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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva hodnocenim ristovych a produkcénich schopnosti
nematofagni houby Arthrobotrys oligospora. V provedenych pokusech byly zjistovany
informace tykajici se ristu a sporulace houby na umélych Zivnych plidach a na
ptirozenych substratech, vlivu podminek kultivace na produkci biomasy a moZnosti

formulace biopreparatu na bazi A. oligospora.

Na zaklad¢ provedenych pokust lze fici, ze A. oligospora ma vyraznou
schopnost saprofytického rstu. Houba rostla na vSech vybranych druzich umélych
(PDA, SDA, SLA, YEA, CMA, CDA, V8J, TSA) i piirozenych substrati (ryze, nahy
oves, pluchaty oves, kroupy, ovesné vlocky). Z vysledka vyplyva, Zze z hlediska ristu a
vytéznosti spor se jako nejvhodngjsi jevi umeld zivnd ptida SLA, na které houba
vykazuje velmi dobry rist a soucasné produkuje nejvice spor. Z pfirozenych substrati
byla nejvyssi sporulace zjiSténa u ovesnych vlocek.

V dalsich pokusech byl hodnocen vliv zdroje inokula A. oligospora (bloc¢ek
z vysporulované kultury, suspenze konidii), zplsobu tfepani (vertikalni, orbitalni) a
slozeni tekutého zivného média na rust A. oligospora. Vysledky experimentl
neprokdzaly, Ze by jeden z vySe uvedenych faktorti nebo jejich mozna kombinace méla
na tekutd Zivnad média podobny vliv. Pfi mikroskopickém posouzeni byly v médiich
Zjistény pouze fragmenty mycelia a ndznak tvorby chlamydospor.

V posledni ¢asti prace byla hodnocena vitalita A. oligospora inkorporované do
alginatovych pelet, které se jevi jako vhodna formulace pro aplikaci houby do ptidniho
prostiedi. Pro jejich tvorbu byly pouzity rizné druhy substrati (kroupy, ovesné vlocky,
otruby, kukufice, ryze). Houba rychle regenerovala, rostla a sporulovala na vSech
testovanych druzich alginatovych pelet. Z hlediska rychlosti obrlstani a vytéznosti spor

se jako nejlepsi substrat se jevi ovesné vlocky a otruby.

klicova slova: biologickd ochrana; nematofagni houby; Arthrobotrys oligospora;

kultivace; rustové parametry; produk¢ni parametry



ABSTRACT

This M.Sc. thesis is aimed to describe growth and production parameters of
nematophagous fungus Arthrobotrys oligospora. There was determinated information
about growth and sporulation of fungus on artificial and natural substrates, influence of
cultivation condition on production biomass and possibility of formulation alginate

pellets.

A. oligospora has very good saprophytic abilities. Fungus can growth on the
entire tested artificial (PDA, SDA, SLA, YEA, CMA, CDA, V8J, TSA) and natural
(rice, pillcorn, common oat, peeled barley, oat flakes) substrates. SLA is optimal
artificial medium for growth and sporulation of fungus where fungus grows good and
produces the most spores. From natural substrates fungus most sporulates on oat flakes.

In next assays, influence source of the inoculum (block from sporulated culture,
conidie), motion of shaker (vertical, orbital) and composition of liquid media was
evaluated. Based on results, it can not prove that one of mentioned elements or its
combination influence liquid media in the same way. It was determinated fragments of
mycelium and chlamydospores during microscopic examination of liquid media.

There was evaluated vitality of A. oligospora incorporate in alginate pellets. This
formulation is suitable for soil application. Alginate pellets were made from different
substrates (peeled barley, oat flakes, bran, maize, rice). Fungus recovers, grows and
sporulates well on all types of tested alginate pellets. The best substrates for growth and

sporulation were oat flakes and bran.

key words: biological control; nematophagous fungi; Arthrobotrys oligospora;

cultivation; growth parameters; production parameters
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1. UVOD

Snaha c¢lovéka o ziskdni maximalni zemédélské produkce vedla v minulém
stoleti k velkoplosnému a intenzivnimu pouzivani pesticidi. Postupem casu se vSak
zaCala objevovat celd fada probléml spojend s jejich nadmémym a dlouhodobym
pouzivanim (vznik rezistentnich populaci skiidcl, rezidua perzistentnich pesticidii v
prostiedi, snizeni biodiverzity v agroekosystémech). Tyto vedlejsi efekty vedly k

nutnym zménam v ochrané rostlin.

V roce 1956 byla zalozena IOBC (Mezinarodni organizace pro biologickou a
integrovanou ochranu proti $kodlivym zivo¢ichtim a rostlinam) jako politicky nezavisla,
védecko-odbornd instituce orientovand na problematiku biologické a integrované
ochrany rostlin. Zalozeni IOBC bylo motivovano konsensudlni snahou védecké a
odborné komunity cilené vyvijet a do zeméd¢lské praxe zavadét péstitelské technologie
Setrné k Zivotnimu prostfedi, s jednozna¢nym diirazem a orientaci na biologické metody
regulace populaci Sklidcti a supresi vyvoje a Sifeni ptivodcli onemocnéni rostlin a na
integrovanou ochranu rostlin (IPM — Integrated Pest Management). Tato organizace
sehrava klicovou roli ve vyvoji obecného pojeti integrované produkce (definice, cile,
principy) a tvorb¢ standardnich smérnic a metodickych navodii orientovanych do oblasti
IP v Evropé (Hrabankova et al. 2005).

Oproti konvenénimu zemédélstvi, ve kterém jsou k potlatovani Skodlivych
organismil pouzivany pievazné¢ chemické metody, jsou v IPM uptfednostiiovany
biologické, agrotechnické, fyzikalni a biotechnické metody. Cilem IPM neni Uplné
lokalni vyhubeni s$ktdci, ale udrzeni jejich populaci pod ekonomickym prahem

Skodlivosti pfi soucasném minimalnim vlivu na Zivotni prostredi.

V disledku tohoto konceptu doslo u zemédélskych producentt ke zvySeni zajmu
o biologickou ochranu. Biologické ptipravky jsou dnes pouzivany v mnohem vétsi mite,
nez tomu bylo v minulosti. Biopreparaty se pouzivaji hlavné u plodin péstovanych ve
fada z nich nachdzi uplatnéni 1 v bézné zemédélské praxi, kde predstavuji vyznamnou
alternativu ke konvenéni chemické ochrané.

Vyuzivani biologickych metod v ochrané¢ rostlin je vsoucasné dobé

podporovano i samotnymi spotiebiteli, ktefi zadaji chemicky neoSetiené produkty a
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nevahaji za né€ zaplatit vyssi cenu. Tomuto pozadavku se podfizuje fada péstitelll, kteti
od pouzivani pesticidi odstupuji a piechazeji na ekologicky systém produkce. Tento
trend vyznamnou meérou piispiva k vyzkumu a vyvoji novych biologickych ptipravk.
Smutnym faktem vSak zUstdva, ze 1 pres nariistajici spotiebu biopreparaty stale

predstavuji jen maly zlomek z ndkladl vynaloZenych na ochranu rostlin.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 Biologicka ochrana

Definice a rozdéleni

Pojem biologickd ochrana (BO) byl definovan mnoha biology. Zakladatel
moderni BO prof. H. S. Smith tento termin definoval jako ,,pouziti pfirozenych neptatel
(at’ jiz introdukovanych nebo jinak pfinesenych) v boji proti hmyzim sktidcam®. Dr. P.
DeBach definoval BO jako ,,ptisobeni parazitti, predatord nebo patogenti na udrZzovani
populacni hustoty Skidcti na nizsi Grovni, nez jakd by byla v jejich neptitomnosti®.
DeBach odlisil BO (biological control) od ptirozené regulace (natural control), kterou
definoval jako ,,udrzovani fluktuujici popula¢ni hustoty organizmu v mezich danych
definovatelnymi hornimi a spodnimi limity po dobu pisobeni abiotickych a/nebo
biotickych podminek prosttedi“. Pozdé&ji tyto terminy upravil Dr. van der Bosch, ktery
BO chapal jako ,,manipulaci ¢lovéka s pfirozenymi nepiateli v boji proti Skiidcim* a

piirozenou ochranu jako ,,ochranu, ktera se vyskytuje bez zasahu ¢lovéka* (Anonym 2)

BO zahrnuje tii hlavni strategie: 1) Klasickou (nékdy nazyvanou inokulativni),

2) Augmentativni — zde rozliSujeme: a) inundativni introdukci a b) sezénni inokulativni

introdukci a 3) Konzervativni (Bale et al. 2007).

1) Klasicka nebo inokulativni strategie je vétSinou pouzivana proti nepiivodnim
Skodlivym organismim, ktefi pronikli do novych zemi nebo oblasti svéta. Relativné
malé mnozstvi jedinct pfirozeného nepfitele je vzato z aredlu pivodniho rozsifeni
Sktidce a inokulovano do nového prostiedi. Zde vytvoii populaci, ktera miize prezivat
po velmi dlouhou dobu. Tento typ BO je nejvice G€¢inny ve vytrvalych plodinach, kde
dlouhodoba interakce Skiidce — pfirozeny nepfitel umozni zajistit dlouhodoby efekt
(Bale et al. 2007).

2) Augmentativni strategie zahrnuje ¢innosti, ve kterych jsou populace
piirozenych neptatel zvySovany pomoci masového chovu a periodické introdukce
(inokulativni nebo inundativni). Po osidleni nového arealu introdukovany druh potlaci
puvodni nebo neptivodni sktidce (Orr 2009). Augmentativni ochrana je pouzivana tam,
kde se populace pfirozenych nepratel nevyskytuji nebo nejsou schopny dostatecné

rychle korespondovat s rtistem populaci $ktidce (Landis and Orr 1996).
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a) Pii metodé sezonni inokulativni introdukce se inokuluje relativné nizky pocet
piirozenych nepratel, ktefi se nasledné pomnozi. Jakmile se populace piirozenych
neptatel zveétsi, potlaci Skodlivy organismus po delsi ¢asové obdobi. Vyskyt Skiidce byt
regulovan po celou sezénu, nebo dokud klimatické podminky nebo nedostatek potravy
nezpusobi zanik populace (Henn et al. 1995). Vlastni ochranny efekt je dosazen
pfedev§im nésledujicim pokolenim, ne populaci pfimo vypusténou. Tento zplisob ma
dlouhodob¢;jsi efekt (Vondraskova 2008).

b) Cilem inundativni introdukce je vytvofeni Sirokého poméru ve prospéch
ptirozenych neptatel a podobné jako pii aplikaci pesticidl, vyvolat rychlé snizeni nebo
lokélni vymizeni populace sktidce (Bale et al. 2007). Ochranného efektu je dosazeno
pfimo vypusténymi jedinci. Tento zptsob ma kratkodobéjsi efekt (Vondraskova 2008).

3) V konzervativni ochrané se pouZzivaji ptirozeni predatofi a parazitoidi proti
nativnim Skddcim (Bale et al. 2007). Pfi této strategii jsou vyluCovany zasahy
narusujici pfirozeny vyvoj pfirozenych neptatel a eventudlné provadény opatieni pro
zvyseni jejich vyskytu (Vondraskova 2008). Pomoci tUprav prostiedi se snazime zlepsit
ucinnost pfirozenych nepiatel pii potlacovani Skodlivych organismi (Orr 2009).
Konzervace prirozenych nepratel zahrnuje jednak omezovani faktort, které maji na
jejich vyskyt nepfiznivy vliv a poskytovani zdroji, které v prostfedi potitebuji (piistup
K nahradnim hostitelim, zdroj potravy pro dospélce, dobré podminky k piezimovani,

konstantni pfisun potravy a vhodné mikroklima) (Landis and Orr 1996).

Vyhody a nevyhody

Vyhody a nevyhody BO jsou ¢asto vyjadiovany ve srovnani s pesticidy (Bale et
al. 2007). Vyhody spocivaji v bezpecCnosti pro ¢lovéka a jiné necilové organismy,
snizovani rezidui v potravé, zachovani pfirozenych neptatel a zvySeni biodiverzity
ekosystému (Lacey et al. 2001). Je nepravdépodobné, Ze by doslo ke vzniku rezistence
k bioagens. V mnoha ptipadech ochrana ptetrvava po dlouhou dobu (Bale et al. 2007).

Nevyhody biologicky pfipravkid oproti chemickym insekticidim jsou casto
spojeny s perzistenci, rychlosti u¢inku, specificitou (pfili§ Siroké nebo uzké hostitelské

spektrum) a cenou (Lacey et al. 2001).

2.1.1 Pouzivané organismy
Dominantni roli v biologické regulaci hraji pfirozeni neptatelé Skudct, ktefi se

bézné vyskytuji v ekosystémech a v rizné miie se podileji na tzv. prirozené regulaci
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populaci riznych druhl organismu, z nichz nékteré patfi k vyznamnym Skadcim i
v zemédélstvi (Vondraskova 2008).

Mnoho schémat BO pouziva dravy hmyz a roztoCe (predatory), hmyz
parazitujici na jiném hmyzu (parazitoidy) anebo hlistice proti Skodlivému hmyzu. Tyto
organismy nazyvame ,,makrobidlni“ agens. V BO proti ¢lenovcim se také pouzivaji

»mikrobidlni* agens (bakterie, viry a houby) (Bale et al. 2007).

2.1.1.1 Makrobialni agens

Masova produkce ptirozenych neptatel zaznamenala za poslednich 30 let rychly
vyvoj. Byly vynalezeny nové metody masové produkce, coz umoznilo navysit produkci
a rozsifit spektrum pouzivanych organismil. Rozvoj v oblasti masové produkce,
kontroly kvality, skladovani, dopravovani a vypousténi pfirozenych neptatel snizilo

cenu produkce a vedlo k zlepseni kvality (van Lenteren 2000).

Predatori

Predatofi jsou zpravidla stejn¢ velci nebo vEtsi nez jejich obét’, na kterou jsou
vazani pouze potravné. Nékteti predatofi se zivi dravé pouze v larvalnich stadiich, jini
jsou predatory v juvenilnich stddiich i v dospélosti. Predatofi mohou byt potravné
nespecializovani (zivici se Sirokou Skélou druhil) nebo specializovani (Zivici se jen
jednim nebo nékolika piibuznymi druhy) (Henn et al. 1995).

Druhy pouzivané v BO nalezi do fadi Coleoptera, Hemiptera (dravé plostice),
Diptera, Neuroptera (zlatoocka) a Hymenoptera (dravé vosicky). V ochrané proti

rozto¢tm jsou dileziti zastupci z ¢eledi Phytoseiidae (Flint et al. 1999).

Parazitoidi

Oproti parazitim, byvaji parazitoidi velci jako jejich hostitelé, které b&hem
svého vyvoje zabiji. VétSina parazitoidii je vysoce specializovana a vajicka kladou na
nebo do jednoho vyvojového stadia jednoho nebo nékolika blizce ptibuznych druht
hostitele (Henn et al. 1995).

Vétsina parazitoidt nalezi do fadit Hymenoptera (parazitické vosicky) a Diptera
(Flint et al. 1997). Nejvice studovanymi a pouzivanymi parazitoidy v zemedélstvi jsou
Trichogramma, Encarsia, Muscidifurax, Spalangia a Bracon (Henn et al. 1995).

Celosvétové  nejpouzivan€j§im  parazitoidem je  paraziticka  vosicka

Trichogramma. Vétsina druh Trichogrammy snasi vajicka do vaji¢ek mir a motyla
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(Henn et al. 1995). V severni Evropé se nejvice pouziva v porostech kukufice proti
zavije¢i kukufi¢ném (Ostrinia nubilalis), kdy se vypoustéji jedenkrat do roka puparia
rizného staii (van Lenteren et al. 1997).

Jednim z nejlepsich piikladt BO je pouzivani Encarsia formosa ve sklenicich
proti molici sklenikové (Trialeuros vaporariorum), m. bavinikové (Bemisia tabaci),
molici B. argentifolii (van Lenteren et al. 1997). Dospélci Encarsie snasi vajicka do
tretiho a Ctvrtého stadia nymfy. Béhem vyvoje larvy, parazitované nymfy molic zCernaji

a zemiou. (Henn et al. 1995).

