usmrcuji vétsi pocet hostitela.
e Patogenni mikroorganismy: fungujici na obligatorni ¢i fakultativni bazi od¢erpavanim

zivin (Landa 1994).

2.3. Strategie biologické ochrany rostlin

Strategie inokulativni introdukce

Inokulativni metoda (tzv. klasickd biologickd ochrana) spociva ve vysazeni malého
poctu endemického nebo neendemického druhu ptirozeného nepiatele nebo druhu
patogenniho mikroorganizmu do prostfedi, kde je rozsifen Skodlivy organismus. Mize se
jednat 1 o reintrodukci bioagens do arealu, ve kterém se jiz diive vyskytovalo. Cilem
inokulativni introdukce je zajistit dlouhodoby efekt, kterého lze dosahnout v piipadé
uspeésného uchyceni se nové (re)introdukovaného druhu bioagens (adaptace, reprodukce a
namnoZzeni, ptirozené Siteni v novém arealu....). Bioagens snizi vyskyt Skodlivého organismu
na nizkou, hospodatsky akceptovatelnou uroven a nasledné se mezi nimi vytvoii dlouhodoba
rovnovaha. Takto vyvadzeny systém dlouhodobé brani kalamitnimu namnozeni Skodlivého

organismu (Bagar 2007; Landa 2002).

Strategie augmentativni introdukce

Strategie augmentativni (augmentace — zvétSeni, zesileni, rozSifeni) - hlavnim
principem této strategie je piima manipulace s populacemi endemickych nebo neendemickych
druhii ptirozenych neptatel (mykoparazitickych a antagonistickych organismil) s cilem zvysit
jejich supresivni u€innost. Augmentativni strategie vyuziva praktické realizace této strategie
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ve velkokapacitnich biotechnologiich produkce mikroorganizmii a jejich komer¢ni dostupnost

ve formé standardnich biologickych biopreparatti (mikroorganizmy).

Inundativni introdukce
Inundativni strategie (inundace — zaplaveni, piekryti) spoc¢iva v jednorazové nebo
opakované introdukci zpravidla velkého mnozstvi bioagens s cilem dosdhnou okamzité

suprese Sifeni a vyvoje chorob.

Sezonni inokulativni introdukce

Strategie vyuziva opakované introdukce ptirozenych neptatel a bioagens s cilem
dosahnout jak okamzité suprese pluvodcli onemocnéni rostlin, tak 1 po celou dobu
péstitelského cyklu. V porovnani s inundativni metodou je hlavni rozdil sezonni inokulace v
tom, ze struktura programu biologické ochrany neni smérovdna pouze na jednordzovou
supresi vyvojoveého cyklu fytopatogenniho mikroorganizmu, ale na navozeni stavu, ve kterém
ani pii vice infek¢nich cyklech fytopatogenni houby nedojde k piekroceni tolerovatelné
urovné (ekonomicky prah Skodlivosti). Touto metodou jsou realizovany velmi efektivni
komplexni programy biologické ochrany riznych druhGi zelenin (zejména plodovych)

péstovanych ve sklenicich a folivnicich.

Strategie podpory a konzervace prirozenych nepratel

Podpora ptirozenych antagonistl, kdy nejde o pouziti prostfedkl biologické ochrany
jako takovych, protoze Zzadné bioagens do systému nedodavame. Snahou je podporovat
piirozené ptirodni systémy, dlouhodobou stabilitou a vyvazenosti. V principu je tato strategie
zamétfena na podporu a konzervaci autochtonnich populaci ptirozenych nepratel. Vyuzivame
tedy pfirozené se vyskytujici antagonisty jako nastroj vnitfnich regula¢nich mechanismt. K
obecnym prvkim strategie podpory a konzervace ptirozenych nepratel patii fada
agroekologickych a agronomickych opatteni (napf. zdmérné zakladani stabilnich biokoridord,
diverzifikace hostitelskych rostlin pé&stovanych v polnich podminkach, minimalizace

agrotechnickych zasaht) (Bagar 2007; Landa 2002).

2.4. Metody biologické ochrany
a) Introdukce antagonisty do prostiedi
Metoda zdmérné introdukce patogena do prostfedi je nejvice prostudovand a

v soucasné¢ dob¢€ v praxi nejcastéji pouzivana metoda biologické ochrany rostlin proti
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fytopatogennim mikroorganismiim. Biologick4 ochrana rostlin proti plivodciim onemocnéni
rostlin mtize byt definovana jako redukce mnozstvi inokula nebo patogenni aktivity patogena
pomoci jednoho nebo vice mikroorganizmii s mykoparazitickou nebo antagonistickou
aktivitou (Landa 2002). Tyto mikrobidlni interakce, které se vyskytujici mezi organizmy
v ptirozeném prostiedi, slouzi jako zakladni mechanizmy, na jejichz principech dochazi pak
k GspéSné regulaci fytopatogennich organizmi mykoparazity. Metody biologické ochrany
proti pivodcim onemocnéni rostlin 1ze roz¢lenit na metody ptimé a nepiimé (Alabouvette a
Lemanceau 1999). Vzhledem ke slozitosti vazeb mezi organizmy v prostiedi je toto ¢lenéni
znacné teoretické a jednotlivé metody vykazuji fadu modifikaci a vzdjemné se prolinaji
(Landa 2002). Antagonistické projevy mezi mykoparazity zahrnuji antibidozu, kompetici a
parazitizmus (Alabouvette a Lemanceau 1999). Antagonismus je vlastné jevem vzajemného
vztahu mezi riiznymi organismy, pii kterém jeden organismus ¢astecné nebo Upln€ inhibuje

rist organizmu druhého nebo jej usmrcuje (Kadela ef al. 1989).

Antibioza

Antibiozu mizeme definovat jako antagonisticky vztah dvou mikroorganismi, kdy
jeden mikroorganismus potlacuje Zivotni funkce toho druhého pomoci vlastnich metabolitt.
Vysledkem mize byt aZ celkové selhani a smrt slabSiho mikroorganismu (Baker a Griffin
1995). Tato inhibice je pfedev§im umoznéna diky tvorb& antibiotik a nizkomolekularnich
difuznich latek zahrnujici proteiny a enzymy (Handelsman a Parke 1989). Podle (Goldberg
1959) mlize nastat antibidéza i1 diky produkci alkoholu, etanolu a kyseliny mlécné. Nékdy se
ovSem tyto latky daji pouzit 1 pro potlac¢eni ptivodcti onemocnéni rostlin (Thomashow et al.
2002). Prikladem antagonistickych hub vyuzivajicich tento mechanismus jsou houby rodu
Trichoderma (Backer a Cook 1974), které svymi u¢innymi metabolity bojuji proti Siroké Skale
fytopatogennich mikroorganismi. Velmi zajimavé je rozdéleni kmen mykoparazitické houby
Trichoderma virens podle jejich antibiotického profilu, na skupinu kmenti produkujici
gliotoxin usmrcujici patogena Rhizoctonia solani a skupinu produkujici gliovirin, ktery je

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

Kompetice

Tento jev je vyklddan jako dominance jednoho organismu nad druhym vramci
ziskavani a vyuzivani nutri¢nich zdroji nebo téz omezeni ptistupu k témto zdrojim (Chet et
al. 1997). Jina definice jej popisuje jako vztah mezi jedinci vyvolany spolecnou potiebou

zdroje, jenz se vyskytuje v omezeném mnoZzstvi. Mezi tyto zdroje fadime konkurenci o vodu,
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ziviny kyslik a prostor (Baker a Cook 1974). Mnozstvi kysliku v padé¢ ¢i u kofent rostlin je
velmi dileZzitym a Casto limitujicim faktorem ve vlhkych padach (Griffin 1968). Mezi
organické typy Zivin mohou slouzit vypotky ¢i zastaralé tkdn¢ mycelia z povrchovych casti
rostlin nebo také odpadni produkty jinych organism a rostlin. Ziviny se dostavaji do pudy z
organickych substratii, semen 1 kofent diky koncentracnimu spadu a také difiizi. Pozorovanim
bylo prokéazéano, ze mnozstvi zivin ovliviiuje toleranci k antibiotikiim. Druhy typ boje o Ziviny
nastava Casto v minerdln¢ chudych ptudéach, kde je nedostatek anorganickych latek, jako je
napiiklad kompetice o zelezo v rhizosféfe. Pomoci produkce komplexo-tvornych Cinidel s
vysokou afinitou kiontim zeleza, dochazi k nedostupnosti tohoto prvku 1 pro jiné
mikroorganismy a inhibuje tak 1 jejich rast (Whipps 2001). Konkrétné pro vétSinu vldknitych
hub je dulezitd absorpce Zeleza pro jejich zivotaschopnost a kvili nedostatku Zeleza jsou
houby schopny vylucovat nizkomolekularni Zelezité oxidy oznaCované jako siderofory
k mobilizaci zeleza zptfirodnich zdroji (Eisendle et al 2004). Pozdéji je pak
mikroorganismus diky témto Zelezitym sideroforim schopen nastartovat absorpcni
mechanismus. Houby rodu Trichoderma produkuji také velmi silné chelatové siderofory a
zastavuji tim rast jinych vlaknitych hub (Chet et al. 1994).

Leeuwenhoek vroce 1676 jiz vypozoroval schopnost produktu urcitého
mikroorganismu inhibovat rist jiného jedince. Koncem 19. stoleti se inhibice prokéazala i1 na
ristu kultur béZznych bakterii (Chen ef al. 2003). Prostorova kompetice je pfimo Umérna
rustoveé rychlosti organismu a odrazi tu skutecnost, ze pokud jeden organismus osidli substrat,
pak si jiz tuto svou pozici udrzi 1 v pfipad¢ konfrontace s jinym agresivnéjSim organismem
(Baker a Cook 1974). Prostorovd konkurence je obecné vyS§i v pudnim prostiedi, kde
muzeme nelézt mnohem vétsi pocet mikroorganismi nez na nadzemnich ¢astech rostlin (Tari

a Anderson 1988).

Mykoparazitismus

Tento jev byl prvné vypozorovan de Barym vroce 1870 na houb& Piptocephalis
freseniana a Cicinobulus cesati. Mykoparasitismus (hyperparasitismus) mizeme definovat
jako nutri¢ni zavislost parazitického druhu houby na jiném druhu houby (Barnett ef al. 1957).
Jedna se o pfimé napadeni hostitele mykoparazitem za ucelem vyuzivani zivin. Tento vztah
byl popsan u vSech skupin hub pocinaje oddélenim Chytridiomycota az po oddéleni
Basidiomycota (Jeffries 1997). Proces ziskavani Zivin mize probihat nejdfive rozpoznanim
hostitele pokracujicim fizenym rlstem kjeho hyfam. Mykoparazit se piimkne

k hyfam hostitele a nasledn¢ do nich pronika nebo zacne hyfy hostitele omotavat infekénim

9



myceliem. Omotavani hyf hostitele misto penetrace, miize byt povazovano za projev
rezistence hostitele (Veseld 1986). Barnett a Binder (1973) rozd¢lili mykoparazity do dvou
hlavnich skupin v zéavislosti na zpiisobu jejich vyzivy, a to na destruktivni nebo biotrofni
parazity. Nekrotrofni mykoparazité, jak uz nazev napovida, své hostitelské bunky nejdiive
usmrti a pak do nich pronikaji. K usmrcovani dochazi degradaci bunécnych stén skrze
produkci hydrolytickych enzyml (chitindza, B-1,3 glukanazy, celulazy), toxini nebo
antibiotik. Produkce enzymi je velmi dilezitd v biologické ochrané rostlin (Lewis a
Papavizas 1987). T¢kavé metabolity (pyron, furanon) mohou zpusobit smrt bunky dfive, nez
dojde k samotnému oplétani hyf hostitele. Nektrotrofni mykoparazité se vétSinou vSak vyviji
v tésné blizkosti hostitelskych hyf a casto jimi penetruji za Gcelem absorbce Zivin z jiz
usmrcenych bunck. Podle Veselé (1986) je 1 omotavani hyf hostitele jistd forma resistence.
Nekrotrofni parazité maji tendenci mit Siroké spektrum hostitelskych druhti hub a jsou

nespecializovani.

Klasifikace mykoparaziti podle hostitelsko-parazitickych interakei (Jeffries 1997)
Nekrotrof

kontaktni nekrotrof mykoparazit rostouci v uzkém kontaktu s hostitelskymi hyfami,
aniz by do nich penetroval
invazivni nekrotrof hyfy mykoparazita penetruji do hyf hostitele, rostou v nich a

zpusobuji jejich nekrozu a rozklad

Biotrof

haustorialni biotrof pronikd do hyfy hostitele pomoci kratkych hyfalnich vétvi
(haustoriti)

vnitrobunééni biotrof  penetruje do hyfy hostitele a obnaZzeny protoplast ze stélky
mykoparazita pronika do napadené cytoplazmy

fazujici biotrof stény hyf hostitele a parazita se v misté dotyku tésné spojuji,
hyfa hostitele neni hyfou parazita zjevné penetrovana, ale
vytvareji se mezibunécné kandlky propojujici protoplasty

hostitele a parazita

Biotrofni parazité penetruji hostitelské bunky a ziskavaji Ziviny pifimo z zivého
hostitele. Nezptlisobuji degradaci bunécné stény ani protoplastl a po urcitou dobu se vyviji na
hostiteli bez znamek vétSiho poSkozeni. Nejprve dochazi k adaptaci parazita na prostiedi
hostitele a postupné se zvySuje gradient odCerpanych Zivin, coZ ma za néasledek pomalejsi rlst
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a vyvoj napadené¢ho jedince. K usmrceni dochdzi zpravidla az po utilizaci vét§itho mnozstvi
zivin (Jeffries 1995). Typické pro biotrofni mykoparazity je zké spektrum hostiteld, tvorba
specifickych infek¢nich struktur (Manocha 1990) a v porovnani s nekrotrofnimi mykoparazity

nulova produkce exotoxini (Jeffries 1997).

b) Introdukce avirulentnich a hypovirulentnich kmeni fytopatogennich organismii
Principem této metody je zdmérné vyuzivani kmenid patogenti s vyrazné oslabenou
patogenni aktivitou. Pfi praktickém vyuzivani této metody jsou vyuzivany nepatogenni kmeny
nebo hypovirulentni (tj. slabé patogenni) kmeny fytopatogennich hub. Oslabené¢ kmeny
nemaji schopnost vyvolat onemocnéni rostliny nebo maji tuto schopnost snizenou, a i pfi
vhodnych podminkach prosttedi nedochazi ke vzniku infekce (Landa 2002). Nepatogenni
kmen druhu Fusarium oxysporum se vyuziva v biologické ochrané rostlin proti patogennim

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

c) Indukce resistence rostlin

Indukovanou rezistenci rostlin mizeme chapat jako neptimou metodu ochrany rostlin
a patii mezi dalezitou metodu (Sequeira 1983; Kuc 1987; Kloepper et al. 1992). Indukovana
rezistence je fyziologicky ,,stav zvySené obranné schopnosti“ vyvolany specifickymi vnéj$imi
stimuly, pomoci né¢hoZ jsou vrozené obrany rostlin zesileny naslednymi biotickymi zménami
(van Loon ef al. 1998). Rezistence rostlin miZe byt navozena lokaIné nebo systemicky (ISR).
Systemicka indukovand resistence mize byt navozena riznymi mikroorganismy za ucelem
ochrany rostliny proti ptidnim ¢1 listovym patogenim (Paulitz a Matta 1999). Rostliny maji
potencialni nebo faktickou schopnost vyuzivat rizné ptirozené obranné mechanizmy, které
limituji infekci patogenem. Obranné mechanismy rostlin mohou byt indukovany biotickymi a
nékterymi abiotickymi faktory (tzv. elicitory). Biotickymi elicitory mohou byt jak vlastni
patogenni a nepatogenni organizmy, tak i jimi produkované¢ metabolity. NejznaméjSimi
obrannymi reakcemi rostlin je naptiklad zesilovani bunécnych stén (depozice a akumulace
ligninu, celuldzy, fenolytickych latek, aj.), produkce antibiotickych molekul (fytoalexini),
odumieni hostitelské buniky v misté infekce (hypersenzitivni reakce) a produkce reaktivnich
kyslikatych latek, spojend se zvySenou peroxidazovou aktivitou a polymerizaci bunécnych
fenoli (Hammerschmidt a Kuae 1982; Lamb et al. 1989; Kuc 1995). Rostliny jsou také
schopné vyvijet rezistenci proti naslednému S$ifeni a vyvoji fytopatogenil v neinfikovanych
pletivech. Obranné mechanizmy rostlinného organizmu indukuji  dlouhotrvajici,

Sirokospektralni systémovou resistenci k dané¢ infekci (Ryals et al. 1994). Patogen
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Coletotrichum orbiculare je vyuzivan jako elicitor. Patogen je aplikovan na délozni listy nebo
prvni pravy list, vlivem jeho patogeneze navozuje rezistenci na svrchnich listech téze rostliny.
Nékteré bioagens vyuZivané v biologické ochrané rostlin mohou byt vyuZity jako elicitory.
Ptikladem je druh bakterie Pseudomonas sp. a mykoparazitickd houba Trichoderma sp.. Tyto
bioagens jsou schopny navodit obranné mechanismy v rostlinach (Haas a Defago 2005;

Harman 2004).

d) VyuZiti supresivnich piad

Supresivitu pidy lze definovat jako stav, pii kterém je v dané pudé v dusledku
pritomnosti konkuren¢nich mikroorganizmi vyrazné omezen vyvoj puvodci onemocnéni
a/nebo hmyzich sktudcii kulturnich rostlin. Ptipadné téz jako stav, kdy Skodlivy organizmus se
v pudnim substratu sice vyskytuje, ale v diisledku konkurence jinych mikroorganizmi neni
schopen vyvolat onemocnéni nebo zpiisobit poskozeni rostlin. Vlastnost supresivnich pud je
pravdépodobné déna jak souborem abiotickych (fyzikdlnich, chemickych), tak i1 biotickych
(antagonistické mikroorganismy) faktorti (Chytilova a Dusek 2007).