Hlistice

Zastupci ¢eledi Steinernematidae a Heterorhabditidae poutaji nejvice pozornosti
kvali potencidlnimu vyuziti v ochrané proti ptdnimu hmyzu (Lacey et al. 2001).
Hlistice zabiji hostitele pomoci symbiotickych bakterii, které maji uvnitf tradviciho
traktu. V hemolymf€ hostitele se bakterie rychle namnozi a béhem 48 h hostitele zabiji.
Bakterie pfeméni tkan obéti na produkty, které hlistice snadno vyuziji. Hlistice se uvnitf
téla mnoZi. Jakmile dosahnou ttetiho larvalniho stadia, opousti télo hostitele a vydavaji
se hledat novou obét’ (van Lenteren et al. 1997).

V BO vici slimaktum a plzakiim se pouziva paraziticka hlistice Phasmarhabditis
hermaphrodita, ktera je asociovana se symbiotickou bakterii Moraxela osloensis. Po
aplikaci ptipravku ptestane napadeny slimak do 3 dnu pfijimat potravu a béhem 1-3
tydnd hyne (Wilson 2007).

2.1.1.2 Mikrobialni agens

Patogenni organismy jako jsou viry, bakterie, rickettsie, houby, protozoa a
hlistice jsou bézné& izolovany z hmyzu a jinych bezobratlych. Jejich vyskyt v populacich
bezobratlych organismt pfispiva k pfirozené¢ regulaci Skidct lidi, plodin a

domestikovanych zvitat (Kaya and Lacey 2007).

Bakterie

Bacillus thurengiensis je aerobni, sporulujici, gram pozitivni, ty¢inkovita
bakterie (Garczynski and Siegel 2007). V soucasnosti jsou pouzivany rizné varianty
této bakterie proti Skiidcim v zemédélstvi, lesnictvi a proti nékterym larvam krve
sajictho hmyzu (Lacey et al. 2001). Nejrozsifen¢jSim druhem B. thurengiensis

v zemédé€lstvi je B. thurenginsis var. kurstaki, ktera je obzvlasté G¢inna proti motylim
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(Manion 1995). Ve vodnim prostfedi se proti moskytim a muchnickdm pouziva B.
thurengiensis var. israelensis (Kaya and Lacey 2007).

Insekticidni proteiny B. thurengiensis jsou vysoce specifické toxiny, které
pusobi jako pozerovy jed a napadaji stievo hmyzu. Jsou velmi bezpe¢né s ohledem na
necilové organismy vcetné obratloveli. Mechanismus U¢inku zahrnuje kaskadu
pochodi, které béhem nékolika hodin po pozieni vedou k smrti organismu. Insekticidni
ucinek B. thurengiensis je spojovan s bilkovinnymi toxiny, které se nachazeji
V parasporalni proteinové inkluzi, tzv. krystalu Cry. Krystaly jsou produkovany pfi
sporulaci a zaujimaji 30% z vnitiniho obsahu bakterie. Souhrnné se toxiny nachazejici
se v krystalu fadi mezi d-endotoxiny. Cryl proteiny, které jsou primarné aktivni proti
larvam motyll, jsou nejvice studovanymi insekticidnimi proteiny B. thurengiensis
s ohledem na jejich strukturu a mechanismus u¢inku. Cryl proteiny (protoxiny), které
se nalézaji v krystalu, jsou biologicky neaktivni. Po pozieni a rozpusténi krystalu
v alkalickém prostiedi stfedniho stfeva, rozstépeni proteini proteolytickymi enzymy na
mensi proteiny o velikosti 60-65 kDa, jsou protoxiny aktivovany na toxiny. Toxiny se
vazou na specifické receptory na povrchu bunék epitelu stiedniho stfeva, jejimz
disledkem je tvorba port v bunénych membrandch, naruseni membranového
transportu, lyze bunék a nakonec smrt organismu (Lacey et al. 2001). Otvory ve
sttednim stfevé zplsobené toxiny umozni smichani hemolymfy s obsahem stieva, coz
vede Kk celkové septikémii a smrti (Garczynski and Siegel 2007). Ostatni bakterie jsou
v ochrané proti hmyzu pouzivany v mnohem mensim métitku (Lacey et al. 2001).

V ochrané proti houbovym chorobam je vyuzivadna grampozitivni, sporulujici
bakterie Bacillus subtilis, ktera vytvafi odolné spory viuci nepiiznivym podminkam
okoli (teplo, vysuseni). Spory mohou byt snadno formulovany do stabilnich produktt
(suchy prasek). Kmen B. subtilis, Kodiak, je nejen velmi G¢inny v ochrané plodin vuéi
patogenim rodu Fusarium a Rhizoctonia, ale také stimuluje rist rostlin (Emert and
Handelsman 1999).

Viry

Velky pocet viri nabizi moznost vyuziti jako mikrobidlni agens. Nejvetsi
potencial maji Baculoviridae (Nucleopolyhedroviry a Granuloviry). Bylo zaznamenano
vice nez 400 druhtt hmyzu, hlavné¢ motyli (Lepidoptera) a blanoktidli (Hymenoptera),

které mohou byt napadany témito viry.
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Zastupci z ¢eledé Baculoviridae jsou tyCinkovité viry, jejichz infekéni DNA tzv.
virion, je obalen primarni bilkovinnou membranou tzv. nukleokapsida. Viriony
granulovira  jsou jednotlivé uzavieny v proteinové matrici —  granulinu.
Nucleopolyhedroviry maji viriony obaleny proteinovou matrici — polyhedrinem,
jednotlivé nebo po skupindch (Lacey et al. 2001).

Po pozieni viru hostitelem dochdzi v alkalickém prostiedi stfedniho stieva
k rozpusténi ochranné matrice. Uvolnény virion vstoupi do epitelialnich bunék stieva a
V jadru se pomnozi. Z bun¢k stieva se po namnozeni uvoliiuji nezapouzdiené viry, které
pomoci hemolymfy pronikaji do jinych tkani. Obalené viry slouzi jako inokulum pro

dalsiho hostitele (Lacey et al. 2001).

Houby

V piirodé se vyskytuje velky pocet hub z riznych taxonomickych skupin, které
jsou patogenni pro Skiidce rostlin (hmyz, roztoce, had’atka, houby).

Velky pocet hub parazituje na hmyzu a malych ¢lenovcich jako jsou roztoci a
pavouci. Tyto houby nazyvame entomopatogenni (Burge 1998). V¢tSina
entomopatogennich hub patii do fise Eumycota neboli pravé houby, ktera se déli do Ctyt
oddéleni — Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota a Basidiomycota. Nejznaméjsim
patogenem Vv oddéleni Chydridiomycota je rod Coelomycetes, jehoz zastupci jsou
obligadtnimi parazity moskyty a jinych Dipter. VétSina entomopatogenit z oddéleni
Zygomycota patii do fadu Entomophthorales. Entomopatogenni houby zastoupené v
tomto fadu patii do rodua Conidiobolus, Entomophaga, Entomophthora, Erynia,
Neozygites a Zoophthora. Mnoho entomopatogennich hub ¢aste¢né nebo zcela ztratily
schopnost vytvatret pohlavni stddium. K této skupiné patii dulezité entomopatogenni
houby z rodi Beauveria, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces,
Tolypocladium. Protoze pohlavni stadium vétsiny druhti neni zndmo nebo je nachazime
v blizkém spojeni s anamorfami, fadime tyto houby do tfidy Hyphomycetes umélého
oddéleni Deuteromycota (Goettel et al. 2007). V soucasné dobé jsou pouzivany
produkty obsahujici Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicium leacanii
a Paecilomyces fumosoroseum (Lacey et al. 2001).

Dravé houby jsou charakteristické tvorbou pasti, do kterych chytaji svoji kofist.
Nalezi do riznych taxonomickych skupin. Patii sem vSichni zastupci fadu Zoopagales
(Zygomycetes) a mnoho zastupcu z ¢eledi Moniliaceae (Fungi Imperfecti). Zoopageles
jsou obligatnimi predatory, ktefi se zivi pfevazné ménavkami a jinymi prvoky, ackoli
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nékteti zastupci jsou schopni lapit i nematody. Dravé houby z celedi Moniliaceae témet
vyhradné chytaji nematody. Nejsou obligatnimi parazity a v piipad¢ absence hostitele
dokazi prezivat saprofyticky. K chyceni kofisti pouzivaji rGzné mechanismy.
A. oligospora vytvati z hyf lepivé sité, které slouzi k zachyceni nematoda. Jini zastupci
vytvaii na konci laterarnich hyf lepivé knofliky (Dactyllela ellipsospora) nebo oka
z bungk (Dactyllela lysipaga). U nékterych druhti (Arthrobotrys dactyloides) se tato oka
po kontaktu s nematodem rychle zvétsi a zachyti jej. Houby parazitujici na nematodech
se mizeme nalézt u vSech tfid nematod. Endoparazité jako Meria a Hirsutella vytvari
lepivé spory, které pfilnou ke kutikule hlistice. Nasledn¢ houba penetruje kutikulu a
pronika do télni dutiny. Nekteré houby (Dactyllela oviparasitica) napadaji vaje¢na
stadia.

Houby mohou byt také vyuzity proti jinych houbovych patogenim. V BO jsou
pouzivany naptiklad Trichoderma harzianum, ktera potlacuje houby zpisobujici padani
kli¢nich rostlin a Coniothyrium minitans, ktera napada patogeny z rodu Sclerotinia
(Burge 1998).

2.2 Nematofagni houby

2.2.1 Definice a rozdéleni

Nematofagni houby jsou organismy, které jsou schopny béhem zivotniho cyklu
napadat v§echny stadia nematod (Jansson and Lopez-Lorca 2001).

Zastupce nematofagnich hub nalezneme ve vSech hlavnich skupinach hub,
véetn¢ nizSich hub (Oomycetes, Chytridiomycetes, Zygomycetes) a vysSich hub

(Ascomycetes, Basidiomycetes a Deuteromycetes) (Nordbring-Hertz et al. 2006).

Podle zplisobu napadeni hostitele se nematofagni houby déli do Ctyt skupin:
1) Houby chytajici nematody do lepivych nebo mechanickych pasti, 2) Endoparazitické
houby, které infikuji nematody pomoci spor, 3) Vajecni parazité, ktefi napadaji vajicka
a samice nematod pomoci hyfovitych vybézki, 4) Houby produkujici toxiny, pomoci

nichz pted prinikem do téla nematody znehybni (Liu et al. 2009).

1) Tyto houby chytaji ¢ervovité nematody pomoci specialnich chytacich utvardg,
které¢ se tvoii na hyfach. Pasti mohou mit funkci lepici, kdy se hlistice ptilepi nebo

mechanickou. Mezi lepici pasti patii dvou nebo tfi rozmérné lepivé sité (Arthrobotrys
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oligospora), lepivé knofliky (Monacrosporium haptotylum) a lepivé vétve
(Monacrosporium gephyropagum). Mechanické pasti jsou dvojiho typu. Prvnim typem
jsou Skrtici oka tvofené tfemi buiikami. Tyto buiiky se pii kontaktu s hlistici zvétsi, a tak
nematoda chyti (Arthrobotrys dactyloides). Druhym typem jsou neskrtici oka
(Monacrosporium haptotylum) (Jansson and Lopez-Llorca 2001).

2) Endoparazitické houby oproti houbam chytajicich nematody do pasti netvoii
extenzivni mycelium vné téla hostitele. VétSina druhii se v pidé vyskytuje jako spory,
které zlstavaji do kontaktu s vhodnym hostitelem dormantni (Stirling 1988). Spory
mohou byt pohyblivé — napt. zoospory Catenaria anguilluae nebo nepohyblivé — napf.
konidie (Jansson and Lopez-Llorca 2001). Nematody infikuji bud’ ptilnutim k povrchu
jejich téla nebo piimo pozienim. Spory rychle vykli¢i a asimilac¢ni hyfy absorbuji cely
obsah téla nematoda (Liu et al. 2009). Zastupce endoparazitickych hub s adheznimi
sporami muzeme nalézt v rodech Meria, Verticillium, Hirsutella, Meristacrum a
Cephalosporium (Stirling 1998).

3) Mezi detailn¢ studované vajeCné parazity patii zastupci z taxonomicky
odlisnych  skupin — napf. Pochonia chlamydosporia (syn. Verticillium
chlamydosporum), Dactylella oviparasitica, Paecilomyces lilacinus, Rhophalomyces
elegans a Cylindrocarpon destructor (Stirling 1998). Tyto houby parazitujici na
nepohyblivych stadiich nematod, jako jsou naptiklad vajicka, pouZzivaji riznou strategii.
Hyfy Pochonia chlamydosporia a jinych druhti hub, které rostou k vajicku, vytvaii na
hyfovitych vybézcich apresoria, ktera pronikaji skrz vajecnou skotapku. Houby poté
obsah vajic¢ek stravi (nezraly i zraly, obsahujici mladé nematody) (Nordbring-Hertz et
al. 2006).

4) Houby produkujici toxiny, napfiklad Pleurotus ostreatus, pied prinikem do
téla svou obét znehybni toxiny (Jansson and Lopez-Lorca 2004). Po znehybnéni
nematoda roste houba chemotropicky smérem k pfirozenym otvortim a infikuje hostitele

(Jansson and Lopez-Lorca 2001).

2.2.2 Vyskyt

Vyskyt nematofagnich hub v pidé mizeme zjistit tzv. padni posypovou
metodou. Pfi této metodé¢ se vezme pfiblizné 1 g ptidy, kterd se rozptyli na povrch misek
s vodnim agarem. Poté se pfidaji nematodi, ktefi slouzi jako navnada. Misky se pozoruji
pod mikroskopem po dobu 5-6 tydnt a hledaji se napadeni nematodi, infek¢éni struktury
a konidie nematofagnich hub (Nordbring-Hertz et al. 2006).

18



Nematofagni houby jsou pidni organismy, které se vyskytuji ve vétSin€ ptd od
tropi az po arktické oblasti. Nejhojnéji se nalézaji v pidach bohatych na humus.
V ptudnim vzorku se obvykle nachazi jeden az pét druhti s ¢etnosti 1,8-150 propaguli na
gram pudy. Tento rozdil je zpisoben vlivem vnéjSich faktorti — napt. pidnim druhem,
obsahem organické hmoty, vlhkosti, teplotou a pfitomnosti nematodd (Jansson and
Lopez-Llorca 2004).

V zeméd¢€lskych puadach v teplejSich oblastech nematofagni houby podléhaji
sezonnim zménam. Nejvyssi hustotu a pocet druhd nachdzime ke konci léta a na
podzim, pravdépodobné kvili vyssi teploté pidy a vzristajicimu mnozstvi organickych
zbytki. Nejvyssi Cetnost vyskytu hub je v hornich 20 cm pudy. V hloubce pod 40 cm se
témef nevyskytuji.

Vétsina zastupcti nematofagnich hub jsou fakultativni parazité, kteti mohou
v pud¢é prezivat saprofyticky na organickych zbytcich. Nematofagni houby se lisi
v saprofytickych a parazitickych schopnostech. Zatimco houby chytajici nematody do
pasti a vajecni parazité mohou piezivat v pid¢ saprofyticky, endoparazité jsou vétSinou
zavisli na nematodech jako zdroji zivin (obligatni parazité) (Nordbring-Hertz et al.
2006). Houby chytajici nematody do pasti maji schopnost saprofytického riistu a mohou
tak byt povazovany za fakultativni parazity, s vyjimkou zastupcli patificich do
Zygomycetes, ktetfi jsou obligatni parazité. AZ na vyjimky maji tyto houby nizkou
hostitelskou specificitu a napadaji vSechny druhy nematod (Jansson and Lopez-Lorca
2001).