2.5. Mykoparazitické houby

Mykoparazitické houby jsou piirozenymi neptateli fytopatogenich hub, které
zpusobuji rizna onemocnéni rostlin. Svoji aktivitu neprojevuji na vétsi vzdalenost, ale jen pti
tésné asociaci hostitele a mykoparazita (Okrouhla 1993). Mykoparazitické houby byly poprvé
popsany roku 1800 mykology, ktefi se zajimali o choroby rostlin (Veseld 1986). V soucasné
dob¢ je popsano okolo 1000-2000 druhit mykoparazitickych hub, které napadaji ptfiblizné
2500 druhli jinych hub (Prokinova 1996). Vztahy mezi mikroorganismy a patogeny rostlin
byly znamy jiz v tficatych letech, ovSem zajem o né vzrostl aZ v poslednich letech po
dasledcich neuvazené¢ho pouzivani chemickych pesticidi. O biologickou ochranu se tedy
zacalo masove zajimat az na konci sedmdesatych let (Nesrsta 1991).

Houby pouzivané jako prostiedek biologické ochrany rostlin maji v porovnani
s bakteriemi zijicimi rovnéz v pud¢ daleko vétsi schopnost Sitit se v ptid¢ a v rhizosféte, coz
je dano aktivnim rastem hyf. Existuje celd fada druhd hub, které byly zkoumany jako
prostfedek biologické ochrany rostlin, ale mezi nimi jednozna¢né¢ dominuji houby rodu
Trichoderma. Toto odrazi fakt, Ze houby rodu Trichoderma snadno rostou a maji Siroké
spektrum hostitelti (Whipps a Lumsden 2001).

Mykoparazitické houby lze rozdélit na parazity napadajici piidni patogeny, zejména

druhy rodu Fusarium, Pythium, Rhizoctonia a na parazity hub napadajici patogeny na
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nadzemnich ¢éstech rostlin, ptikladem Ampelomyces quisqualis parazitujici na patogenu
zpusobujici padli rostlin. Nékteré mykoparazitické houby maji 1 pozitivni €inky 1 na rist a

vyvoj rostlin (Sejketov 1982).

2.6. Houby rodu Trichoderma

Houby rodu Trichoderma jsou vlaknité houby béZné se vyskytujicich v piid€ polnich 1
lesnich ekosystému. Ve fyloplanu se nachézi v tlejicim dieve. Nejcastéji se nachazi v ptidach
mirného a tropického pasma. Houby rodu Trichoderma jsou antagonistické a mykoparazitické
druhy napadajici Siroké spektrum pidnich plivodcli onemocnéni rostlin. V prostredi jsou
schopny konkurovat patogenim jak osidlovanim ekologické niky, tak i Cerpanim zivin
z okoli. Jsou téz dobrymi dekompozitory organické hmoty a jsou schopny rozkladat celulézu
(Nesrsta 1991).

Rod Trichoderma byl do mykologické literatury uveden Personem v roce 1794,
druhem T. viride Pers. ex S. F. Gray. Houby rodu Trichoderma spp. jsou aktivné vyuzivany
proti celé tfad¢ rostlinnych patogenii od 20. let 20. stoleti. Houby rodu Trichoderma se
rozmnoZzuji jak pohlavné, tak nepohlavné. Telemorfy ndlezi do rodu Hypocrea (Ascomycota,
Ascomycetes, Hypocreales) a nepohlavni forma resp. anamorfni stddium nalezi do rodu
Trichoderma (Mitosporické houby, Hyphomycetes, Moniliales). (Nesrsta 1991; Chaverri a
Samuels 2003). Vytvaieji perfektni stadia nadlezici do tfidy Ascomycetes a imperfektni stadia
fazena do ttidy Hyphomycetes (Nesrsta 1991).

Uspéch druhtt Trichoderma jako biologické agens je postaveno zejména na jejich
vysoké reprodukéni schopnosti, schopnosti pfezit v neptiznivych podminkach, vyuziti Zivin,
moznosti modifikace rhizosféry, silné agresivité resp. u€innosti proti fytopatogenim druhiim
hub. Tyto vlastnosti pak umoZnuji osidlovat rtiznorodé habitaty v rlizné¢ vysoké populacni
hustoté (Chet ef al. 1997). Existuje piimy vztah mezi distribuci druht, teplotnimi podminkami
a vlhkosti prostfedi. Z toho Ize usoudit, ze pudni prostfedi obohacené o nutri¢ni zdroje a
podminky kultivace se vyznamné podepisuji na morfologii kultivovaného kmene. Houby
Trichoderma jsou u¢inné jak na pudni patogeny, tak i na patogeny vyskytujici se ve fyloplanu
(Monte 2001). Lepsi u€innost hub byla zaznamenana v kyselejSim prostfedi s pH okolo 3.5-
5,6 (Domsch et al. 1980). Excelentni vysledky byly dosazeny zejména v boji proti Pythium
ultimum a Rhizoctonia solani pomoci T.virens (Chet et al. 1997) a regulaci Verticillium
dahliae pomoci T. harzianum v porostech brambor (Chet a Inbar 1994).

Limitujicim faktorem je vedle vlhkosti i teplota pady. Druh 7. harzianum se vyskytuje

zejména v teplejSich podminkdch a naopak 7. polysporum a T. viride se vyskytuji
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v chladngjSich oblastech (Danielson et al. 1973). Rozsah teplot, ve kterych mohou tyto druhy
rust, je Siroky. Druh 7. polysporum je schopen piezivat piiteploté kolem 0°C a naopak druh
T. koningii je schopen pieZivat v teplotach kolem 40 °C (Domsch et al. 1980). Teplota
stimuluje aktivitu jejich metabolismu, specialni produkci t€kavych antibiotik a enzymu
(Tronsmo a Dennis 1978). Teplotu piidy ovliviiuje vodni potencional, ktery stimuluje rtst hyf,

produkci spor, schopnost kli¢it a hlavné biologickou aktivitu hub (Clarkson 2004).

Identifikace a morfologie hub rodu Trichoderma

Rifai (1969) a Bissett (1991) se zabyvali morfologickymi znaky, které jsou
charakteristické pro rozliSeni druhi hub rodu Trichoderma. V roce 1969 se Rifai pokusil
vytvofit prvni realny klasifikaéni systém druht Trichoderma. Systém byl zalozen na
rozeznavani morfologie jednotlivych druhii a na koncepci druhovych agregatti. V roce 1991
podle Bisetta doSlo k aktualizaci morfologické klasifikace druhti pomoci vypracovaného
klice. Typické jsou pro né prepazky (septy) mezi jednotlivymi buitkami hyf. Oba autofi se
shodli, Ze existuji problémy v identifikaci hub rodu Trichoderma na zékladé¢ morfologickych
struktur. Znaky urcené k charakteristice a identifikaci hub rodu Trichoderma jsou né€kdy tézko
odlisitelné a proto nejsou dostatecné¢ presné k identifikaci jednotlivych druhti. Pfesto pii
peclivém pozorovani morfologickych struktur lze dostate¢n¢ identifikovat druhy
Trichoderma, alespon do té miry, do jaké byly adekvatnim zpisobem popsany v dostupné
literatuie. Identifikace na zakladé¢ morfologickych znakll zistdva zakladni metodou pro
identifikaci a ovétovani druhti v Trichodermy (Samuels 1996). Nicméné v soucasné¢ dob¢ se
pouzivaji pro identifikaci genetické metody (Lieckfeldt et al. 1998).

Metody vyuzivané pro odliSeni jednotlivych druht rodu Trichoderma jsou zaloZeny na
universalnim primeru PCR identifikace spolu s UP-PCR produktem kiiZzové hybridizace a
ITS1 ribotypizace. Dochazi tedy k identifikaci markeri pro rozvoj specifické detekce
zkoumajici oznacené¢ druhy. Timto postupem jsou zjiStovany podrobné mezidruhové
souvislosti. Vcetné velmi proklamovanych druhit 7. harzianum, T.virens, Clonostachys
roseum f. roseum (Gliocladium roseum), které jsou popsany jako antagonisté bojujicich proti
pudnim patogentim. Samotna podobnost mezi druhy se vyhodnocuje dot blot hybridizaci
s pomoci UP-PCR, ktera byla pouzita pro seskupeni druhti do patnacti genetickych subjekt.
ITS ribotypizace byla provedena digestaci PCR, vyuzivajici rDna a produkty elektroforézy.
Informace ziskané z kombinace UP-PCR a ribotypizace mohou objasiiovat klasifikaci druhti 1
pies jejich odliSnosti, ovSem k nalezeni specifickych genetickych markeri je tfeba znat vice

genetickych  souvislosti. Metoda fedéni na selektivnich mediich kombinovana
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s morfologickymi studiemi se tradiné pouziva pro populacni studie druhi téchto hub
(Papavizas 1985). Nevyhodou této metody je obCasna zdména mezi druhy jednoho kmene
nebo téz problematické vyhodnocovani vysledkii vzacnéjSich isolatii. Proto je tieba pouzit
takovou metodu, kterd by usnadnila rozeznani a monitoring druhd, coz by pfispélo k lepSimu
pochopeni druhti ptirozené se vyskytujicich v prostfedi nebo introdukovanych do prostiedi ve
formé biopreparata (Jensen a Wolffhechel 1995). Nékteré tyto metody pak usnadiiuji studie
efektu selekéniho tlaku na diverzitu pivodnich druhlt Trichoderma v pidé€ i v rhizosféie a
umoziuji tak rozSifeni znalosti genetickych struktur a populaéni dynamiky ptvodnich
populaci v raznych typech ptid pted introdukcei selektivnich druhti. Za zminku stoji i testovani
a tfidéni druhii podle schopnosti navodit supresivni prostiedi v riznych pudach (Liibeck et al.
1996). Trichoderma ma potenciondl se stdt cennym organismem pro studie diversity a
genetickych struktur populaci.

Znaky kolonii mohou byt rozliSujici a charakteristické pro jednotlivé druhy. Nicméné,
popsat vzhled kolonie s dostate€nou piesnosti je obtizné, tak aby mohl byt vyuZit pro
identifikaci druhi. Rychlost ristu kultury miize napomoci k odliSeni druhti, které jsou si
morfologicky podobné. Tvorba konidii na konidioforech riizné rozmisténych v myceliu nebo
na konidioforech tvofticich svazecky (synemata) nebo pustuly je obvykle charakteristické pro
jednotlivé druhy. Pigmenty mohou byt téz charakteristické, ackoliv barva téchto pigmenta se
vyrazn€ u hub rodu Trichoderma neméni. Kmeny nalezejici do sekce longibrachiatum maji
obvykle ndpadné svétlé zeleno-zluté pigmenty, alesponn pfi prvni izolaci. Svétleé Zzluté
pigmenty jsou bézné u nékterych druhd, ale nejsou pfili§ vyrazné. Barva mycelia druhii hub
rodu Trichoderma ptimo koreluje se stupném sporulace kultury. Barva kultury osciluje od
zluté pres rtizné odstiny zelené barvy. PIné sporulujici kultury nékterych druhti maji az tmavé
zelené zbarveni (Gams a Bisette 1998; Schuster a Schmoll 2010).

Tvorba vétvenych konidiofort a jejich agregace do synemat nebo pustul je vyuzita pro
identifikaci kment Trichoderma a jejich zatazeni do sekci a druhovych agregatti. Kompaktni
pustuly jsou charakteristické pro druhy zatfazené v sekci Pachybasium. Vétveni konidiofora
muze byt pravidelné, kdy jsou konidiofory umistény pteslenovité, nebo miize byt vétveni
konidioforli nepravidelné. Vétve mohou byt Siroké a rovné nebo relativné uzké a zvinéné. Po
n&které druhy je typické, Ze $picky konidioforii konéi sterilnim protazenim. Spicky mohou byt
rovné, vinité nebo rizné stocené. Konidiogenni buitky mohou byt uspotadany pravidelné
dokola kolem hyfy konidiofrou nebo mohou bat umistény v paru nebo rtizn€ rozmisténé. Tvar
konidiogennich bunék je charakteristicky pro danou sekci. Konidiogenni buiiky jsou kratké a

zakulacené v sekci Pachybasium, zatimco v sekci longibrachiatum jsou podlouhlé a
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lahvicovité az témét valcovité. Termindlni konidiogenni bunky jsou u vétSiny druht vice
prodlouzené a §tihlé (Anonym 2). Konidie jsou jednobunééné hladkeé, tenkosténné vétSinou
kulovité az vejcité (2,5-3,0 x 2,0-2,5 um). Konidie vznikajici z konidiogennich bunék jsou

mucilagenni hmotou drzeny u sebe v tzv. bali¢cich (Gams a Bisette 1998).

Kolonizace kofene

Kolonizace kotfenti houbami rodu Trichoderma pfispiva k lepSimu vstfebavani a
vyuziti zivin, rastu a vyvoji dané rostliny a zaroven dochazi k navysSeni vynosu. Po aplikaci
také dochdzi k navozeni resistence v rostlinach a ty odolavaji snadnéji jak abiotickym, tak 1
biotickym stresim. Po aplikaci 7. hamatum a T. koningii kliziova byl zaznamenan
nekolikanasobné vyssi vynos péstované plodiny v polnich podminkach (Arora et al. 1992).
Obdobné vysledky v navyseni produkce byly zaznamenany i u sklenikovych plodin, kde byla
aplikovana Trichoderma harzianum (Chet et al. 1997). V laboratornich podminkach byla téz
zjisténa vetsi klicivost namotfenych semen diky zvySené ¢innosti auxinil, cytokininu, navzdory
produkci etylenu a indolu jinych vladknitych hub (Benitez et al. 1998). Spolu se syntézou a
stimulaci rostlinnych hormont dochazi u Trichoderma k okyselovani okolniho prostiedi
vylu€ovanim organickych kyselin (napt. kyselina glukanova, kyselina citronovéd a kyselina
fumarovd) (Gomez-Alarcon ef al. 1994). Tyto kyseliny dokaZou rozpoustét fosfaty, mineralni
kationty (Zelezo, mangan a hoicik), coz se da velmi dobie vyuzit k navySeni vynosu

péstovanych plodina na chudych pidach (Harman 2004).