Hlavnim problémem nematofagnich a dalSich hub aplikovanych do pudy je
jejich nizka schopnost udrzet se v pidnim prostiedi (Nordbring-Hertz et al. 2006).
Nematofagni houby, i ptes jejich saprofytické schopnosti, nejsou dobrymi konkurenty
vV pidnim prostiedi. Z tohoto divodu schopnost napadat jiné organismy — nematody,
jiné houby, kofeny rostlin — je dilezita pro jejich preziti v piidé (Jansson and Lopez-

Llorca 2004)

2.2.3 Fytofagni had’atka

Fytofagni had’atka mohou byt ¢lenéna z hlediska taxonomie nebo ekologie.
Vyznamné druhy fytofagnich hadatek nalezi do tada Tylenchida a Dorylaimida.
Z hlediska ochrany rostlin je toto systematické rozdéleni nepraktické, a proto prakticka
fytonematologie preferuje déleni do skupin podle vyvojové vazby na hostitelskou

rostlinu. Ackoliv jsou vSechna fytofagni had’atka primarné vazana na pudni prostredi,
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nenapadaji pouze podzemni organy rostlin. Had’atka mizeme podle mista parazitace

rozdélit na dvé skupiny:

A. Had’atka poskozujici kofeny rostlin (koFenova had’atka)

a) sedenterni (nepohybliva, prisedld)

- cystotvorna (rod Heterodera, Globodera)
- halkotvorna (rod Meloidogyne)

b) pohybliva (volné Zijici)

- ektoparaziticka (¢eled’ Tylenchidae, rod Tylenchus)

- endoparaziticka (¢eled’ Pratylenchidae)

B. Had’atka parazitujici pfevazné na nadzemnich ¢astech rostlin
- had’atka osni (Tylenchidae, rod Ditylenchus)
- hadatka listova (Aphelenchoididae, rod Aphelenchoidae)
- hadatka kvétni (Tylenchidae, rod Anguina)

(Landa 1986).

vvvvvv

vii€i nim je obtizna. U sedenternich had’atek se v zivotnim cyklu vyskytuje nepohyblivé
stadium. Larvy se po kratké aktivni fazi ztrati svoji pohyblivost a usadi se v pletivech.
Po proniknuti larev do pletiva kofinku dochazi k charakteristickym zménam v okoli
hlavy larvy (Staif 1981). Tato skupina zahrnuje nejvyznamnéjsi skupiny parazitd rostlin
— cystotvorna had’atka (Heterodera spp., Globodera spp.) a halkotvorna hadatka
(Meloidogyne spp.) (Jansson and Lorca-Llopez 2004).

Volné zijici kotenova had’atka nejsou v ptidé vazana na jedno misto parazitace.
Mohou se pohybovat od rostliny k rostliné i vramci korovych pletiv kofene. Obé
pohlavi maji po cely zivot hadkovity tvar téla. VE&tSina druht je polyfagnich a Ziji ekto-
nebo endoparaziticky (Staif 1981). Pohyblivi ektoparazité zptisobuji malé $kody.
Zustavaji vpudé a saji na extracelularnich bunkach v povrchové vrstvé kotent.
Pohyblivi endoparazité vstupuji do kotfentl, kde se pohybuji a saji. Zptisobuji znacné
Skody a spolecné s ostatnimi pudnimi patogeny (houby, bakterie) mohou pusobit

synergicky a vyvolavat dalsi choroby (Jansson and Lorca-Llopez 2004).
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Had’atka sSkodici na nadzemnich ¢éastech rostlin se pomoci vodniho filmu
dostavaji z pudy na nadzemni Casti rostlin. Na ostatni rostliny se Sifi pomoci vodnich

kapek (Staif 1981).

2.2.4 Vyuziti v biologické ochrané

Jednim z vyznamnych aspekti nematofidgnich hub je jejich moznost vyuziti
Vv biologické ochrané v boji proti nematodiim parazitujicich na rostlindch a zvitatech.
Had’atka parazitujici na rostlinich, napt. héalkotvornd a cystotvornd had’atka, jsou
globalnimi Sktdci, kteti zptsobuji velké skliziiové ztraty v zeméde€lstvi a zahradnictvi.
Nésledkem zdkazu mnoha nematocidl, napt. metylbromidu, kvili nepfiznivému vlivu
na zdravi ¢loveéka a zivotni prostiedi, je potieba nalézt nové moznosti v ochrané proti
nematodtim (Nordbring-Hertz et al. 2006).

Je znamo velké mnozstvi hub, které napadaji nematody. Mezi nejvyznamnéjsi
rody patii Paecilomyces, Pochonia, Hirsutella, Nemathophora, Arthrobotrys,
Drechmeria, Fusarium a Monacrosporium (Siddiqui and Mahmood 1996).

Prvni pokusy s nematofagnimi houbami proti fytofagnim hadatkim se
zaméfovaly na houby chytajici nematody do pasti (Arthrobotrys, Monacrosporium).
Posléze se zacaly provadet experimenty s pouzivanim endoparazitti (H. rhossoliensis,
D. coniospora) a vajeénych paraziti (P. chlamydospora) (Nordbring-Hertz et al. 2006).

Ackoliv bylo za poslednich 50 let provedeno mnoho experiment na zjiSténi
ucinnosti téchto hub, nenasly zatim nematofagni houby v zemédé€lskych programech
ochrany proti had’atkim uplatnéni. Diivody pro nedostatecny rozvoj této oblasti jsou 1)
pouzité druhy hub byly spiSe saprofyté nez predatofi, 2) vysledky pokusi jsou
neprikazné kviili metodologickym problémim, 3) masova produkce hub na pevnych
substratech je draha a je obtiZné ji pfizpisobovat, 4) aplikaéni davky byly pro pouZiti v
zemédélstvi pfili§ vysoké (Stirling et al. 1998b).

V Ceské republice nejsou dle Seznamu registrovanych piipravkii a daliich
prostiedki na ochranu rostlin pro rok 2009 registrovany zadné piipravky na bazi

nematofagnich hub (Anonym 3).

Paecilomyces lilacinus
V pudé bézné se vyskytujici houba Paecilomyces lilacinus je ucinny parazit
vajicek nematod. V biologické ochran¢ proti riznym druhiim fytopatogennich had’atek

se v soucasné dob¢ nejvice pouziva Paecilomyces lilacinus, kmen 251. Zptisob a pribéh
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infekce riznych vyvojovych stadii nematod se odviji podle pivodu izolatu houby a
druhu nematoda. Paecilomyces lilacinus je schopna infikovat vSechna vyvojova stadia
Meloidogyne javanica piimou penetraci kutikuly nematod. Rana vyvojova stadia jsou
k infekci vice vnimava oproti vajickim obsahujici pln¢ vyvinuté mladé nematody. Tato
houba také napada vajicka a nezralé cysty Heterodera avenae a vajicka Radopholus
similis (Khan et al. 2006).

Vajicka had’atek Meloidogyne spp. jsou infikovana rychleji nez vaji¢ka had’atek
Globodera a Nacobbus (Siddiqui and Mahmood 1996).

Pochonia chlamydosporia

Pochonia chlamydosporia je parazitem cystotvornych a halkotvornych had’atek.
V ptipad¢ absence vhodného hostitele miize prezivat v pudée saprofyticky. Tato houba je
hlavni pfi¢inou ptirozeného poklesu hadatka ovesného (Heterodera avenae)
v monokulturach. Po introdukci do polnich kultur mtize tato houba redukovat vyskyt
had’atek az o 90 %. Kombinace této houby s nematocidy nevede k sniZzeni jejiho
vyskytu anebo k poklesu parazitickych schopnosti. Bylo také prokazano, ze houba
dokaze zabranit lihnuti vajicek M. arenaria a kolonizovat je a pomoci hyfy penetrovat.

(Siddiqui and Mahmood 1996).

Arthrobotrys spp.

V roce 1978 Cayrol et al. vyvinuli preparat na bazi izolatu Arthrobotrys spp.
(Royal 300) proti mykofagnimu hadatku Ditylenchus myceliophagous. Pii aplikaci
piipravku spole¢né s kompostem byla populace had’atka redukovana o 40 %. V roce
1979 vyvinuli ptipravek na bazi jiného izolatu Arthrobotrys spp. (Royal 350) na
ochranu rajcat proti had’atku kofenovému. Royal 300 obsahuje Arthrobotrys robusta,
zatimco podobny produkt Royal 350 je formulovan na bazi Arthrobotrys superba
(Siddiqui and Mahmood 1996).
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2.3 Arthrobotrys oligospora

Jedna znejznaméjSich nematofagnich hub, Arthrobotrys oligospora, byla
izolovdna v poloviné devatenactého stoleti. Schopnost tvofit pasti a chytat do nich
nematody, byla poprvé popsana na konci devatenactého stoleti. Ale az do tficatych let

minulého stoleti nebyl tento fenomén dale studovan (Dijksterhuis et al. 1994).

2.3.1 Taxonomie

Vétsina nematofagnich hub, vcetné¢ hub chytajicich nematody do pasti a
endoparazitl patfi mezi Deuteromycetes (nepohlavni houby). Taxonomické zatazeni
nckterych druht bylo objasnéno az po objeveni ptislusnych pohlavnich stadii. Pohlavni
stadia  (teleomorfy) byly zjistény u mnoha zastupct zrodd Arthrobotrys,
Monacrosporium a Dactylella (anamorfy) a oznaceny jako Orbilia spp. patiici do
Discomycetes (Ascomycetes) (Nordbring-Hertz et al. 2006).

Oddéleni: Eumycota

Trida: Deuteromycetes (Fungi imperfecti)

Rad: Moniliales (Hyphomycetes)

Celed’: Moniliaceae

Pod¢eled’: Hyalodidymae

Rod: Arthrobotrys CORDA 1839

Druh: Arthrobotrys oligospora FRESENIUS 1850
(Anonym 1)

2.3.2 Konidie
Vzpiimené konidiofory nesou 20-30 pteslentl s 5-20 dvoubunéénymi konidiemi.
Konidie jsou 16-30 um dlouhé a 8-16 um Siroké, zietelné rozdélené septou. Distalni

burika konidie je pfiblizn¢ dvakrat vétsi nez proximalni bunika (Anonym 1).
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Obr. 1 — Konidiofor A. oligospora
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Obr. 2 — Konidie A. oligospora (Anonym 1)
(Anonym 1)

2.3.3 Infekéni struktury

Vétsina zastupct rodu Arthrobotrys je charakterizovana tvorbou pasti v podobé
lepivych siti. Tyto pasti se mohou skladat z jedné samotné smycky nebo plné vyvinuté
trojrozmérné sité (Nordbring-Hertz et al. 2006). Infekéni struktury jsou nezbytnym
piedpokladem nejen pro schopnost houby napadnout hostitele, ale také pro jeji pteziti a
virulenci. Rozmanitost infekénich struktur je velika a vysoce zavisld na vnéjSim
prostiedi. V ramci jednoho druhu, A. oligospora, se nevyskytuji pouze lepivé sité, ale
také tzv. konidialni pasti, hyfalni oka okolo hyfy jiné houby a apresoria v rizosfére
polnich plodin (Nordbring-Hertz 2004). Mnoho zastupctu Arthrobotrys spp. netvoii pasti
spontann¢, ale jejich vznik zavisi na podminkédch prostfedi, zvlast¢ na piitomnosti
nematodti (Nordbring-Hertz et al. 2006). Blizky kontakt s nematody béhem nékolika
hodin vyvola diferenciaci mycelia v pasti, pomoci nichZ houba chytne, penetruje, zabije
a stravi obsah téla nematoda (Liu et al. 2008).

Kratké peptidy, napt. fenylalanin valin, dokdzi spolu s nizkym obsahem zivin
vyvolat tvorbu pasti (Jansson and Lopez-Lorca 2001). Tento zpuisob indukce pasti zjistil
Friman et al. vroce 1985 pti kultivaci A. oligospora v tekutém mediu (0,01 % soya
pepton) s piidavkem aminokyselin valinu a fenylalaninu. Kultura byla ode dna silné
provzdusnovana pomoci modifikované délici nalevky. Tvorba pasti na myceliu zacala

za 2 dny. Nejvétsiho poméru mezi pastmi a hyfami bylo dosahnuto 5-7 den kultivace.
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Ackoliv pouzité zfedéné medium neprodukovalo mnoho biomasy, byla tato metoda
kultivace cennym nastrojem pfi studiich interakci nematoda — houba (Dijksterhuis et al.
1994).

Lepivé sité

Lepivé sité, nejrozsifené]si typ pasti, jsou tvofeny kolmou laterdlni vétvi, ktera
roste z vegetativni hyfy. Lateralni vétev se ohyba ve snaze setkat se a splynout s vétvi,
kterd se vytvaii na mateiské hyf¢ vzdalené 20-25 um od lateralni vétve. Houba dale
vytvari vice smycek bud’ na povrchu piivodni smycky nebo na matefské hyf¢ (Liu et al.

2008). Primér smycek se pohybuje mezi 20 az 59 um (Anonym 1).

Konidialni pasti

Kli¢eni konidii probiha tak, ze se z kli¢ici hyfy vyvine hyfa, ktera se nasledn¢
vétvi a vytvaii mycelium. Nékteré druhy hub chytajici nematody do pasti vytvarejii
chytaci struktury piimo na kli¢ici konidii. Tyto pasti jsou pln¢ funkéni (Liu et al. 2008).
Vyhodou konidialnich pasti je, Ze houba pfed chycenim nematoda spotiebuje méné
energie na rust hyf a také muaze byt, podobné jako endoparazitické houby, Sifena do
novych oblasti (Jansson and Lopez-Lorca 2001). Tyto struktury jsou vytvafeny
Vv pfirodnim prostiedi jako je kravsky hntij nebo v rizosféte (Nordbring-Hertz 2004).

Obr. 3 — Lepivé trojrozmérné sité Obr. 4 — Konidialni pasti A. oligospora
A. oligospora (Anonym 1) (Nordbring-Hertz 2004)
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Hyfalni oka

Morfologickou adaptaci mycelia A. oligospora na piitomnost jinych hub je
vytvafeni hyfalnich ok. Hyfy A. oligospora se obto¢i kolem hyfy houby a stravi obsah
bun¢k (mykoparazitismus) (Nordbring-Hertz et al. 2006). Obto¢eni hyfy A. oligospora
kolem hyfy hostitele (Rhizoctonia solani) vede Kk proliferaci bunéénych stén a
desintegraci cytoplazmy bez poruseni napadené burniky (Nordbring-Hertz 2004). Tato

interakce se nazyva kompetice o ziviny (Liu et al. 2009).

Apresoria

Na pfitomnost kofenti rostlin reaguje A. oligospora tvorbou apresorii
(Nordbring-Hertz et al. 2006). Houba kolonizuje epidermis a kortex, ale nikdy
neporusuje cévni svazky. Kolonizace kotenii spusti obranné reakce rostliny napf. tvorba

papil, ale nikdy nenarusi jeji vyvoj. Kolonizace kofent je endofyticka a rostliné muze

pfinést veétsi odolnost viici parazitickym nematodim a/nebo jinym pangenim

(Nordbring-Hertz 2004).

SE 12-Jun-00 WD12'. 5mm 12.0kVix1:5k -‘QOdin,,-_m

Obr. 5 — Hyfalni oka A. oligospora Obr. 6 — Pocatek kolonizace kofenti je¢mene houbou
okolo hyfy Rhizoctonia solani A. oligospora (apresorium oznacené Sipkou)
(Nordbring-Hertz 2004) (Nordbring-Hertz 2004)

26



2.3.4 Interakce nematoda — houba

Rozpoznani hostitele

Nematofagni houby maji rtiznou hostitelskou specificitu, ale zpravidla
nenapadaji jiné organismy nez cervovité nematody a jejich vajicka. Stejné jako jiné
patogenni mikroorganismy, Si I nematofagni houby vyvinuly zptsob, jak rozpoznat a
nalézt hostitele (Jansson and Lopez-Lorca 2001). Rozpoznéni hostitele je dilezité pro

nasledny postup infekce, véetné penetrace (Nordbring-Hertz et al. 2006).

Pritazlivost

Nematodi jsou pfitahovani k myceliu houby, na némZz mohou vyvolat tvorbu
pasti. Kplné vyvinutym pastem a sporam jsou pritahovani silngji nez k myceliu
(Nordbring-Hertz et al. 2006). Jednotlivé druhy hub pfitahuji houby riznou silou.
Jansson a Nordbring-Hertz rozdélily nematofagni houby do tfi skupin v zavislosti na
jejich saprofytickych a parazitickych schopnostech. Do prvni skupiny patfi houby
s rychlym rastem, které tvoii indukované pasti. Tyto houby jsou povazovany spise za
saprofyty (A. oligospora). Druha skupina zahrnuje pomalu rostouci houby, které vytvari
spontanni pasti. Zastupci této skupiny jsou spiSe parazité (Monacrosporium
haplotyplum). Tteti skupinu tvofi endoparazitické houby, které jsou obligatnimi
parazity. Sila pfitazlivosti vzrista se zvySujicimi se parazitickymi schopnostmi houby

(Jansson and Lopez-Lorca 2001).

Adheze

Zda se, ze u€innost adheze zavisi na pritomnosti specifickych slozek na vnéjsim
povrchu kutikuly. Hostitelskou specificitu nematofagnich hub tedy urcuje odlisné
druhové sloZeni kutikuly (Dijksterhuis et al. 1994). Tento krok zahrnuje interakci mezi
uhlovodikovou vazbou proteinu (lecitinu) houby a uhlovodikovym receptorem
nematoda. Trojrozmérné sit€¢ A. oligospora jsou obklopené vrstvou extracelularnich
vlaken. Po kontaktu s nematody se tato vlakna napfimi kolmo k povrchu téla hostitele,

v

coz usnadni zachyceni a pozdéjsi invazi houby (Nordbring-Hertz et al. 2006).
Penetrace

Penetrace nasleduje po adhezi infekénich struktur (pasti, lepivé spory a

apresoria) ktélim nematod a jejich vajickim. Zahrnuje sled mechanickych a
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enzymatickych déji. Kutikula nematod a vaji¢ek je slozena predevsim z proteint, a
proto se procesu penetrace nejvice Gc¢astni proteazy (Jansson and Lopez-Lorca 2001).

A. oligospora prorazi kutikulu pomoci penetrac¢ni trubicky. Makromolekuly
obsazené v kutikule jsou rozpustény pomoci hydrolytickych enzymi a houba pak

pomoci mechanického tlaku pronika skrz kutikulu (Nordbring-Hertz et al. 2006).

Traveni a ukladani Zivin

Nasledné po penetraci je obsah t¢la nematoda straven. Uvniti téla se penetracni
trubicka zvétSuje a vytvaii velky infekéni bulbus (Nordbring-Hertz et al. 2006). Z ngj se
vyviji trofickd hyfa (Dijksterhuis et al. 1994). V pozdéjsim stadiu se do trofické hyfy
soustiedi lipidova kapénka, ktera se ucastni asimilace a ukladani zivin ziskanych z téla
nematoda (Nordbring-Hertz et al. 2006). Vedle lipidové kapénky muze A. oligospora
ukladat ziviny pomoci lecitinu (Arthrobotrys oligospora lecitin AOL), ktery ve velkém
mnozstvi produkuje do cytoplazmy hostitele. AOL se akumuluje v trofické hyfe
rostouci uvniti téla nematoda a poté je dopravovan do ostatnich ¢asti mycelia, kde je
degradovan a slouzi jako zdroj zivin pro dalsi rast (Nordbring-Hertz et al. 2006).
Infekéni bulbus a asimila¢ni hyfa mohou byt povazovany za troficky systém, ktery
preméiuje obsah téla nematoda na zasobni latky (lipidové kapénky). Ty jsou postupné
metabolizovany na Zziviny, které jsou dopravovany k vegetativnimu myceliu vné télo
hostitele. Degradace télniho obsahu se z ¢asti ucastni i vlastni autolyticky systém
nematoda, ktery je aktivovan zvySenim travici aktivity béhem inicialni faze infekce.

Cely infeke¢ni proces trva 48-60 hodin (Dijksterhuis et al. 1994).
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Obr. 7 — Nematoda chyceny do trojrozmérné sité A. oligospora (Anonym 1)

2.3.5 Pozadavky na vyZivu

A. oligospora muze vyuzivat jako zdroj uhliku Siroké spektrum latek. Lee et al.
(2004) zkoumali vyuziti dextrozy, sachar6zy, maltozy, xylozy a Skrobu. Na zaklad¢ této
studie urcili jako nejlep$i zdroj uhliku sacharézu. Sachardéza je disacharid, ktery se
sklada ze dvou hexdz. Aby mohla houba sacharézu vyuzit, musi ji pomoci enzymu
invertaza rozdélit na dvé hexdzy. A. oligospora pravdépodobné tento enzym ma, coz ji
umoznuje vyuzit sachardzu jako zdroj zivin. A. oligospora dovede vyuzit nékolik zdroju
dusiku. Obzvlaste¢ dobfe roste v mediu s pfidavkem extraktu kvasnic a dusi¢nanu
sodnym. Extrakt kvasnic zajiSt'uje houb¢ potiebné vitaminy a minerdlni latky jako jsou
biotin, thiamin a zinek. Vyuziti dusi¢nand a dusitant znaci, Ze houba produkuje velké
mnozstvi enzymu reduktdza. Optimalni pomér sacharézy a kvasnicového extraktu

v médiu je 20:4.

2.3.6 Produkce a formulace

Houby chytajici nematody do pasti mohou byt snadno kultivovany na rtiznych
umélych médiich (Lee et al. 2004). Jednim z diivodii, pro¢ nematofagni houby nejsou
masové produkovany je ten, ze jsou obvykle kultivovany na pevnych substratech, jako

jsou otruby, slupky z ryze nebo obilky a vnaseny do pidy jako smés houby a substratu.
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Nevyhodou tohoto typu substratu je, ze poskytuje ziviny také ostatnim pidnim
mikroorganismim, které introdukované houbé pii vyuzivani zivin ztohoto zdroje
konkuruji a brani jejimu udrzeni V prostfedi. MoZnosti komeréni produkce jsou
omezené, protoze masova produkce na pevnych substratech jdou malo vykonné, drahé a
je obtizné kontrolovat kvalitu findlniho produktu. Dostupnost zdroje Zivin miize vést
K problémim s mikrobialni kontaminaci. Objemnost substratu ma za nasledek naklady
na transport, skladovani a obtiznou aplikaci konven¢nimi zeméd€lskymi stroji (Stirling
et al. 1998a). Za nejlepsi systém masové produkce spor a mycelia pro biologickou
ochranu je povazovdna produkce v tekutych kulturdich (Lee et al. 2004). Za
nejvhodnéjsi formulaci mikroorganismt aplikovanych do plidy jsou povazovany
granule (Siddiqui and Mahmood 1996).

Prvnimi, kdo popsali médium pro rist nematofagni houby Arthrobotrys
conoides, byli v roce 1962 Coscarelli a Pramer. Z tekutého media s obsahem glukézy
bylo za 12 dni ziskdno 9 g suchého mycelia. O rok pozdéji Blackburn a Gates
kultivovali A. oligospora, Arthrobotrys robusta a Monacrosporium doedycoides
Vv tekuté kultufe obsahujici maltdzu a stl (Lee et al. 2004).

Stirling a Mani formulovali vroce 1995 Dactylella candida a Arthrobotrys
dactyloides na bazi alginatovych granuli s rozdilnym obsahem biomasy houby.
Nejlepsich vysledki bylo dosazeno, kdyz byly granule zformovany po enkapsulaci
houby do alginatovych granuli. Z takto formulovanych granuli se vytvarela soustava
pasti, ktera v pudé setrvavala nejméné 10 dni a dosahovala vzdalenosti 5-10 mm od
granule (Siddiqui and Mahmood 1996).

Stirling et al. (1998b) produkovali A. dactyloides v bankach umisténych na
ttepackach, které obsahovaly glukozu a corn steep powder. Za 5-6 dni bylo
vyprodukovano 8-10 g biomasy houby na jeden litr média. Problémem bylo pievést
biomasu do Zivotaschopné formulace vhodné pro pouziti v biologické ochrané. Ziskana
biomasa z tekuté kultury byla smichana s kaolinem a vermikulitem, které slouzily jako
nosi¢ a arabskou gumou jako pojidlem. Poté néasledovala granulace a vysuSeni na max.
5 % vlhkosti. Po tomto procesu vykazovala houba nizkou Zivotaschopnost. Tento
problém byl vyfeSen zavedenim inkubace v pevné fazi po granulaci a pfed susenim.
Vlhké granule byly po 3 dny inkubovany pii 25 °C ve sterilnich plastovych saccich,
které¢ byly provzdusnovany sterilnim vzduchem. Tento mezistupenn vyrazné zlepsil
biologickou aktivitu granuli. Pii testech granuli v laboratornim mikrokosmu a ve

skleniku vykazovala houba dobry rist a rovnomérnou tvorbu pasti.
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3. MATERIAL A METODIKA

Druh nematofagni houby pouzivané pii pokusech

Pfi pokusech byla pouzita nematofagni houba A. oligospora kmen F-483, ktera
byla ziskana z Ceské sbirky mikroorganismii Piirodovédecké fakulty Masarykovy
univerzity v Brn¢. Aktivni kultura A. oligospora kmen F-483 na Malt Extract Agaru
byla zaslana v Petriho misce. Houba byla dale rozoCkovana a udrZzovana na Malt Extract
Agaru. Kultury byly uchovavany v klimaboxu pii teploté 20+£1 °C a fotoperiodé 18/6
(den/noc). Cisté kultury byly nasledné pouZity k pokusam.

Kultiva¢ni média

K pokustim s nematofagni houbou A. oligospora byly pouzity nasledujici druhy
umélych zivnych pid a tekutych medii. Umélé zivné pidy a tekutd média byla
pfipravena podle navodi uvedenych na obalech jednotlivych dehydratovanych
kultivaénich médii, sterilovana a rozlévana do sterilnich Petriho misek nebo

Erlenmayerovych bané¢k.
Standardni agarizované Zivné pidy
Pro porovnani radidlntho rGstu a mnozstvi vyprodukovanych konidii

A. oligospora byly pouzity vybrané druhy standardnich umélych zivnych pud.

Tab. ¢. 1: Slozeni standardnich umélych zivnych ptud

slozeni (v gramech na 1 litr
destilované vody)
sachardza — 30 g/l
dusi¢nan sodny — 2 g/l

zkratka zivna puda

fosfore¢nan draselny — 1 g/l
CDA Czapek-Dox Agar siran hote¢naty — 0,5 g/l
chlorid draselny — 0,5 g/l
siran Zeleznaty — 0,01 g/l
agar — 15 g/l
obilna infuse — 50 g/l
agar — 15 g/l
sladinovy extrakt — 30 g/l

MEA Malt Extract Agar pepton —5 g/l
agar — 15 g/l

CMA Corn Meal Agar
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zkratka zivna puda

sloZeni (v gramech na 1 litr
destilované vody)

PDA Potato Dextrose Agar

SDA Sabouraud Dextrose Agar

SLA agar se sladinovym extraktem

TSA Tryptic Soy Agar

V8lJ V 8 Juice Agar

YEA Yeast Extract Agar

2 % agar 2 % vodni agar

bramborova infuse — 200 g/l
dextroza — 20 g/l

agar — 15 g/l

dextroza — 40 g/l

pepton — 10 g/l

agar — 15 g/l

sladinovy extrakt

trypticky hydrolyzat kaseinu — 15
g/l

sojovy pepton — 5 g/l

NaCL -5 g/l

agar — 15 g/l

V 8 juice — 8,3 g/l
L-asparagin — 10 g/l
kvasni¢ny extrakt — 2 g/l
uhli¢itan vapenaty — 2 g/l
glukoza — 2 g/l

agar — 20 g/l

pepticka natravenina zvifeci tkané
-59l/

kvasni¢ny extrakt — 3 g/l
agar — 15 g/l

agar — 20 g/l

Standardni tekuta Zivna média

Pro porovnani produkce biomasy A. oligospora byly pouzity vybrané druhy

standardnich tekutych umélych Zivnych médii.

Tab. ¢ 2: Slozeni standardnich tekutych umélych zivnych médii

sloZeni (v gramech na 1 litr

e Aivne medium destilované vody)
CMB Corn Meal Broth obilna infuse — 50 g/l
PDB Potato Dextrose Broth braml?orova infuse — 200 ¢/l
dextroza — 20 g/l
SDB Sabouraud Dextrose Broth dextréza - 20 g/l

pepton — 10 g/l

32



. ) slozeni (v gramech na 1 litr
zkratka zivné médium (, &t .
destilované vody)

trypticky hydrolyzat kaseinu — 17
g/l

sojovy pepton — 3 g/l

NaCl -5 g/l

siran draselny — 2,5 g/l

dextroza — 2,5 g/l

dextroza — 10 g/l

pepton —5 g/l

kvasnic¢ny extrakt — 3 g/l

malt extrakt — 3 g/l

TSB Tryptic Soy Broth

YMB YM Broth

Piipravena tekuta média
Pro porovnani produkce biomasy A. oligospora v tekutych médiich s riznym
pomeérem C:N byla pfipravena tekuta média s riiznym obsahem gluko6zy jako zdroje

uhliku a peptonu jako zdroje dusiku.

Tab. ¢ 3: Slozeni tekutych Zivnych médii

mnozstvi peptonu mnozstvi glukézy (C)
(N) 259 5,09 10,0 g
1,259 ¢.1-C:IN=2:1 ¢.4-C:IN=4:1 ¢.7-C:IN=8:1
2549 ¢.2-CIN=1:1 ¢.5-C:IN=21 ¢.8-C:IN=4:1
5049 ¢.3-C:IN=1:2 ¢.6-C:IN=11 ¢.9-CIN=21

Zjistovani vytéZnosti spor

Konidiova suspenze byla ziskdna pfelitim sporulujiciho mycelia nematofagni
houby A. oligospora riznym mnozstvim 0,05 % roztoku Tween 80. Vznikla suspenze
byla nasledné¢ homogenizovana pomoci tfepacky s vibratnim a kruhovym pohybem
Heidolph Reax Top. Homogenizovana konidiova suspenze byla dle potieby nafedéna a
znovu homogenizovana. Nasledné byla homogenizovana suspenze pomoci laboratorni
klicky pfenesena do hemacytometru (Neubauerova vylepSend pocitaci komirka). Po
sedimentaci konidii byl v pfedem stanoveném pocitacim poli na zidkladé dvou
opakovani (horni a dolni pocitaci pole) vypocten titr. V jenom pocitaném poli bylo

+ 50 jednotek a rozdil mezi poli mohl byt max. 15 %.
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Vytéznost spor byla stanovovana v pokusech €. 1, ¢. 2, ¢. 5 a ¢. 6. U vSech

pokusii bylo postupovano podle této metodiky. Podrobnéjsi informace jsou uvedeny u

konkrétnich pokust v experimentalni ¢asti.

Hodnoceni a porovnani rustu A. oligospora kmen F-483 na vybranyvch umélvch

zZivnych padach

Pokus & 1: Hodnoceni a porovnani radialniho ristu a vyté&Znosti spor A. oligospora

kmen F-483 na vybranych umélych zivnych pudach.

V pokuse bylo pouzito 8 riznych druhi umélych zivnych pid (PDA, SDA,
SLA, YEA, CMA, CDA, V8], TSA). Jejich sloZeni je uvedeno v tab. ¢. 1. Od
kazdého druhu vybrané zivné pady bylo pfipraveno pét Petriho misek @ 90 mm.
Do stiedu kazdé misky byl umistén blo¢ek @ 5 mm vysporulované kultury
nematofagni houby A. oligospora kmen F-483. Kultivace probihala ve
svételném klimaboxu pii teploté 20+1 °C a fotoperiodé 18/6 (den/noc) po dobu
21 dni.

Radialni riist byl méfen 7., 14. a 21. den. U kazdé misky byly méfeny dva na
sebe kolmé rozméry. Z naméfenych hodnot byla vypoétena plocha kultur v mm?.
Hodnoceni vytéznosti probihalo 14. a 21. den kultivace. Povrch Petriho misky
byl pomoci klicky smyt 5 ml 0,05 % roztoku Tween. Stanoveni koncentrace
spor probihalo podle vySe uvedené metodiky zjistovani vytéznosti spor.

Vytéznost z celé kultury byla nasledné prepocitana na vytéznost z 1 mm?.

Pokus & 2: Hodnoceni a porovndni vvtéznosti spor A. oligospora kmen F-483 na

vybranych umélych zivnych pudach.

V pokuse ¢. 2 byly pouzity tyto umélé zivné pady - PDA, 2 PDA, MEA,
2 % agar. SloZeni uvedeno v tab. ¢. 1. Od kazdé Zivné plidy byly pfipraveny
Petriho misky @ 90 mm ve ¢tyfech opakovani.