Enzymaticka a antibioticka produkce

Houby rodu Trichoderma produkuji vyznamné enzymy degradujici polymery. V
oblasti vyzkumu produkce enzymt miizeme Trichoderma spp. zatadit hned po Aspergilus sp.
(Kubicek a Harman 1998). Velmi vyznamny je celulolyticky komplex, ktery degraduje 1
krystalickou celulézu. Z dalSich vyznamnych enzymii miZzeme zminit xylanazu, chitinazu,
glukanazu (Carsolio et al. 1994). K ochrané kotenového systému pfispivaji antibiotika a
extracelularni lytické metabolity, vznikajici diky zvySenému bunénému obsahu
endoplasmatického retikula. Samotna ochrana neni odvozena jen z tvorby vlastnich antibiotik
hub Trichoderma, ale také ze schopnosti produkovat latky stimulujici rostlinny organismus
k produkci vlastnich antimikrobidlnich slou¢enin (Harman et al. 2004). Antibiotika pisobi
synergisticky senzymy a déli se do dvou vétSich skupin (Benitez et al. 2004).
Nizkomolekularni nepolarni komponenty s del§i piisobnosti na mikrobidlni komunity a

polarni antibiotika a peptidy s kratSimi G¢inky (Lorito et al. 1996). Podle Prokinové (1966)
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mohou metabolity piisobit nejen stimulacné, ale také vysoce toxicky pro urcité druhy hub.
Kmeny jsou schopny produkovat vice nez 100 riznych metabolitd s antibiotickou aktivitou.

Produkci antibiotik je nejvice zndma Trichoderma viride (Harman a Kubicek 1998).

2.7. Nejvyznamnéjsi druhy rodu Trichoderma

Trichoderma virens Miller, Giddens a Foster

Trichoderma virens je kosmopolitné rozSifeny druh mykoparazitické houby, ktery byl
odizolovan ze sklerocii houby Sclerotinia minor v Beltsville v USA (Hebbar a Lumsden
1999). T. virens kmen GL 21 je aktivni sloZkou komercniho biopreparatu SOILGARD™ 12%G,
ktery je registrovan v USA. Obecné je T. virens z hlediska jeho mozného vyuziti v biologické
ochrané rostlin povazovano za velmi perspektivni druh (Wilhite et al. 1994).

Perfektni stddium 7. virens patii do rodu Hypocrea, ktery vytvaii dobie vyvinuta ziveé
zbarvena stromata, v nichZ jsou ulozena peritécia. Imperfektni forma 7. virens nalezi do
pomocného oddéleni Deuteromycota (Hyphomycetes, Moniliales) (Hebbar a Lumsden 1999).

Houba T. virens vytvaii zpocatku bilé vatovité mycelium, které pozdeji méni barvu na
zelenou. Barva mycelia pfimo koreluje se stupném sporulace kultury. PIné sporulujici kultury
maji az tmavé zelené zbarveni. Mycelium 7. virens je vlaknité, vétvené, prehradkované,
vétSinou tvorené jednojadernymi bunkami. Na myceliu se tvofi septické konidiofory, které se
v horni casti vétvi. Na konidioforech se vytvéareji masy hyalinnich nebo jasné zbarvenych
jednobunéénych konidii kulovitého tvaru, které se tvoti ve vrcholové ¢asti postupné za sebou.
Konidie se drzi pohromadé, nebot’ jejich soudruznost jim zabezpecuji kapénky mucilagenniho
sekretu (Vana 1996). T. virens je saprotrotni i mykoparazitickd houba, jejiz ptitomnost v pidé
zvysuje ptirozenou supresivitu ptid. Tento druh houby se bézn¢ vyskytuje jako soucast piidni
mikrofléry ve vSech plidach, zejména v pidach, které jsou bohaté na organické latky. T.
virens parazituje na mnoha plidnich houbéach zplisobujicich padani kli¢nich rostlin. Mezi
vyznamné hostitele ztéto skupiny patti Fusarium spp., Sclerotinia spp., Pythium spp.,
Verticillium spp., Botrytis spp. a Rhizoctonia spp. (Dennis a Webster 1971; Howell et al.
2000, Howell 2002). Houba T. virens plisobi na patogeny také produkci antibiotickych
metabolith gliovirinu a gliotoxinu (Howell ef al. 1993; Howell a Puckhaber 2005; Hanson a
Howell 2004), které maji antibakteridlni a fungistatické ucinky. 7. virens obvykle pieziva
v pid€ na organické hmoté¢ vegetativnimi segmenty mycelia, nékdy také chlamydosporami

(Samuels a Rehner 1993).
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Trichoderma harzianum (Rifai) 1969

Rychlost riistu mycelia tohoto druhu je pomalejsi nez u jinych druhti. M4 schopnosti
zbarvovat agar do zluté aZ temné oranzové barvy. Kolonie rychle osidluji rhizosféru
(Okrouhld 1993) a diky velké produkci propaguli velmi dobie piezivaji (Klein et al. 1998).
Barva kolonii se méni nejprve od prisvitné bilé az po tmavé zelenou, v zavislosti na sporulaci
kultury. Casem se méni i struktura mycelia od hladké vrstvy na tzv. chomacky (Nesrsta,
1991). Konidiofory se stromeckovité vétvi a fialidy se formuji do lahvicovitého tvaru.
Konidie jsou kulovité, zbarvené do bled¢ zelen¢ barvy (Kubicek a Harman 1998). Vyuziva se
hojné v ochrané rostlin. Chrani rostliny proti kofenové hnilobé mrkve, sklerotiniové hnilobg
cibule nebo také proti patogenlim Rhizocotnia solani, Botrytis cinerea a rodu Fusarium (Sivan
a Chet 1989; Gullino 1992; Vinale et al. 2004). U¢innost 7. harzianum je zalozen na
schopnosti mobilizovat velké mnozstvi dileZitych plidnich Zivin pfi kompetici s jinymi
mikroorganismy. Na bdzi této houby jsou registrovany ptipravky: Root Pro, Trichodex
(Izrael), RootShield, PlantShield, T22 Planterbox (USA), Trianum (Holandsko). V Ceské

Republice byl donedavna registrovany piipravek Supresivit.

Trichoderma viride Pers., (1794)

Je jednim z Casto popisovanych hub rodu Trichoderma. Houba T. viride je schopna
degradovat organochloridové latky v ptidnim prostfedi (Smith 1995) a schopna regulovat
fytopatogenni druhy hub jako Rhizoctonia, Pythium a Sclerotinia (Brown a Bruce 1999;
Brown et al. 1999). ZlepSuje také dostupnost fosforu pro rostliny (Rudresh et al. 2005).
Kolonie houby T. hamatum se vyznacuji rychlym rstem, po 7 dnech na MEA pti 25 °C
pokryvajici celou Petriho misku fidkym bélavym myceliem, pozd¢ji pii sporulaci piechazi do
tmaveé zelené barvy. Nezbarvené konidiofory se opakované pyramidovité vétvi. Lahvicovité
konidiogenni buiiky Casto se zakfivenym krckem vyristaji po 2-4. Konidie jsou kulovité az
Siroce elipsovité s rozméry cca 3,5-4,5 um. Bradavi¢naty povrch se barvi do tmavé zelené. Ve
starSich koloniich se casto tvofi chlamydospory kulovitého tvaru (Samuels 1996).

Teleomorfou druhu T. viride je Hypocrea rufa.

Trichoderma atroviride (Rifai)

Radi se mezi vldknité kosmopolitni houby. Tvoii rychle rostouci stfednd husté
mycelium. Barva kolonii je vodnaté bild s chomackovité vzduSnym povrchem. Pod modrym
svétlem jsou po tydnu inkubace dobie viditelné¢ spory. Konidie se tvofi na kompaktnich

pustulach, které jsou rovnomérné rozmisténé po médiu. Zndmd je jeji ucinnost proti
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Rhizoctonia solani na rajcatech, fazolich okurce a jahodach. Mechanismus byl studovan na
dvou kmenech 7. atroviride P1, (ATCC 74058) a divokém kmeni ziskaném ze Svédska IMI
206040. Celkovy uspéch je zalozen na schopnosti mobilizovat velké mnozstvi dalezitych
pludnich zivin pfi kompetici s jinymi mikroorganismy. Morfologicky je snadno zaménitelny
s tmaveé zelenymi konidiemi 7. asperellum a T.harzianum (Brunner et al. 2005; Gullino

1992).

Trichoderma hamatum: (Bonord.) Bainier 1906

Kolonie 7. hamatum rostou pomaleji, tvoii fidké mycelium, které je zbarvené bélave
nebo Sedozelené. Konidiofory jsou zna¢né vétvené, na konci hyf netvoii konidiofory.
Konidiogenni buiikky jsou seskupeny po 2-5 na vrcholu konidioforu, nékdy vyrustaji
jednotlivé a nepravidelné na delSich vétvich. Konidie jsou bledé zelené, hladké a ovalné. T.
hamatum se nejlépe rozviji na humusu promichaného s opadem listnatych stromi (Widden a

Hsu 1987).

2.8. Coniothyrium minitans W.A. Campb. 1947

Mykoparaziticka houba Coniothyrium minitans (Ascomycota: Pleosporales:
Leptosphaeriaceae) vytvari variabilni kultury, které se zprvu vyznacuji slabSim mycelialnim
ristem. Postupem Casu se povrch hyf stava zrnitéj$i a houstne. Mycelium produkuje velké
mnozstvi pyknid zformovanych do fetizkli anebo byvaji volné rozmistény mezi hyfami. Jejich
tvar je kulovity az ovalny s tmavé hnédym az ¢ernym nadechem o velikosti kolem 150-600
pm. Vnéjsi sténa pyknid je tvrdSi se silnym pigmentem, zatimco vnitini ¢ast je mékka a
hyalinni. Ob¢ dvé ¢asti jsou tvofeny pseudoparenchymem. Rist pyknid se prokazal nejen na
povrchu, ale také 1 uvnitf Zivnych kultur. DalSim utvarem jsou konidiogenni bunky,
vyrustajici z vnitini stény pyknid. Pyknospory jsou tmavé barvy, pfipominajici vejCitou az
elipsoidni strukturu. Jejich velikost je o dva fady nizsi nez velikost pyknid, cca kolem 4-7 x 3-
4 pm. Zndma je schopnost rozpoznani hostitele a pronikéni C. minitans pomoci penetracnich
hrotii pfimo pigmentovou skvrnou nebo skrz nékteré poskozené misto na bunécné sténé. Poté
pomoci enzymil (glukandz, chitindz) umoziuje postupnou lyzi buiiky (Zeng et al. 2012; Kaur
et al. 2005).

Houba C. minitans byla prvné izolovéana ze sklerocii Sclerotinia sclerotiorum v roce
1947 v Kalifornii, pti studiich provadénych na rostlindich napadeny hlizeckou obecnou
(Cambell 1947). Jedna se o kosmopolitni organismus vyskytujici se na vSech kontinentech

kromé Antarktidy (Bennett er al. 2006). Radi se mezi uzce specializované mykoparazity,
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napadajici sklerocia hub Sclerotinia sclerotiorum, S. trifoliorum, S. minor, S. cepivorum i
Botrytis cinerea (Gerlagh et al. 1996; Zeng et al. 2012).

Spory dobie kli¢i ve vlhéi padé s teplotami mezi 5 a 25 °C. Idedlni vlhkost ptdy je
mezi 60-70% a teplota mezi 10 a 25 °C. V susSich podminkich se konidie na povrchu
sklerocii dozivaji maximaln¢ deseti mésicti (Bennett et al. 2006). Stejné je to 1 s teplotou,
mycelium pfi teploté nad 30 °C blokuje sviij rast (McQuilken a Whipps 1995).

Ziskava se z plidy pomoci metody fedéni nebo metodou prekolonizace. Vyuziva se
proti hlizence obecné¢ u fepky, celeru a slune¢nice (Luth 2001). Neparazituje jen na
sklerociich, ale 1 pfimo na myceliu patogena (Yang et al. 2007; Huang 1977). Proto se stala
soucasti mnoha studii, které potvrzuji vysoky potenciadl vyuziti toho mykoparazita, jako
bioagens v ochran¢ proti chorobam zptisobenym S. sclerotiorum (Yang et al. 2007). V dneSni
dob¢ se na trhu mizeme setkat s produktem Contans WG, distribuovany do obchodl
v granulované podob¢. Podminkou G¢innosti tohoto preparatu je spravné roziedéni piipravku
a vpraveni do hloubky pldy cca 5-10 cm. Postiiky je nutné provadét nékolik tydnl pred

vysadbou, tak aby se poskytl ur¢ity ¢as pro kolonizace patogena.

2.9. Rod Clonostachys Corda (Clonostachys rosea f. catenulata, C. rosea f. rosea)
Mykoparazitické houby rodu Clonostachys se bézné¢ vyskytuji v pade. Druh
Clonostachys rosea f. rosea kolonizuje rostliny jako endofyt, ale dokdze zménit svoji potravni
strategii na saprofytismus nebo parazitismus, kde napadd jiné houby, ale 1 hlistice. Rod
Clonostachys nejprve vytvari vinaté bélavé mycelium, které se po urcité dobé zbarvuje do
ruzova (C. rosea f. rosea) nebo do zelena (C. rosea f. catenulata). Konecnou fazi barevné
pfemény je formace zelen¢ho stiedu kolonie u obou druhfi. Nékdy se mohou objevovat i
koncentrické kruhy, oddé€lujici mezi sebou sterilni mycelium. Spodni strana kultury na zivné
pudé byva nazloutla nebo je nezbarvena. Konidie nepftili§ rychle rostou a jsou formovany do
fetizkli obalenych slizem, jejichz délka mtze dosahovat az 150 um. Struktura konidii je lehce
elipticka s hladkou konturou. Maximélni teplota pro sporulaci je 29 °C. Optimalni podminky
jsou 25-28 °C, minimum 4-8 °C. Tvoii se dva typy konidiofori: (1) pfeslenité vétvené
konidiofory se tiemi az péti dlouhymi Stihlymi fialidy, nesouci na vrcholu kulovity shluk
konidii a (2) Stétcovité vétvené konidiofory s fialidami pfitisknutymi k sobé a konidiemi
slepenymi v nepravidelné utvary na vrcholu konidioford. Konidie z obou typti konidiofort
jsou jednobuné¢né, hyalinni, ovalné nebo elipsovité, avSak pii pohledu z boku mirng
asymetrické, hladké, obvykle 5-7 x 3-4 um velké. Hlavni diagnostickym znakem je tedy tvar

konidioforu.
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Vyznamna schopnost C. rosea f. rosea, pro kterou je tato houba cenéna spociva
v produkci celé tfady tékavych latek, které jsou toxické pro hmyz, bakterie 1 jiné houby
(Sutton a Sirjusingh 1996). Mezi tyto latky patii napiiklad gliotoxin s fungistatickymi u¢inky
nebo téZ rizné druhy antibiotik, které snizuji nasledky poskliziiového tthynu a chrani semena
v dobé pred vyklicenim. Jako biologické agens se vyuziva v boji proti Botrytis cinerea, kdy
penetruje hyfy a konidie hostitele. Hlistice infikuje zachycenim svych konidii k pokozce, po
procesu kliceni dochéazi k prortstani epidermis a k usmrceni hostitele. Zasadni vyuziti je
ovSem v boji proti patogenim. Dobré vysledky byly zaznamenany u Moniliophthora
perniciosa (znama jako Crinipellis perniciosa), Moniliophthora roreri a Phytophthora
palmivora (Krauss a Soberanis 2002), které omezuje v kompetici o Ziviny a parasitaci jejich
hyf. Podle studii na Pinus radiata ma schopnosti parazitace na hyfach patogena Fusarium
circinatum, pomoci antibiézy (Sirjusingh 1996). Nedavno byly také u toho druhu prokazany
endofytické schopnosti na kakaovniku. Podle Schroers ef al. (1999) se hojné vyuziva v boji
proti Clonostachys byssicola, kterda osidluje rhizosféru, listy a semena kakaovniku na

Kostarice (Ten Hoopen et al. 2003)

2.10. Izolace mykoparazitickych hub z ptidniho prostiedi

Z pudnich vzork mohou byt izolovany mykoparazitické druhy hub rodu Trichoderma,
rodu Clonostachys, Coniothyrium minitans popiipad¢ 1 houbé podobny organismus Pythium
oligandrum. Houby rodu Trichoderma jsou relativné snadno izolovany z pidy nékolika
dostupnymi konvencnimi metodami, a to diky jejich rychlému ristu a velké tvorbé konidii.
Diky tvorbé chlamydospor jsou také snadno ziskdvany metodami zalozenymi na promyvani
pud (Gams a Bisset 1998). Pokud jde o dal$i metody izolace téchto hub, nabizi se celad fada
technik, z nichz nekteré je doposud nutné optimalizovat, popiipad¢ zptesnit, protoze ziskavani
¢istych kultur je tou nejdiilezitéj$i podminkou pro dalsi praci s témito organismy. K nejvice
vyuzivanym metodam (selektivni) izolace patii naptiklad metody PPT (,,Pre-colonised plate
method®), vyuziti selektivnich Zivnych piad, DTP (,,Dilution plate method*) (Rabeendran et
al. 1998) a SBT (,,Sclerotia bait technique®), vyuzivajici jako ,,selektivni ndvnadu* sklerocia
houby Sclerotinia sclerotiorum (Ribeiro a Butler 1998).

Technika vyuzivajici ndvnadu (“bait technique”) spoiva v tom, Ze se organicky
substrat obohati o zivou ndvnadu nebo jiny vyzivny zdroj (slama, otruby, kroupy) a nasledné
se substrat promicha s testovanym vzorkem pudy. Pfedpokladem pouziti této techniky je ten,
ze ptitomny organismus bude parazitovat na vlozené navnad¢ resp. kolonizovat jiny zdroj a

tim se bude na téchto sloZkach vice rozmnoZovat a hlavné bude mozné tento zdroj nasledné
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izolovat. Sklerocia jsou €asto pouzivana pro selektivni izolaci mykoparazitickych hub z ptady.
Populace mykoparaziti mize byt v pidé navySena a nasledné isolovana i tim, ze se do pudy
vlozi rtizni patogenni druhy hub, napt. Verticillium spp., Rhizoctonia spp. a Sclerotinia spp..
Touto metodou se mohou ziskat druhy Coniothyrium minitans, Clonostachys spp.,
Trichoderma spp. (Gams et al. 2004). Ayers a Adams (1985) kvantifikovali mnoZstvi
vyskytujictho se druhu Sporodesmium sclerotivorum a dalSich paraziti sklerocii z poctu
infikovanych hostitelskych sklerocii, ktera se ptirozen¢ vyskytovala v pidé, nebo ze sklerocii,
ktera byla do plidy zdmérné vloZena jako Ziva ndvnada. Vyjmuté sklerocia z piudy vlozili na
filracni papir a po inkubaci sledovali jejich parazitaci. Sklerocia houby Sclerotinia
sclerotiorum mohou slouzit 1 jako navnada pro izolaci mykoparazitického druhu Pythium
oligandrum (Ribeiro a Butler 1992). Navnady nebyly obecné¢ v minulosti vyuzivany v
Sirokém méfitku k izolaci druhit hub z ptdy. SpiSe byly pouzivany sporadicky k zjistovani
volné Zijicich populaci mykoparaziti. Pro eliminaci destruktivnich patogent rostlin byla
pravé vyvinuta technika vyuZzivajici ndvnady s cilem izolovat mykoparazitické druhy téchto
nezadoucich druhtt hub. Zaroven se vyviji selektivni Zivné pidy pro izolaci
mykoparazitickych hub (Tuite 1969; Singleton ef al. 1992).

Pro izolaci Verticillium bigattutum pouzili metodu, kdy ptidni vyluh nanaseli na plné
porostlou kulturu fytopatogenni houby Rhizoctonia solani. Morris et al. (1992) upiesnili
metodu tim, ze aplikoval pidni vyluh na kulturu R. solani kultivovanou na Zivnou ptidu PDA
s upravenym pH na hodnotu 4. Mullligan a Deacon (1992) rozsitili metodu tak, ze vyuzili
dalsi hostitelské druhy hub. Pidni vyluh aplikovali na kulturu porostlou F. culmorum a tim
vyizolovali druh Pythium oligandrum, z patogena R. solani byly ziskany druhy rodu
Trichoderma, z Botrytis cinerea izolovali druh Papulospora. Pro izolaci druhu Clonostachys
rosea f. rosea pouzili vSechny tfi hostitelské druhy hub. Naneseni pudnich Ccastic z
testovaného pudniho vzorku na Petriho misku s potenciondlnim hostitelskym druhem je
alternativni metodou k metodé piedeslé, kde se na vyvinuté mycelium fytopatogennich druhii
aplikuje pidni vyluh. Mycelium hostitelského druhu slouZi jako Zivd ndvnada, na které
mohou parazitovat mykoparazitické druhy hub (Gams et al. 2004; Foley a Deacon 1985).
Metoda zaloZena na aplikaci vodniho vyluhu nebo naneseni ptidnich ¢astic na plné€ vyvinutou
kulturu fytopatogenni houby se nazyva ,,pre-colonised plate method*. Petriho misky porostlé
kulturou Pythium byly téz pouzity pro izolaci mykoparazitckého druhu P. oligandrum (Gams
et al. 2004).

Pro izolaci mykoparazitickych hub se zaroven vyviji selektivni zivné puady (Tuite

1969, Singleton et al. 1992). Pro izolaci druhu Talaromyces flavus z pudy je vyvinuta
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selektivni zivna plda, kde je vyuZzita Zivna plida PDA obohacend o kyselinu mlé¢nou (0,1%),
antibiotika (4 mg pimaricinu a 30 mg nystatinu) a hovézi zlu¢ (Oxgall, 0,5 g na litr) (Morois
et al. 1984). Izolovat rychle rostoucich a hojné sporulujici druhy hub rodu Trichoderma je
obvykle jednoduché. Semiselektivni techniky mohou byt pouzity pro zjistovani konkrétnich
druhti (Elad et al. 1981; Askew a Laing 1993). Elad a Chet (1983) modifikovali médium pro
izolaci hub rodu Tichoderma (glukoza 3g, agar 20 g, MgSO4 +7H20 0,2 g, K2HPO4 0,9 g,
KC1 0,15 g, NH4ANO3 1 g, chloramfenikal 0,25 g, fenaminosulfat 0,3 g, PCNB 0,2 g, Rose
Bengal 0,15 g, destilovand voda 1L) pfidanim 20 mg captanu na litr média po jeho
vysterilovani. Askew a Laing (1993) nahradili fenaminosulfat s propamokarbem nebo
metalaxylem. Tyto latky potlacili druh hub z odd€leni Oomycota. K selektivni izolaci druhu
Clonostachys rosea f. rosea a Trichoderma virens pouzili Park et al. (1992) médium s
benzylem, propionatem sodnym, bengalskou ¢erveni a antibiotiky, doplnéného o 1 mg etheru
a 60 mg acriflavinu nebo 20 mg gliotoxinu na litr. Williams et al. (2003) vyvinuli selektivni
zivnou pudu pro izolaci mykoparazitickych a antagonistickych hub rodu Trichoderma.
Pomoci této selektivni plidy mize byt kvantifikovano 1 mnozstvi propaguli Trichoderma ve
vzorku pudy. Zakladni médium je slozeno z 0,2 g MgS0O,.7H20, 0,9 g K2HPO4, 1,0 g
NH4NO3, 0,15 g KCl, 0,15 g bengal rose, 3 g glukézy, a 20 g bakteriologického agaru na
jeden litr destilované sterilni vody. Do takto pifipraveného zchlazeného média na 60 °C jsou
pfimichany antimikrobialni ptfisady vobjemu 40 ml (0,25 g chloramphenicol, 9,0 ml
streptomycin stock solution (1% wt/vol), 0,2 g quintozene, a 1,2 ml of propamocarb). Pro
detekci mykoparazitickych hub rodu Trichoderma z ptidniho prostfedi jsou v soucasnosti
pouzivana dalsi riizné selektivni média. Ptikladem selektivnich médii, ktera byla publikovana,
je médium oznacené¢ TSMC “Trichoderma selectivni medium” citované¢ Chen et al. (1988),
TSMAs vyvinuto Elad et al. (1983). Toto médium bylo dale modifikovano (Askew a Laing
1993) a oznateno TSB. Doposud nebyla vyvinuta selektivni Zivnd pida pro izolaci druhii
Clonostachys rosea f. catenulata, C. rosea f. rosea, C. minitans nebo organismus Pythium
oligandrum.

Nejcastéji pouzivanou metodou pro izolaci plidnich druhGt hub je tzv. metoda
zied’'ovaci "dilution plate method". Pidni vzorky musi byt fedény nékolikrat v sérii za sebou
(1:9). Natedény vyluh je nasledné inokulovan na Zivné medium obohacené¢ho o antibiotika.
vynikajici srovnavaci udaje. Vzorek pudy se pievede do sterilni vody nebo roztoku 0,05-0,2%
agaru, dextrinu nebo 0,1-0,2% karboxylmethyl celulézy. Tyto ingredience jsou pfidavany

proto, aby doSlo ke zpomaleni sedimentace piidnich ¢astic ¢imz je pidni vyluh rovnomérné
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rozvrstven v fedéném mnozstvi suspenze. Vzhledem k tomu, Ze se li§i pidy v hustoté
propaguli, doporucuje se zkuSebni analyzy s cilem ur¢it pomér pida/voda tak, aby se na
Petriho misce v priméru 100 mm objevilo minimaln€ 5 kolonii hub a maximalné 30 kolonii.
Nizké hustota kolonii zaruci, ze nedojde k interakci mezi izolovanymi druhy hub (Gams ef al.
2004).
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Monitoring vyskytu mykoparazitickych hub v padé

Monitoring pfitomnosti mykoparazitickych hub byl provadén na lokalitach
s konven¢nim a ekologickych systémem hospodateni. Na vybranych lokalitach vzdy sousedil
pozemek ekologického systému hospodafeni s pozemkem konvenéné zpracovavanym.
Vsechny vytypované lokality se nachazely na uzemi jiznich Cech. Lokality byly vyhledavany

pomoci vetejného registru pudy (Lpis).

Tabulka 1: Zakladni charakteristika lokalit ekologickych (EZ) a konvencnich (KZ) farem

zahrnutych do studie monitoringu ptirozen¢ho vyskytu entomopatogennich hub v pade¢.

Obec, okres Oznaceni Vyméra GPS soutadnice Nadm. Plodina

lokality (ha) 2010 2011

vyska

Nakolice, 1/EZ 9,93 N48 48.110 E14 50.021 480 jetel je¢men
¢. Budgjovice 1/KZ 2,00 N48 48.123 E14 49.883 483 pSenice | jeCmen
Nakolice, 2/EZ 9,93 N48 48.110 E14 50.021 480 jetel jeémen
¢. Budgjovice 2/KZ 10,36 N48 47.967 E14 50.117 481 zito pSenice
Hradisté, 3/EZ 31,50 N48 43.937 E14 32.906 631 oves pSenice
Gesky Krumlov 3/KZ 8,00 N48 43.762 E14 33.446 611 fepka pSenice
Dobrockov, 4/EZ 22,52 N48 54.253 E14 08.985 664 jetel jetel
Prachatice 4/KZ 8,12 N48 54.320 E14 09.370 652 louka louka
Dobra Voda, 5/EZ 18,84 N49 03.620 E15 05.924 612 konopi konopi
Jindfichiv Hradec =7 1220 |N4903.717E1506.053 | 613 jotel jotel
Bil4, 6/EZ 22,38 N49 04.264 E15 02.370 531 pSenice oves
Jindfichiiv Hradee | /KZ 10,75 N49 04.340 E15 01.936 530 pSenice mak
Dancovice 7/EZ 12,97 N48 57.845 E15 33.276 463 je¢men pSenice
Jindfichav Hradee | 7/KZ 141,06 N48 58.134 E15 33.464 467 pSenice | je¢men
Rancitov, 8/EZ 36,07 N48 55.747 E15 31.129 493 je¢men je¢men
Jindfichav Hradec 8/KZ 104,97 N48 56.106 E15 30.880 486 jetel jetel
Hluboké u Dadic, 9/EZ 155,10 N48 54.889 E15 32.237 485 zito oves
Jindfichav Hradee | 9/KZ 31,61 N48 54.551 E15 32.825 491 pSenice | jetel
Dvory, 10/EZ 13,56 N49 02.601 E13 57.258 575 pSenice pSenice
Prachatice 10/KZ 17,72 N49 02.842 E13 57.107 565 oves pSenice
Dvorec, 11/EZ 7,56 N49 05.664 E14 02.153 482 pSenice oves
Prachatice 11/KZ 10,03 N49 05.524 E14 02.312 474 oves pSenice
Pistina, 12/EZ 3,52 N49 03.080 E14 53.313 446 louka louka
Jindichiv Hradec 12/KZ 13,30 N49 03.127 E14 53.249 445 pSenice tritikale
Novosedly nad 13/EZ 17,68 N49 05.755 E14 50.495 422 pSenice louka
Nezdrkou, I.Hradec 37377 7.01 N49 05514 E1450.197 | 422 pSenice | jocmen
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3.1.1. Odbéry a skladovani ptidnich vzorku

Z hodnocené lokality byl odebran reprezentativni piidni vzorek o objemu ptiblizné 1,5

litru, ktery byl slozen z 5 dil¢ich vzorka. Piadni vzorky byly odebirany standardné na vSech

vybranych lokalitach. Jednotlivé kroky odbéra byly nasledujici:

vzorky pidy se po odstranéni vegetacniho pokryvu odebraly pomoci zahradnické lopatky
do hloubky 10-15 cm.

pudni vzorky byly vloZeny do sterilnich polyetylénovych sac¢kt — piidni vzorek byl slozen
z dil¢ich vzorki o objemu cca 1,5 litru.

soucasné s odbérem vzorku pidy byly zaznamenany naleZitosti lokality (pracovni nazev
lokality, GPS soutadnice, datum odbéru, tcel odbéru, typ hospodateni - ekologicky a
konvenéni systém hospodaieni apod.).

pied odbérem nového vzorku pidy byla zahradnickd lopatka zbavena zbytkd plidy a
vysterilovana alkoholem kviili zamezeni pfenosu pidnich mikroorganismii z jedné
lokality na druhou.

vzorky byly po odbéru v terénu ulozeny do tepelné izolovaného kontejneru a do doby

analyzy uskladnény v chladu (4-7°C).

3.1.2. Monitoring mykoparazitickych hub v pidé pomoci semi-selektivnich Zivnych pid

- Metoda DPT (,,Dilution plate technique*)

Principem metodického postupu je aplikace vyluhu ziskaného z analyzovanych

pudnich vzorkd na povrch standardniho Zivného média doplnéného o Sirokospektralni

antibiotika. V prvé tadé je nutné pudni vyluh postupné fedit a sestupnou fadou fedéni

nasledné¢ nanaSet na povrch ZzZivné pidy PDA (semi-selektivni médium) obohacené o

antibiotika potlacujici rist a vyvoj bakterii. Tento postup je vyhodny pievazné pro detekci

rychle rostoucich druhii antagonistickych a mykoparazitickych hub schopnych rychle portstat

povrch zivné pudy, resp. se nasledné vyvijet 1 na jinych druzich hub, které se v pud¢ téz

vyskytuji. Postup Ize specifikovat nasledovné:

25 ml ptadniho vzorku bylo umisténo do Erlenmayerovy baiiky a nasledné bylo pfidano
100 ml sterilni destilované vody.

Erlenmayerovy baiky s ptidnim vyluhem byly umistény na reciprokou tfepacku po dobu
30 minut.

promichany vyluh byl fedén v poméru 1:9 (1 ml vyluhu je ptfidan do 9 ml destilované
vody).
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= natfedény plidni vyluh byl pomoci pipety inokulovan na povrch agarizovaného zivného
média PDA s ptidavkem antibiotika.

= vyluh byl rovnomérné rozetien po povrchu agarizovaného média pomoci sterilni spatuly.

= pro kazdy ptidni vzorek ur¢eny k analyze byly zalozeny 2 opakovani.

= inokulované Petriho misky byly umistény do plastikovych sackt a inkubovany v
termostatu pii teploté 25+1°C, fotoperioda 0/24.

= hodnoceni vzorki na pfitomnost mykoparazitickych hub bylo provadéno po 7- 10 dnech.

= v piipad¢ tvorby kolonii byly druhy/kmeny mykoparazitickych hub izolovany pfenosem

na standardni Zivnou piidu (bramboro-dextrozova Zivna pida, PDA)

3.1.3. Selektivni Zivna média s fungicidnimi aditivy a bengalské ¢erveni - Selektivni Zivné
médium (THSM - Trichoderma harzianum selective medium)

Princip metodického postupu je podobny jako u pifedchozi metody, jen je do
standardni zivné pidy PDA vedle Sirokospektralnich antibiotik ptiddna bengalska Cerven a
uc¢inna latka fungicidni povahy. V tomto ptipad¢ byla do Zivné piady piidana u¢inna latka
propamocarb. Selektivni Zivné médium zplsobuje inhibici ristu prevazné vétSiny pidnich
hub a bakterii, nicméné ptida ne zcela inhibuje rist fady nékterych druhi mykoparazitickych
hub rodu 7Trichoderma. Pomoci tohoto selektivniho média tedy Ize odizolovat pouze houbu

Trichoderma harzianum. Postup lze specifikovat nasledovné:

= 25 ml piidniho vzorku bylo umisténo do Erlenmayerovy banky a nédsledné bylo ptidano
100 ml sterilni destilované vody a banky byly umistény na reciprokou tiepacku po dobu
30 minut.