Od kazdého druhu zivné ptdy byla jedna polovina Petriho misek inokulovana
rozetfenim 0,4 ml submerze bazalniho média, které bylo inokulované konidiemi

A. oligospora kmen F-483 a umisténé na orbitalni tfepacce s otackami 150 rpm
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pfi teploté¢ 20+1 °C. Bazalni médium obsahovalo KH,P0, — 0.25 g/l, MgSO0, - 7
H,0 — 0.05 g/l, MnS0,4 - 4 H,0 — 0.005 g/l, FeS0, - 7 H,0 — 0.002 g/l, ZnS0, - 4
H,0 — 0.002 g/I.

e Kinokulaci druhé poloviny Petriho misek bylo pouzito 0,4 ml suspenze konidii
o titru  1x10°> v 1 ml. Suspenze konidii byla ziskana smytim sporulujiciho
mycelia A. oligospora F-483 rostouci na ume¢lé zivné pudé PDA.

e Ob¢ varianty byly kultivovany ve svételném klimaboxu pfi teploté 20+1 °C a
fotoperiodé 18/6 (den/noc) po dobu 13 dni.

e Vytéznost spor se hodnotila po 13 dnech kultivace. Obsah Petriho misek byl
smyt 5 ml 0,05 % roztoku Tween. Ve vzniklé suspenzi byla nasledné stanovena

vytéznost podle vySe uvedené metodiky.

Pokus & 3: Hodnoceni a porovnani produkce biomasy A. oligospora kmen F-483 ve

vybranvych tekutych Zivnych médiich.

e 'V pokuse byly pouzity nasledujici druhy tekutych zivnych médii — TSB, SDB,
YMB, PDB, CMB. Slozeni uvedeno v tab. ¢. 2. Od kazdého druhu byly ve
Ctyfech opakovani pripraveny 250 ml Erlenmayerovy baiiky se 100 ml tekutého
zivného média.

e Do dvou Erlenmayerovych ban¢k od kazdého druhu Zivného média byl umistén
bloc¢ek vysporulované kultury A. oligospora kmen F-483 @ 5 mm, pochazejici
Z kultury rostouci na umélé zivné piade PDA.

e Kinokulaci zbylych dvou Erlenmayerovych ban€k byla pouzita suspenze
500 konidii, které¢ byly ziskany smytim sporulujiciho mycelia A. oligospora
0,05 % roztokem Tween, které rostlo na um¢lé zivné ptidé PDA v Petriho misce.

e Od kazdého druhu zivného média byly vzdy dvé Erlenmayerovy banky
S rozdilnym druhem inokula umistény na orbitalni trepacku 150 rpm. Zbylé dve
Erlenmayerovy banky byly dany na vertikalni tfepacku 125 rpm. Kultivace
probihala pii teploté 20+1 °C po dobu 7 dni.

e Po 7 dnech kultivace byla tekutd zivna média prefiltrovana pomoci vodni
vyveévy. Ziskand mokra biomasy byla zvazena, umisténa do Petriho misek a
suSena po dobu tii dni pfi 401 °C. UsuSend biomasy byla zvazena a nasledné

byla u jednotlivych Zivnych médii vypocitana susina biomasy.
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Pokus & 4: Hodnoceni a porovnani produkce biomasy A. oligospora kmen F-483 v

tekutych médiich s raiznym pomeérem C:N.

V pokuse ¢. 4 bylo pouzito 9 tekutych médii, které se mély rozdilny obsah
uhliku a dusiku (obsah a pomér uveden v tab. ¢. 3). Od kazdé druhu tekutého
média byly pfipraveny 250 ml Erlenmayerovy banky, do kterych bylo dano
100 ml zivného média. Pokus byl zalozen ve dvou opakovani od kazdého druhu
tekutého média.

K inokulaci zivnych médii bylo pouzito 5x10* konidif nematofagni houby
A. oligospora kmen F-483, které byly ziskany smytim 0,05 % roztokem Tween
z kultury kultivované na zivné padé PDA v Petriho misce.

Polovina tekutych médii byla umisténa na orbitalni tfepacce pii 150 rpm a
druhd polovina na vertikdlni tfepaCku pii 125 rpm. Obé varianty byly
kultivovany po dobu 14 dni pfi teploté 20+1 °C.

Pocet fragmentl se hodnotil 14. den kultivace. Z tekutych médii byl pipetou
odebran 1 ml, ktery byl ziedén 9 ml destilované¢ vody a nésledné
homogenizovan pomoci tfepacky s vibra¢nim a kruhovym pohybem Heidolph
Reax Top. Podle potieby byla suspenze dale nafedéna a nasledné
homogenizovana. Pfi stanoveni poctu fragmentl v tekutém médiu se
postupovalo obdobné¢ jako pii stanoveni poctu konidii, jehoz postup je vyse

uveden.

Hodnoceni a porovnani rustu A. oligospora kmen F-483 na vybranvch prirozenvch

substratech

Pokus & 5: Hodnoceni a porovndni vvtéznosti spor A. oligospora kmen F-483 na

vybranvych pfirozenvch substratech.

Vytéznost spor byla zjiStovana na nasledujicich péti druzich pfirozenych
substratli — ryze, nahy oves, pluchaty oves, kroupy, ovesné vlocky. Pokus byl
zaloZen ve dvou variantach.

Od kazdého substratu bylo vzato 10 g sterilizovanych semen, které byly

umistény do 100 ml Erlenmayerovych ban¢k. Tato varianta byla zalozena ve
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dvou opakovani. Nasledn€ byly substraty inokulovany 5 ml submerzi bazalniho
média nematofagni houby A. oligospora kmen F-483. Bazalni médiu bylo
inokulovano blockem @ Smm vysporulované kultury A.oligospora kmen F-483
rostouci na zivné ptidé PDA a umisténo na orbitalni tfepacce pii 150 rpm a
teplote 20+1 °C. Slozeni bazélniho média uvedeno v pokuse €. 2.

Po inokulaci submerzi bazdlniho média byly substraty inkubovany po dobu
6 hodin pfi 251 °C. Po 6 hodinich bylo z kazdého substratu odebréano 25
semen, které byly vyskladany na povrch 2% vodniho agaru v Petriho miskéach o
90 mm (5 tad po 5 partikuli).

Ob¢ varianty byly kultivovany ve svételném klimaboxu teploté pti 25+1 °C a
fotoperiodé 18/6 (den/noc) po dobu 13 dni.

Pii hodnoceni vytéznosti spor 13. den kultivace bylo do Erlenmayerovych
ban¢k se semeny piidano 50 ml 0,05 % roztoku Tween. Obsah byl michdn na
magnetické michacce Heidolph Mr 3001K p#i 700 ot/min po dobu 3 minut.
Podle potieby byla vznikla suspenze nafedéna a opétovné homogenizovana. Ve
vzniklé suspenzi byl stanoven pocet spor.

Pii zjistovani vytéznosti spor u druhé varianty bylo z povrchu Petriho misek
pomoci pinzety vlozeno 25 partikuli do zkumavky. Cely povrch misky byl smyt
0,05 % roztokem Tween (5 ml — ovesné vlo¢ky, kroupy; 4 ml — ryze; pluchaty a
nahy oves; 2 ml — fepka) a vznikla suspenze byla ptelita do zkumavky s 25
semeny. Obsah byl homogenizovan pomoci tfepacky Heidolph Reax Top a poté

byla zjisténa vytéznost spor u jednotlivych substrati.

Hodnoceni a porovnani porustani A. oligospora kmen F-483 na alginatovvch

peletiach

Pokus & 6: Hodnoceni a porovnani rastu A. oligospora kmen F-483 na algindtovvch

peletach.

Pro piipravu alginatovych pelet byly jako substrat pouzity pii kroupy, ovesné
vlocky, otruby, kukufice a ryze. Od kazdého druhu bylo vzato 10 g rozemletého
substratu a namoceno do 2 % roztoku alginatu sodného. Do vzniklé smési byly
nasledné ptidany 2 ml submerze bazalniho média A. oligospora kmen F-483 (k

inokulaci pouzito stejné bazalni médium jako v pokuse €. 5). Tato smés byla
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nakapana do roztoku CaCl, (20 g/l destilované vody), kde pfi reakei algindtu
sodného s kationty Ca®** doslo k vytvoteni pelet. Vzniklé pelety se nechaly
vroztoku vytvrdit 1 hodinu. Poté se roztok ptefiltroval a pelety se nechaly
vysu$it proudem vzduchu. Po vysuSeni pelet byl zalozen pokus ve dvou
variantach.

U prvni varianty bylo na povrch 2 % vodniho agaru v Petriho misce ¢ 90 mm
vyskladano 25 pelet (5 fad po 5 partikuli). Tato varianta byla zalozena v péti
opakovani od kazdého druhu pelety.

V druhé varianté byla od kazdého druhu alginatové pelety vzata 1 peleta a
umisténa do stiedu Petriho misky @ 90 mm na povrch 2 % vodniho agaru.
Varianta €. 2 byla zalozena v 10 opakovani od kazdého druhu pelety.

Ob¢ varianty byly kultivovany ve svételném klimaboxu teploté pti 20+1 °C a
fotoperiod¢ 18/6 (den/noc) po dobu 12 dni.

U varianty €. 1 byl 2., 3., 4. a 5. den kultivace pomoci binolupy hodnocen index
obrlstani alginatovych pelet. K hodnoceni byla pouzita Sestibodova stupnice,
ktera je uvedena v tab. ¢. 4. Kazdé peleté byl na zékladé pozorovani podle této
stupnice ptidélen pfislusny index. Poté byl z kazdé misky vypocitan primérny
index.

Vytéznost spor se hodnotila po 6, 9 a 12. dnech. Z povrchu Petriho misek bylo
pomoci pinzety 25 pelet vloZeno do zkumavky. Poté byl cely povrch misky smyt
5 ml 0,05 % roztokem Tween. Vznikla suspenze byla prelita do zkumavky s 25
peletami. Obsah byl homogenizovan pomoci tiepacky Heidolph Reax Top a poté

byla zjisténa vytéznost spor u jednotlivych alginatovych pelet.

U druhé varianty byl 5. a 9. den zjiStovéan radidlni rist. U kazdé misky byly
méfeny dva na sebe kolmé rozméry.

Vytéznost spor byla hodnocena po 9 a 12 dnech. Peleta z povrchu 2 % vodniho
agaru byla vlozena do zkumavky. Povrch Petriho misky byl smyt 5 ml
0,05 % roztoku Tween 80. Vznikla suspenze byla ptelita do zkumavky s peletou
a homogenizovana pomoci tfepacky Heidolph Reax Top. Nasledné byla

stanovena vytéznost spor u jednotlivych druhti pelet.

38



Tab. ¢ 4: Index obrustani alginatovych pelet s inkorporovanou A. oligospora

Zakladni struktury Inode>’< . Charakteristika
obrustani
ﬁ'} 1 peleta scvrkla, sucha
1
O, 2 peleta nabobtnala
; 3 .
3 peleta je nabobtnala, tvofi se prvni hyfy
; ; é 4 4 hyfy vytvotily hustou splet’ mycelia na povrchu
pelety
iié 5 na nékterych hyfach se jiz vytvareji prvni
5 konidi L
. onidiofory a konidie
3
6 na vSech konidioforech se jiz vytvofily konidie

(Leitner 2005)
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4. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

Hodnoceni a porovnani rustu A. oligospora kmen F-483 na vybranych umélvch

Zivnych mediich

Pokus ¢ 1: Hodnoceni a porovnani radidlniho ristu a vvtéZnosti spor A. oligospora

kmen F-483 na vybranych umélych zivnych pudach.

Postup:

rizné druhy umélych zivnych pud v Petriho miskach ¢ 90 mm (PDA, SLA,
SDA, YEA, CMA, V8], TSA, CDA)

u vSech variant umistén do stfedu Petriho misky blo¢ek ¢ 5 mm vysporulované
kultury nematofagni houby A. oligospora kmen F-483

kultivace ve svételném klimaboxu (teplota 20+1 °C, fotoperioda 18/6) po dobu
21 dni

hodnoceni radialniho rastu 7., 14. a 21. den, nasledné¢ piepoéteno na plochu
v mm?

hodnoceni vytéznosti spor z celé kultury 14. a 21. den, vytéznost pfepoctena i na

1 mm?

Tab. & 5: Porovnani plochy a praméru kultur A. oligospora 7., 14. a 21. den kultivace

plocha [mm?] pramér [mm?]

Zivna puda 7.den 14. den 21. den 7. den 14. den 21. den

PDA 287475  4747,78  5410,60 64,20 77,715 83,00
SDA 506,71 712,76 975,91 25,40 30,13 35,25
SLA 4254,47  5410,60  5410,60 73,60 83,00 83,00
YEA 3156,95  4359,15  4388,46 63,40 74,50 74,75
CMA 4815,19  5410,60  5410,60 78,30 83,00 83,00
CDA 4277,62  5410,60  5410,60 73,80 83,00 83,00
\ASN 3410,83  3987,12  4156,77 65,90 71,25 72,75
TSA 2874,75  4085,65  4099,89 60,50 72,13 72,25

40



Graf ¢ 1: Porovnani plochy kultur A. oligospora na riznych zivnych pudach po

7 dnech kultivace
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Zivna pada

Zgrafu ¢. 1 je zfejmé, Ze 7. den kultivace rostla nematofagni houba
A. oligospora nejlépe na zivné pudé CMA, kde pokryvala plochu 4815,19 mm?. Za
ostatnimi variantami v ristu vyrazn€ zaostavd zivna puda SDA, kde byla plocha

mycelia pouze 506,71 mm?.

Graf ¢ 2 Porovnani plochy kultur A. oligospora na riznych zivnych ptadach po

14 dnech kultivace
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Zivna pada

Pfi hodnoceni kultur po 14 dnech kultivace bylo zjisténo, ze A. oligospora
dosahla okraji Petriho misek u zivnych pid SLA, CMA a CDA. Nejrychleji houba
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rostla na PDA, kde za tyden zvysila plochu z 2874,75 mm? na 4747,78 mm?>.
Prokazatelné nejhorsi rist vykazovala A. oligospora na zivné pudé SDA, kde je zietelny
rozdil v rychlosti ristu oproti ostatnim zivnym pudam. Na této pudé plocha houba

vzrostla nejméné ze vSech variant z 506,71 mm? na 712,76 mm?.

Graf ¢ 3: Porovnani plochy kultur A. oligospora na riznych zivnych pudach po

21 dnech kultivace
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Z hodnot znazornénych v grafu ¢. 3 je patrné, ze 21. den kultivace dortstala k
okrajtim Petriho misky i A. oligospora rostouci na zivné pidé PDA. Na Zivnych padach
YEA, V8] a TSA pokryvala A. oligospora téméf stejnou plochu. Oproti PDA, SLA,
CMA a CDA byl rist houby na téchto zivnych ptidich mirn€ pomalejsi a mycelium
houby zde portstalo plochu pies 4000 mm?2. A. oligospora rostouci na zivné padé SDA
opét pokryvala nejmensi plochu a rostla vyrazné¢ pomaleji oproti ostatnim druhim

zivnych pad.
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Tab. ¢ 6: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z1 mm? a zcelé kultury
14. a 21. den kultivace

vytéznost/kultura vytéznost/mm?
zivna puda 14. den 21. den 14. den 21. den
PDA 1,16E+06 1,88E+06 2,44E+02 3,47TE+02
SLA 2,20E+06 4,96E+06 4,07E+02 9,17E+02
CMA 1,00E+06 1,44E+06 1,85E+02 2,66E+02
CDA 2,40E+05 8,00E+04 4,44E+01 1,48E+01
V8] 3,60E+05 4,40E+05 9,03e+01 1,06E+02

Graf ¢ 4: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z 1 mm? 14. a 21. den kultivace
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Z vysledkli uvedenych vtab. ¢. 6 a zndzornénych v grafu €. 4 vyplyva, ze
nejproduktivnéj§im druhem Zzivné pudy je SLA s vytéznosti 4,96E+06 spor/kultura a
9,17E+02 spor/mm?. Tento rozdil je nejvice patrny 21. den hodnoceni, kdy je vytéZznost
spor z kultury oproti ostatnim variantam témet o 2/3 vyssi. U této pudy také doslo
K nejvétsimu narGistu mnozstvi spor, kdy se jejich pocet béhem tyden vice jak
dvojnasobné zvysil. U ostatnich druhti pid nebyl rozdil mezi prvnim a druhym
hodnocenim takto vyrazny. Nejmén¢ produkéni zivnou pidou z porovnavanych variant
byla CDA, kde 21. den byla vytéznost pouze 8,00E+04 spor/kultura a 1,06E+02 spor/

mm?.
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Zhodnoceni:

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, které zivné pudy jsou z hlediska rychlosti
radialniho rtstu a produkce spor pro A. oligospora nejvhodnéjsi. Pokud budeme na
vysledky pokusu €. 1 nahlizet komplexné, Ize fici, ze vybrané druhy zivnych ptd jsou
z hlediska rychlosti radialniho rlstu pro A. oligospora vhodné az na SDA, ktera
vykazuje markantni rozdil, a kultury zde rostou velmi pomalu.