= promichany vyluh byl fedén v poméru 1:9 (1 ml vyluhu je pfidan do 9 ml destilované
vody).

= selektivni Zivnad pida THSM (Williems et al. 2003) se pouziva pro kvalitativni nebo
kvantitativni analyzu pfitomnosti pouze mykoparazitické houby 7. harzianum.

= natfedény plidni vyluh byl pomoci pipety inokulovdn na povrch selektivniho Zivného
média THSM a vyluh byl rovnomérné rozetfen po povrchu agarizovaného média pomoci
sterilni spatuly.

= pro kazdy ptidni vzorek ur¢eny k analyze byly zalozeny 2 opakovani.

= inokulované Petriho misky inkubovany v termostatu pii teploté 25+1°C, fotoperioda

0/24.
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* hodnoceni vzorki na pfitomnost mykoparazitickych hub bylo provadéno po 10 - 14
dnech.
= v pripadé tvorby kolonii byly houba Trichoderma harzianum izolovdna na standardni

zivnou pudu (bramboro-dextr6zova zivna piida — PDA).

3.1.4. Monitoring pritomnosti mykoparazitickych hub v ptdé pomoci metody -
wSclerotia bait method“ (SBT, sklerocia houby S. sclerotiorum)

Principem metody je detekce ptitomnosti mykoparazitickych hub pomoci zékladni
vlastnosti téchto hub, tj. schopnost parazitovat na vhodném hostitelském druhu. Pti realizaci
zaméru této studie byla vyuzita sklerocia fytopatogenni houby S. sclerotiorum. V analyze byl

standardné¢ vyuzit nasledujici metodicky postup:

z dokonale homogenizovaného piidniho vzorku bylo odebrano 40 ml pidy a vzorek

urceny k analyze byl pfenesen do plastové sterilni Petriho misky (pramér 90 mm).

= pokud bylo nutné, piidni vzorek byl rovnomérné zvlhcen sterilni destilovanou vodou.

= do kazd¢ Petriho misky se vzorkem byl vlozen balicek s 10 sklerocii fytopatogenni houby
S. sclerotiorum zabalenych do sterilni gazy a ndsledné¢ byl balic¢ek prekryt vzorkem piidy

* misky s padou a sklerocii byly vlozeny do plastikového sacku, aby byly zajiStény
optimélni vlhkostni podminky a zabranilo se piipadnému vysuSovani analyzovaného
vzorku pidy.

= inkubace probihala v termostatu (teplota 25+1°C, fotoperioda 0/24).

® po 24 az 28 dnech se sklerocia z ptidniho vzorku vyjmula a umistila se na 2% vodni agar
a takto vyjmutd sklerocia se nechala inkubovat v termostatu po dobu dal$ich 10 dnt.

= po 10 denni inkubaci se vizualné hodnotilo kazdé sklerocium a v ptipad¢ parazitace se

mykoparaziticky druh/kmen houby odizoloval na povrch zivné pidy PDA nebo PDA

s antibiotikem.

3.1.5. Monitoring pritomnosti mykoparazitickych hub v pidé pomoci mycelia
fytopatogenni houby metody S. sclerotiorum - ,,Pre-colonization plate method*“ (PPM)
Principem metody je detekce ptitomnosti mykoparazitickych hub pomoci zékladni
vlastnosti téchto hub, tj. schopnost parazitovat na vhodném hostitelském druhu. Pti realizaci
zameéru této studie byla vyuzita plné vyvinuta kultura fytopatogenni houby S. sclerotiorum na

zivné pud€¢ PDA. V analyze byl standardné vyuzit nasledujici metodicky postup:

= 7 dokonale homogenizovaného ptidniho vzorku byly odebrany 3 ml pidy.
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= Pldni vzorek byl nanesen na 3 mista plné porostlé kultury S. sclerotiorum.

* misky s nanesenymi vzorky pidy byly vlozeny do plastikového sacku

= inkubace probihala v termostatu (teplota 25+1°C, fotoperioda 0/24).

= po 14 nebo 21 dnech byl hodnocen stav parazitce kultur S. sclerotiorum

= v piipad¢ vizudlni parazitace mycelia nebo parazitovanych sklerocii mykoparazitickym
druhem/kmenem houby, byl tento druh mykoparazita odizolovan na povrch zivné piady

PDA nebo PDA s antibiotikem.

3.2. Sbirka lokalnich kmenu hub zachycenych v pribéhu monitoringu

Z monitoringu na lokalitich bylo ziskdno znaéné mnozstvi izolatd/kment
mykoparazitickych hub, které jsou k dlouhodobému uchovavani ukladany do ucelové
zalozené sbirky kultur na KRV, ZF, JU. Pro dlouhodobé uchovavani je pouzit systém
imobilizace biomasy Cistych kultur hub do alginatové matrice spolu s nutritivnim aditivem.
Pelety jsou ulozeny v plastovych falkonkach, oznaceny piislusnym koédem a skladovany

v mrazéaku pfti teploté -20 °C.

3.3. Charakterizace kmeni pomoci stifedovych kultur

3.3.1. Morfologické markery

U jednotlivych izolath mykoparazitickych hub byl hodnocen fenotypovy projev kultur na
zaklad¢ stfedovych kultur narostlych na umélém zivném médiu PDA po 7. resp. 14. dnech
kultivace pii teplot¢ 20°C. Nejprve byla stfedova kultura kmenli fotograficky
zdokumentovana a nasledné byla detailné hodnocena vizualn€. Sledovanymi parametry jsou
barva kultury, typ sporulace kultury, ptitomnost pustul (shluk konidioforti na myceliu). Mezi

druhy/kmeny je velka variabilita sledovanych znakt, kterd umoznuje jejich odliSeni.

3.3.1.1. Priprava stiedovych kultur
= jzolaty ziskané v ramci izolaci z pudnich vzorkl byly ptecistény pies standardni zivné
pudy (PDA, ptipadné¢ PDA s antibiotikem).
= Z cCisté kultury byla vytvofena suspenze spor prelitim plné vysportované kultury 0,05%
roztokem Tween 80.
= gsuspenze byla pomoci inokula¢ni klicky nanesena doprostfed misky obsahujici Zivnou

pudu PDA (2 opakovani od kazdé varianty).
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= po zaschnuti kapky byly misky ulozeny do plastového sacku a uloZeny do termostatu

s konstantni teplotou 25°C na dobu 7 dnti resp. 14 dni.

3.3.1.2. Ur¢ovani druhi mykoparazitickych hub

Identifikace hub rodu Trichoderma je relativné snadnd, ale jednotlivé druhy
Trichoderma je obtiZzné od sebe odliSit na zdkladé morfologickych znakli 1 za pouziti
ptesngjSich kritérii (Bissett 1991b, Gams a Bissett 1999). Rifai v roce 1969 rozdélil houby
Trichoderma do deviti skupin podle rodl. Ptesto je 1 v jednotlivych skupinach urcity stupen
rtiznorodosti (Simkova 2007). P¥ibuzny druh Trichoderma virens je zietelné odlisitelny od
jinych druhtt Trichoderma Websterem a Lomasem (1964). Zietelné odlisitelny je z diivodu, ze
byl diive fazen do jiného rodu, a to do rodu Gliocladium, z kterého byl ndsledné opét pierazen
zpét do rodu Trichoderma. Identifikace tohoto druhu je tedy na zakladé morfologickych
znaktli snadna a v této praci je jako jediny druh hub rodu Trichoderma identifikovan. V rdmci
¢lenéni dle fenotypového projevu je tento druh zafazen do morfotypu oznaceného A. V ramci
identifikace druhti byly pouZity kmeny reizolované z komeréné dostupnych biopreparatii. Na
zéklad¢ fenotypovych projevli druhti inkorporovanych do biopreparata byly vybrané nativni
kmeny izolované z monitoringu pid jiznich Cech piedbé&zné identifikovany. Piedpoklada se,
ze nativni kmeny budou v budoucnu na pracovisti DP identifikovany na zaklad¢é genetickych
metod. Identifikace se provede zejména na vybranych kmenech, které vykazou vynikajici
biologické a produk¢ni vlastnosti. Z tabulky 2 je patrné, Zze fenotypové projevy druhu
Trichoderma harzianum reizolovanych zriznych biopreparati (JafGreen, RootShield,
Supresivit, Trianum) jsou velmi variabilni. Na zikladé této variability byly kmeny
odpovidajici fenotypu 7. harzianum zatazeny do morfotypu C, D a E. Morfotyp B odpovida
druhu 7. atroviride reizolovaného z ptipravku Condor a morfotyp F druhu 7. viride, ktery je
soucasti ptipravku Trichostar. Druhem 7. polysporum z biopreparatu Binab byly oznaceny

kmeny, které byly zaclenény do morfotypu G a H.
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Tabulka 2: Fenotypové makrofotogratie druhti hub Trichoderma re-izolovanych
z biopreparati slouzici k predbéznému urceni druhti hub Trichoderma z jiznich Cech.

T. harzianum, T. harzianum, T. harzianum, T. harzianum
Supresivit JafGreen RootShield Trianum

T. virens, T. polysporum, T. atroviride, T. viride,
SoilGard Binab Condor Trichostar

3.3.2. Radialni rist

Radialni rast stfedovych kultur slouzi k parametrickému hodnoceni rychlosti ristu tj.
kolonizaci prostfedi. Na umélych Zivnych pudéach, kde jsou rovhomérné rozlozeny Ziviny,
vytvafeji mykoparazitické houby pravidelné ,kruhovitée* kultury. Cilem testu je vedle
morfologickych rozdili u jednotlivych kmenl zaznamenat 1 priibéh rstu mycelia sttedovych
kultur kultivovanych po dobu 7 dnti (7richoderma) na standardni zivné pudé PDA pii teploté
20°C. Rozmér kultury se stanovuje méfenim dvou na sebe kolmych priméri, z nichz se

spocCitd pramér kultury v dennich intervalech, nebo pfirtistek mycelia v Case.

3.3.3. Vytéznost spor mykoparazitické houby

Cilem testu je stanovit mnozstvi vyprodukovanych spor pii kultivaci
mykoparazitickych hub na umélé Zivné pidé PDA. Produkce spor se stanovovala ze
sttedovych kultur inkubovanych po dobu 7 dnl v termostatu. Kultura kment
mykoparazitickych hub v Petriho miskach byly spolu s Zivnou piidou PDA homogenizovany
v mixéru s adekvatnim mnozstvim vody (100 ml na jednu Petriho misku). Pomoci pocitaci
komurky - hematocymetru (Neubauerova vylepSena komtirka) byla stanovena produkce spor,

ktera se vyjadfila na jednu Petriho misku.
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3.3.4. Interakéni ,,in vitro“ testy na agarovych plotnach

Cilem interak¢nich testil je determinovat a kvantifikovat vztah mezi mykoparazitem a
patogenem. V piipad¢ fytopatogenni houby S. sclerotiorum jde zejména o supresi tvorby
sklerocii. Model preventivni aplikace byl simulovan parovym testem, pii kterém byla
suspenze jednolivych kmenli mykoparazitickych hub inokulovdna na plotnu zivné pidy PDA
soucasn¢ s vyfiznutym blo¢kem z kultury fytopatogenni houby. Suspenze o standardnim titru
1x10° spor v 1ml kazdého testované¢ho kmene/druhu hub rodu Trichoderma byla inokulovana
ve formé kapky pomoci laboratorni klicky (10 pl) na okraj Petriho misky. Blocek
fytopatogenni houby o priméru 10 mm byl umistén na protilehlou stranu. Kontrolni verze
predstavovala varianta, ve které byl jak patogen, tak jednotlivé kmeny/druhy hub rodu
Trichoderma imokulovany zvlaSt na oba protilehlé okraje Petriho misky. Petriho misky byly
vloZeny v plastikovych saccich do termostatu (20 = 1 °C) a inkubovany. Hodnoceni interakci
bylo provedeno 7. den po dodani fytopatogennich hub na PDA pomoci fotodokumentace a

stanovenim zony dotyku a zony mykoparazitismu.

3.3.4.1. Zona dotyku a zona mykoparazitismu

Po 7 dnech byla ze spodni strany Petriho misky kazdé varianty méfena zona dotyku t;.
zona vzajemného stfetnuti mykoparazitické houby s fytopatogenni houbou. Zéna dotyku je
délka v mm od okraje misky v misté inokulace mykoparazita do mista stietu fytopatogenni
houby s mykoparazitem (viz. Obr.¢.1). Z6na mykoparazitismu je definovéana jako oblast, kde
dochazi k pterastani kultury fytopatogenni houby kmenem/druhem mykoparazitické houby.
M¢ii se od zony dotyku do vzdalenosti, kde v dobé méfeni zatim kon¢i rast mycelia

mykoparazita na kultute fytopatogenni houby.
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M = kmen mykoparazitické houby
P = patogen (fytopatogenni houba S. sclerotiorum nebo R. solani)
1. = zéna dotyku — méfena od okraje misky k mistu stfetu mykoparazita s patogenem

2. = zbéna mykoparazitismu — zona pieristani kultury patogena mykoparazitickou houbou

3.3.4.2. Pocet sklerocii a ovéreni parazitace sklerocii

V kazdé varianté byl hodnocen pocet vyvinutych sklerocii. Z namétenych hodnot byl
vypocten prumérny pocet sklerocii na jednu Petriho misku. Pro ovéfovani parazitace sklerocii
houbami rodu Fusarium byla nové vyvinutd sklerocia houby S. sclerotiorum prenesena na
stted Zivné ptidy PDA v malych Petriho miskach (60 mm). V interakcich se sklerocia tvoftila
na obou stranach Petriho misky, do pokusu byla vzata sklerocia jen z jedné strany. Petriho
misky byly vlozeny do plastikového sacku a sklerocia byla inkubovana pti 20 = 1 °C. Po 7

dnech byla hodnocena parazitace sklerocii.

M = kmen mykoparazitické houby;
P = patogen (fytopatogenni houba);
1.,2.,3 ... = sklerocia, u kterych byla

zjiStovana  parazitace houbami  rodu

Trichoderma.
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4. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

4.1. Monitoring mykoparazitickych hub v pidé s ekologickym a konvenénim systémem

hospodaieni na lokalitich oblasti jiznich Cech

V ramci zjiStovani diverzity pifirozené se vyskytujicich mykoparazitickych hub byly
ptdni vzorky odebirany z vybranych lokalit na uzemi jiznich Cech. Kazdy ptdni vzorek byl
analyzovan pomoci Ctyf izolacnich technik. Izolované kmeny/druhy mykoparazitickych hub
byly uloZeny do sbirky s pfedpokladem dal$iho vyuZziti v programech integrované ochrany
rostlin. Na uzemi jihocCeského regionu bylo celkem odebrano 26 plidnich vzorka ze stejného
poctu lokalit (Tabulka 4.1). Padni vzorky byly odebrany z orné plidy na ekologicky a
konvenéné hospodaficich systémech. Pfitomnost mykoparazitickych hub byla detekovana ve
vSech pudnich vzorcich, nicméné detekce pfitomnosti mykoparazitickych hub byla rozdilna
na zakladé toho, jaka byla pouzita izola¢ni metoda.

Selektivni zivna ptida zalozena na izolaci druhu 7. harzianum byla pouzita k analyze
vSech 26 vzorklli. Pomoci této metody byla mykoparaziticka houba 7. harzianum odizolovana
z 16 lokalit, tj. v 61,54% pldnich vzorkl. V 10 pldnich vzorcich se tento druh nepodaftilo
detekovat vibec. Pomoci semi-selektivni Zivné plidy zalozené na Zivné pidé PDA
s pfidavkem antibiotik se podafilo odizolovat houby rodu Trichoderma ze vSech pudnich
vzorktli (100%). Tato metoda (DPT) byla vhodna 1 pro izolaci druhu 7. virens (1 lokalita) a C.
rosea f. catenulata (2 lokality).

Pfi pouziti monitorovaci metody ,,zZivych pasti® byly pomoci sklerocii S. sclerotiorum
(SBM) zachyceny na 20 lokalitach (76,92%) tti druhy mykoparazitickych hub (7. virens — 1
lokalita, C. rosea f. catenulata — 4 lokality, L. muscarium — 2 lokality), neuréené druhy
nalezejicich do rodu Trichoderma (17 lokalit) a na 6 lokalitich nebyl pomoci sklerocii
odchytnut zadny druh mykoparazitickych hub. Detekce pomoci mycelia fytopatogenni houby
S. sclerotiorum (,,Pre-colonization plate method”) byla zaznamenana piitomnost
mykoparazitickych hub na 12 lokalitach (46,15%), z toho na 11 lokalitach byly izolovany
neur¢ené¢ druhy hub rodu Trichoderma a na jedné lokalité byl odizolovan druh 7. virens.
Pomoci této metody nebyl odizolovan Zadny druh mykoparazitické houby na 14 lokalitach.
Pti analyze pidnich vzorkl byl predpoklad, Ze se pomoci metody vyuzivajici Zivé navnady

podati izolovat také druh Coniothyrium minitans, coz se bohuzel nepotvrdilo.
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Tabulka 1: Odizolované druhy mykoparazitickych hub v rdmci monitoringu na vybranych

lokalitach v regionu jiznich Cech pomoci 4 izolagnich technik.

Lvokalit'a Zkréceny kéd Sclerqtia bait Pre—colon.ization Diluti_on plate Sc::lektivm' zivna
(&/systém) technique S. sclerotiorum technique puda THSM
1EZ L. Tri - Tri -
Nakolice,CB - -
1KZ Tri - Tri Tha
2EZ o - - Tri -
Nakolice,CB - - -
2KZ Tri Tri Tri Tha
3EZ Hradists, Tri Tri Tri Tha
3KZ C.Krumlov - - Tri Tha
4EZ Dobrockov, Gcea Tri Tri -
4K7, Prachatic Tri - Tri, Gea -
SEZ Dobra Voda, | Lmu, Tri - Tri -
5KZ J.Hradec Lmu, Tri - Tri -
6EZ Bila, - Tri Tri -
6KZ J.Hradec Tri, Gea Tri Tri Tha
7EZ Dancovice Gca Tri Tri Tha
7KZ, J.Hradec - - Tri Tha
8EZ Rancifov, Tri - Tri, Tvi -
8KZ J. Hradec Tvi - Tri Tha
9EZa Hluboka u Tri Tri Tri -
9KZ Dacic,J.Hradec | - Tri Tri Tha
10EZ Dvory, Tri, Gea Tri Tri -
10KZ Prachatic - - Tri Tha
11EZ Dvorec, Tri - Tri Tha
11KZ Prachatic Tri Tvi Tri Tha
12EZ Pistina, Tri - Tri Tha
12KZ J. Hradec Tri Tri Tri Tha
13EZ Novosedly nad | 77 - Tri, Gea Tha
Nezarkou, - - .
13KZ J. Hradec Tri Tri Tri Tha

Tvi — Trichoderma virens, Tha — Trichoderma harzianum, Tri — Trichoderma spp., Lmu — Lecanicillium
muscarium, Lec — Lecanicillium spp., Gca — Clonostachys rosea f. catenulata (= Gliocladium catenulatum)

Vsechny izolované kmeny byly uloZeny do sbirky hub na Katedie rostlinné vyroby a
agroekologie. V nésledujicich experimentech jsou vybrané druhy hub rodu Trichoderma,
které byly pouzity pro zjiStovani jejich morfologickych, produkénich a biologickych

vlastnosti.

4.2. Morfologické markery mykoparazitickych hub rodu Trichoderma

U jednotlivych izolatd/kmenti mykoparazitickych hub byl hodnocen fenotypovy

projev kultur na zaklad¢ sttedovych kultur narostlych na umélém zivném médiu PDA:
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= Suspenze konidii kment izolovanych ze vzorki piid o standardnim titru 1x10° v 1 ml

= Naneseni suspense konidii pomoci sterilni laboratorni klicky na stted Petriho misky

s ztvnou pudou PDA (4. opakovani)

=  Inkubace kmene v termostatu 20+1°C

=  Hodnoceni fenotypového projevu kultur po 7 a 14 dnech kultivace

Hodnoceni fenotypovych projevii probihalo tak, ze byla nejdiive stfedova kultura

vybranych kment fotograficky zdokumentovéana a nasledné byla detailn€ hodnocena vizualné.

Sledovanymi parametry byla barva kultury, typ sporulace kultury, ptfitomnost pustul (shluk

konidiofori na myceliu). Mezi druhy/kmeny je velkd variabilita sledovanych znakt, ktera

umoziuje jejich odliSeni.

Tabulka 2: Souhrnné tabulka jednotlivych znak® u vybranych izolovanych kment hub rodu

Trichoderma.
Morfotyp Kinen ‘Metoda Hodnocené znaky
izolace** Struktura Pustuly Barva Druh*

A Tri 601 DPT vlaknita - tmaveé zelend T. virens
Tri 646 SBT vlaknita - tmave zelena T. virens
Tri 648 SBT vlaknita - tmave zelena T. virens

B Tri 623 DPT kompaktni + tmave zelena T. atroviride like
Tri 631 DPT kompaktni + tmave zelena T. atroviride like
Tri 633 DPT kompaktni + tmave zelena T. atroviride like
Tri 649 SBT kompaktni + zelena / Zluta T. atroviride like

C Tri 607 DPT vlaknita - zelena / Zluta T. harzianum like
Tri 652 SBT vlaknita - zelena / Zluta T. harzianum like
Tri 653 SBT vlaknita - zelena / Zluta T. harzianum like
Tri 655 SBT vlaknita - zelena / Zluta T. harzianum like

D Tri 645 PPM kompaktni - svétle zelena T. harzianum like
Tri 647 SBT kompaktni - svétle zelena T. harzianum like

F Tri 641 DPT kompaktni + zelena / Zluta T. viride like

G Tri 650 SBT kompaktni + svétle zelena | T. polysporum like
Tri 651 SBT kompaktni + svétle zelena | T. polysporum like

H Tri 605 SBT kompaktni + svétle zelena | T. polysporum like
Tri 616 THSM kompaktni + svétle zelena | T. polysporum like

*predbézna identifikace druhd prob&hla na zakladé fenotypového projevu

druht hub rodu

Trichoderma re-izolovnych z komeréné dostupnych biopreparatt v EU a USA, viz. metodika
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Tabulka 3a: Vybrané kmeny hub rodu Trichoderma ziskanych béhem monitoringu zafazené
do jednotlivych skupin morfotypli. Morfotypy byly uréeny na zdklad¢ fenotypového projevu
kultur izolovanych kmenti z komer¢nich preparatii (viz. kapitola metodika, tabulka 2)

1 2 3
A
B
el

Tri 604 Tri 631 Tri 602
C

Tri 610 Tri 611 Tri 612
D
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Tabulka 3b: Vybrané kmeny hub rodu Trichoderma ziskanych béhem monitoringu zafazené

do jednotlivych skupin morfotypli. Morfotypy byly ur€eny na zakladé fenotypového projevu

kultur izolovanych kmenti z komer¢nich preparatii (viz. kapitola metodika, tabulka 2)
pokracovani tabulky

3

Morfotyp

Tri 617 Tri 641 Tri 621

Tri 650 Tri 651 Tri 637
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4.3. Produk¢ni vlastnosti mykoparazitickych hub rodu Trichoderma

4.3.1. Radialni rust hub rodu Trichoderma

Tabulka 4: Radidlni rGst hub rodu Trichoderma na umélé Zivné puadé PDA (kontinudlni

méteni kultur kment v intervalu 24 hodin).

Zébna dotyku mezi druhy Trichoderma s patogeny (mm)

Morfotyp | Kmen
24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
A Tri 601 15,00+0,00 ab | 40,25+0,66 c| 60,25+0,43 hi | 83,0+0,00
Tri 646 16,38+0,48 a| 45,88+0,78 b| 71,63+1,22 cde | 83,0+0,00
Tri 648 12,63+0,48 c| 39,13+0,60 cd | 58,50+0,50 i| 83,0+0,00
B Tri 623 10,00+1,41 d| 37,38+3,08 | cdef| 79,63+0,86 b | 83,0+0,00
Tri 631 7,88+0,93 ef | 37,13+£3,62 | cdef | 70,3843,12 def | 83,0+0,00
Tri 633 7,88+0,78 ef | 34,88+0,60 efg 68,88+0,60 efg | 83,0+0,00
Tri 649 7,00+0,50 f| 25,1343,55 i 59,63+2,34 hi | 83,0+0,00
C Tri 607 7,6340,70 f| 36,13£2,09 def | 72,7542,28 cd | 83,0+0,00
Tri 652 9,63+0,71 de | 35,50+1,12 cd | 66,88+0,50 h | 83,0+0,00
Tri 653 6,3840,70 f| 2525+1,09 i 54,38+1,22 j | 83,0+0,00
Tri 655 6,50+0,50 f| 30,50+1,66 h| 61,50+1,32 hi | 83,0+0,00
D Tri 645 13,75+0,43 be 52,63+1,87 a| 83,00+0,00 a| 83,0+0,00
Tri 647 13,00+1,22 c| 49,50+2,44 ab | 83,00+0,00 a| 83,0+0,00
F Tri 641 7,25+0,43 f| 35,00+1,80 efg 68,38+3,04 fg | 83,0+0,00
G Tri 650 7,13+0,33 f| 33,063+0,48 fgh 70,50+0,50 def | 83,0+0,00
Tri 651 6,88+0,33 f| 34,13£1,05 | efgh 73,63+1,84 c| 83,0+0,00
H Tri 605 7,88+1,05 ef | 31,13+1,36 gh | 66,75+1,64 g | 83,0+0,00
Tri 616 10,13+1,17 d| 37,88+2,93 cde 73,38+2,60 cd | 83,0+0,00

Nejveétsi rychlost ristu stfedovych kultur byly po 24 hodindch zaznamenany u kmeni

druhu 7. virens a zaroven u kmene Tri 645 a Tri 647, které byly zatazeny do monotypu D (T.

harzianum like). Pramér stfedovych kultur se pohyboval po 24 hodinach od 12,63 do 16,38

mm. Kmeny Tri 616, Tri 623 a Tri 652 vytvofily po 24 hodinyach kulturu o priméru témét 10

mm. Ostatni kmeny vykazaly pomalejsi start rastu kultur. Po 24 hodindch byl zaznamenan

statisticky rozdil v kolonizaci Petriho misek jednotlivymi kmeny hub rodu Trichoderma
(F=126,38; df=17,126; p=0,0000). Po 48 hodinach byl opét zaznamenan statisticky prikazny
rozdil mezi kmeny (F=77,439; df=17,126; p=0,0000). Dynamiku riistu si zachovaly opét

kmeny zatazené do morfotypu A a D, nicméné¢ kmeny Tri 645 a Tri 647 vykazaly po 48
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hodinach daleko rychlejsi rychlejsi rust nez kmeny druhu 7. virens. Po 48 hodinach naopak
nejpomaleji kolonizovaly Petriho misku kmeny Tri 655, Tri 653 a Tri 649. Primér kultury byl
ve srovnani s nejlepsimi kmeny témét o polovinu krat$i. Kmeny Tri 645 a Tri 647 dosahly
okraje Petriho misky jiz po 72 hodinach. Kmeny, které béhem 24 a 48 hodinach vykazaly
pomalejsi rist nez kmeny druhu 7. virens, naopak v pribéhu od 48 hodin po 72 hodin tyto
kmeny piedbehly. Mezi kmeny 7. virens byl nejpomaleji rostouci kmen Tri 648 naopak
nejrychleji kolonizoval misku kmen Tri 646. V ramci hodnoceni radidlniho ristu kmend hub
rodu Trichoderma byl po 72 hodindch opét zaznamenan statisticky prikazny rozdil

(F=77,439; df=174,77; p=0,0000). Po 4 dnech vSechny kmeny dosahly okraje Petriho misky.

4.3.2. Produkce spor hub rodu 7Trichoderma

Rozdil v produkei spor mezi jednotlivymi kmeny byl hodnocen po 7 dnech kultivace

v fizenych podminkach.

Graf 1: Porovnani vytéznosti spor hub rodu Trichoderma z zivné pudy PDA po 7 dnech
kultivace.
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Nejvice spor produkoval kmen Tri 607 (7,48E+09) a Tri 633 (6,81E+09). Nejméné
produkéni byly kmeny zatazené do morfotypu F, G a H. Tyto kmeny produkuji spory v tzv.
pustulach. Produkce spor se pohybovala u téchto kment od 8,00E+08 do 1,38E+09. Mezi
jednotlivymi kmeny byl zaznamenan statisticky prikazny rozdil v produkci spor po 7 dnech

(F=2304,4; df=17,18; p=0,0000).

Tabulka 5: Produkce spor hub rodu Trichoderma ze sttedové kultury kultivované na zivné
pudé PDA po 7 dnech kultivace.

Produkce konidii
Morfotyp Kmen
Primér na 1 kulturu Tukey HSD
A Tri 601 2,36E+09 i
Tri 646 1,93E+09 j
Tri 648 2,63E+09 h
B Tri 623 2,61E+09 h
Tri 631 4,63E+09 d
Tri 633 6,81E-+09 b
Tri 649 2,99E+09 g
C Tri 607 7,48E+09 a
Tri 652 3,43E+09 £
Tri 653 5.34E+09 ¢
Tri 655 4,09E+09 e
D Tri 645 4,51E+09 d
Tri 647 2.91E+09 g
F Tri 641 1,01E+09 ]
G Tri 650 1,25E+09 k
Tri 651 1,38E+09 k
H Tri 605 8,21E-+08 ]
Tri 616 8,00E-+08 1
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4.4. Biologicka tucinnost mykoparazitickych hub rodu 7richoderma na vybrané ptavodce

onemocnéni rostlin

4.4.1. Zona dotyku a zona mykoparazitismu

Cilem interak¢nich testll je determinovat a kvantifikovat vztah mezi mykoparazitem a

patogenem. V pokusu byl hodnocen vliv kmeni hub rodu Trichoderma na supresi

fytopatogennich druhti hub a néasledné schopnosti parazitovat jejich stélku nebo i sporulacnich

struktur.

Tbulka 6: Hodnoceni zo6na dotyku v interakci hub rodu Trichoderma s vybranymi
fytopatogennimi druhy rostlin (méfeno 7. den od inokulace).

Zébna dotyku mezi druhy Trichoderma s patogeny (mm)
Morfotyp | Kmen
S.sclerotiorum R. solani B. cinerea F. solani
kontrola | 41,50+0,00 | abcd | 41,50+0,00 a | 41,50+0,00 ab | 41,50+0,00 a
A Tri 601 43,50+1,50 | abed | 36,50+0,50 | cde | 42,75+1,48 ab | 48,75+0,43 de
Tri 646 45,00+£1,22 | abed | 37,00+£1,22 | bed | 42,00+1,12 ab | 47,00+2,55 e
Tri 648 42,00+1,22 | abed | 36,00+0,71 | cde | 43,00+0,00 ab | 50,75+1,30 bed
B Tri 623 41,50+1,12 | abed | 39,50+0,50 | abc | 45,2542,28 a| 53,7540,83 be
Tri 631 40,0042,35 bed | 36,7540,83 cd | 46,25+1,92 a| 53,25£1,09 be
Tri 633 44,2540,83 | abed | 35,2540,83 | def | 45,75+1,30 a| 51,25+0,83 bed
Tri 649 41,00+4,06 | abcd | 33,00+1,58 ef | 41,2542,49 ab | 54,25+1,48 b
C Tri 607 40,75+£2,97 bed | 41,7543,70 a | 44,50+4,15 ab | 53,50+2,06 be
Tri 652 37,75+1,92 cd | 40,50+0,87 ab | 44,75+1,09 a| 51,50+0,50 bed
Tri 653 38,50+3,28 cd | 32,25+1,09 f| 38,50+3,28 b | 50,25+0,83 cde
Tri 655 39,75+1,48 cd | 34,75+0,83 | def | 41,50+1,12 ab | 52,75+0,43 be
D Tri 645 41,754¢1,92 | abed | 40,50+0,87 ab | 45,75+0,83 a| 53,25£1,09 be
Tri 647 40,5040,50 bed | 41,0040,00 a | 43,00+0,71 51,50+2,06 bed
F Tri 641 47,50+3,20 ab | 34,50+0,50 | def | 44,50+1,80 ab | 51,50+0,87 bed
G Tri 650 45,50+2,96 abc | 35,25+0,43 | def | 45,50+1,66 a| 52,25+0,83 bed
Tri 651 45,50+2,18 abc | 35,50+0,50 | def | 44,25+3,11 ab | 51,00+0,71 bed
H Tri 605 45,75+2,86 abc | 34,75+0,43 | def | 45,75+3,11 a| 53,7540,43 be
Tri 616 48,5040,50 a | 37,25+0,83 | bed | 44,50+0,50 ab | 54,25+0,43 b
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V kontrolni varianté, kde byly na protilehlych okrajich Petriho misky umistény blocky
fytopatogenni houby S. sclerotiorum, doslo k dotyku obou kultury tohoto patogena uprostied
Petriho misky, tj. ve vzdéalenosti 41,50 mm od jejiho okraje (vnitini pirmér Petriho misky o
pruméru 90 mm ma 83 mm). Kmeny Tri 616 a Tri 641 hub rodu Trichoderma izolovanych
z pud s ekologickym a konven¢nim zptisobem hospodateni rostly nejrychleji ze vSech variant.
Zo6na dotyku v interakci s fytopatogenni houbou S. sclerotiorum byla vytvofena ve
vzdalenosti 48,50 mm (Tri 616) resp. 47,50 mm (Tri 641) od okraje misky, kde byly
mykoparazitické houby nainokulovany. Obdobné vysledky kolonizace Petriho misky i
vykazovaly kmeny Tri 605, Tri 650 a Tri 651. Naopak pomalejsi kolonizaci agarové plotny
vykazovaly kmeny Tri 652 (38,50 mm), Tri 653 (38,50 mm) a Tri 655 (39,75 mm)
(Trichoderma harzianum like). Tyto kmeny se dotkly fytopatogenni houby S. sclerotiorum v
piiblizné stejné vzdalenosti od kraje misky. Ostatni kmeny hub rodu Trichoderma se dotkly
s patogenem ve vzdalenosti od 40 do 50 mm. Vliv ristu jednotlivych kmend byl na

vzdalenost zony dotyku statisticky vyznamny (F=4,388; df=18,57; p=0,0009.