Pii srovnani vysledkti radidlniho rastu a produkce spor se jako nejvhodnéjsi
druh zivné pudy pro kultivaci A. oligospora jevi SLA, na které kultury vykazuji velmi
dobry riist a soucasné nejvyssi vytéznost spor.

Zivné piady SDA, YEA a TSA pravdépodobné obsahuji méné spor neZ je

Neubauerovou komiirkou zjistitelné.

Pokus & 2: Hodnoceni a porovndni vvtéznosti spor A. oligospora kmen F-483 na

vybranych umélych zivnych pudach.

Postup:
e ruzné druhy umélych zivnych piid v Petriho miskdch @ 90 mm (PDA, "2 PDA,
MEA, 2 % agar)
e od kazdé piady zalozeny 2 varianty — jedna polovina inokulovana 0,4 ml
submerzni kultury A. oligospora kmen F-483 (bazalni médium), druha polovina

0,4 ml suspenzi konidii (1x10° spor/ml) A. oligospora kmen F-483

e kultivace ve svételném klimaboxu (teplota 20+1 °C, fotoperioda 18/6) po dobu
13 dni

e hodnoceni vytéznosti spor z celé kultury 13. den

Tab. ¢ 7: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z Petriho misek inokulovanych

bazalnim médiem

zivna puda vytéznost
PDA 6,40E+05

2 PDA 4,80E+05
MEA 2,00E+05
2% agar 4,40E+05
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Graf ¢ 5: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z Petriho misek inokulovanych

bazalnim médiem
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Zivna puda

Zivnou padou s nejvy$si vytéznosti pii inokulaci bazalnim mediem je PDA
s poctem spor 6,40E+05. Pocet spor u PDA je nepatrné vyssi nez u 2 PDA, u kterého
byla vytéznost 4,80E+05. Nepotvrdil se tak piredpoklad, ze by 2 PDA mélo mit vyssi
vytéznost nez zivna pida PDA a MEA.

Tab. ¢& 8: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z Petriho misek inokulovanych

konidiemi A. oligospora

Zivna puda vytéznost
PDA 1,60E+06

2 PDA 2,20E+06
MEA 9,60E+05
2% agar 1,20E+05
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Graf ¢ 6: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z Petriho misek inokulovanych

konidiemi A. oligospora
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Zivna pada

Nejvyssi vytéznost spor byla u /2 PDA, nasledovana PDA a MEA. Pii inokulaci
zivnych ptud konidiemi se potvrdil pifedpoklad, ze A. oligospora produkuje vice spor na

zivnych ptidach s niz§im obsahem Zzivin.

Zhodnoceni:

Tento pokus byl proveden za ucelem porovnani mnozstvi konidii
vyprodukovanych na rtiznych Zivnych ptdach pfi rozdilném druhu inokula. Z vysledki
pokusu €. 2 je patrny velky vliv druhu inokula na produkci spor. U Zivnych ptid PDA, 72
PDA a MEA je dosaZena vyrazné vyss§i vytéznost pii pouziti suspenze konidii, zatimco
u 2 % agaru A. oligospora produkovala vice spor pii inokulaci bazalnim mediem.
Rozdil mezi druhem inokula je pravdépodobné zplisoben tim, Ze inokulum bazéalniho
media na rozdil od suspenze konidii obsahuje pfevazné myceliové fragmenty, které

rychle regeneruji a vytvareji bohaté mycelium na tukor tvorby konidiofort.
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Pokus & 3: Hodnoceni a porovnani produkce biomasy A. oligospora kmen F-483 ve

vybranvych tekutych Zivnych médiich.

Postup:

100 ml tekutého umelého zivného médiu v Erlenmayerovych batnkach 250 ml
(TSB, SDB, YMB, PDB, CMB)

do poloviny ban¢k vloZen bloc¢ek vysporulované kultury A. oligospora kmen
F-483 ¢ 5 mm, druha polovina inokulovéna suspenzi 500 konidii nematofagni
houby A. oligospora kmen F-483

jedna polovina ban€k z kazdé varianty umisténa na orbitalni, druhd polovina
umisténa na vertikalni tfepacku

kultivace 7 dni pii 150 rpm na orbitalni a 125 rpm na vertikalni tiepacce pfi
teploté 20+1 °C

filtrace biomasy pomoci vodni vyvévy

suSeni biomasy pii 40 °C

zkratky pouzité v tabulce ¢. 9 a grafech ¢. 7-11: OK, OB, VK, VB oznacuji
jednotlivé kombinace — zptisob tiepani O — orbitalni, V — vertikalni a druh

inokula K — konidie, B — vysporulovany blo¢ek

Tab. & 9: Porovnani hmotnosti susiny biomasy A. oligospora po 7 dnech kultivace

hmotnost susené biomasy [g]

Zivné médium OK OB VK VB
TSB 0,30 0,11 0,32 0,33
SDB 0,63 0,02 0,79 0,20
YMB 0,52 0,11 0,43 0,05
PDB 0,29 0,34 0,15 0,28
CMB 0,14 0,15 0,14 0,12
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Graf ¢ 7: Porovnani hmotnosti susiny biomasy A. oligospora po 7 dnech kultivace

hmotnost susiny biomasy [g]

Z hodnot znazornénych v grafu ¢. 7 je ziejmé, Ze nejvétsi produkce biomasy
bylo dosazeno u zivného média SDB, které bylo inokulovano konidiemi a umisténo na
vertikalni tfepacce. U médii SDB a YMB je markantni rozdil mezi inokulaci blockem a
konidiemi, kdy vétsi produkce biomasy je dosazeno pii inokulaci submerze konidiemi.
Naopak velmi vyrovnané mnozstvi biomasy je u CMB, kde druh inokula a zptsob

ttepani jen minimalné ovlivituji produkci.

Graf ¢ 8: Porovnani vlivu zplisobu tfepani na média inokulované konidiemi

A. oligospora

hmotnost susiny biomasy [g]
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Pti pouziti konidii jako zdroje inokula, méa nejvétsi vliv zpusob tfepani u PDB,
kde mnozstvi suSiny biomasy je pii orbitdlnim pohybu dvojndsobné vyssi oproti
vertikalnimu. Naopak u TSB a CMB jsou hodnoty pfiblizné stejné a zplisob tfepani ma
na produkci biomasy zanedbatelny vliv. Nejproduktivnéjsim zivnym médiem pfi
inokulaci konidiemi je SDB, které dosahuje nejvyssi hmotnosti suSiny biomasy pfi

orbitalnim 1 vertikalnim tfepani.

Graf ¢ 9: Porovnani vlivu zptisobu tfepani pii inokulaci médii blo¢kem vysporulované

kultury A. oligospora

hmotnost susiny biomasy [g]

Z grafu ¢. 9 je patrné, ze zpisob tfepani nejvice ovliviiuje zivna média TSB,
SDB a YEB, kde je patrny rozdil mezi umisténim na orbitalni a vertikdlni tfepacce. U
médii inokulovanych blockem je vliv zplsobu tfepani vyraznéj§i nez u médii

inokulovanych konidiemi.
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Graf ¢ 10: Porovnani vlivu druhu inokula na hmotnost suSiny biomasy

A. oligospora pfi orbitalnim tfepani

hmotnost susiny biomasy [g]

Z grafu ¢. 10 vyplyva, ze pii orbitdlnim tiepani druh inokula nejvice ovliviioval
zivnd média TSB, SDB a YMB, u kterych je produkce biomasy pii inokulaci konidiemi
vyrazné vy$si neZ u variant inokulovanych blo¢ky. U PDB a CMB druh inokula nemé

na produkci biomasy velky vliv.

Graf ¢ 11: Porovnani vlivu druhu inokula na hmotnost suSiny biomasy

A. oligospora pfi vertikalnim tfepani

hmotnost susiny biomasy [g]

Pii vertikdlnim tfepani se nejvice odliSovaly Zivnd média SDB, YMB a PDB.

Zatimco u SDB a YMB byly nejproduktivnéjsi varianty inokulované konidiemi, u PDB
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dosahovaly vyssi produkce zivna média, u kterych byl pouzit vysporulovany blo¢ek. Na

TSB a CMB mél druh inokula nepatrny vliv.

Zhodnoceni:

Cilem pokusu €. 3 bylo stanovit vliv typu tfepani a druhu inokula na produkci
biomasy. Zivna média SDB a YMB vyrazné ovliviioval zdroj inokula nez zpiisob
ttepani, kdy nejvyssi produkce bylo dosazeno u medii inokulovanych konidiemi. U
ostatnich variant neni patrné, Zze by jeden z uvedenych faktori mél zdsadni vliv na

mnozstvi biomasy.

Pokus ¢ 4: Hodnoceni a porovnani produkce biomasy A. oligospora kmen F-483 v

tekutvch médiich s riznym pomérem C:N.

Postup:

e 9 tekutych médii s riznym obsahem glukdézy a peptonu — obsah glukozy a
peptonu a pomér C:N v médiich ¢. 1-9 jsou uvedeny v tabulce ¢. 3

e 100 ml tekutého media v 250 ml Erlenmayerovych bainkach

e Erelenmayerovy banky inokulovany suspenzi konidii (5x104) nematofagni
houby A. oligospora kmen F-483

e od kazdého media zaloZeny 2 varianty

e jedna varianta umisténa na orbitalni (O) téepacku, druha polovina umisténa na
vertikalni (V) tfepacku

e kultivace 14 dni pfi 150 rpm na orbitalni a 125 rpm na vertikalni tfepacce pfi
teploté 20+1 °C

e hodnoceni poctu fragmentti bylo provadéno po 14 dnech
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Tab. ¢. 10: Porovnani poctu fragmentti Vv médiich pii orbitalnim tfepani

varianta C:N C:N [g] pocet fragmentt
1 2:1 2,50:1,25 5,40E+08
2 1:1 2,50:2,50 6,73E+08
3 1:2 2,50 :5,00 1,37E+08
4 4:1 5,00:1,25 1,60E+08
5 2:1 5,00 : 2,50 3,80E+08
6 1:1 5,00 : 5,00 1,43E+08
7 8:1 10,0:1,25 6,50E+07
8 4:1 10,0 :2,50 1,92E+08
9 2:1 10,0 : 5,00 4,17E+07

Graf ¢ 12: Porovnani poétu fragmentt A. oligospora v médiich pii orbitalnim ttepani
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pocet fragmenta

4 5

Cislo varianty

Z grafu ¢. 12 vyplyva, ze pii umisténi Erlenmayerovych ban€k na orbitalni

ttepacku nejvice fragmentti obsahovaly varianty €. 1, €. 2 a €. 5, které se v mnozstvi

fragmentii vyrazn¢ odliSovaly od ostatnich variant.

52




Graf ¢ 13: Porovnani poctu fragment A. oligospora v médiich pii orbitalnim tfepani

(konstantni mnozstvi uhliku 2,5 g, zvySujici se mnoZstvim dusiku)
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Graf ¢ 14: Porovnani poctu fragmentt A. oligospora v médiich pfi orbitalnim tfepani

(konstantni mnozstvi uhliku 5,0 g, zvySujici se mnozstvim dusiku)
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Graf ¢. 15: Porovnani poctu fragmentt A. oligospora v médiich pii orbitdlnim tfepani

(konstantni mnozstvi uhliku 10,0 g, zvySujici se mnozstvim dusiku)
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Z vysledkl zndzornénych v grafech ¢. 13-15 je patrné, Ze pii porovndni trojic se
stejnym obsahem glukdzy a zvySujicim se mnozstvim peptonu, byly u jednotlivych
variant nejproduktivnéjsi média ¢. 2, €. 5 a €. 8, ktera obsahovala 2,5 g peptonu. Pomér
C:N u téchto variant byl u ¢. 2 = 1:1, ¢. 5 = 2:1 a ¢. 8 = 4:1. Déle je ziejmé, Ze
S narUstajicim obsahem glukézy mnozstvi fragmentll u porovndvanych trojic klesa.
Nejvice fragmentd bylo zjisténo prvni trojice médii s obsahem 2,5 g glukdzy a naopak

nejméne produktivnéjsi byly varianty s obsahem 10 g glukozy.
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Graf & 16: Porovnani poétu fragmentu A. oligospora v médiich pii orbitalnim tfepani

(konstantni mnoZstvi dusiku 1,25 g, zvySujici se mnoZstvim uhliku)
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Graf ¢ 17: Porovnani poétu fragmentt A. oligospora v médiich pii orbitalnim ttepani

(konstantni mnozstvi dusiku 2,5 g, zvySujici se mnozstvim uhliku)
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Graf ¢ 18: Porovnani poctu fragmentt A. oligospora v médiich pii orbitalnim tfepani

(konstantni mnozstvi dusiku 5,0 g, zvySujici se mnozstvim uhliku)
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Pfi porovnani trojic se shodnym mnozstvim dusiku a rozdilnym mnoZzstvim

uhliku v grafech ¢. 16-18 lze fici, ze s naristajicim mnozstvi glukozy se snizuje pocet

fragmentii. Vyjimkou jsou posledni tii média s obsahem 5 g dusiku. U této trojice se

vyskytuje vice fragmentll u varianty ¢. 6 s obsahem 5 g gluk6zy nez u varianty ¢. 3

obsahujici 2,5 g glukozy.

Tab. ¢ 11: Porovnani poctu fragmentti pfi vertikdlnim tfepani

varianta C:N C:N [g] pocet fragmentt
1 2:1 2,50:1,25 2,37E+08
2 1:1 2,50:2,50 7,17E+08
3 1:2 2,50:5,00 9,50E+08
4 4:1 5,00:1,25 3,32E+08
5 2:1 5,00 : 2,50 4,57E+08
6 1:1 5,00 : 5,00 1,37E+08
7 8:1 10,0:1,25 5,00E+07
8 4:1 10,0:2,50 1,40E+08
9 2:1 10,0 : 5,00 4,03E+08
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Graf ¢. 19: Porovnani poctu fragmentt A. oligospora v médiich pfi vertikalnim tfepani

1,00E+09
9,00E+08
8,00E+08
7,00E+08
6,00E+08
5,00E+08
4,00E+08
3,00E+08
2,00E+08
1,00E+08
0,00E+00

pocet fragmenta

1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Pii vertikdlnim tfepani obsahovaly nejvice fragmentd media €. 2 a ¢. 3,
nasledovany médii €. 5, €. 9 a ¢. 4. NejmenSi pocet byl zjistén u varianty €. 7, ktera

obsahovala pouze 5,00E+07 fragmentd.

Graf & 20: Porovnani poctu fragmentt A. oligospora v médiich pii vertikalnim tfepani

(konstantni mnozstvi uhliku 2,5 g, zvySujici se mnozstvim dusiku)
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Graf ¢ 21: Porovnani poctu fragmentl A. oligospora v médiich pii vertikalnim tfepani

(konstantni mnozstvi uhliku 5,0 g, zvySujici se mnoZstvim dusiku)
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Graf ¢ 22: Porovnani poctu fragmentt A. oligospora v médiich pii vertikalnim tfepani

(konstantni mnozstvi uhliku 10,0 g, zvySujici se mnozstvim dusiku)
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Z hodnot znazornénych v grafech ¢. 20-22 je patrné, ze pfi stejném mnoZzstvi
uhliku a zvySujicim se obsahem dusiku dochazi u jednotlivych trojic médii k nardstu

poctu fragmentil. Nartstajici obsah poctu fragmentii se zvySujicim se mnoZzstvim dusiku
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neni dodrZen u medii s obsahem 5 g glukdzy, kde varianta ¢. 5 s 2,5 g peptonu obsahuje

vice fragmenti neZ varianta €. 6 obsahujici 5 g peptonu.