Graf 2: Hodnoceni zony dotyku a zény mykoparazitismu mezi druhy/kmeny hub rodu
Trichoderma a patogenem S. sclerotiorum
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U vsSech variant byla méfena 1 zona mykoparazitismu. Nejlepsi mykoparazitickou
schopnost prokazala mykoparazitickd houba 7. virens. Zéna mykoparazitismu u téchto kmenti

byla S$ir$i nez 31 mm Siroka. Ostatni kmeny vykazaly daleko mensi schopnost parazitovat
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tohoto patogena. Nejmensi schopnost vykazal kmen Tri 652, zéna dotyku byla Sirokd pouze

2,75 mm. Vliv na G¢innost proti S. sclerotinia byl v ramci kmenl statisticky vyznamny
(F=340,95; df= 18,57; p=0,0000.

Graf 3: Hodnoceni zony dotyku a zony mykoparazitismu mezi druhy/kmeny hub rodu
Trichoderma a patogenem R. solani
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V kontrolni varianté doslo k dotyku obou kultur R. solani uprostied Petriho misky.
V ramci testovanych kmenti byla zaznamendna rozdilna délka zény dotyku. Houby rodu
Trichoderma se stietly s fytopatogenni houbou R. solani ve vzdalenosti od 32,25 mm do 41,75
mm. Z tohoto testu vyplyvda, ze nejrychleji kolonizoval Petriho misku kmen Tri 607 a
nasledné kmeny Tri 645 a Tri 647. Nejpomaleji kolonizoval misku kmen Tri 653 tudiz
patogen R. solani m&l vét§i moznost se rozristat. V ramci vzdalenosti zony dotyku byly mezi
kmeny zaznamenany statistické rozdily (F=582,50; df = 18,57; p=0,0000).

Nejsirsi mykoparazitickd zona 45 mm byla zaznamenana v interakci s patogenem R.
solani u kmene Tri 645. Tento kmen vykazoval nejen rychly rist a tim i omezeni patogena
v kolonizaci prostiedi, ale i vykazoval na n¢j i nejlepsi Géinnost. Houby 7. virens opét
prokazaly vyraznou ucinnost i proti patogenu R. solani. Ve srovnani s uéinnosti proti S.
sclerotiorum vykazaly $ir§i zonu mykoparazitismu u R. solani o 2 mm resp. 9 mm. Nejmensi
ucinnost proti R. solani vykazal kmen Tri 633. Tento kmen parazitoval mycelium R. solani

pouze do vzdalenosti 1,25 mm. V ramci interakce mezi patogenem R. solani a jednotlivymi
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druhy/kmeny hub rodu 7richoderma byly vyrazné rozdily v jejich u¢innosti (F=721,67; df =
18,57; p=0,0000).

Tabulka 7: Hodnoceni zény mykoparazitismu v interakci hub rodu Trichoderma s vybranymi
fytopatogennimi druhy rostlin (méfeno 7. den od inokulace)

Zébna mykoparazitismu v interakci Trichoderma s patogeny (mm)
Morfotyp | Kmen
S.sclerotiorum R. solani B. cinerea F. solani
A Tri 601 | 31,00+0,71 b | 40,00+0,00 b | 40,25+0,43 3,75+0,43 efgh
Tri 646 | 38,00+1,12 a | 30,75+1,30 ¢ | 40,00+0,71 4,50+0,50 defgh
Tri 648 | 36,75+0,83 a | 40,50+0,87 b | 40,00+0,00 4,00+0,00 defgh
B Tri 623 | 15,50+1,50 c | 2,25+0,43 gh | 19,50+1,80 12,50+3,35 c
Tri 631 6,75+0,43 defg | 3,50+0,50 gh | 2,75+1,64 2,50+0,50 fgh
Tri 633 4,75+0,43 fgh | 1,254+0,83 gh | 3,00+1,87 1,25+0,43 gh
Tri 649 8,75+2,17 d|21,00£2,24 | gh | 3,25+1,38 28,75+1,48 a
C Tri 607 8,25+2,17 de | 25,75+1,92 d| 1,25%1,30 8,25+2,28 cdef
Tri 652 2,75+0,43 h | 3,25+0,83 gh | 1,50+1,12 9,75+2,17 cd
Tri 653 7,25+1,48 defg | 7,00+0,71 f| 2,00£1,22 5,00+0,00 defgh
Tri 655 4,75+0,43 fgh | 2,00+0,87 gh | 1,75+0,48 8,75+0,83 cde
D Tri 645 9,00+0,00 d | 42,50+0,50 a| 3,50+0,50 27,25+5,36 ab
Tri 647 9,254+0,83 d | 42,00+0,00 ab | 41,0040,71 25,00+1,41 ab
F Tri 641 | 12,75+0,83 c| 5,25+1,30 fg | 2,50+0,87 3,00+0,71 efgh
G Tri 650 6,50+0,50 defg | 3,00+0,00 gh | 3,25+1,09 6,25+0,43 defg
Tri 651 5,254+0,83 efgh | 10,00£1,12 | gh | 0,50+0,87 5,75+0,43 defgh
H Tri 605 4,50+0,50 gh | 3,00+0,00 gh | 2,25+0,43 22,75+3,27 b
Tri 616 7,75+0,43 def | 2,25+0,43 gh | 0,25+0,43 1,00+0,00 h

V ramci testovanych kmentll nebyla zaznamenana vyrazné rozdilna délka zony dotyku,
nicméné byla zaznamenana statistickd rozdilnost (F= 3,072; df=18,57; p=0009). Houby rodu
Trichoderma se stietly s fytopatogenni houbou B. cinerea ve vzdalenosti od 38,50 mm do
46,25 mm. Nejrychleji kolonizoval Petriho misku od kraje kmen Tri 631, naopak nejpomaleji
kmen Tri 653.

Utinnost kmenti na patogena B. cinerea byla statisticky rozdilna (F=582,50; df=18,57;
p=0,0000). Nejuc¢innéjsi byl druh 7. virens a kmen Tri 647 a Tri 623. Ostatni kmeny
vykazovaly velmi nizkou schopnost parazitovat na kultute B. cinerea a u kmena Tri 616 a Tri

651 byla G€¢innost téméf nulova.
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7w

Graf 4: Porovnani zény dotyku a ucinnost jednotlivych druht’kmenti hub rodu Trichoderma

v interakci s patogenem B. cinerea.

2
9lguL = ; glouL
N I T 5 IR "m — =
! = !
IR =4
, 1G9 UL 2 1G9 UL
Inmmnm o o
05911 ,m 05911
WoulL  w m,
i g
| LrguL B8
N o 5
, SPO UL .2
UL g R
| GG UL 2 m j GG UL
Innnnnmmnm 8 5 L] -
€59 UL o8 £ _ £S9ML 2
@] > X RZ) _ Ot
ze9uL £E ES - zeguL g
E g s LT =
Logul s s | 10911 £
E 5o LTI
B UL E m 6O LL
= o~
| geoul 3 > § geoul
LT © g SIS ©
| legul B N legul
I nmmmmm =
| | rasi m, 5 £T9ML
QU g5
| 8y UL T 5 8y UL
LT T T =
UL« Sz 9P9uUL o«
LU N
. 109 HL R= 109 UL
Imnm SR
B|0JIu0 m M B0JJU03
T e s o=
A~ .8
E§ 8RB I - A |88 R B8B83 3K =2°
Gy
{ww) nwsipzesedoyiw e nyAop AuUoZ S _.m {ww) nwsipzesedoyiw e nyAlop AU0Z
O g

46

“zéna mykoparazitismu

mzona dotyku




Druh Fusarium solani je vyrazné pomalu rostouci druh, proto zdéna dotyku
jednotlivych kmenti byla vyrazné vétsi nez v interakei s pfedchozimi testovanymi patogeny
(F=7,820; df= 18,57; p=0,0000). Nejmensi zona dotyku byla zaznamendna u kmene Tri 646
(47 mm) a nejveétsi u kmene Tri 616 a Tri 649. Oba kmeny se dotkly s patogenem F. solani ve
vzdalenosti 54,25 mm od kraje misky, kam byl inokulovan mykoparazit.

Nejlepsi schopnost parazitovat patogena F. solani vykazaly kmeny Tri 649, Tri 645,
Tr1 647 a Tri 649. Dale dobrou ucinnost vykazoval i kmen Tri 623. Ostatni kmeny vykazaly
vyrazné niz$i schopnost parazitovat na myceliu F. solani. Hyfy ostatnich kmenu ptertistaly
kulturu F. solani maximaln¢ do vzdélenosti 10 mm. Velmi nizkou skoro nulovou u¢innost
prokazal kmen Tri 616 a kmen Tri 633. Kmeny mykoparazitické houby 7. virens prokazaly na
tohoto patogena nejmensi U€innost ve srovnani s ucinnosti proti S. sclerotiorum, R. solani a B.
cinerea. Mykoparazitické houby mély statisticky vliv na parazitaci mycelia F. solani

(F=70,595; df= 18,57; p=0,0000).

4.2.1.1. Vyvoj sklerocii a jejich parazitace v interakci s mykoparazitickymi druhy hub

rodu Trichoderma

V ramci interak¢nich test byl dale sledovan vliv mykoparazitickych hub rodu
Trichoderma na tvorbu sklerocii fytopatogenni houby S. sclerotiorum a zaroven byla
sledovana schopnost parazitace sklerocii mykoparazitickych druhem, ktera byla na kultuie S.
sclerotiorum vyvinuta. Z jednotlivych variant byla odebrana sklerocia z jedné strany kultury
S. sclerotiorum a jednotlivé byla umisténa na povrch zivné pady PDA v Petriho miskéach (60
mm). Po 7 dnech byla sledovana jejich parazitace.

V kontrolni varianté bylo na kultute S. sclerotiorum vytvoreno 15,50 sklerocii. Tvorba
sklerocii byla inhibovana v interakci s houbami rodu 7richoderma. Nejvétsi inhibici tvorby
sklerocii houbou S. sclerotiorum vykazal kmen Tri 650 nésledné kmeny Tri 641 a Tri 616. U
téchto kmenii bylo vytvofeno méné nez 6 sklerocii. Druh 7. virens ovlivnila téZ tvorbu
sklerocii, kdy se pocet sklerocii vytvofenych S. sclerotiorum pohyboval od 6,25 do 7
sklerocii. Vliv testovanych kment byl statistiky prikazny (F=24,910; df=18, 57; p=0,000) na

vyvoj sklerocii fytopatogenni houby S. sclerotiorum.
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Tabulka 8: Primérny pocet sklerocii a procento parazitce sklerocii fytopatogenni houby S.
sclerotiorum v interakci s jednotlivymi druhy mykoparazitickych hub.

Sklerocia S. sclerotiorum
Morfotyp Kmen
Primérny pocet % parazitovanych
kontrola 15,50+0,50 a 0,00
A Tri 601 6,25+0,83 efgh 80,00
Tri 646 7,00+0,00 efg 100,00
Tri 648 7,00+0,00 efg 80,00
B Tri 623 8,50+1,12 cde 66,67
Tri 631 6,50+2,06 efgh 100,00
Tri 633 8,25+1,48 cde 40,00
Tri 649 6,75+1,09 efgh 33,33
C Tri 607 7,75+0,83 def 50,00
Tri 652 9,75+0,43 bed 40,00
Tri 653 10,50+0,50 be 60,00
Tri 655 7,25+0,83 defg 100,00
D Tri 645 7,50+0,71 efg 40,00
Tri 647 7,00+0,71 efg 25,00
F Tri 641 5,00+0,71 gh 100,00
G Tri 650 8,75+0,43 cde 66,67
Tri 651 4,25+0,43 h 40,00
H Tri 605 11,75+0,83 b 100,00
Tri 616 5,25+0,43 feh 100,00

Po interakcnich testech mezi fytopatogenni houbou S. sclerotiorum a kmeny hub rodu
Trichoderma byla ze vSech variant odebrana sklerocia a jednotlivé umisténa na povrch Zivné
pudy PDA v Petriho miskach (60 mm). Po 7 dnech byla sledovdna jejich parazitace.
V ptipad¢, ze byla sklerocia parazitovana, na zivné pude doslo k prosazeni mykoparazitické
houby a pokud parazitovana nebyla, povrch misky s zivnou ptadou byl pokryt kulturou
fytopatogenni houby S. sclerotiorum.

Nejlepsi G¢innosti byla zaznamenana u kmend druhu 7. virens. VSechny tii kmeny
vykazovaly témét 100% ucinnost proti tomuto patogenu. Zajimaveé vysledky byly dosazeny u
kmene Tri 605 a Tri 616. U téchto kmenti byla zaznamenéna 100% tucinnost i presto, Ze zona

mykoparazitismu byla Gzka. Tento jev byl zaznamenan i u dalSich kmeni.
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Graf 6: Porovnani poctu sklerocii vytvofenych fytopatogenni houbou S. sclerotiorum po 7

dnech v interakci s kmeny mykoparazitickych hub rodu 7richoderma.
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5. DISKUZE

Prvni ¢ast vyzkumu se zabyvala monitoringem mykoparazitickych hub rodu
Trichoderma, Clonostachys a Lecanicillium v pudach s ekologickym a konven¢nim systémem
hospodafeni na jihoceskych lokalitdch. Pro urceni ptfitomnosti téchto hub byly vyuzity 4
metody izolace o rizné citlivosti. Tradicni metody pro posouzeni celkové rozmanitosti hub
v pidnim prostifedi spoléhd hlavné na tzv. metodu fedéni (,,Dilution plate technique®).
Rouxell (1997) podrobné popsal veskeré experimentalni postupy bézné pouzivané v ramci
metody zifed'ovaci DPT. Metoda je zaloZena na piimé izolaci a zahrnuje kombinaci jemného
rozptyleni ¢astic pudy a sériové fedéni fragmentt (mycelium, spory) hub v pudach, které jsou
nasledné naockovany na umélad Zivna meédia. Nejlepsi vysledky pro izolaci hub vykézala
metoda ziedovaci, pomoci které byly na vSech lokalitich odizolovany houby rodu
Trichoderma a zaroven na stanovisti v Rancifové u Jindfichova Hradce byl touto metodou
detekovan druh Trichoderma virens. Druh T. virens je na zékladé¢ mikro-morfologickych
znaktli odliSny od ostatnich druhlt Trichoderma, proto lze tento druh snadno rozpoznat a urcit
(Websterem a Lomasem 1964). Ostatni druhy se jiz nepodatilo s pfesnosti ur¢it diky
vzajemné morfologické podobnosti (Bissett 1991, Gaius a Bissett 1999). DPT patii mezi
nejpouzivanéjs$i zakladni metody, zalozené na promyvani pidy (Gams, Bisset 1998).
Z praktického hlediska vSak nema tato metoda takovou vypovidaci schopnost jako metody
zalozené na vyuziti zivé navnady. Hlavnim divodem je to, ze metodou DPT se mohou
odizolovat 1 kmeny hub rodu Trichoderma, kterd nemusi byt virulentni k cilovym
fytopatogennim druhlim hub. V ramci diplomové prace se ukazala tato metoda jako
doplitkkova, ktera fekne, zda li se v ptidnich vzorcich druhy Trichoderma vyskytuji. Pti dalSich
experimentech zaloZenych na izolaci mykoparazitickych druhti hub je tieba tfedit vzorek vice
nez jedenkrat, proto aby doslo k ziskdni méné plidnich druht hub na zivné pidé PDA. Timto
krokem ziskdme naptiklad to, ze u jednotlivych druhtkment Trichoderma bude snadné
rozpoznat fenotypovy projev vytvotrenych kolonii. Pfi jednom fedéni neni mozné na zivné
pud¢é rozeznat hranice kultur jednotlivych ptadnich druhi hub. V ptfipadé, ze se ve vzorku
pudy objevi Trichoderma, pti delsi kultivaci tento rod parazituje na dalSich vyskytujicich se
druzich hub a proto je mozné tyto mykoparazity snadno precistit do Cisté kultury.