Graf ¢ 23: Porovnani poctu fragmentl A. oligospora v médiich pfi vertikalnim tfepani

(konstantni mnozstvi dusiku 2,5 g, zvySujici se mnozstvim uhliku)
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Graf & 24: Porovnani poctu fragmentt A. oligospora v médiich pii vertikalnim tfepani

(konstantni mnozstvi dusiku, zvysujici se mnozstvim uhliku)
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Graf ¢. 25: Porovnani poctu fragmentt A. oligospora pii vertikalnim tfepani (konstantni

mnozstvi dusiku, zvySujici se mnozstvim uhliku)
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Pfi porovnavani médii se shodnym mnozZstvim dusiku a zvySujicim se obsahem
uhliku nelze u vSech trojic najit shodnou zavislost mezi po¢tem fragmentli a obsahem
nebo pomérem jednotlivych slozek v médiu. U variant s obsahem 2,5 g dusiku je z grafu
¢. 24 patrny vliv uhliku na pocet fragmenti, kdy s narlstajicim obsahem glukozy

dochdzi k poklesu mnoZzstvi fragmenti.

Zhodnoceni:

Z vysledku pokusu ¢. 4 vyplyva, ze zpusob tfepani ma na rast A. oligospora u
vétSiny médii s riznym obsahem uhliku a dusiku a pomérem C:N velky vliv. Nejméné
se lisilo médium ¢. 7, které u orbitalniho i vertikalniho tiepani dosahlo podobného poctu
fragment.

Pokud srovname shodné trojice, které se lisi pouze v umisténi na vertikalni nebo
orbitalni tfepacce, zjistime, Ze u vetSiny z porovnavanych trojic je odliSna zavislost
mezi po¢tem fragmentl a obsahem uhliku a dusiku v mediich. Pouze u variant €. 2, €. 5
a €. 8 s konstantnim obsahem 2,5 g peptonu dochazi pti orbitalnim i vertikalnim tfepani
se zvySovanim glukézy k poklesu poctu fragmentti v médiu.

Cilem pokusu €. 4 bylo zjistit pomér C:N, pii kterém nematofagni houba

A. oligospora produkuje nejvice biomasy. Z vysledku zjisténych pii tomto pokusu nelze
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tento pomér urcit, protoze mnozstvi fragmentit v médiich se stejnym pomérem C:N se

vyrazn¢ lisi.

Hodnoceni a porovnani rustu A. oligospora kmen F-483 na vybranvch pfirozenvch

substratech

Pokus & 5: Hodnoceni a porovnani vvtéznosti A. oligospora kmen F-483 spor na

vybranvych pfirozenvch substratech.

Postup:

e ruzné druhy sterilizovanych pfirozenych substratl (ryze, nahy oves, pluchaty
oves, kroupy, ovesné vlocky, fepka)

e od kazdého druhu ptirozeného substratu zalozeny 2 varianty

e 10 g substratu umisténo do 100 ml Erlenmayerovych ban¢k

e Erelenmayerovy banky inokulovany 5 ml submerzni kultury nematofagni houby
A. oligospora kmen F-483 (bazalni médium)

e pfirozené substraty byly po inokulaci suspenzi houby inkubovany 6 hodin
v 25+1 °C

e po 6 hodinich bylo z kazdého ptirozeného substratu odebrano 25 partikuli a
vysklddano na povrch 2 % vodniho agaru v Petriho miskdch ¢ 90 mm
(5x5 partikuli)

e kultivace probihala po dobu 13 dni ve svételném klimaboxu (teplota 25+1 °C,
fotoperioda 16/8)

e hodnoceni vytéznosti spor bylo provadéno po 13 dnech

Tab. ¢ 12: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora zkultur umisténych

v Erlenmayerovych bankach

substrat vytéZnost
pluchaty oves 4,80E+06
nahy oves 4, 40E+06
kroupy 4,00E+05
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Graf ¢ 26: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora zkultur umisténych

V Erlenmayerovych batkach
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Ze znazornénych hodnot je patrné, Ze prirozenym substratem s nejvyssi
vytéznosti spor A. oligospora je pluchaty resp. nahy oves, kde byl pocet spor 4,80E+06
resp. 4,40E+06 spor na kulturu. Naopak u krup byla vytéznost vyrazné¢ mensi a
dosahovala 4,00E+05 spor z jedné kultury.

Vytéznost u ryze, fepky a ovesnych vloCek neni znazornéna, protoze

pravdépodobné obsahuji méné spor, nez je Neubauerovou pocitaci komiirkou zjistitelné.

Tab. ¢ 13: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z kultur umisténych v Petriho

miskach
substrat vytéznost
ovesné vlocky 8,40E+06
fepka 5,76E+05
ryze 4,42E+06
nahy oves 1,79E+06
kroupy 2,56E+06
pluchaty oves 2,60E+06
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Graf ¢ 27: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z kultur umisténych v Petriho

miskach
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Ze substrati umisténych v Petriho miskach byla dosazena nejvySsi vytéznost
spor u ovesnych vlo¢ek, na kterych A. oligospora produkovala téméi dvojnasobné
mnozstvi spor nez u substratu s druhou nejvyssi vytéznosti — ryzi. Obilky ovsa jsou pfi
zpracovani na ovesné vlocky siln€ naruseny. Z tohoto diivodu ma houba snadny ptistup
k Zivinam a produkuje vyssi pocet spor. Naopak semena fepky a ovsa chrani osementi,
které prunik houby stézuji. Nejmensi vytéznost byla zjisténa u semen fepky. Tento
vyrazny rozdil je pravdépodobné zplsoben rozdilnym sloZzenim semen. RyZe, oves a
je€men patii mezi obilniny a v jejich obilkdch ptfevazuji sacharidy, zatimco fepka se

fadi k olejninam a semena obsahuji velké mnozstvi mastnych kyselin.

Zhodnoceni:

Produkce spor na vybranych pfirozenych substraitech umisténych
V Erlenmayerovych banikach a v Petriho miskach s 2 % agarem se vyrazné liSi. Nejvice
patrny rozdil je u ovesnych vlocek, u kterych pii kultivaci v Erlenmayerovych bankach
nebyly pozorovany zadné spory, zatimco pti umisténi v Petriho miskach A. oligospora
produkovala nejvétsi mnozstvi spor. OdliSnost je patrné zpiisobena tim, ze pii umisténi
V Petriho miskach houba roste nejen na semenech, ale pokryva také povrch 2 % agaru.
Dalsim faktorem, ktery mize mit na vytéznost spor vliv je vlhkost, které je patrné u
variant umisténych v Petriho miskach vyssi, coz vede k lepSimu ristu mycelia, resp.

produkci spor.
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Hodnoceni a porovnani porustani A. oligospora kmen F-483 na alginatovvch

peletiach

Pokus ¢ 6: Hodnoceni a porovndni rustu A. oligospora kmen F-483 na algindtovych

peletach.

Postup:

Tab
A. ol

alginatové pelety — zaklad pelet tvoii vybrané¢ druhy rozemletych pfirozenych
substratii (kroupy, ovesné vlocky, otruby, kukufice, ryze) inokulovanych
submerzi kulturou nematofagni houby A. oligospora kmen F-483 (bazalni
médium)

varianta ¢. 1 — 25 pelet (5x5 pelet) na povrch Petriho misek & 90 mm s
2 % agarem

index obristani alginatovych pelet se hodnotil po 2, 3, 4 a 5 dnech

vytéznost se hodnotila po 6, 9 a 12 dnech

varianta €. 2 — od kazdého druhu alginatovych pelet byla jedna peleta umisténa
na povrch Petriho misek @ 90 mm s 2 % agarem
vytéznost se hodnotila po 9 a 12 dnech

radialni rist byl hodnocen po 5 a 9 dnech, nasledné prepocteno na plochu v mm?

ob¢ varianty kultivovany ve svételném klimaboxu (teplota 20+1 °C, fotoperioda
16/8) po dobu 12 dni

¢ 14: Hodnoceni indexu obrustani alginatovych pelet s inkorporovanou

igospora po 2, 3, 4 a5 dnech

druh substratu

den hodnoceni indexu obrustani

2. den 3.den 4. den 5. den
kroupy 2,90 4,82 5,90 6,00
vlocky 4,04 5,64 5,89 6,00
otruby 2,69 4,02 5,33 5,90
kukufice 3,50 5,53 5,80 5,97
ryze 3,00 5,26 5,77 5,97
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Graf ¢ 28: Porovnani indexu obrustani alginatovych pelet s inkorporovanou

A. oligospora po 2, 3, 4 a 5 dnech
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Z vysledkli uvedenych v tab. ¢. 14 a znazornénych v grafu ¢. 28 vyplyva, ze
vSechny druhy alginatovych pelet obrtstaly velmi dobfe a 5. den hodnoceni dosahly
témer vSechny pelety indexu 6, coz znamend plnou sporulaci. Nejrychleji obrustaly
pelety, kde byly jako substrat pouzity ovesné vlocky. Tyto pelety dosahly jiz po 2 dnech
indexu 4,04. Naopak nejpomalejsi rGst byl na pocatku pokusu zaznamenan u
alginatovych pelet z otrub, ale i na téchto peletdch byly 5. den hodnoceni patrné spory a
index obriistani dosahl hodnoty 5,97.

Tab. ¢. 15: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z riznych druht alginatovych pelet

vytéznost
druh substratu
6. den 9. den 12. den

kroupy 1,96E+06 3,12E+06 4 88E+06
vlocky 1,56E+06 3,48E+06 4 64E+06
otruby 8,56E+06 8,96E+06 1,18E+07
kukufice 1,48E+06 1,92E+06 4 32E+06
ryze 8,40E+05 1,72E+06 1,12E+06
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Graf ¢ 29: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z riznych druhii 25 alginatovych

pelet po 6 dnech
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Pfi porovnani vytéznosti spor z alginatovych pelet 6. den hodnoceni se
markantné odliSovaly pelety, u kterych byly jako zaklad pouzity otruby. U téchto pelet

byl pocet spor nekolikandsobné vyssi nez u ostatnich druht pelet. Zbylé ctyfi druhy

alginatovych pelet se ve vytéZznosti vyrazné nelisily.

Graf & 30: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z riznych druhi 25 alginatovych
pelet po 9 dnech
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Pii hodnoceni vytéznosti po 9 dnech byla opét zjisténa nejvyssi vytéznost u
algindtovych pelet, u kterych byly jako zdklad pouzity otruby. Zatimco u ostatnich
druhti pelet je nardst poc¢tu spor zfetelny, u otrubnych pelet se vytéznost zvysila jen
nepatrné. Z grafu ¢. 30 je vidét, ze pelety z otrub jiz tak vyrazn€ nepievySuji ostatni

varianty, jak tomu bylo v pfedchozim grafu ¢. 29.

Graf ¢ 31: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z riznych druht 25 alginatovych

pelet po 12 dnech
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Z grafu ¢. 31 je patrné, ze pti hodnoceni vytéznosti spor po 12 dnech se pocet
spor témét u vSech pelet zvysil. Vyjimku tvoti ryzové pelety, u kterych vytéznost mirné
poklesla. NejproduktivnéjSim substratem byly opét alginatové pelety z otrub, u kterych
byla vytéznost 1,18E+07. Vytéznost u alginatovych pelet, jejichz zaklad tvotily kroupy,
vlo¢ky a kukufice byly velmi vyrovnané a pocet spor se pohyboval v rozmezi 4,32E+06
— 4,88E+06 spor na jednu Petriho misku s 25 partikulemi.
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Tab. ¢ 16: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z 1 alginatové pelety z 25

alginatovych pelet

vytéznost spor na 1 algindtovou peletu
druh substratu

9. den 12. den
kroupy 7,84E+04 1,95E+05
vlocky 6,24E+04 1,86E+05
otruby 3,42E+05 4,74E+05

kukufice 5,92E+04 1,73E+05
ryze 3,36E+04 4,48E+04

Tab. ¢ 17: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z 1 samostatné umisténé alginatové

pelety

vytéznost/kultura vyt&znost/mm®
druh substratu
9. den 12. den 9. den 12. den

kroupy 2,72E+05 4,48E+05 5,03E+01 8,28E+01
vlocky 1,02E+06 7,52E+05 1,89E+02 1,39E+02
otruby 7,84E+05 1,04E+06 1,45E+02 1,92E+02
kukuftice 3,04E+05 2,24E+05 5,62E+01 4,14E+01
ryze 1,92E+05 4,00E+05 3,55E+01 7,39E+01
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Graf ¢ 32: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z 1 alginatové pelety z 25

algindtovych pelet a z 1 samostatné umisténé alginatové pelety po 9 dnech
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Pii porovnani vytéznosti po 9 dnech kultivace vyplyva, ze vytéznosti spor
Z jedné alginatové pelety umisténé samostatné ve stiedu Petriho misky byly zifetelné
vyssi nez u jedné pelety z misek po 25 partikuli. Nejvétsi rozdil vykazuji alginatové
pelety z ovesnych vlocek, u kterych je vytéznost z jedné samostatné umisténé pelety
mnohonasobné vyssi nez u jedné pelety z Petriho misky s 25 partikulemi. Naopak u 1

pelety z 25 je nejvyssi vytéznost u otrubnych pelet.
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Graf ¢ 33: Porovnani vytéznosti spor A. oligospora z 1 alginatové pelety z 25

algindtovych pelet a z 1 samostatné umisténé alginatové pelety po 12 dnech
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VytéZnost spor 12. den kultivace byla znovu vys§i u samostatné umisténych
alginatovych pelet. Pii porovnani hodnot zjisténych 12. den kultivace s vysledky 9. den
kultivace je vidét, ze u pelet z ovesnych vlocek a kukufice doslo u samostatné
umisténych pelet k poklesu vytéznosti. Naproti tomu u 1 pelety z 25 doslo ke zvySeni

poctu spor. U obou dvou variant byla nejvyssi vytéznost spor u otrubnych pelet.

Tab. & 18: Porovnani priméru a plochy mycelia A. oligospora po 5 a 9 dnech

pramér [mm] plocha [mm?]
druh substratu
5. den 9. den 5. den 9. den

kroupy 48,00 83,00 1809,56 5410,60
vlocky 63,95 83,00 3211,96 5410,60
otruby 46,35 83,00 1687,29 5410,60
kukufice 51,60 83,00 2091,17 5410,60
ryze 49,20 83,00 1901,16 5410,60
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Graf ¢ 36: Porovnani plochy mycelia A. oligospora po 5 dnech
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Radialni rust mycelia z jedné alginatové pelety byl az na pelety, kde byl jako
zaklad pelety pouzity ovesné vlocky, pomérné vyrovnany a mycelium pokryvalo plochu
od 1687,29 mm?u pelet s obsahem otrub az po 2091,17 mm? u kukufti¢nych pelet. U
alginatovych pelet, kde zaklad tvotily ovesné vlocky, byla plocha mycelia 3211,96
mm?. Pfi hodnoceni po 9 dnech dosahovalo mycelium okraji Petriho misek u vSech

alginatovych pelet.

Zhodnoceni:

Cilem tohoto pokusu bylo ovéfeni vitality biomasy A. oligospora imobilizované
do alginatovych pelet a nalezeni nejvhodnéjSiho substratu pro tvorbu pelet. Na zakladé
vysledki zjisténych v pokusu €. 6 lze fici, ze vhodnymi substraty pro alginatové pelety
jsou ovesné vlocky a otruby. Na téchto alginatovych peletich dosahovala nematofagni
houba A. oligospora vyborné vytéznosti pii souc¢asném dobrém radialnim ristu a indexu
obristani. Jako nejméné vhodny substratem se jevi ryze, kterd se pifi hodnoceni u
vetSiny pokust umistila na poslednim misté.