Pii pouziti selektivni Zivné plidy THSM byly odizolovany kmeny mykoparazitické
houby 7. harzianum (Williems et al. 2003). Selektivni médium je vyvinuto k izolaci prave
tohoto druhu, nicméné az vbudoucnu pii pouziti genetickych metod k identifikaci

izolatl/kment se tato skute¢nost miize stoprocentné potvrdit.
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Metodu zalozenou na vyuziti Zivé ndvnady ,.Sclerotia bait technique* mulzeme
povazovat za relativné¢ jednoduchou metodu pro detekci Sirokého spektra pfirozené se
vyskytujicich mykoparazitickych hub a jejich prostorového rozsifeni, a to nezavisle na ro€nim
obdobi a vyskytu pivodcli onemocnéni v pade. Kromé téchto ekologickych studii nam tato
metoda umoziuje 1 selekci kment, které jsou virulentni k patogenu Sclerotinia sclerotiorum a
rovné€z nabizi 1 moznost detekovat nové kmeny mykoparazitickych hub vyuzitelné v praktické
biologické ochrané (Ribeiro a Butler 1992, Ondiej et al. 2010). Antagonisticka schopnost
houby Clonostachys rosea f. catenulata byla vyuzivana v biologické ochrané jahod proti B.
cinerea (Sutton a Peng, 1993). Houby jako Trichoderma spp. nebo Clonostachys rosea jsou
schopny parazitovat fadu sklerocii pfi vyuziti metody zivych pasti. Van Toor (2002) uvadi, ze
ze sklerocii ponechanych néjaky Cas v ptidé odizoloval kmeny 7. virens, T. viride a Fusarium
lateritium. Cim byla sklerocia v pudé vétsi, tim byla vétsi Sance, Ze odolaji virulenci
mykoparazita (van Toor 2002). Naopak, Papavizas a Lewis (1989) objevili, ze kmeny GL 3 a
GL 21 houby T. virens usp&Sné potlacovaly choroby zplisobené fytopatogennim druhem
Sclerotinium rolfsii. Nejlep$i G¢innost vykdzaly mykoparazitické druhy hub proti malym
sklerociim (Sr-1), ¢astecné byly uc¢inné vici sklerociim Sr-116 (sttedné velk4 sklerocia) a
neucinné vici sklerocitim Sr-3 (velka sklerocia).

Metoda SBT je zaloZena na obohaceni organické¢ho substratu resp. ptidniho vzorku o
zivou navnadu. Mnohem vys§i vyskyt hub rodu Trichoderma byl zjistén v pudach, kde se
preferovalo ekologické zemédé€lstvi obohacen¢ hodné o organickou hmotu, nez tam kde byl
vyuzivan konvenéni zptisob hospodaieni. V piipad¢ diplomové prace se vyuzivala sklerocia
fytopatogenni houby Sclerotinia sclerotiorum, které se Casto pouzivaji pro selektivni izolaci
mykoparazitickych hub z pudy. Pro izolaci mykoparazitickych hub z pidy by bylo mozné
kromé sklerocii druhu S. sclerotiorum vyuzit 1 sklerocia houby Botrytis cinerea a Claviceps
purpurea (Ondfiej et al. 2010).

Metoda SBT se vyznacuje vysokou citlivosti a podle vysledka jako jedind metoda
prokézala na lokalit¢ v Dobré Vod¢ u Jindfichova Hradce vyskyt i entomopatogenniho druhu
Lecanicillium muscarium. Houba Lecanicillium muscarium (=Verticillium lecanii) vykazuje i
statut mykoparazitického druhu, zejména pak na fytopatogenni druhy hub rodu Erysiphales
(Ownley et al. 2010, Askary et al. 1998).

Lze vSak predpokladat, Ze i1 pres vysoky efekt parazitace sklerocii S. sclerotiorum
mykoparazitickymi druhy hub, mohou byt vysledky této metody zkreslené zejména tim, Ze se
odizoluji rychleji rostouci druhy hub, které kolonizuji vloZena sklerocia rychleji a nasledné je

parazituji. Ne vzdy se tak mohou odizolovat druhy, které¢ jsou vice virulentni
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k fytopatogennimu druhu S. sclerotiorum. Mezi vyznamny mykoparaziticky druh schopny
parazitovat a nasledn¢ degradovat sklerocia S. sclerotiorum je Coniothyrium minitans
(Bennett et al. 2006). Jones a Stewart (2000) zjistili, Ze 39 kmentt houby Coniothyrium
minitans ukdzalo velmi znacné rozdily ve schopnosti parazitovat sklerocia S. sclerotiorum
v laboratornich podminkach. P&t kment vykdzalo vysokou schopnost parazitace, zatimco
ostatni kmeny vykazaly bud’ velmi malou, nebo dokonce nulovou schopnost. Rlizné kmeny
vykazovaly 1 rozdilnou antagonistickou schopnost. V rdmci pouziti izolacnich technik se
predpokladalo, ze bude tento mykoparaziticky druh C. minitans béhem monitoringu na
vybranych lokalitdich vramci diplomové prace detekovan. Bohuzel se tato hypotéza
nepotvrdila.

Pti pouziti metody zaloZené na vyuziti mycelia fytopatogenni houby S. sclerotiorum
(,,Pre-colonization plate method*) byly opét odizolovany pouze mykoparazitické druhu hub
rodu Trichoderma. Druh Coniothyrium minitans opét nebyl touto metodou detekovan.
Zaroven vramci metody vyuZzivajici kizolaci mykoparazitickych hub mycelium
fytopatogenniho druhu houby S. sclerotiorum, lze tohoto patogena nahradit druhem jinym
(napt. Fusarium culmorum, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea) (Mullligan a Deacon 1992).

Zastupci hub zrodu Trichoderma jsou kosmopolitni a rostou v celé¢ fad€¢ substratii
podobné jako rostlinné zbytky (Garcia et al. 2005). Jakmile Trichoderma v pidé rozpozna
svého hostitele, jeho hyfy se za¢nou bohaté vétvit a pomoci téchto hyf mykoparazit
kontaktuje hostitele. Kdyz mykoparazit dosdhne hostitele, jeho hyfy se Casto obtoc¢i kolem
hostitelskych hyf a nasledné zac¢nou kolonizovat celou stélku hostitelského druhu houby
(Dwivedi a Shukla 2002). Skute¢nost je ta, Ze v polnich podminkdch ma vliv cela fada
biotickych a abiotickych faktord, které mohou ovlivnit celkovy antagonisticky a
mykoparaziticky efekt. Pomoci laboratornich ,,in-vitro* testli je umozZnén celkovy vybér
kment Trichoderma vhodnych jako prosttedek biologické ochrany. Zapotiebi je vSak dalSiho
vyzkumu k ovéteni nejvice vyznamnych kment, které se nasledné vyuZiji v pfirodnich nebo
polnich podminkéach. Celkové lze fici, Ze z piid je mozné odizolovat celou fadu hub, které
maji antagonistické a mykoparazitické schopnosti sriznym vyuzitim zejména pak
v zemédé€lstvi, ale 1 lesnictvi (Ibarra-Medina ef al. 2010).

V této praci byl hodnocen morfologicky a fenotypovy projev vybranych izolovanych
kmeni hub rodu Trichoderma na zivnych pidach PDA. Hodnoceni téchto projevii bylo
realizovano po 7 a 14 dnech inkubace v teploté¢ 20 °C. Druhy byly zafazovany do monotypt
na zéklad¢ podobnosti s druhy hub rodu Trichoderma re-izolovanych z komeréné dostupnych

preparati. Dilezitymi znaky byl typ sporulace a pfitomnosti pustul, coz je stale zakladni
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metoda urcovani druhi (Samuels 1996). V ramci testu radialniho riistu lze usuzovat, jak jsou
jednotlivé testované kmeny schopny rychle kolonizovat ekologickou niku a nésledné
zjistovani vytéznosti i to, jak moc jsou tyto kmeny produkéni. Z vysledka vyplyva, ze kmeny
zafazen¢ do morfotypu D vykazovaly nejrychlejsi rst. Byly schopny kolonizovat celou
Petriho misku jiz po 72 hodindch. Kmeny byly uréeny jako Trichoderma harzianum like,
protoze jejich fenotypovy projev odpovidal ptipravku Trianum, komeréné produkovany resp.
distribuovany holandskou firmou Koppert. Ostatni kmeny hub rodu 7richoderma doséahly
okrajli az po 96 hodinach pii teploté 20°C. Vyznamnym druhem, ktery v Casnych fazich
rychleji roste a tim kolonizuje ekologickou niku, je Trichoderma virens. Kmeny vykazovaly
rychlejsi rist ve srovnani s ostatnimi kmeny po 24 a 48 hodinach. V pozd¢jsi fazi rostly
pomaleji. Kmeny zatfazené¢ do morfotypu B a C vykazaly vyssi produkéni schopnosti po 7
dnech kultivace. Jednalo se opét o druh Trichoderma harzianum like (fenotypové podle
piipravku JafGreen) a T. atroviride like (fenotypové podle piipravek Condor).

mykoparazitismu v interakci hub rodu 7richoderma s vybranymi fytopatogennimi druhy hub.
Izolaty Trichoderma spp. byly demonstrovany antagonisticky k fad€ patogennich hub (Howell
2003). U¢innost kment hub rodu Trichoderma byla hodnocena po 7 denni kultivaci. Prvni
pokus hodnotil interakci s fytopatogenni houbou S. sclerotiorum. Nejrychlejsi rist a
parazitovani tohoto fytopatogenna byl zaznamenan u Trichoderma virens a Trichoderma
viride like. Naopak pomalejSi kolonizaci agarové plotny a téZ nejmensi zo6nu
mykoparazitismu vykazovaly kmeny Trichoderma harzianum, u kterych byl prokazany
pomalejsi rist a tvorba mycelia. NejlepSi u€innost prokazala Trichoderma virens, u které byla
naméfend zona mykoparasitismu $irSi nez 31 mm. Wilhite et al. (1994) prokazali vysoky
potencial, z hlediska vyuZiti tohoto druhu v biologické ochrané rostlin. Druh Trichoderma
virens vykéazal 1 vyborné u¢inky na eliminaci fytopatogennich druhii Rhizoctonia solani a
Botrytis cinerea. Naopak, téméf nulou ucinnost vykazal tento druh proti Fusarium solani.
Druh Trichoderma harzianum like vykazal téZ vynikajici G€inky proti R. solani a B. cinerea.
Ve srovnani s druhem 7. virens byla houba 7. harzianum daleko u€inngjsi proti F. solani. Na
pracovisti byla prokézdna velka schopnost eliminace druhu F. solani mykoparazitickou
houbou 7. viride kmene reizolovaného z ptipravku Trichostar. Kmen Tri 641 zatazeny do
morfotypu F pravé na fenotypovém projevu tohoto komeréniho kmene nevykazal po 7 dnech
dobrou ucinnost. Vyplyva to z faktu, ze druh 7. viride je pomaleji rostouci druh a tim padem
je kolonizace prostiedi pomalej$i, nicméné po delsi dobé je schopen tento druh uplné

parazitovat mycelium F. solani a uplné potlaCit jeho sporulaci. Vyprodukované mikro i
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makrokonidie druhu F. solani jsou pokryty masou spor pravé druhu 7. viride. Z hlediska
praktického vyuziti se jevi druh 7. viride jako nejucinnéjsi proti Fusarium spp., nicméné jeho
potencial je tézké vyuzit vzhledem k hor§im produkénim vlastnostem na pevnych agarovych
plotnéch resp. ptirozenych substratech (Khandelwal ef al. 2012). Z hlediska biotechnologické
produkce spor by bylo vhodné vyuZzit submerzni produkci ve fermentorech.

Vysledky studii zaméfenych na charakterizaci kmenti hub rodu Trichoderma a jejich
vzajemného porovnavani naznacuji nutnost respektovat lokalni, pfirozené se vyskytujici
kmeny hub, protoZze ptedstavuji kvalitativné velmi vyznamnou slozku ptirozené supresivity

prostiedi.
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6. ZAVERY

= Monitoring provedeny na vSech 26 vybranych pozemcich pfinesl velmi dilezité
informace o vyskytu druhii vlaknitych mykoparazitickych hub.

= Na zéklad¢ ¢tyf metod izolace se podafilo vytvofit komplexni velmi propracovany
systém izolace mykoparazitickych hub z ptidy, kdy kazda z metod ma svou urcitou
vypovidaci schopnost.

= Pomoci ziedovaci metody byly ve vSech plidnich vzorcich zastoupeny houby rodu
Trichoderma.

= Pomoci selektivni zivné puady THSM byly odizolovany kmeny 7. harzianum.
Selektivni médium je vyvinuto k izolaci pravé tohoto druhu, nicméné az v budoucnu
pfi pouziti genetickych metod k identifikaci izolati/kmena se tato skute¢nost muize
stoprocentné potvrdit.

= 7 mykoparazitickych hub byly stabiln¢ izolovany druhy rod Trichoderma, dale se
podatilo odizolovat druh Trichoderma virens a Clonostachys rosea f. catenulata.

= Bé&hem monitoringu se nepodafilo zaznamenat vyskyt druhu Coniothyrium minitans,
ktery je tizce specializovany na patogena S. sclerotiorum.

= Naopak pomoci sklerocii houby S. sclerotiorum se podatilo odizolovat druh
Lecanicillium muscarium, ktery je obecné fazen mezi entomopatogenni houby,
nicméné nese 1 statut mykoparazita.

* Druhy Trichoderma spp. ziskané pomoci sklerocii se v nékterych ptipadech velmi
vyrazné¢ morfologicky odliSovaly od kmenii izolovanych zfed'ovaci metodou z
pudnich vyluht.

= Jednotlivé izolaty/kmeny nejsme schopni stoprocentné ur¢it na druhové urovni proto
byly pro praci vyuZity fenotypové projevy druhti hub rodu Trichoderma re-
izolovanych z komercné dostupnych preparat.

=  Kmeny mykoparazitickych druhid hub zejména pak ziskanych metodou zivych pasti
slouzi jako vyznamny ukazatel schopnosti pudy uspesné potlacovat houbové piivodce
onemocnéni rostlin.

=V ramci hodnoceni produkénich a biologickych vlastnosti hub rodu Trichoderma byly
zaznamenany rozdily mezi jednotlivymi kmeny.

» Druh Trichoderma virens je u¢inny proti fytopatogenni houbé Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizoctonia solani a Botrytis cinerea. Naopak témét nulovou aktivitu
vykazuje proti patogenu Fusarium solani.

=  Nc¢které kmeny druhu 7. harzianum vykazovaly velmi dobrou Gc¢innost proti R. solani,
B. cinerea a F. solani. Naopak proti S. sclerotiorum vykézaly niKmeny hub rodu
Trichoderma vyznamné potlacily vyvoj sklerocii fytopatogenni houby S. sclerotiorum,
vytvofena sklerocia nasledné parazitovaly.
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