Potvrdila se domnénka, Ze by houba rostouci ze samostatné umisténé pelety
méla mit vyssi vytéznost nez vytéznost z 1 pelety z 25. Houba rostouci ze samostatné
umisténych pelet nemusi o prostor a ziviny soupefit s jinymi konkurenty, coz vede

K vyssi produkci spor.
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Na zéklad¢ pokusu €. 6 lze fici, Ze houba na vSech druzich algindtovych pelet
dobie obriista a dosahuje velmi rychlého radidlniho ristu, coz je hlavni podminkou pro

uspésné osidleni padniho prostredi.
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5. DISKUZE A ZAVERY

Tato diplomové prace je prvni studii, zabyvajici se hodnocenim ristovych a
produkénich schopnosti nematofagni houby A. oligospora. Vétsina praci tykajicich se
tohoto druhu houby se zamétfuje na morfologii a infekéni cyklus. Z diivodu nedostatku
informaci o kultivaci A. oligospora nemuze byt tato diskuze feSena standardnim

zpusobem.

Cilem této diplomové prace bylo ziskani biotechnologickych charakteristik

A. oligospora. V provedenych pokusech byly zjistovany informace tykajici se:

e ristu a sporulace na umélych zivnych ptdéch a na piirozenych substratech
e vlivu podminek kultivace na produkci biomasy a spor

e moznosti formulace biopreparatu na bazi A. oligospora

Biologicka ucinnost houby vici fytofagnim had’atkim neni v této préci fesSena,

jelikoz vhodné testovaci agens nebylo k dispozici.

Obecnym predpokladem pro vyuziti hub v biologické ochrané rostlin proti
Sktidctim je schopnost saprofytického rustu, ktery umoziuje a usnadiuje jejich kultivaci
na umélych zivnych médiich. Na zaklad¢ provedenych pokust lze fici, ze A. oligospora
ma vyraznou schopnost saprofytického riistu. Houba rostla na v§ech vybranych druzich
umélych i pfirozenych substratii. Tento fakt je velmi dilezity nejen pro samotnou
kultivaci, ale také pro schopnost houby udrzet se pii absenci vhodného hostitele
V ptidnim prostiedi.

Z hlediska praktické ucinnosti houby v biologické ochrané jsou vyznamné dva
ukazatele — rychlost radialniho rustu, ktera je dileZzita pro schopnost houby kolonizovat
prostiedi a produkce spor, kterd je piedpokladem Sifeni se v prostfedi. Tyto dva
parametry byly hodnoceny pifi povrchové kultivaci na standardnich druzich
agarizovanych zivnych pud v pokuse ¢. 1. Z vysledkd vyplyva, ze rust A. oligospory
byl velmi rychly. JiZ 7. den kultivace houba témét dosahovala okrajli Petriho misek
2 90 mm u zivné pidy CMA. Po 21 dnech dorostlo mycelium ke krajim i u Zivnych
pud PDA, CDA a SLA. Rist houby na YEA, V8J a TSA byl mirné pomalejsi. Nejméné

vhodnou agarizovanou zivnou pudou bylo SDA. Na této pudé byla rychlost ristu
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nejpomalejSi a houba v rychlosti ristu vyrazné zaostdvala za ostatnimi variantami.
Nicméné dobry radialni rtst nezarucuje odpovidajici vytéznost spor. I kdyz se zivné
pudy s vyjimkou SDA v rychlosti radidlniho rstu zasadné neliSily, v produkci spor
byly zjistény vyrazné rozdily. Po 21 dnech kultivace byla nejvyssi vytéznost spor z
1 mm? u Zivné pudy SLA, nésledovana ptidami PDA a CMA. Pfi porovnani vysledkt
radialniho riistu a produkce spor lze fici, Ze nejvhodnéjsi druh Zivné ptdy pro kultivaci
A. oligospora je SLA, na které houba vykazuje velmi dobry rist a soucasné nejvyssi
vytéznost spor 9,17E+02 spor/ mm®.

Cilem pokusu €. 2 bylo ovéfeni nepfimé zavislosti mezi produkci spor a
mnozstvim zivin obsazenych v umélych médiich, kdy se mnozstvi spor zvySuje
s klesajicimi zivinami. Tato skuteCnost se potvrdila pouze u médii inokulovanych
suspenzi konidii. Vytéznost spor zde klesala spolu se zvySujicim se obsahem Zivin
v poradi %2 PDA, PDA a MEA. Médiem s nejniz§im mnozstvim zivin byla sice ptda s
2 % agarem, avsak toto kultivaéni médium se z diivodu velmi nizkého obsahu zivin
nejevi jako vhodné pro rist, resp. sporulaci A. oligospora.

Rust a sporulace A. oligospora na ptirozenych substratech (ryze, nahy oves,
pluchaty oves, kroupy, ovesné vlocky, fepka) byl zkoumén v pokuse ¢. 5. Tento
experiment byl zaloZzen ve dvou variantach, ve kterych byla v prvni varianté
inokulovana semena umisténa do Erlenmayerovych banék a u druhé varianty byla
vyskladana na povrch Petriho misky s2 % agarem. Vyrazné lepSich vysledki bylo
dosazeno u varianty ¢. 2., kdy A. oligospora rostla a sporulovala na vSech testovnych
substratech, zatimco u prvni varianty byla produkce spor zaznamenana pouze u krup a
pluchatého a nahého ovsu. Tato skutecnost je pravdépodobné dana tim, ze v Petriho
miskach s 2 % agarem byla vyssi vlhkost neZ u semen umisténych do Erlenmayerovych
ban¢k, coz houbé poskytovalo lepsi podminky pro riist mycelia a tvorbu spor. Na
zakladé zjisténych vysledkd 1ze za nejvhodnéjsi substrat povazovat ovesné vlocky, u
kterych bylo mnozstvi vyprodukovanych spor témét dvakrat vysSi nez substratu

s druhou nejvyssi vytéznosti — ryze.

Vliv odlisnych podminek kultivace A. oligospora v tekutych zivnych médii
byl hodnocen v pokusech ¢. 3 a ¢. 4. Jako hlavni ukazatel pro posouzeni vhodné
kombinace jednotlivych faktorti (druh inokula, typ tiepani, druh Zivného média) bylo

pouzito mnozstvi vytvorené biomasy resp. pocet fragmentu.
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Cilem pokusu ¢. 3 bylo stanoveni vlivu zdroje inokula a typu tfepani na kultivaci
houby ve standardnich zivnych médiich (TSB, SDB, YMB, PDB, CMB). Z vysledka
tohoto experimentu vyplyva, Ze ani jeden z vySe uvedenych faktorii nebo jejich mozna
kombinace neovliviiovala vSechna zivnd média stejnym zptsobem. Jedinou podobnost
lze spatiit u YMB a SDB, u kterych A. oligospora vyprodukovala vice biomasy pfi
inokulaci konidiemi. Naopak minimalni rozdily v produkci biomasy byly zaznamenany
u zivného média CMB. U tohoto média se jednotlivé varianty v mnozstvi
vyprodukované biomasy lisily pouze 0 0, 3 g.

V tomto pokuse byla dile média mikroskopicky zkoumdna. Obecnym
pfedpokladem pro vyuziti submerzni kultivace je schopnost houby vytvaret uniformni
biomasu, na jejimz zakladé je formulovana vétSina biopreparatti na bazi hub. V médiich
byly zjistovany struktury vytvarené pii submerzni kultivaci. Jelikoz G¢innou slozku
vétSiny biopreparati na bazi hub tvofi blastospory nebo spory, byla v médiich
zkoumana moznost tvorby konidii A. oligospora, ktera se vSak neprokazala. Média
obsahovala pouze fragmenty mycelia o rtizné délce. V nckterych médiich byl zjistén
naznak tvorby chlamydospor.

V pokusu ¢. 4 byl studovan vliv rozdilného typu tiepani a odliSného obsahu
uhliku a dusiku v tekutych médiich na mnoZzstvi fragment. Hodnoty zjisténé u médii se
stejnym obsahem uhliku a dusiku se pfi kultivaci na orbitdlni a vertikdlni tfepacce
znacné lisi. Na zaklad¢ tohoto faktu lze fici, Zze zplsob tfepani zdsadné ovliviiuje
mnozstvi vytvofenych fragmentii. V tomto experimentu se nepodafilo urcit, jaky pomér
C:N je pro kultivaci A. oligospora nejvhodnéjsi, protoze pocet fragmentti v médiich se

stejnym pomérem C:N se vyrazné odliSuji.

Jelikoz nebylo mozné formulovat biopreparat na bazi A. oligospora standardnim
zptisobem, byla zkoumana moznost vytvofit u¢inny piipravek na bazi alginatovych
pelet, jejichz aktivni slozkou jsou neinfekéni formy biomasy hub (mycelium) nebo
infek¢ni jednotky imobilizované v organickych nebo anorganickych nosicich. Tato
formulace byla vyvinuta specialné pro pudni aplikaci proti Skiidcim zijicim v ptidnim
prostiedi.

Hodnoceni riistu a sporulace A. oligospora inkorporované do alginatovych pelet,
z riznych druht substrati (kroupy, ovesné vlo¢ky, otruby, kukufice, ryze) bylo
provadéno v pokuse ¢. 6. VSechny zvolené substraty pro inkorporaci A. oligospora se

ukéazaly jako vhodné. Houba rychle regenerovala, rostla a sporulovala na vSech
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testovanych druzich alginatovych pelet. Pfi hodnoceni indexu obrastani 5. den

dosahovala houba u vSech typi pelet indexu 6, tedy plné sporulace.

Mnozstvi vyprodukovanych spor bylo zjistovano u jedné samostatné¢ umisténé

pelety a u jedné z 25 pelet umisténych v Petriho misce s 2 % agarem. Potvrdil se fakt,

ze houba rostouci ze samostatné umisténé pelety produkuje vice spor, jelikoz nemusi o

prostor a ziviny soupefit s jinymi konkurenty. Z hlediska vhodnosti substrdtu u obou

variant se jako nejlepsi jevi ovesné vlocky a otruby.

Vysledky diplomové prace lze struéné shrnout do nésledujicich bodi a

konstatovani:

A. oligospora ma znac¢né saprotrofni schopnosti

z hlediska rychlosti radidlniho riistu a produkce spor je nejvhodnéjSim umélym
zivnym médiem SLA a pfirozenym substratem ovesné vlocky

Z hlediska ristu a sporulace jsou nejvhodnéj$Sim substraitem pro tvorbu
alginatovych pelet ovesné vlocky

s klesajicim mnoZzstvim zivin v umélém zivném médiu stoupa produkce spor
nepodafilo se prokazat vliv zdroje inokula nebo zpusobu tfepani na produkci
biomasy pii kultivaci v tekutych zivnych médiich

nepodafilo se zjistit nejvhodnéjsi pomér C:N na produkci biomasy pfi kultivaci
Vv tekutych Zivnych médiich

pfi submerzni kultivaci houba nevytvéaii konidie, ale pouze myceliové
fragmenty; v nékterych médiich naznak tvorby chlamydospor

biopreparat na bazi A. oligospora lze formulovat; nejvhodnéjsi formulaci jsou

alginatové pelety s inkorporovanou biomasou A. oligospora
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7. PRILOHY

Graficky list ¢ 1: Mikroskopické fotografie A. oligospora kmen F-483
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Detailni pohled na infekéni struktury

Detailni pohled na chlamydospory
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Graficky list ¢ 2: Rust A. oligospora kmen F-483 na vybranych umélych zivnych
pudach 7. den kultivace
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Graficky list ¢ 3: Rust A. oligospora kmen F-483 na vybranych umélych zivnych
pudach 14. den kultivace
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Graficky list ¢ 4: Rust A. oligospora kmen F-483 na vybranych umélych zivnych
pudach 21. den kultivace
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Graficky list ¢ 5: Produkce biomasy A. oligospora kmen F-483 v tekutém zivném
médiu TSB 7. den kultivace
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Zivné medium varianta makroskopicky popis
prstenec: ano
OK barva: tmavé hnéda, matna

utvary: myceliové vliocky

prstenec: ano

barva: typické TSB, tmavsi nez OK varianta
utvary: myceliové vlocky vétsi velikost a mensi
mnozstvi nez OK varianta

OB
TSB

prstenec: ne, na stén¢ mycelium
VK barva: hnéda, svétlejsi nez OK a OB varianta
utvary: velké mnozstvi vlocek

prstenec: ano
VB barva: tmavé hnéda, matna
utvary: typicky rozprostiené mycelium
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Graficky list ¢ 6: Produkce biomasy A. oligospora kmen F-483 v tekutém zivném
médiu SDB 7. den kultivace
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Zivné medium varianta makroskopicky popis
prstenec: ano
OK barva: rezava, svétlé SDB

utvary: myceliové vlocky, myceliové pelety (vice)

prstenec: ne

barva: vinova, typické SDB

utvary: myceliové pelety (do 10 ks), myceliové
provazce (asi spadly prstenec)

OB

SDB .
prstenec: ano

barva: tmavé rezava
utvary: myceliové kulovité a uniformni pelety, bez
vlocek

VK

prstenec: ne

barva: oranzovohnéda, neprihledna

utvary: myceliové vlocky (do 10 ks), typicky
rozprostfené mycelium

VB
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Graficky list ¢ 7: Produkce biomasy A. oligospora kmen F-483 v tekutém zivném
médiu YMB 7. den kultivace
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Zivné medium varianta makroskopicky popis
prstenec: ano
OK barva: Zlutohnéda, matna (dano mnozstvim pelet)

utvary: velké mnozstvi malych myceliovych pelet

prstenec: ne

barva: tmavé hnédooranzova, matna
utvary: myceliové pelety (do 30 ks), typicky
rozprostiené mycelium

OB

YMB prstenec: ano (Siroky)

VK barva: svétle hnédooranzova, prihledna

utvary: malé myceliové pelety, o /2 méné nez OK
varianta

prstenec: ne

barva: tmavé hnédooranzova, (tmavsi nez OB
VB varianta)

utvary: typicky rozprostfené mycelium bez
myceliovych pelet a vlocek

88




Graficky list ¢ 8: Produkce biomasy A. oligospora kmen F-483 v tekutém zivném
médiu PDB 7. den kultivace
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Zivné medium varianta makroskopicky popis
prstenec: ne
OK barva: svétle hnédooranzova, neprithledna

utvary: myceliové pelety, malé myceliové vlocky

prstenec: ne

OB barva: svétle zluta, neprihledna
PDB utvary: paprscité myceliové vlocky
prstenec: ano (Siroky)
VK barva: typické PDB, pruhledné

utvary: myceliové pelety (do 10 ks)

prstenec: ano (Siroky)
VB barva: prihledna, slaby zakal
utvary: myceliové pelety (do 30 ks)
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Graficky list ¢ 9: Produkce biomasy A. oligospora kmen F-483 v tekutém zivném
médiu CMB 7. den kultivace
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Zivné medium varianta makroskopicky popis
prstenec: ne
OK barva: svétle hnédooranzova, matna

utvary:velké mycelivé vlocky, myceliové pelety

prstenec: ne

OB barva: svétle hnédooranzova
CMB utvary: myceliové vliocky
prstenec: ne, na stén¢ mycelium
VK barva: svétle hnédooranzova

utvary: myceliové pelety, myceliové vlocky (mélo)

prstenec: ne
VB barva: svétle hnédooranzova
utvary: myceliové pelety, myceliové vlocky (mélo)
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Graficky list ¢ 10: Rast A. oligospora kmen F-483 na vybranych pfirozenych
substratech umisténych v Petriho miskach s 2 % agarem po 13 dnech kultivace

repka ovesné vlocky
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Graficky list ¢ 11: Detailni foto rastu A. oligospora kmen F-483 na 1 partikuli
ptirozeného substratu (umisténi v Petriho miskach s 2 % agarem, kultivace po dobu 13
dni)

ryze nahy oves

pluchaty oves kroupy

fepka ovesné vlocky
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Graficky list ¢ 12: Ptiprava alginatovych pelet s inkorporovanou A. oligospora kmen
F-483

alginatové pelety z krup, ryze, kukuftice, ovesnych vlocek, otrub
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93



Graficky list ¢ 13: Obristani alginatovych pelet s inkorporovanou A. oligospora kmen
F-483 po 6 dnech kultivace
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Graficky list ¢ 14: Detailni pohled na obrustani alginatovych pelet z otrub

s inkorporovanou A. oligospora kmen F-483

Alginatova peleta po 3 dnech kultivace — index obrustani ¢. 4

Alginatova peleta po 5 dnech kultivace — index obristani €. 6

Alginatova peleta po 7 dnech kultivace — index obriistani ¢. 6
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